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脂蛋白脂酶基因多态性与儿童单纯性肥胖的关系

郭锡熔　陈荣华　莫宝庆　刘倩琦

　　目的　探讨脂蛋白脂酶 (L PL )基因中常见多态位点

H indË基因多态性与儿童单纯肥胖之间的关系。

方法　用聚合酶链反应 (PCR )和限制性内切酶片段长

度多态性 (R FL P)技术,检测 92例单纯肥胖儿童和 80 例正

常儿童的H indË 2L PL 基因多态性, 测定血脂、脂蛋白含量

及体块指数 (BM I)、血压、皮褶厚度等。

结果　肥胖组H + H + 2L PL 基因型频率及H + 等位基因

频率分别为 59. 78%和 79. 35% ,明显高于正常对照组。肥胖

组H + H + 2L PL 基因型亚组的 T G、TC、LDL 2C、A poB 含量以

及BM I、舒张压、肱二头肌皮褶厚度、肩胛下皮褶厚度等,均

明显高于H + H - 2L PL 基因型亚组。

结论　H + H + 与儿童单纯肥胖相关,等位基因H + 可能

是儿童单纯肥胖的一种遗传易感标志。
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Objective　To study the relat ionsh ip betw een H ind Ë DNA

po lymo rph ism in the lipop ro tein lipase (L PL ) gene and ch ildren sim 2

p le obesity.

M ethods　T he po lym erase chain reaction (PCR ) and restrict ion

fragm ent length po lymo rph ism (RFL P) technique w as used to detect

the L PL H ind Ë po lymo rph ism in 92 ch ildren w ith simp le obesity

and 80 healthy contro ls. T he levels of the p lasm a lip id, p lasm a

lipop ro teins, body m ass index (BM I) , b lood p ressure, sk info lds sick2

ness w ere also m easured.

Results　T he p revalence of geno type H + H + and the frequence

of allele H + w ere 59. 78% and 79. 35% , respectively, in the obesity

group , w h ich w ere sign ifican tly h igher than tho se ( 42. 50% and

69. 38% , respectively) in the contro l group (P < 0. 05). T he levels of

T G, TC, LDL 2C, A po B, BM I, diasto lic p ressure, b icep s and sub2

scapular sk info lds sickness w ere also sign ifican tly h igher in the obe2

sity group w ith H + H + geno type than tho se in the obesity group w ith

H + H - geno type.

Conclusion　Geno type of H + H + m ay contribu te to the develop2

m ent of ch ildren simp le obesity and allele H + seem s to be a genetic

suscep tib le m arker in ch ildren simp le obesity.
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既往认为,儿童单纯肥胖主要由饮食、运动等环境因素

影响所致,然而目前研究表明遗传易感性在儿童单纯肥胖的

发生中具有重要作用[1 ]。脂蛋白脂酶 ( lipop ro tein lipase,

L PL )基因是肥胖发生的一个重要候选基因[2 ],因含多个多

态位点,且基因结构的异常与肥胖的形成及严重程度密切相

关[3 ] ,因此近年来国外在该方面的研究引人注目。由于国内

外有关儿童的报道尚未见到, 为此我们采用聚合酶链反应

(PCR )和限制性内切酶片段长度多态性 (R FL P)技术,检测

L PL 基因中常见多态位点H ind Ë 的R FL P,观察它在单纯

肥胖儿童和正常健康儿童中的不同分布, 并探讨 H ind Ë 2
L PL 基因型与儿童单纯肥胖间的关系。

材料和方法

一、对象　凡与同年龄、同性别健康儿童相比,体重超过

W HO 身高标准体重 20%以上,临床排除内分泌系统及中枢

神经系统等疾病因素为单纯肥胖。 92 例中男 68 例, 女 24

例,平均年龄 9. 05±1. 47 (6～ 12) a。体重超过标准 20%～

30%为轻度肥胖,～ 50%为中度肥胖, 50%以上为重度肥胖。

轻度肥胖 23例,中度 47例,重度 22例。同时随机选取健康

儿童 80例作正常对照组,平均年龄 9. 55±1. 61 (6～ 12) a,男

54例,女 26例。研究对象均为汉族,且无亲缘关系。

二、方法

1. H ind Ë 位点L PL 基因型检测　 (1)外周血基因组

DNA 抽提: 均禁食 12h 后次晨采取前臂静脉抗凝血 5m l,用

细胞裂解液、蛋白酶 K 消化及常规苯酚ö氯仿法抽提基因组

DNA ,置 4℃保存备用; (2)扩增引物: 按 Go toda等[4 ]报道设

计, 由中科院上海细胞生物研究所合成, 引物 1 序列: 5′2
GAA GCTCAAA T GGAA GA GT23′, 引 物 2 序 列: 5′2

TA CAA GCAAA T GA CTAAA 23′; (3)DNA 扩增: 50Λl反应

体系中,模板DNA 5Λl (约 1～ 2Λg) ,双蒸水 17Λl, 10×buffer

5Λl, T aq DNA 酶 5Λl (1U ) , 引物 1 与引物 2 各 5Λl (0. 625Λ

mo löL ) , dN T P4Λl (200Λmo löL ) ,M gC l2 4Λl (2mmo löL )。96℃

预变性 10m in 后,用 PE 公司的DNA 扩增仪扩增,按 94℃变

性 60s, 50°退火 60s, 72℃延伸 90s 的条件循环 30 次; (4)

H ind Ë酶切 PCR 产物:取 PCR 产物 17Λl,加入H indË内切

酶 1Λl (10U öΛl)、10×缓冲液 2Λl,混匀后置 37℃酶解 3h 以

上; (5)电泳: 以 PCR M arkers (华美公司)作为DNA 片断的

标准对照物, 于 40mA 恒电流下在 3%琼脂糖凝胶 (含0. 5

m göL 溴化乙锭)中上样 PCR 酶解产物,水平电泳装置中电

泳 3h 后紫外透射灯下观察结果; (6)结果判定: 纯合子H +

H + 2L PL 基因型出现 600bp、115bp 二条带, 杂合子 H + H - 2
L PL 基因型出现 715bp、600bp、115bp 三条带,纯合子H - H -

基因型仅出现 715bp 一条带 (图 1)。
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图 1　H ind Ë位点L PL 基因型

1与 6: H - H - ; 2与 5: H + H - ; 3与 4: H + H + M :M arkers

2. 血脂测定　血总胆固醇 (TC)及甘油三酯 (T G)采用

酶法;高密度脂蛋白胆固醇 (HDL 2C)采用一步法,以上均为

日本第一化学株式会社公司试剂; A poA I、A poB 及脂蛋白 a

[L p (a) ]采用免疫透射比浊法 (英国 RONDOX 公司试剂) ,

均用日立 7170 全自动生化分析仪测定。LDL 2C 用 F reid2
w ald公式计算: LDL - C= TC- (HDL 2C+ T Gö2. 2)。

3. 体格检查　均测定身高、体重及腹壁、肩胛下、肱二头

肌等处的皮褶厚度,并根据公式计算体块指数 (BM I) = 体重

(kg) ö身高 (m 2)。

三、统计方法　基因型和等位基因频率分布在两组间的

差异用 ς 2 检验; 血脂与体格指标在两基因型亚组间的差异

经方差齐性检验用 t或 t′检验, H - H - 基因型亚组因例数较

少不在本文统计之列; 血L p (a)呈偏态分布,经对数转换后

统计。全部统计分析均采用A ccess数据库与 Excel软件。

结　　果

一、肥胖组与对照组H ind Ë 2L PL 基因型频率及等位基

因频率的比较　见表 1。

二、肥胖组内H + H + 与H + H - 2L PL 基因型亚组的血脂

含量比较　见表 2。

三、肥胖组内H + H + 与H + H - 2L PL 基因型亚组的体格

指标比较　见表 3。
表 1　两组L PL 2H ind Ë基因型频率与等位基因频率比较

组　别 n
H ind Ë基因型频率

H + H + H + H - H - H -

H ind Ë等位基因频率

H + H -

肥胖组 92 55 (59. 78% ) 36 (39. 13% ) 1 (1. 09% ) 146 (79. 35% ) 38 (20. 65% )

正常组 80 34 (42. 50% ) 43 (53. 75% ) 3 (3. 75% ) 111 (69. 38% ) 49 (30. 62% )

ς 2 5. 11873 4. 5049

P < 0. 05 < 0. 05

　　3 因理论值< 5的格子数超过总格子数的 1ö5,故将H + H - 与H - H - 基因型频率合并

表 2　肥胖组L PL 2H ind Ë基因型亚组血脂比较 (xθ±s)

基因型 n T G (mmo löL ) TC (mmo löL )
HDL 2C

(mmo löL )

LDL 2C
(mmo löL )

A po A l(göL ) A poB (göL ) L p (a) (m göL )

H + H + 55 0. 80±0. 44 3. 66±0. 80 1. 30±0. 29 1. 98±0. 74 0. 87±0. 10 0. 75±0. 28 113. 18±117. 21

H + H - 36 0. 42±0. 183 3 3. 14±0. 453 3 1. 39±0. 21 1. 57±0. 383 0. 89±0. 06 0. 57±0. 223 ▲ 94. 12±104. 16▲

H - H - 1 0. 39 2. 58 1. 33 1. 10 0. 84 0. 30 55. 2

　　H + H + 组与H + H - 组比较: 3 P < 0. 002　3 3 P < 0. 001　▲t检验,余为 t′检验

表 3　肥胖组L PL 2H ind Ë基因型亚组体格指标的比较 ( (xθ±s)

基因型 n BM I 收缩压 (kPa) 舒张压 (kPa) 肱二头肌皮褶厚度 (cm ) 腹壁皮褶厚度 (cm ) 肩胛下皮褶厚度 (cm )

H + H + 55 22. 76±2. 53 13. 63±1. 43 8. 89±1. 04 1. 31±0. 38 1. 89±0. 65 1. 88±0. 47

H + H - 36 21. 31±2. 543 3 13. 11±1. 21 8. 29±0. 763 3 3 ▲ 1. 14±0. 383 1. 64±0. 56 1. 54±0. 583 3 3

H - H - 1 21. 74 13. 50 10 1. 00 1. 72 1. 64

　　H + H + 组与H + H - 组比较: 3 P < 0. 05　3 3 P < 0. 01　3 3 3 P < 0. 005　▲t′检验,余为 t检验

讨　　论

L PL 是体内极低密度脂蛋白 (VLDL )与乳糜微粒 (CM )

中甘油三酯代谢的一种重要限速酶,其基因定位于人染色体

8p 22,包含 10个外显子和 9个内含子,所编码产物是一种由

447个氨基酸残基组成的 60kD 糖蛋白[5 ]。L PL 基因存在多

个片段长度多态性位点,其中以位于内含子 8处的H ind Ë

位点基因多态性最为常见,近年来认为与成人内脏型肥胖、

血脂异常以及冠心病之间存在一定关系,与正常人群相比等

位基因H + 在这些疾病人群中的频率分布呈明显增高的趋

势[3, 6 ]。目前国内有关H ind Ë 2L PL 基因多态性与肥胖关系

的研究较少,国外也缺乏有关儿童单纯肥胖的报道,因此认

为有必要开展这方面的研究。

本组通过 PCR 2R FL P 技术, 对 80 例正常儿和 92 例肥

胖儿进行了H ind Ë 2L PL 基因型检测,结果发现H + 等位基

因在正常儿中的频率为 69. 38% ,稍低于正常日本人 73%的

频率[4 ] ,但高于正常白人 57. 9% [7 ]的等位基因频率,提示该

等位基因频率在不同种族间也存在一定差异。肥胖组H + 等
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位基因频率为 79. 35% ,较正常儿童明显增高, 其差异具统

计学意义 (P < 0. 05) , 同时肥胖儿童的 H + H + 2L PL 基因型

频率也明显高于正常对照 (P < 0. 05) ,与国外成人肥胖的报

道[3 ]较为一致, 提示 H + H + 与儿童单纯肥胖的发生相关,

L PL 的等位基因H + 可能是肥胖的一种遗传易感标志。

由于L PL 在催化水解 CM 及VLDL 中 T G 时,还伴随

着胆固醇、磷脂和载脂蛋白在脂蛋白间的转运和交换,因此

我们对肥胖组H ind Ë 2L PL 基因型与血脂之间的关系也进

行了研究。结果H + H + 2L PL 基因型肥胖儿童较H + H - 2L PL

基因型血浆 T G、TC、A poB 及 LDL 2C 水平更高, 与 V oh l

等[3 ]报道结果一致。已知该多态位点由一个碱基替换 (T

G)所致,似不足以改变L PL 的氨基酸顺序与酶的活性[8 ] ,其

原因可能是H - 等位基因与外显子 4处编码L PL 脂质结合

界面的基因片段存在联锁不平衡,使H - 等位基因所编码的

L PL 与脂蛋白亲和力明显高于H + 等位基因所编码的L PL ,

从而CM 及VLDL 中 T G能够更彻底地解离有关[8 ]。另有研

究认为[9 ], H ind Ë 2L PL 各基因型间禁食后的血浆胰岛素存

在明显差异,血脂在不同基因型之间的差别可能源自个体受

胰岛素调节的差异。

然而, 与一些研究报道[3 ]有异, 本组并未观察到 H ind

Ë 2L PL 基因型与 HDL 2C 血浆的相关联系, 支持W ang 等

人[6 ]的观察结果。造成这种分歧的部分原因可能是: 1. 本文

对象为儿童,基因多态性等遗传易感性因素的作用在现有环

境因素影响下尚未充分发挥; 2. 各研究之间样本大小存在差

异; 3. 研究所针对的疾病不同所致。

研究中我们发现肥胖组内H + H + 亚组的BM I、舒张压及

肱二头肌与肩胛下皮褶厚度也明显高于H + H - 亚组。其中不

同 H ind Ë 2L PL 基因型与 BM I之间的关系符合 Jemm a

等[10 ]的报道,而不同基因型对舒张压、肱二头肌与肩胛下皮

褶厚度的影响目前则尚无资料引证。由于这些因素均利于肥

胖症状的加重和并发症的出现,因此本文认为重视L PL 2H +

H + 基因型与肥胖关系的深入研究将有重要意义。
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