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摘 要! !目的+ 研究广东汉族人群中血管紧张素,# 型受体基因 " -./0# # 是否存在特有的 1234 位点5

!方法" 收集 !#! 例祖籍广东的汉族人5取外周静脉血以酚 6氯仿法分离白细胞提取基因组 72-"根据 -./0# 基

因已知的 1234 的位点分布特点设计两对引物"380 扩增目的片段5对 380 产物进行 1183 分析"银染显色5根据

染色结果" 随机抽取部分带型不同的 380 产物直接测序" 对测序结果通过 9:-1/; 软件和 8:<4=>:? 软件在线分

析5!结果" 发现 & 个 1234 位点@.A’’BBA-"-A’’BC#/"-A’’(!(/".A’!D’D/ 和 -A’!D!’."除 -A’!D!’. 与 .E;!

9>;F GH123 数据库中的位点 " I4&!JD $相同外"其余 D 个位点为新发现的 1234 位点5 !结论" -./0# 是一个高突

变的基因"广东人 -./0# 的 1234 位点多"与其他人群显著不同5
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序列号 !"#$%&’( ! ) *++% 年 ,-./0 " * #等人从成年女

性白细胞中分离出 !123$ 基因4 其外显子核苷酸
序列编码 #&# 个氨基酸5与小鼠和大鼠具有高度的
同 源 性 ) *++6 年 789::9;<0 等 " $ # 将 其 定 位 于

=>$$?>$#) !123$ 的作用目前还不完全清楚5可能
是一种潜在的心脏@血管保护性受体 " #5% #5还可能与
大脑发育和认知功能有关 " 6 #A 根据 10<B9</ 的
CDEFG 数据库资料 " & #5 !123$ 的单核苷酸多态性
HEFG:I位点有 *$ 个5其中有 ( 个 JEFG:K即存在于
L3F! 序列的 EFG: 位点I)而根据美国西雅图华盛
顿大学基因科学院 K10<-L0 EJ.0<J0:5 M<.N0O:.PQ -R
S9:8.<;P-<5 E09PPT0$ S!5 ME!I $’’# 年 & 月 *( 日
向 10<B9</ 提交的 !123$ 全长序列的最新资料
K!"#$%&’(I5 !123$ 的 EFG:位点有 #’ 个5 包括
*$ 个 JEFG:A 上述数据均来源于国外人群A 广东汉
族人群作为中国南方汉族人群的重要组成部份5 有
其特殊的遗传特性5在这一特定人群中 !123$基因
是否存在其特有的 EFG:位点5我们就这一问题进行
了初步研究A

! 材料与方法

!" ! 样品收集
从中山大学附属第一医院收集门诊和住院病

人 *$* 例5均为祖籍广东的汉族人5男 &# 人5女 6U
人5年龄 66 V U& 岁5平均年龄K&UW ’ X +W (I岁)
!" # $%& 提取
外周静脉血5 YZ2!?,$ 抗凝5 酚 [氯仿法分离

白细胞提取基因组 ZF!5 纯度经紫外分光光度计
测定为 !$&’\ !$U’]*W U)
!" ’ 引物设计
如前所述 5 CDEFG 数据库收集的 !123$ 的

EFG:位点有 *$ 个5包括 ( 个 JEFG:5 JEFG:相对比
较集中5 分别位于第 # 外显子 KY#I 和 #^非翻译区
K#^M23I 的两个 %’’ D_左右的片段内‘ 我们根据
!123$ 的 EFG: 的位点分布特点设计了两对 G73
引物5 引物序列为\ G*% 6^!27!!7!21172!7221
722#^5 G$% 6^121727!27272722!7!!2#^5 G#% 6^
12!77!!272127!272!77 #^5G%% 6^2717 !17!
2!22!!21!7!77#^)

G* a G$ 引物扩增 <P#’ *$$U b <P#’* &#% 之间
%’( D_ 的片段 5 G# a G% 引物扩增 <P#’’ 6#+ b
<P#’’ +U6 之间 %%( D_ 的片段 5 参照序列为
F2c’**6&6W &) 这两对引物所扩增的预期片段包含
已知的 ( 个 JEFG:位点)

!" ( 目的片段扩增
G73 反应体系\ ZF! 模板 ’W * b ’W 6 d;5 *’

_L-T [ de 上@下游引物各 % de5 *’ f G73 BgRR0O *’
deK包含 $’ LL-T [ e h;7T$ a I5 *’ LL-T [ e CF2G $
de $ 29> 酶 $W 6 M & 29> 酶和 CF2G 购自 3-J80
h-T0JgT9O B.-J80L.J9T: 公司 ’ 5 最后用无菌去离子
水补至 *’’ de‘ G73 反应条件\ +6 i 预变性 $
L.<5 +% i变性 * L.<56U i退火 * L.<5($ i延伸 $
L.<5共 #6 个循环5最后以 ($ i延伸 6 L.<‘取 $ de
G73 产物进行 *$ ; [ e 琼脂糖凝胶电泳KYB染色I5
鉴定 G73 产物的浓度@纯度和片段长度‘
!" ) *+, 产物的 --+*分析
取 # de G73 产物5加入 &’ de EE7G 上样缓冲

液 K*’’ Le 缓冲液含 +6 Le 甲酰胺5 ’j &( ; [ e
YZ2!k$F95 ’W ’6 ; 溴酚蓝5 ’W ’6 ; 二甲苯睛5
_lUW ’I5+U i变性 # L.<5迅速置冰冷却 6 L.<后取
*6 de 上样)采用 (6 ; [ e 非变性聚丙烯酰胺凝胶电
泳5在 % i 5恒压 $’’ mK*’ m [ JLI条件下电泳 6 85
银染显色)
!" . *+, 产物序列测定和生物信息学分析
根据银染结果5我们按照随机数字表抽取部分

带型不同的 G73 产物5共 *& 个样品@#$ 个 G73 产
物进行序列测定\ n应用大连宝生物公司的 G73
oO9;L0<P 30J-N0OQ ,.P &7-C0 Z#’*7! ! ( 按说明书对
相应样品的 G73 产物进行割胶纯化‘ 纯化的 G73
产物直接作为测序模板5 测序引物为 G*@ G$@ G#@
G%5共进行了 &% 个测序反应K测序由大连宝生物技
术公司完成I‘ p对所测得的序列进行生物信息学
分析\通过 BT!E2< " ( # 软件分析所获得序列在参照

序列的对应位置5 以及二者不同的位点q 应用欧洲
生物信息学研究所 7Tg:P9TS 软件 " U # 在线分析所有

的已测序列( 以进一步确证 EFG:位点见图 *‘

" 结 果

#" ! *+, 扩增结果
G* a G$ 引物和 G# a G% 引物扩增的 G73 产物

与预期片段长度一致5 分别为 %’( D_ 和 %%( D_‘
G73 扩增片段特异性适合于下游分析5见图 *‘
#" # --+* 分析结果
图 $ 为两种 G73 产物的 EE7G 带型‘同样大小

的 G7G 产物有明显不同的带型5 说明这两个 ZF!
片段中存在单链构象多态性‘
#" ’ 目的片段的测序及 /0&-12 软件分析结果
图 # 是部分样品分别应用 G*@ G$@ G# 和 G% 所
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张 敏!等 " 广东人 #$%&’ 突变热区的 ()*+ 位点分析

图 ! "#$ 扩增片段

%&’( ) "#$ *+,-&.&/0 .1 *’+ /234 ! ,-,./012310,+4+ 15 6’ 7 8 9 :7:0 7,-+ !

图 5 "6$ 产物的 776" 带型

%&’8 9 : ;/ 776" <*20 ,*33/124 =. "6$ ,1 =0>?34

测序列的序列图谱; 对所测得的序列进行 <9#(%5
分析 = 对应序列为 >$%&? 的参照 @)> 序列
"$,5<:5A# >9BC?DE’F G=)HEEEDIDF C ! ;所扩增的
序列经 <9>(%5 分析与参照序列仅有少数几个核
苷酸不同=这表明这些位点可能为 ()*+位点;为进
一步确证 ()*+ 位点$ 我们应用 J-K+/:-L 软件在线
分析了所有的已测序列$ 进一步结合序列图谱图
C= 最后得到 G 个 ()*+位点= 见表 6M $CEEDDC>$
>CEEDB’%$ >CEEI6I%$ $CE6NEN% 和 >CEONOE$P以
@)> 序 列 )%QEOOGDGF D 为 参 照 排 序 RS 其 中
$CEONEN% 和 >CEONOE$ 位于 CTU%&= $CEEDDC>$

>CEEDB’% 和 >CEEI6I% 位于 VC 编码蛋白质的序
列= 分别对应如下氨基酸变异M WOINX= XOIBY 和
&’CG(; 这 G 个 ()*+ 位点中=>CEONOE$ 对应 $,5!
<:5A Z[()* 数据库中的 0+GO\N=其余 N 个为新发现
的 ()*+ 位点;将此数据提交 $,5<:5A进行注册=获
得登陆号M>]CG\DBN^>]CG\DBG; 结合 ((J* 结果=
得到样品的等位基因频率见表 ’= 各等位基因频率
均大于 6_ ;

! 讨 论
在西雅图华盛顿大学 ?EEC 年 D 月向 $,5<:5A

图 @ "6$ 扩增片段的测序分析

%&’8 @ 7/A>/2?/ *2*-B4&4 =. 3;/ "6$ *+,-&.&/0 .1 *’+ /234
*O 204‘,0 :5Z *? 204‘,0 # HK/:/415+ 1a $CEONEN% :5Z >CEONOE$ % *C 204‘,0# HK/:/415+ 1a $CEEDDC> :5Z >CEEDB?% %

*N 204‘,0# HK/:/415 1a %CEEIOI>
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表 ! 广东人突变热区的 "#$% 位点
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表 9 具体样品的 ",$% 基因型及等位基因频率

&’()* 9 &0* 4*.1/W2* ’.X ’))*)* 53*‘a*.MW 15 @;&89 ",$%
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提交的 @;&89 全长序列中b ?O 个 ",$%位点与 X(!
",$数据库中所记录的数据有很大不同b特别是位
于编码区的 M",$%位点以前都未见报道g现有的资
料表明了 B;&89 是一个高突变的基因b 因此在不
同的人群中 B;&89 可能存在更多的单核苷酸多态
性位点h
广东人群是中国南方汉族人群的重要组成部

份b在遗传方面有其特殊之处i根据 E=年代初的数
据b广东人 j地中海贫血的发生率为 AQ ?k bl地贫
检出率 FQ C?k m ?Q ?Pk b 高于全国统计检出率
9Q nfk和 =Q PAk % n #o;P$R 缺乏症的发生率也高达
CQ Pfk % F= #b表明广东人的遗传特征与其他人群存在
不同h目前报道的人类 B;&89 之 ",$%位点资料均
来源于国外人群b中国人 B;&89 的 ",$%位点尚未
见报道h 本文以祖籍广东的汉族人群为研究对象b
仅在 p? 和 ?[\&8 的两个片段q长 CKG (2的区域内
就发现了 K 个 ",$%位点 c基因频率均 r Dk db 除
B?ODGDO; 与 ",$% 数据库中的位点相同外b其余 G
个位点均为新发现的 ",$% 位点b 这进一步说明
B;&89是一个高突变的基因b 广东人群 B;&89的

多态性位点多b且与国外显著不同h
B;&89 为 s 染色体上的基因b 根据我们的测

序结果b 在男性个体中至少可以看出 ;YBYBY;YB$
;YBYBY;Y;$ ;YBYBY&YB这 ? 种单倍型h如扩大样品
数量b还可能发现其他单倍型h 我们的研究可能为
将来对某些复杂疾病b如高血压病q冠心病q糖尿病
等进行研究提供了有用的遗传学信息h
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