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　　摘　要：目的　研究细胞色素Ｐ４５０３Ａ５（ＣＹＰ３Ａ５）基因多态性与中国汉族人原发性高血压（ＥＨ）的相关性。方法　采用

ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针建立了ＣＹＰ３Ａ５３（６９８６Ａ＞Ｇ）位点的实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）分型方法，对１７０例中国汉族

ＥＨ患者和１９３例排除ＥＨ诊断的对照者进行ＣＹＰ３Ａ５３（６９８６Ａ＞Ｇ）位点基因分型。结果　ＥＨ组ＧＧ、ＧＡ、ＡＡ基因型频率分

别为５１．２％、４２．４％、６．５％，而对照组则为３９．９％、５０．８％、９．３％。携带ＧＧ基因型者ＥＨ的患病风险是至少携带一个Ａ等位基

因者的１．５７９倍［９５％犆犐：１．０４１～２．３９５］。结论　ＣＹＰ３Ａ５３（６９８６Ａ＞Ｇ）多态性位点可能与中国汉族人ＥＨ具有相关性，Ａ等

位基因可能降低ＥＨ的患病风险，存在稍低的收缩压水平。
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　　原发性高血压（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＥＨ）作为一种病因

未明的多基因多因素疾病，是个体的遗传易感性和环境致病因

子共同作用的结果。国内外研究已发现数十种基因与ＥＨ相

关。细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）超家族包括

ＣＹＰ１～４４个家族和Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ亚家族及数十种同工酶，参

与各种内、外源性物质的代谢，对某些疾病的发生发展也有重

要影响。其中ＣＹＰ３Ａ酶类参与皮质醇和皮质酮的新陈代谢，

使其转化为６β羟基皮质醇和６β羟基皮质酮，其活性与血压相

关［１］。ＣＰ３Ａ５是ＣＹＰ３Ａ家族中重要的亚家族，是人类肾组织

中主要的ＣＹＰ３Ａ表达酶，肾脏内ＣＹＰ３Ａ介导的酶活性依赖

于ＣＹＰ３Ａ５基因型
［２］，且其与肾脏近端小管钠的重吸收有

关［３］。因此其本身所具有的遗传多态现象导致ＣＹＰ３Ａ酶类

活性不同及ＣＹＰ３Ａ５表达差异，进而影响内源性皮质醇的新

陈代谢作用，可能最终通过影响钠的重吸收而影响血压。本研

究旨在检测ＥＨ患者和对照者的ＣＹＰ３Ａ５３（６９８６Ａ＞Ｇ）位

点多态性，分析其与中国汉族人ＥＨ之间的关系，及对血压的

影响，寻找与ＥＨ有关的可能遗传标记。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有研究对象均从２０１１年１０月至２０１２年６

月本院老年心血管内科住院患者及健康体检人群中选取。（１）

ＥＨ组：参照１９９９年 ＷＨＯ／ＩＳＨ高血压指南的诊断标准，收缩

压（ＳＢＰ）≥１４０ｍｍＨｇ和（或）舒张压（ＤＢＰ）≥９０ｍｍＨｇ；或

者既往有高血压病史，正在服用降压药物；其中男１１９例，女

５１例，年龄（６３．０５±１０．５４）岁。（２）对照组：符合ＳＢＰ＜１４０

ｍｍＨｇ、ＤＢＰ＜９０ｍｍＨｇ，排除既往高血压史，其中男１０９例，

女８４例，年龄（５８．１８±１２．６２）岁。流行病学调查内容包括：吸

烟史、血压以及临床一般生化指标的测定。所有研究对象均为

自然人群，汉族且无血缘关系，均排除继发性高血压，排除肝、

肾、肿瘤、糖尿病等其他严重的全身性疾病。

１．２　方法

１．２．１　人的基因组ＤＮＡ提取　于清晨采集ＥＨ患者和对照

者外周静脉血５ｍＬ，置于乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝

管中保存于－７０℃超低温冰箱中以备提取ＤＮＡ。将储存抗

凝血按人血液ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤提取白细胞基因组

ＤＮＡ，ＤＮＡ提取试剂盒为Ｔｉａｎｇｅｎ公司人血／细胞／组织ＤＮＡ

提取试剂盒，所提取的ＤＮＡ于－２０℃保存。

１．２．２　引物和ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ收录

的ＣＹＰ３Ａ５基因家族，查找ＣＹＰ３Ａ５３等位基因序列，通过
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ＢＬＡＳＴ对比，针对ＣＹＰ３Ａ５３等位基因保守序列设计引物

和 ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 探针。引物 Ｆ 为：ＡＡＴ ＧＣＴ ＣＴＡ ＣＴＧ

ＴＣＡＴＴＴＣＴＡＡＣＣＡＴＡＡＴＣ，引物Ｒ为：ＴＣＡＣＡＣＡＧＧ

ＡＧＣＣＡＣＣＣＡＡ，探针１（Ｇ）为：ＦＴＧＴＣＴＴＴＣＡＧＴＡＴＣ

ＴＣＴＴＰ，探针２（Ａ）为：６ＴＧＴＣＴＴＴＣＡＡＴＡＴＣＴＣＴＴＣＰ

（Ｆ代表ＦＡＭ，６代表 ＨＥＸ，Ｐ代表 ＭＧＢ基团）。以上均由上

海基康生物技术有限公司合成。

１．２．３　实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测　对

ＣＹＰ３Ａ５基因目的片段进行ＰＣＲ扩增及ＳＮＰ分型。ＲＴＰＣＲ

反应体系（２５μＬ）最终成分为：模板ＤＮＡ１μＬ、ＭａｓｔｅｒＭｉＸ酶

１２．５μＬ，引物各１μＬ，探针各０．５μＬ，灭菌双蒸水８．５μＬ。在

ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６０００ＲＴＰＣＲ仪上反应：９５℃预变性５ｍｉｎ，然后

９５℃变性３０ｓ，６０℃退火延伸１ｍｉｎ，仪器同时收集荧光信号，

共进行４０个循环。软件分析得出ＳＮＰ分型结果。

１．２．４　测序验证ＳＮＰ分型结果　将ＤＮＡ模板抽样共１０例，

经ＰＣＲ法对ＣＹＰ３Ａ５基因目的片段进行扩增。引物序列参

考文献［４］设计，上游引物为：５′ＣＡＴＧＡＣＴＴＡＧＴＡＧＡＣ

ＡＧＡＴＧＡＣ３′，下游引物为：５′ＧＧＴＣＣＡＡＡＣＡＧＧＧＡＡ

ＧＡＡＡＴＡ３′，由上海英骏生物技术有限公司合成。１０×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ等试剂由 ＴａＫａＲａ公司

生产。扩增产物为２９３ｂｐ片段，建立５０μＬ反应体系：１０×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＴａｋａｒａＴａｐ０．２５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ４

μＬ，１０．０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物各４μＬ，模板ＤＮＡ４μＬ，灭菌

双蒸水补至５０μＬ；扩增循环参数：９４℃预变性７ｍｉｎ，然后

９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循

环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物送至上海英骏生物技术

有限公司直接测序。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析。

计量资料以狓±狊表示，狋检验，χ
２ 检验用于计数资料的关联分

析和ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，应用ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析法进行多

因素回归分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般临床特征比较　两组间尿素氮、血糖、总胆固醇

（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）水平比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。ＥＨ组年龄、ＳＢＰ、ＤＢＰ、三酰甘油（ＴＧ）水平

明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），而高密度脂

蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）水平低于对照组，差异有统计学意义（犘

＜０．０１），见表１。

表１　　高血压组与对照组临床资料比较（狓±狊）

项目 高血压组（狀＝１７０） 对照组（狀＝１９０）

年龄（岁） ６３．０５±１０．５４ｂ ５８．１８±１２．６２

ＳＢＰ（ｍｍＨｇ） １４３．８３±１６．３８ｂ １２０．７０±１１．１４

ＤＢＰ（ｍｍＨｇ） ８０．６４±１１．２９ｂ ７２．４７±９．２６

尿素氮（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．６７±２．７５ ５．３８±１．６２

血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．３７±０．９２ ５．１６±０．９６

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．６８±０．９９ ４．６８±０．８０

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．０１±０．８６ ２．９２±０．６５

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．０６±０．２８ｂ １．２０±０．３４

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．７８±０．９３ａ １．５５±０．８３

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　ＣＹＰ３Ａ５基因扩增目的片段的ＴａｑｍａｎＭＧＢＰＣＲ体系

分型结果　本实验ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针１的５′端标记ＦＡＭ，通

过绿色通道检测Ｇ碱基，探针２的５′端标记 ＨＥＸ通过黄色通

道检测 Ａ碱基，３′端标记不发光的粹灭基团并连接 ＭＧＢ基

团。当黄色通道未检测到荧光信号，绿色通道检测到荧光信

号，表现为ＧＧ纯合型；当绿色及黄色通道均检测到荧光信号，

表现为ＧＡ杂合型；当绿色通道未检测到荧光信号，黄色通道

检测到荧光信号时，表现为ＡＡ野生型；运用ＴａｑｍａｎＭＧＢ探

针法，所有研究对象的ＣＹＰ３Ａ５基因扩增目的片段均得到满

意ＳＮＰ分型结果，获得３种基因型：ＧＧ纯合突变型（ＣＹＰ３Ａ５

３／３）、ＧＡ 杂合突变型（ＣＹＰ３Ａ５１／３）、ＡＡ 野生型

（ＣＹＰ３Ａ５１／１）。

２．３　ＣＹＰ３Ａ５基因扩增目的片段的测序结果　抽样测序的

１０例ＤＮＡ模板ＰＣＲ产物均得到满意扩增。１０例样本测序结

果与ＴａｑｍａｎＭＧＢ分型结果一致。检测到２种基因型：ＧＧ纯

合突变型（ＣＹＰ３Ａ５３／３）、ＧＡ杂合突变型（ＣＹＰ３Ａ５１／

３），未检测到ＡＡ野生型（ＣＹＰ３Ａ５１／１）。

２．４　ＣＹＰ３Ａ５３（６９８６Ａ＞Ｇ）多态性位点基因型分布频率及

等位基因频率分布　两组ＣＹＰ３Ａ５３（６９８６Ａ＞Ｇ）基因型和

等位基因分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（犘＞０．０５）。ＥＨ

组ＧＧ、ＧＡ、ＡＡ基因型频率分别为５１．２％、４２．４％、６．５％，而

对照组则为３９．９％、５０．８％、９．３％；ＥＨ组ＧＡ＋ＡＡ基因型频

率低于对照组，差异有统计学意义（χ
２＝４．６４３，犘＝０．０３１），通

过相对危险度分析发现，ＧＧ基因型者ＥＨ 的患病风险是 ＧＡ

＋ＡＡ基因型者的１．５７９倍，见表２。等位基因频率分布在两

组间相比也有统计学差异，ＥＨ组Ａ等位基因频率分布低于对

照组（χ
２＝４．１９２，犘＝０．０４１），见表３。

表２　　ＣＹＰ３Ａ５３基因型分布频率

组别 狀

基因型（％）

ＧＧ ＧＡ ＡＡ
犘 犗犚 ９５％犆犐

高血压组

对照组

１７０

１９３

８７（５１．２）

７７（３９．９）

７２（４２．４）

９８（５０．８）

１１（６．５）

１８（９．３）
０．０３１ １．５７９ １．０４１～２．３９５

　　犘值、犗犚值和９５％犆犐以ＧＡ＋ＡＡ为内对照。

表３　　ＣＹＰ３Ａ５３等位基因分布频率

组别 狀

等位基因（％）

Ｇ Ａ
犘

高血压组

对照组

１７０

１９３

２４６（７２．４）

２５２（６５．３）

９４（２７．６）

３４（３４．７）
０．０４１

２．５　ＥＨ危险因素的非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析　以有无高血

压为因变量，将性别、年龄、吸烟、ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ、ＴＧ、基

因型引入Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型。结果显示，基因型（ＧＧ）是ＥＨ

的一项独立危险因素，见表４。

２．６　ＣＹＰ３Ａ５３各基因型间血压水平的比较 　以基因型分

组，比较分析发现ＥＨ组ＧＧ基因型者ＳＢＰ（１４３．６０±１７．１２）

ｍｍＨｇ和ＤＢＰ（７９．５４±１１．１２）ｍｍＨｇ与ＧＡ＋ＡＡ基因型者

ＳＢＰ（１４４．０６±１５．７５）ｍｍＨｇ和ＤＢＰ（８１．７２±１１．４３）ｍｍＨｇ

相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；对照组ＧＧ基因型者ＳＢＰ

（１２２．８２±１１．８２）ｍｍＨｇ和ＤＢＰ（７３．１２±９．７０）ｍｍＨｇ与ＧＡ

＋ＡＡ 基 因 型 者 ＳＢＰ（１１９．３７±１０．５４）ｍｍ Ｈｇ 和 ＤＢＰ

（７２．０７±９．００）ｍｍ Ｈｇ比较，差异也无统计学意义（犘＞

０．０５），但可以发现ＧＡ＋ＡＡ基因型者存在稍低的ＳＢＰ水平。
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表４　　高血压危险因素的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

变量 犅 犗犚 犛犈 Ｗａｌｄχ
２ 犘 ９５％犆犐

性别 ０．６１６ １．８５１ ０．３２６ ３．５６６ ０．０５９ ０．９７７～３．５０７

年龄 －０．０４９ ０．９５２ ０．０１２ １７．２８２ ０．０００ ０．９３０～０．９７４

吸烟 ０．１９５ １．２１６ ０．３３６ ０．３３８ ０．５６１ ０．６２９～２．３４８

ＴＣ ０．３１０ １．３６３ ０．３２３ ０．９１９ ０．３３８ ０．７２４～２．５６８

ＬＤＬＣ －０．５２０ ０．５９５ ０．３４８ ２．２３６ ０．１３５ ０．３０１～１．１７５

ＨＤＬＣ ０．９１０ ２．４８５ ０．５９１ ２．３７２ ０．１２３ ０．７８０～７．９１３

ＴＧ ０．３１５ ０．７２９ ０．１８８ ２．８１３ ０．０９４ ０．５０５～１．０５５

基因型 ０．５４４ １．７２３ ０．２７４ ３．９５３ ０．０４７ １．００８～２．９４７

３　讨　　论

ＣＹＰ３Ａ５是ＣＹＰ３Ａ亚家族中主要的酶系，它的表达及活

性有着很大的个体和种族差异，这种差异与其单核苷酸多态性

有关，是造成ＣＹＰ３Ａ代谢的外源性及内源性物质差异的最重

要因素。目前在已经发现的３０多种ＣＹＰ３Ａ５突变型中，位于

第３号内含子的６９８６Ａ＞Ｇ突变最具功能意义，它导致ｍＲＮＡ

的剪接发生改变以及蛋白质截短，使得应至少携带一个

ＣＹＰ３Ａ５１（Ａ）等 位 基 因，才 能 在 体 内 转 录 完 整 的

ＣＹＰ３Ａ５ｍＲＮＡ及表达，而携带基因为ＣＹＰ３Ａ５３／３（ＧＧ）

的不表达ＣＹＰ３Ａ５
［５］。ＣＹＰ３Ａ５３的基因频率存在明显的种

族差异，在白种人中的分布频率为７０％～８５％，在黑人中为

２７％～５０％，在亚洲人中为６５％～８５％
［６］，在中国汉族人中为

７２．７％
［７］。

研究提示ＣＹＰ３Ａ５基因多态性与 ＥＨ 的发病具有相关

性，但研究结论不一。最初在高血压大鼠模型实验中发现，

ＣＹＰ３Ａ活性的增加能增强６β羟基类固醇的生成，导致高血

压［８］。在人类所进行的相关研究中，Ｇｉｖｅｎｓ等
［２］首先发现了

ＣＹＰ３Ａ５１等位基因型个体与ＣＹＰ３Ａ５３等位基因型个体

比较拥有较高的ＳＢＰ、平均动脉压和内生肌酐清除率。随后

Ｈｅｒｂｅｒｔ等
［９］在黑种人的研究中，发现ＣＹＰ３Ａ５１等位基因

可能与ＥＨ的发病具有相关性。在关于白种老年人的研究中，

发现ＣＹＰ３Ａ５１／３表达子显著高的出现在高血压组
［１０］。

而Ｌｉｅｂ等
［１１］及Ｌａｎｇａｅｅ等

［１２］的研究发现，ＣＹＰ３Ａ５１等位

基因对血压无明显影响，与高血压发病不具有相关性。Ｒｅｉｎ

ｈｏｌｄ等
［１３］的研究结果提示携带ＣＹＰ３Ａ５１等位基因者存在

较低的ＳＢＰ及脉压水平。Ｆｒｏｍｍ等
［１４］在青年白种人的研究

中发现，ＣＹＰ３Ａ５３／３基因型者比１／３者拥有显著升

高的２４ｈ动态收缩压值。最近Ｚｈａｎｇ等
［１５］在对２３８例日本男

性的研究中发现，ＣＹＰ３Ａ５３／３基因型者的ＳＢＰ和ＤＢＰ与

其盐的摄入水平显著相关。Ｘｉ等
［１６］经 Ｍｅｔａ分析得出，在白

种人中ＣＹＰ３Ａ５１等位基因携带者拥有低的ＳＢＰ。本实验

通过对１７０例ＥＨ患者和１９３例对照者ＣＹＰ３Ａ５３基因多态

性分析，发现高血压组ＧＡ＋ＡＡ基因型分布频率低于对照组，

ＧＧ基因型者ＥＨ的患病风险是 ＧＡ＋ＡＡ基因型者的１．５７９

倍，同时高血压组 Ａ等位基因频率分布也低于对照组。提示

Ａ（ＣＹＰ３Ａ５１）等位基因可能降低ＥＨ的患病风险，与Ｒｅｉｎ

ｈｏｌｄ等
［１３］的研究结论基本相符。与在高血压大鼠模型试验［８］

中得出的结论不一，考虑可能人类肾脏ＣＹＰ３Ａ５同工酶的表

达模式与大鼠不同［１７］，同时，要比较人类与大鼠肾脏内所有的

ＣＹＰ３Ａ酶类的活性与功能比较困难。也与 Ｇｉｖｅｎｓ等
［２］的研

究结论不符，可能与人种、性别、年龄等混杂因素，以及高血压

在不同种族或民族中发病机制的不同，基因型及等位基因频率

的分布状况，以及基因多态性对该基因转录表达水平的影响在

不同种族间的差异、血压水平的被动性、环境和遗传因素的相

互作用等多种影响因素有关。另外对照组ＧＡ＋ＡＡ基因型者

存在稍低的ＳＢＰ水平，与Ｒｅｉｎｈｏｌｄ等
［１３］、Ｘｉ等

［１６］研究结论类

似。此外本研究中对照组 ＣＹＰ３Ａ５３等位基因频率为

６５．３％，低于Ｌｉ等
［７］报道的中国人ＣＹＰ３Ａ５３等位基因频率

７２．２％，可能是本研究中对照组研究对象均为年龄较大的非

ＥＨ患者，也可以从侧面说明ＣＹＰ３Ａ５１（Ａ）等位基因可能对

原发性高血压具有保护作用。

原发性高血压的发生受遗传、环境等多因素的相互影响，

而基因多态性存在种族、民族及地域间的差异，ＣＹＰ３Ａ５３基

因多态性与原发性高血压之间是否真正存在相关性，是通过影

响ＳＢＰ还是ＤＢＰ的水平而影响原发性高血压的发病，是否与

盐的摄入水平相关等等，目前尚无定论。本研究结果仅仅是一

个提示，但也不能完全排除由于样本数量和选择偏倚而产生的

差异，因此今后的研究需要进一步进行大样本研究，以及研究

ＥＨ纵多影响因素之间的相互作用。
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纤维环，开窗小则减压和置入融合器困难，过大则破坏纤维环

和后纵韧带的弹性收缩力，增加了融合器由此退出的危险。

（４）融合器的高度选择以试模后留有１～２ｍｍ空隙为宜，太小

者撑开力度不足，后期融合器容易移位；太大则在插入中容易

破坏骨性终板，为融合器下沉留下隐患。（５）在置入融合器前

应将椎体后缘凿平，有利于融合器置入；融合器放置后需要床

边Ｘ线透视下确认，要求其位于椎间隙中后１／３；融合器放好

后，需松开撑开装置，并向椎间隙略加压，不加压则融合器后期

容易移位，加压过大则容易导致融合器沉陷至椎体内。（６）若

症状及影像学提示突出主要位于一侧，则对侧关节突应该保

留，更加有利于节段稳定性。该手术方法的适应证包括：①中

央型突出者；②侧后突出型体积大，不切除关节突难以暴露者；

③除椎间盘突出，还存在关节突明显增生、椎管狭窄者；④节段

性脊柱不稳者。

经椎间孔入路可减少对于神经根、脊髓的干扰，且暴露充

分，可为椎间盘减压操作和融合器放置保证充分的操作空间，

避免不必要的医源性损伤，操作比较安全。减压去除的椎板、

棘突及关节突等则为融合器骨质提供了骨源，不需要髂骨取

骨，避免了额外损伤。但脊柱两侧均需要暴露和固定，增加了

损伤，需要融合器及脊柱内固定，增加了费用，而且研究显示，

单节段固定可增加临近节段退变的危险［１１１２］。因此，如单侧

椎间盘突出、范围小、无明显关节突增生及椎管狭窄、椎体不

稳，可考虑单纯椎间盘摘除手术。
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