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５０例帕金森病ＰＩＮＫ１基因５号外显子的多态性分析
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（广西医科大学第一附属医院神经内科，南宁５３００２１）

　　摘　要：目的　探讨广西地区帕金森病（ＰＤ）的同源性磷酸酶张力蛋白诱导的激酶１（ＰＩＮＫ１）基因５号外显子的多态性分布

特征，及其与ＰＤ的关系。方法　应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）、单链构象多态性分析（ＳＳＣＰ）、ＤＮＡ直接测序等技术对广西地区２８

例早发ＰＤ组患者、２２例晚发ＰＤ组患者（早发ＰＤ组＋晚发ＰＤ组为ＰＤ组）及５５名健康对照组的ＰＩＮＫ１基因５号外显子的多

态性进行分析。结果　ＰＩＮＫ１基因５号外显子Ｇ１２１６４Ａ、ＩＶＳ５５ＧＡ（内含子上游调控区５５ＧＡ）连锁多态，统计结果显示ＰＤ组

基因型Ｇ／Ａ、Ａ／Ａ（４２．０％）与对照组（２３．６％）相比有升高趋势（χ
２＝４．０３４，犘＝０．０４５），晚发ＰＤ组基因型Ｇ／Ａ、Ａ／Ａ（４５．５％）与

对照组中３８名年龄大于５０岁的健康人（２１．１％）相比有升高趋势（χ
２＝３．９５１，犘＝０．０４７），各组之间的等位基因频率比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｇ１２１６４Ａ、ＩＶＳ５５ＧＡ连锁多态可能是广西地区晚发ＰＤ患者的易感因素。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种常见的神经系统

退行性变性疾病，晚期患者行走困难、生活不能自理，给家庭和

社会带来很多负担，目前ＰＤ发病机制和病因的研究成为热

点。有研究发现同源性磷酸酶张力蛋白诱导的激酶１基因

［（ｐｈｏｓｎｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅ（ＰＴＥＮ）ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ

１，ＰＩＮＫ１］基因突变是常染色体隐性遗传性早发性ＰＤ家系的

第二大常见病因［１］，突变频率约为１５％。在此，本研究探讨广

西地区ＰＤ的ＰＩＮＫ１基因５号外显子的单核苷酸多态（ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）分布特征及与ＰＤ的发病关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００４年３月至２００８年３月在本院参照

国际通用的ＰＤ临床诊断标准
［２］诊断为ＰＤ的患者５０例（ＰＤ

组），其中包括早发ＰＤ组患者２８例（发病年龄小于或等于５０

岁）和晚发ＰＤ组患者２２例（发病年龄大于５０岁），另外设置

有年龄基本匹配的对照组５５例（其中年龄小于或等于５０岁的

１７例，大于５０岁的３８例），均无明确神经系统疾病和ＰＤ家族

史。所有受试者均知情同意。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ制备　在签署知情同意书后，取所有患者和５５

例对照组的外周静脉血２～３ｍＬ，按常规酚／氯仿法从白细胞

中提取基因组ＤＮＡ。紫外分光光度法测定 ＤＮＡ浓度，－２０

℃保存。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　扩增ＰＩＮＫ１基因５号外显子的引物来自

参考文献［３］，以ＧｅｎｅＢａｎｋ中ＮＴ－００４６１０序列为参照。引物

由上海生工生物公司合成。上游引物：５′ＡＡＡＣＧＴ ＡＴＴ

ＧＧＧＡＧＴＣＧＴＣＧＡ３′，下游引物：５′ＣＴＣＴＡＧＴＧＣＣＣＣ

ＴＧＧＡＧＡＧＣＴ３′，扩增片段大小为２６６ｂｐ。ＰＣＲ反应总体

积为２０μＬ，内含０．４μｇＤＮＡ、１０×缓冲液（１０×ｂｕｆｆｅｒ）２．５

μＬ、２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、４种ｄＮＴＰ各０．１ｍｍｏｌ／Ｌ、上下游引物

各１０ｐｍｏｌ、１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变

性４ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃５５ｓ，３５个循环；７２℃

延伸５ｍｉｎ。反应结束后２％的琼脂糖凝胶电泳，电泳结束后

紫外分析仪检测ＰＣＲ扩增产物相对含量和相对特异性。

１．２．３　单链构象多态性（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）分析　ＳＳＣＰ电泳槽缓冲液为０．０２５ｍｏｌ／Ｌ的三

羟早基烷基甲烷（Ｔｒｉｓ），０．０８８ｍｏｌ／Ｌ的甘氨酸（ｐＨ８．８），电泳

槽使用 Ｈｏｅｆｅｒ２６０。胶缓冲液为０．１１２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ～０．１１２

ｍｏｌ／Ｌ醋酸盐（ｐＨ６．５），上样液为含０．０５％溴酚蓝的１０％蔗

糖。取ＰＣＲ终产物５０μｇ和３μＬ上样缓冲液，９８℃变性３ｍｉｎ

后置入冰浴中骤冷，上样于１２％聚丙烯酰胺凝胶（１０ｃｍ×１０

０２１４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３４期
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ｃｍ，０．０３ｍｍ 厚，含１０％甘油，丙烯酰胺∶双丙烯酰胺为

３５∶１）中，恒压３００Ｖ（恒压仪型号３０００Ｘｉ，ＢＩＯＲＡＤ），在恒温

箱（ＭＩＲ１５３，ＳＡＮＹＯ）中进行。ＳＳＣＰ最适温度根据以下公式

计算：Ｔ＝［８０×Ｃ／（Ａ＋１）］／｛２．７１＋［Ｃ／（Ａ＋１）］｝
［４］（Ｃ表示

碱基Ｃ的数量，Ａ表示碱基 Ａ的数量），在此温度的上下５℃

进行摸索最适合的电泳温度。此片段的最适合ＳＳＣＰ电泳温

度是２９℃，电泳４ｈ。电泳结束后，银染观察。

１．２．４　ＤＮＡ测序　对ＳＳＣＰ所发现的有异常片段的ＤＮＡ交

给上海生工进行正反双向测序测序，所用测序仪器为 ＡＢＩ

ＰＲＩＳＭ３７３０，测序试剂为ＢｉｇＤｙｅｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１。测序结果

与ＧｅｎｅＢａｎｋ中的基因序列ＮＴ００４６１０比较。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，基因

频率和基因型频率采用基因计数法，计数资料以率（％）表示，

两组间基因型频率、等位基因频率分布的差异性比较行χ
２ 检

验或Ｆｉｓｈｅｒ精确概率检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＳＣＰ结果　ＰＩＮＫ１外显子５的ＳＳＣＰ分析结果显示存

在Ａａ（如样本１）、Ｂｂ（如样本２）两种带型，见图１。

　　１、３、５、７、９、１１：对照组；２、４、６、８、１０：ＰＤ组。

图１　　ＰＩＮＫ１外显子５的ＳＳＣＰ分析结果

２．２　ＤＮＡ测序结果　ＰＩＮＫ１基因５号外显子存在ＩＶＳ５５

Ｇ／Ａ杂合及Ｇ１２１６４Ａ，Ｇ／Ｇ纯合连锁多态，ＩＶＳ５５Ａ／Ａ纯合

及Ｇ１２１６４Ａ，Ｇ／Ａ杂合连锁多态。两样本均未见ＩＶＳ５５Ｇ／Ｇ

纯合型及１２１６４Ａ／Ａ型，见图２、３，表１。

　　Ａ：ＳＳＣＰ电泳Ｂｂ型的反链测序图，提示ＩＶＳ５５ＧＡ多态杂合Ｃ／Ｔ型；Ｂ：ＳＳＣＰ电泳Ｂｂ型的正链测序图，提示ＩＶＳ５５ＧＡ多态杂合Ｇ／Ａ型；

Ｃ：ＳＳＣＰ电泳Ｂｂ型的正链测序图，提示Ｇ１２１６４Ａ多态的野生Ｇ／Ｇ型；Ｄ：ＳＳＣＰ电泳Ｂｂ型的反链测序图，提示Ｇ１２１６４Ａ多态纯合Ｃ／Ｃ型。

图２　　ＳＳＣＰ电泳Ｂｂ型的ＤＮＡ测序图

　　Ａ：ＳＳＣＰ电泳Ａａ型的反链测序图，提示ＩＶＳ５５ＧＡ多态的纯合Ｔ／Ｔ型 ；Ｂ：ＳＳＣＰ电泳Ａａ型的正链测序图，提示ＩＶＳ５５ＧＡ多态的纯合Ａ／

Ａ型 ；Ｃ：ＳＳＣＰ电泳Ａａ型的正链测序图，提示Ｇ１２１６４Ａ多态杂合Ｇ／Ａ型 ；Ｄ：ＳＳＣＰ电泳Ａａ型的反链测序图，提示Ｇ１２１６４Ａ多态的杂合Ｃ／Ｔ型。

图３　　ＳＳＣＰ电泳Ａａ型的ＤＮＡ测序图

表１　　Ｇ１２１６４Ａ及ＩＶＳ５５ＧＡ多态性位点基因型频率和等位基因频率（狀）

组别 狀

基因型分布

ＧＧ／ＧＡ ＧＡ／ＡＡ
犘

Ｇ１２１６４Ａ等位基因频率

ＧＧ／ＧＡ ＧＡ／ＡＡ
犘

ＩＶＳ５５ＧＡ等位基因频率

ＧＧ／ＧＡ ＧＡ／ＡＡ
犘

ＰＤ组 ５０ ２９ ２１ ０．０４５ａ ７９ ２１ ０．０７１ ２１ ７１ ０．２５７ａ

＜５０岁ＰＤ组 ２８ １７ １１ ０．５０２ ４５ １１ ０．５５３ｂ １７ ３９ ０．６２７ｂ

＞５０岁ＰＤ组 ２２ １２ １０ ０．０４７ ３４ １０ ０．０７１ｃ １２ ３２ ０．１７７ｃ

对照组 ５５ ４２ １３ ９７ １３ ４０ ７０

＜５０岁对照组 １７ １２ ５ ２９ ５ １２ ２２

＞５０岁对照组 ３８ ３０ ８ ６８ ８ ３０ ４６

　　ａ：与对照组比较；ｂ：与＜５０岁对照组比较；ｃ：与＞５０岁对照组比较。
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２．３　哈迪温伯格（ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ）吻和度检验　两样本

Ｇ１２１６４ＡＧ／Ａ多态连锁ＩＶＳ５５ＧＡ多态基因型观察值与期

望值检测符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，吻合良好（ＰＤ组χ
２＝

３．５３３，犘＝０．０６；对照组χ
２＝０．９８８，犘＝０．３２）。

２．４　基因型频率和等位基因频率比较结果　ＰＤ组基因型

Ｇ／Ａ、Ａ／Ａ（４２％）与对照组（２３．６％）相比有升高趋势（χ
２＝

４．０３４，犘＝０．０４５），晚发ＰＤ组基因型Ａ／Ａ，Ｇ／Ａ（４５．５％）与对

照组中同年龄段老年人（２１．１％）相比有升高趋势（χ
２＝３．９５１，

犘＝０．０４７），各组之间的等位基因频率比较差异均无统计学意

义（犘＞０．０５），见表１。

３　讨　　论

目前研究普遍认为氧化应激、线粒体功能障碍、泛素蛋白

酶体系障碍、炎症反应、兴奋性氨基酸毒性和细胞调亡都可能

是ＰＤ的发病机制，而线粒体功能障碍不仅是极其重要的发病

机制之一，还有可能是众多机制的中心枢纽［５６］。ＰＩＮＫ１基因

编码的ＰＩＮＫ１蛋白定位于线粒体内膜，是首次将线粒体功能

障碍与ＰＤ发病机制联系起来的蛋白。

Ｈａｔａｎｏ等
［７］对日本人进行ＰＩＮＫ１基因的研究发现了５

号外显子Ｇ１０１８Ａ、ＩＶＳ４５ＣＴ多态，Ｇｒｏｅｎ等
［８］的研究发现１

号外显子的Ｃ２８３Ｔ、５号外显子 Ａ３４０Ｔ和８号外显子 Ａ５２１Ｔ

均为多态，各等位基因或基因型水平与ＰＤ发病风险没有关

联，且在ＰＤ组未发现基因型对发病年龄有影响。袁静等
［９］对

中国早发性和晚发性ＰＤ患者的ＰＩＮＫ１基因的突变研究，未

发现基因突变是早发性或晚发性ＰＤ的易感因素。有研究发

现Ａ３４０Ｔ、ＩＶＳ５５ＧＡ多态可能是中国汉族晚发性ＰＤ的危险

因素［１０１１］。本实验发现５号外显子 Ｇ１２１６４Ａ、内含子上游调

控区５５ＧＡ（ｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ５５ＧＡ，ＩＶＳ５５ＧＡ）多态，

与他们不同点是发现 Ｇ１２１６４Ａ、ＩＶＳ５５ＧＡ多态呈现连锁关

系，Ｇ１２１６４Ａ多态有Ｇ／Ｇ和Ｇ／Ａ基因型，ＩＶＳ５５ＧＡ多态有

Ｇ／Ａ和Ａ／Ａ基因型，Ｇ／Ｇ与 Ｇ／Ａ基因型连锁，Ｇ／Ａ与 Ａ／Ａ

基因型连锁；结果显示ＰＤ组基因型Ｇ／Ａ、Ａ／Ａ（４２％）与对照

组（２３．６％）相比有升高趋势（χ
２＝４．０３４，犘＝０．０４５）；晚发ＰＤ

组基因型 Ｇ／Ａ、Ａ／Ａ（４５．５％）与对照组中同年龄段老年人

（２１．１％）相比有升高趋势（χ
２＝３．９５１，犘＝０．０４７）；各组之间

的等位基因频率比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５），提示

Ｇ／Ａ与Ａ／Ａ基因型可能是晚发性ＰＤ的易感因素。且基因型

频率，等位基因型频率均较高，Ｇ１２１６４Ａ多态没有 Ａ／Ａ基因

型，ＩＶＳ５５ＧＡ多态没有Ｇ／Ｇ基因型。这可能与地域、民族差

异有关，国内学者研究的对象主要是北方汉族人群，而本研究

对象主要是南方人群。

Ｇ１２１６４Ａ多态导致第３４０位氨基酸的丙氨酸被苏氨酸所

替换（Ａ３４０Ｔ），此位点正好处于ＰＩＮＫ１蛋白的蛋白激酶结构

域，有可能导致ＰＩＮＫ１蛋白的构象或功能的改变，或者影响

ＰＩＮＫ１蛋白的稳定性而使其非正常程序的被降解，最终会影

响ＰＩＮＫ１蛋白对神经元的保护作用，导致机体易感ＰＤ。

ＩＶＳ５５ＧＡ多态即是ＰＩＮＫ１基因第５外显子上游调控区

第５个碱基处发生了 ＧＡ的变异，内含子可以通过影响基因

构象，进而影响基因转录、翻译等过程［１２］，也有研究表明内含

子区的突变可影响前体ｍＲＮＡ剪接
［１３］，通过控制剪接体的组

装，细胞可以调节剪接的质量和数量，从而调节基因表达。本

研究与既往报道不同，发现ＰＩＮＫ１基因呈现Ｇ１２１６４Ａ多态与

ＩＶＳ５５ＧＡ连锁关系，且两者位置较靠近，极有可能相互作用

最后影响ＰＩＮＫ１蛋白的正常表达，进一步导致线粒体功能障

碍，提示Ｇ１２１６４Ａ多态Ｇ／Ａ基因型连锁ⅣＳ５５ＧＡ多态Ａ／Ａ

基因型可能是晚发性ＰＤ的易感因素。当然还有待于扩大样

本量进行重复实验并同时研究与之相关蛋白的表达来进一步

证实。
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