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中国汉族 apoB基因 I、 I、 I、Ins/Del
及 3'端 VNTR位点的多态性研究
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摘要 目的：apo B基因多态性对群体遗传学、心血管疾病等研究领域有着重要的价值，本文分析了中国汉族人群中 apoB基因
I、 I、 I、Ins/Del及 3' 端 VNTR 等 5 个多态性位点的等位基因频率分布，为相关研究提供基础资料。方法：应用

PCR-RFLP技术分析 I、 I、 I等 3个位点的多态性分布，应用常规 PCR方法分析 Ins/Del及 3'端 VNTR等 2个位点的
多态性分布。结果：①人群中 I位点有 E+及 E-两种等位基因，基因频率分别为 87.1%和 12.9%； I位点有 X+及 X-两种
等位基因，基因频率分别为 6.1%和 93.9%； I位点有 M+及 M-两种等位基因，基因频率分别为 97.1%和 2.3%；Ins/Del位点有
Ins及 Del两种等位基因，基因频率分别为 70.7%和 29.3%；3'端 VNTR位点有 16种等位基因，其中以 HVE34与 HVE36最为常
见,频率分别为 33.4%与 21%。②连锁不平衡分析表明，5个位点间除 I与 Ins/Del间存在较弱的连锁不平衡（D'=0.911，r2=0.
175），其余点位间无显著连锁不平衡。结论：数据比对表明，5个多态性位点的基因型和等位基因频率存在民族、种族差异，因此在
apo B基因相关研究中应充分考虑遗传背景造成的影响。
关键词：载脂蛋白 B；基因多态性；连锁不平衡
中图分类号：R394.5 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）30-5849-06

Study on I, I, I, Ins/Del and 3'VNTR Polymorphism
of Apolipoprotein B Gene in Han Nationality

The polymorphism of Apolipoprotein B Gene is important in the field of population genetics and
cardiovascular disease research. We study polymorphic sites of Apolipoprotein B Gene such as I, I, I, Ins/Del and 3'VNTR
in Chinese Han Nationality. PCR-RFLP technique was used in analyzing the genotype of I, I and I. PCR and gel
electrophoresis were used in analyzing the genotype of Ins/Del and 3'VNTR. ① There are two alleles were found in the site of

I. Their frequencies were E+=87.1% and E-=12.9. There were two alleles were found in the site of XbaI. Their frequencies were
X+=6.1%, X-=93.9%. There are two alleles were found in the site of I. Their frequencies were M+=97.1% and M-=2.3%. There were
two alleles found in the site of Ins/Del. Their frequencies were Ins=70.7% and Del=29.3%. Totally 16 alleles were found in the site of
3'VNTR. The HVE34 and HVE36 were the most common, and the frequencies of HVE32 and HVE34 were 33.4% and 21% . ② A
meaningful Linkage disequilibrium was found between I and Ins/Del （D'=0.911, r2=0.175）. There is a frequency
difference of genotype and allele in the 5 sites of apoB among different nationalities ethnic population.
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前言

载脂蛋白 B（apoB）是 VLDL、IDL和 LDL, 即所有致病性

脂蛋白或非高密度脂蛋白( nHDL)的主要载脂蛋白，其主要功

能是转运内源性胆固醇,维持体内血胆固醇平衡[4]。apoB基因
位于人类第二号染色体短臂的 23-24区，全长 43 kb，含有 29

个外显子和 28个内含子[1]。所有载脂蛋白基因中，apoB基因具

有最明显的多态性，apoB基因的一个或几个位点的微小变异
有可能对载脂蛋白的结构或血脂代谢途径产生一定的影响，

apoB基因的多态性与个体血脂的变化乃至与血脂代谢异常的
相关疾病有可能具有相关性[2]。因此，目前有关 apoB基因多态
性与动脉粥样硬化、冠心病、心肌梗死等关系已成为各个国家

的研究热点，国内外研究均显示 apoB基因的多态性与血脂代
谢及相关疾病具有不同程度的关联性，但研究同时发现，群体

不同得到的关联程度不同，可能与不同群体和民族的遗传背景

和环境背景不同有关[3-7]。因此，需要排除种族、人群和环境等因

素的影响，才能进一步证实 apoB基因与血脂及相关疾病的关

系。本研究以中国汉族群体作为研究对象，通过 PCR、限制性内
切酶片段长度多态性分析（RFLP）等方法研究 apoB 基因 5个

多态性位点 I、 I、 I、Ins/Del和 3'VNTR的基因多态
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性数据，为高脂血症、动脉粥样硬化、冠心病等疾病发病机制的

探讨及疾病的早期诊断、防治提供有价值的基础资料。

1 材料与方法

1.1 样本和试剂
按照知情同意的原则，采集在广州中山大学就读的大学生

汉族无关个体 198人的生理盐水漱口液，个体中来自中国北方

地区和南方地区的人数相当，全部样品均在采集当天进行基因

组 DNA的提取。蛋白酶 K（SIGMA）、premix taq PCR试剂盒及
DNA Marker均购自 TaKaRa，琼脂糖（OXOID）、内切酶 I、

I、 I均购自 Fermentas，丙烯酞胺、甲叉双丙烯酞胺均购

自 FARCO，其余化学试剂均为国产。 I、 I及 Ins/Del位

点的 PCR扩增引物序列均参照 Gajra B等[3]， I位点的 PCR

扩增引物序列参照 Soria LF [4]，3'VNTR的 PCR扩增引物序列

参照罗超权等[5]，5对引物的序列如下（由上海铂尚生物技术公

司合成，5’→3’）： I（CTGAGAGAAGTGTCTTCGAAG，
CTCGAAAGGAAGTGTAATCAC）， I（GGAGACTATTCA-

GAAGCTAA，GAAGAGCCTGAAGACTGACT）， I（CTGA-
GAGAAGTGTCTTCGAAG，CTCGAAAGGAAGTGTAATCA-

C），Ins/Del（CTGAGAGAAGTGTCTTCGAAG，CTCGAAAGG-

AAGTGTAATCAC），3'VNTR（CTGAGAGAAGTGTCTTCGA-

AG，CTCGAAAGGAAGTGTAATCAC）
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 口腔粘膜上皮细胞基因组 DNA的提取 将生理盐水漱

口液 10 mL转移至 15 mL离心管，8000 rpm 离心 10 min得到

口腔粘膜上皮细胞。将口腔粘膜上皮细胞细胞重悬于 0.5 mL

抽提缓冲液（100 mM Tris，50 mM EDTA，200 mM NaCl，0.5%

SDS，200 ug/ml蛋白酶 K，pH 8.0) , 65℃水浴 30 分钟,依次加

入等体积的饱和酚、酚：氯仿(1：1)和氯仿：异戊醇(24：1) ,分别

抽提 1次。DNA用乙醇洗淀并经 70%乙醇洗涤后室温干燥,加

入适量 TE缓冲液溶解，-20℃ 保存备用。
1.2.2 PCR扩增 5个位点的 PCR扩增均使用 TaKaRa公司

的 premix taq PCR试剂盒，反应体系均为总体积 30 滋L：DNA

模板约 0.3~0.5 滋g，premix tap 15 滋L（Taq1.25 U, dNTP各 0.4

mM, 2× PCR Buffer），上下游引物各 0.5 滋L（10 滋mol），用蒸馏

水补足至 30 滋L。扩增使用 HEMA3200型 PCR扩增仪，5个位

点的扩增程序分别如下： I（94℃预变性 7 min；94℃ 变性 1

min，58℃ 复性与延伸 3 min，进行 30个循环；最后 72℃再延伸
5 min）， （94℃ 预变性 4 min；92℃ 变性 1 min , 58℃ 复性
与延伸 5 min，进行 35个循环；最后 58℃ 再延伸 10 min），MspI

（94℃ 预变性 7min；94℃ 变性 1 min，60℃ 复性 1 min，72℃ 延
伸 1 min，进行 30 个循环；最后 72℃ 再延伸 5 min），Ins/Del

（92℃ 预变性 4 min；92℃ 变性 1 min，65℃ 复性与延伸 1.5
min，进行 35个循环；最后 65℃ 再延伸 5 min），3'VNTR（94℃

预变性 7 min，94℃ 变性 1 min，60℃ 退火及延伸共 4 min，进行
30个循环，最后 60℃ 再延伸 10 min）
1.2.3 5个位点基因多态性的检测与分型 I、 I、 I

酶切位点均通过 PCR-RFLP技术检测，先建立 30 滋L酶切体
系，混匀后 37℃ 酶切 12小时，2%琼脂糖凝胶电泳分离酶切产

物，凝胶成像仪拍照电泳结果；Ins/Del位点的 PCR产物经 8%

非变性聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳（PAGE）后，银染显色观察分

析条带；3'VNTR 位点的 PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分
离，凝胶成像仪拍照电泳结果，然后通过软件估算 PCR产物的

分子量，apoB 3'VNTR 序列由两端 152 个保守序列和中间以
15 bp核心序列多次重复组成，核心序列重复次数由以下公式

估算获得：（扩增片段 bp数—152 bp）/ 15 bp。
1.3 群体遗传学分析

用直接计数法计算 5个位点的等位基因频率分布，研究对

象与 Hardy-Weinberg平衡的符合程度通过 SPSS软件分析；使

用 SHEsis在线软件进行 5个位点间的连锁不平衡分析（网址：

http://analysis2.bio-x.cn/SHEsisMain.htm）,对连锁不平衡系数 D'

及 r2值进行判断[6]，以 r2＞ 0.100为存在有意义的连锁不平衡，
D'＞ 0.75和 r2＞ 0.33则存在强连锁不平衡。

2 结果

2.1 I位点多态性分析结果
I多态性基因型的判定：PCR扩增得到的产物为 480

bp，酶切后可得到 3 种酶切结果，出现 E+/E+ ( 含 253 bp、227

bp 2 条带)、E+/E- (含 480 bp、253 bp、227 bp3条带)和 E-/E-

(仅含 480 bp 1条带) 3种基因型（图 1）。所检测的中国汉族群

体中，共检出 E+/E+ 型 151 例,占 76.3 %, E+/E-型 43 例, 占
21.7%, E-/E-型 4例，占 2.02%，等位基因 E+和 E-在所检测人
群中的基因频率分别为 87.1%和 12.9%。统计分析表明，该群体

的 EcoRI基因型频数分布处于 Hardy-Weinberg平衡（P >0.05），

具有群体代表性。

图 1 I酶切位点分型的电泳结果

Fig.1 gel electrophoresis result of I restriction enzyme digestion

Note : M is DNA Marker; 1 is E-/E- genotype; 4 is E+/E- genotype;

2,3,5,6,7 are E+/E+ genotype

2.2 I位点多态性分析结果
I多态性基因型的判定：PCR 扩增得到的产物为 710

bp，酶切后得到 2种酶切结果，出现 X+/X-（含 710 bp、433 bp、
277 bp 3 条带）和 X-/X-（仅含 710 bp 1 条带）2 种基因型（图
2），没有检出 X+/X+型（应含 433 bp、277 bp 2条带）。所检测的

中国汉族群体中，共检出 X+/X-型 24例,占 12.1%, X-/X-型
174例,占 87.9%，等位基因 X+和 X-在所检测人群中的基因

频率分别为 6.1%和 93.9%。统计分析表明，该群体的 I基因
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型频数分布处于 Hardy-Weinberg平衡（P >0.05），具有群体代

表性。

图 2 I酶切位点分型的电泳结果

Fig.2 Gel electrophoresis result of I restriction enzyme digestion

Note: M is DNA Marker; 1,2,3,5 is X-/X- genotype; 4 is X+/X- genotype.

2.3 I位点多态性分析结果
I多态性基因型的判定：PCR 扩增得到的产物为 480

bp，酶切后得到 2种酶切结果，出现 M+/M+（含 395 bp、85 bp 2

条带）和 M+/M-（含 480 bp、395 bp、85 bp 3条带）2种基因型

（图 3），没有检出 M-/M-基因型（应仅含 480 bp 1条带）。所检

测的中国汉族群体中，共检出 M+/M+ 型 189 例 , 占 95.5%,

M+/M-型 9例,占 4.5%，等位基因 M+和 M-在所检测人群中

的基因频率分别为 97.7%和 2.3%。统计分析表明，该群体的
I基因型频数分布处于 Hardy-Weinberg平衡（P >0.05），具

有群体代表性。

图 3 I酶切位点分型的电泳结果

Fig.3 Gel electrophoresis result of I restriction enzyme digestion

Note: M is DNA Marker; 1,2,3,5,6 is M+/M+ genotype; 4 is M+/M-

genotype.

2.4 Ins/Del位点多态性分析结果
PCR 产物在 8%非变性聚丙烯酞胺凝胶电泳上出现两种

长度不同的片段,分别为 93 bp和 84 bp，93 bp片段代表 Ins等

位基因，84 bp代表 Del等位基因（图 4）。仅出现 93 bp片段为
I/I基因型，仅出现 84 bp片段为 D/D基因型，同时出现 93 bp

和 84 bp片段为 I/D基因型。所检测的中国汉族群体中，共检出
I/I型 94例，占 47.7%, I/D型 92例，占 46.3%，D/D型 12例,占
6%，等位基因 I和 D在所检测人群中的基因频率分别为 70.7%

和 29.3%。统计分析表明，该群体的 Ins/Del基因型频数分布处

于 Hardy-Weinberg平衡（P >0.05），具有群体代表性。

图 4 Ins/Del位点分型的电泳结果

Fig.4 Gel electrophoresis result of Ins/Del

Note: M is DNA Marker; 2,5 are I/I genotype; 1,4,6,7,8 are I/D genotype;

3,9 are D/D genotype.

2.5 3'VNTR位点多态性分析结果
3'VNTR多态性基因型的判定：PCR 产物在 2%琼脂糖凝

胶电泳后分离到长度不同的片段，分子量从 572 bp至 1022 bp

（图 5）。根据计算得到的核心序列重复次数来命名等位基因，

所检测的中国汉族群体中共检出 16 种等位基因，分别为
HVE28、HVE30、HVE32、HVE34、HVE36、HVE38、HVE40、HV-

E42、HVE44、HVE46、HVE48、HVE50、HVE52、HVE54、HVE56、
HVE58，其中以 HVE34 最为常见 , 频率为 33.4% , 其次为
HVE36，频率为 21%（表 1）。

图 5 3'VNTR位点分型的电泳结果

Fig.5 Gel electrophoresis result of 3'VNTR

Note: M is DNA Marker; 1-23 are 8 alleles of 3'VNTR including HVE32,

HVE34, HVE36, HVE38, HVE40, HVE46, HVE48, HVE58

（no result in lanes of 9,14, 21）.

2.6 连锁不平衡分析

使用 SHEsis 在线软件对 I、 I、 I、Ins/Del 和
3'VNTR进行两两位点间的连锁不平衡分析，结果显示 XbaI与
Ins/Del间存在较弱的连锁不平衡（D'=0.911，r2=0.175），其余点

位间无显著连锁不平衡（表 2）。
2.7 本研究的结果与文献的比对
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不同种族、国家或地区人群的遗传背景有很大的差异，即

使所研究的人群类型相同，不同的研究由于取样、实验操作等

因素所得结果也可能有所不同。为此，本文将实验所得 5个位点

的等位基因频率分布与一些文献进行了比对，寻找差异（表3）。

3 讨论

apoB基因具有明显的多态性[15]，目前国内外对 apoB基因

多态性与冠心病、血脂和脂蛋白水平的关系研究主要集中在

I、 I、 I、Ins/Del和 3'VNTR这 5个位点[16,17]，研究结

果在不同程度上表明这 5个位点的多态性与冠心病、血脂等疾

病的发生有关联性[18-20]。由于遗传背景有可能对这些关联性的

研究产生影响，即这些基因的多态性是否有民族、种族等群体

性差异，以及多位点间是否存在连锁不平衡等现象，都有可能

对基因与疾病间具有关联性的研究结论产生干扰。本文统计了

这 5个位点的汉族人群等位基因频率数据，并进行了连锁不平

衡分析。通过数据比对，我们发现该 5个位点的等位基因频率

数据确实存在不同民族或地区间的群体性差异，即便是相同群

体，等位基因频率数据的结果也有差别。造成这一现象的原因

可能有以下 3点：（1）等位基因频率分布的种族特异性，不同种
族间由于进化、迁徙进程的差异会形成特有的频率分布。（2）样

本量是否符合统计学要求，如果样本量过少，有可能造成统计

数据间差异大。（3）实验操作上的误差，包括电泳、带型分析上

的误差都会带来实验结果的错误。特别是 3'VNTR位点，每个
等位基因间仅相差 30bp，在大批量样品检测时很容易错误分
型。因此，在进行 apoB基因多态性与疾病关联性的研究时，应
注意采集样本量应严格遵守统计学要求，尽量采取最精确的方

法检测多态性，在分析结果时应将所研究群体的种族差异性因

素考虑在内，避免遗传背景造成对分析结果的影响。

本研究还发现在所研究的群体中 I、 I、 I、
Ins/Del和 3'VNTR 5个位点间没有发生强连锁不平衡，仅 I

与 Ins/Del间存在较弱的连锁不平衡。考虑到本研究的样品量
并不大，该连锁不平衡现象仍有待扩大样品量后的证实。
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表 1 中国汉族人群 apoB基因 3' VNTR等位基因分布

Table 1 The frequencies of 3' VNTR of apoB gene in Chinese Han Nationality

Types of alleles

（Repeats）
Number Frequencies（%）

Types of alleles

（Repeats）
Number

Frequencies

（%）

28

30

32

34

36

38

40

42

18

25

28

132

83

46

26

11

4.5

6.3

7

33.4

21

11.6

6.6

2.8

44

46

48

50

52

54

56

58

合计

3

5

4

1

1

3

3

7

396

0.8

1.3

1

0.3

0.3

0.8

0.8

1.8

表 2 中国汉族人群 198例 apoB基因 LD检验结果（D'值与 r2值）

Table 2 LD test for apoB gene in 198 cases of Chinese Han Nationality（D' and r2）

Frequencies（%）
Types of alleles

（Repeats）
Number
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