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摘　　要

本研究提取中国东北汉族和达斡尔、鄂伦春、鄂温克等 4个人群的基因组 DNA 后, 利用

PCR-RFLP方法扩增 apo E 基因第 4 外显子片段并进行遗传分析, 计算各个人群中的 apo E 等

位基因频率。结果发现 4 个人群中的 apo E 等位基因频率分布趋势与国内外报告基本一致, 但

等位基因 3的频率显著高于欧美国家。
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载脂蛋白 E ( apolipopro tein E, apo E) 首先在正常人的极低密度脂蛋白 ( VLDL) 中

发现的, 其结构基因位点存在多态性, apo E 等位基因频率在不同人群分布有所差异。目前

我国仅对部分地区的汉族群体进行了 apo E 等位基因频率的分析 (顾牛范, 1996)。本文利

用 PCR-RFLP 技术首次对生活在中国东北地区的汉族和内蒙古地区的达斡尔、鄂伦春和鄂

温克等 3个少数民族的 apo E 等位基因频率的分布进行了分析, 结果发现中国 4个人群中

apo E 表型和等位基因频率分布差异不显著, 而 3基因频率显著高于欧美国家。

1　材料与方法

1. 1　样本来源

DNA 样本来自生活在中国东北和内蒙古地区的 4个民族群体。其中哈尔滨医科大学

94级学生 85人; 内蒙古自治区莫力达瓦达斡尔自治旗达斡尔族学生 80人; 内蒙古自治区

阿里河镇鄂伦春族学生 69人; 内蒙古自治区呼伦贝尔盟鄂温克族学生 56人。以上献血者

均为健康、无亲缘关系, 3代均是同一民族的个体。血液样本均用 ACD抗凝, - 70℃保存

至提取基因组 DNA。

1. 2　基因组 DNA提取

采用常规的蛋白酶 K-SDS 处理, 酚/氯仿抽提, 无水乙醇沉淀法提取基因组 DNA。



1. 3　apo E基因的 PCR扩增

以基因组DNA为模板, PCR 扩增 apo E 基因第4外显子片段。反应引物按Wenham 等

报道设计 ( Wenham et al . , 1991) , 由上海细胞所合成。上游引物序列为: 5’-T CC AAG

GAG CT G CAG GCG GCG CA -3’; 下游引物序列为: 5’-ACA GAA TT C GCC CCG

GCC TGG T AC ACT GCC A -3’。

PCR 扩增在 20 l反应体系中进行, 其中包括基因组 DNA 200ng, 引物各 10 pmol ,

dNT Ps各 100 mo l, M gCl2 2. 5 mmol, 二甲亚砜 10%, T aq DNA 聚合酶 0. 5—1U。先进

行 94℃ 10秒、68℃ 10秒、72℃ 30秒共 4个循环; 再进行 94℃ 10秒、62℃ 10秒、72℃

30秒共 30个循环, 最后置于 72℃延伸 7分钟。

PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳, EB染色检测扩增结果。

1. 4　限制性内切酶消化

限制性酶切反应在 20 l体系中进行, 其中包括 PCR 反应产物 12 l, cfo Ⅰ内切酶 10U

( 10U/ l, Boehringer M annheim )。轻轻混匀后置 37℃消化过夜, 加 1 l 0. 5mol/ L EDT A

终止反应。

1. 5　聚丙烯酰胺凝胶电泳

应用常规方法制备中性聚丙烯酰胺凝胶 (浓度为 8%、交联度为 29∶1、离子强度为

1×TBE)。在室温下, 250V 恒压电泳 3- 4小时, 分离 cfoⅠ酶切产物。

1. 6　银染分析电泳结果

将凝胶置于一塑料盘中, 蒸馏水冲洗2—3次后进行银染。利用 Bio-Rad公司的Gel Doc

1000 型 DNA 凝胶分析及成像系统对染色后的凝胶进行照相及保存。电泳图谱按文献

( Wenham , 1991) 中的方法进行 apo E 基因分型。

2　结　果

本文对生活在中国东北和内蒙古地区的 4个民族群体共计 290 名无血缘关系个体的

apo E 基因进行了分型, 并计算出不同民族的表型频率。结果见表 1。根据 apo E 表型频率

分布结果及 apo E 基因为共显性基因的特点,按 Hardy-Weinberg 平衡定律计算出不同民族

apo E 的复等位基因频率。结果见表 2。经  2 检验, 各个民族群体 apo E 的等位基因频率和

表型频率均符合 Hardy-Weinberg 平衡定律。

表 1　中国 4 个人群中 apo E 表型分布

The distribution of apo E phenotype in four populations in China

人群

Populat ion

人数

Cases

apo E表型频数

2/ 2 2/ 3 2/ 4 3/ 3 3/ 4 4/ 4

apo E基因型频率

2/ 2 2/ 3 2/ 4 3/ 3 3/ 4 4/ 4

汉　族 85 0 11 0 68 6 0 0 0. 129 0 0. 800 0. 071 0

达斡尔族 80 0 8 1 61 10 0 0 0. 100 0. 013 0. 763 0. 125 0

鄂伦春族 69 0 7 1 48 13 0 0 0. 101 0. 014 0. 696 0. 188 0

鄂温克族 56 0 2 1 41 12 0 0 0. 036 0. 018 0. 732 0. 214 0

·312·　 　 人　　类　　学　　学　　报 18 卷



表 2　中国 4 个人群的 apo E 等位基因频率

The gene frequencies of apo E in four populations in China

人　群

Population

人　数

Cases
2 3 4  2

汉　族 85 0. 065±0. 0189 0. 900±0. 0353 0. 035±0. 0142 1. 05

达斡尔族 80 0. 056±0. 0182 0. 875±0. 0372 0. 069±0. 0200 0. 88

鄂伦春族 69 0. 058±0. 0199 0. 841±0. 0411 0. 101±0. 0257 1. 14

鄂温克族 56 0. 027±0. 0153 0. 857±0. 0451 0. 116±0. 0303 2. 21

3　讨　论

apo E 基因位于 19号染色体长臂上 ( 19q13) , 其结构基因位点存在多态性, 有 3种常

见的等位基因为 2、 3和 4 , 编码产生 3种主要的 apo E 异构体 E2、E3和 E4 ( Zannis,

1981)。这种多态性的分子基础源于多肽链第 112位和 158位单个氨基酸的替换 ( Rall ,

1982) : E2的这两个位置均为半胱氨酸 ( Cy s) , E4的这两个位置均为精氨酸 ( Ar g) , 而E3

的 112位是 Cys、158位是 Arg。这 3种等位基因为共显性表达。

国内外科研工作者都曾对 apo E 等位基因频率的分布作过研究 (见表 3) , 并得到近乎

一致的结果, 即 apo E 等位基因频率在不同人群中分布有相同的趋势, 等位基因 3的频率

最高, 是群体中最常见的等位基因, 2和 4相对较少, 所以 3被认为是“野生型”, 而 2和

4是由它变异得来 (见表 4)。

表 3　各种人群的 apo E 等位基因频率

The gene frequencies of apo E in some populations

人　群

Population

人　数

Cases

基因频率 ( Gene f requen cy)

2 3 4

文　献

Reference

u检验 ( 3)

u tes t ( 3)

Finland 615 0. 041 0. 733 0. 227 Ehnh olm et al. , 1986 3. 81* *

Germany 1000 0. 078 0. 783 0. 139 Menzel et al . , 1983 2. 89* *

S cot land 400 0. 080 0. 770 0. 150 Cumm ing e t al. , 1984 2. 99* *

French 434 0. 123 0. 751 0. 126 Davignon et al . , 1988 3. 38* *

U . S. A. 182 0. 100 0. 730 0. 160 St rit tmatter e t al. , 1993 3. 42* *

S ingapore 188 0. 122 0. 782 0. 096 Uter mann et al . , 1987 2. 51*

J apan 319 0. 081 0. 849 0. 067 Uter mann et al . , 1987 1. 27

Ch ina (Han) 438 0. 040 0. 031 0. 129 顾牛范等, 1996 1. 72

Ch ina (Han) 85 0. 065 0. 900 0. 035 本　文 Standard

Chin a ( Daur ) 80 0. 056 0. 875 0. 069 本　文 0. 51

Chin a ( Oroqen ) 69 0. 058 0. 841 0. 101 本　文 1. 09

China ( Ew enk i) 56 0. 027 0. 857 0. 116 本　文 0. 77

　　* : P< 0. 05; * * : P < 0. 01.
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表 4　apo E等位基因比较

The comparison of apo E gene

载脂蛋白

Apo

等位基因

Allele

假定基因型

Genetype

氨基酸位点 ( aa site)

112 158

cfoⅠ切割位点 ( cfoⅠ site)

112 158

产　物 ( bp)

Pr od uct ( bp)

E2 2 变异型 Cys C ys - - 　91 81

E3 3 野生型 Cys Arg - + 　91 48

E4 4 变异型 Ar g Arg + + 　72 48

　　本文采用 PCR-RFLP 方法对 apo E基因进行分型, 如果 apo E多态位点编码Ar g, 其

上游碱基与该密码子序列就形成一个 cfoⅠ识别位点 ( GCGC) , 结果 PCR产物在这一区域

被切割; 若该位点编码Cys, 则上游碱基与该密码子形成GTGC 序列, 不为 cfoⅠ识别和切

割。这样, 用特异的限制性内切酶 cfoⅠ消化 apo E 基因PCR 产物将产生不同的特异性片段

(见图 1, 表 4)。根据3种等位基因特异性片段的不同可以在电泳图谱上将 apo E 所有的 6

种表型区分开。

图 1　apo E 基因第 4外显子片段酶切示意图 (仿Wenham PR . )

C: cfoⅠ酶切位点　 ( C) : 位于多态位点的 cfoⅠ酶切位点

对中国东北及内蒙古地区的汉族和达斡尔、鄂伦春、鄂温克族进行研究的结果表明, 4

个人群中, apo E 等位基因 3的频率最高, 而在不同民族中, 2和 4的频率有所差别。汉

族人群中 2频率高于 4, 而达斡尔、鄂伦春、鄂温克人群中 4高于 2。这与国内外关于 apo

E 等位基因频率分布趋势的报告基本一致, 但中国 4个人群的 3基因频率分别为 0. 900、

0. 875、0. 841和0. 857, 均较欧美国家高。从文献资料上看, apo E 等位基因 3的频率在亚

洲其他国家如新加坡、日本人群中的分布也高于欧美国家的平均水平。以本文的汉族人群

( 85例) 为标准进行统计学u 检验, 发现其 apo E等位基因 3的频率与欧美国家相比, 均有

极显著的差异, 与亚洲的新加坡人群有显著性差异, 而与亚洲其他人群和本文研究的 3个

少数民族人群相比没有显著性差异。这说明 apo E 基因频率的分布存在着人种、地域上的差

异, 但影响 apo E 基因在人群中分布差异的原因尚不明确。

现在的研究已基本确认 apo E 基因与迟发性老年性痴呆 ( AD 2) 和Ⅲ型高脂血症

( HLP) 密切相关。在各种人群中进行 apo E 基因分型, 可以使我们在基因水平上探讨疾病

根源, 对疾病易感者及早进行诊断和防治, 避免疾病发生具有重要的临床意义。
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DISTRIBUTION OF APO E POLYMORPHISM IN FOUR

CHINESE NATIONAL POPULATIONS

Chen Feng　Xue Yali　Huang Chengbin　Dong Lan

Fu Songbin　Zhang Guiyin　Li Pu
( L aboratory of M edical Genetics, H arbin Medical Univers ity , H arbin　150086)

Abstract

In present study af ter ex tr act ing genom ic DNA from four populat ion DNA fragment

of the four th exon of apo E , w hich contains site 112 and 158 in amino acid sequence, w ere

amplified by PCR-RFLP and conducted polymor phism analysis. T he results showed that

the dist ribut ion tendency of apo E allele f requency in four populat ions ( the Han, the Daur ,

the Oroqen and the Ew enki) is similar to that repo rted home and abroad, but the f requency

of allele 3 is signif icant ly higher than that o f Europe and American populat ions.

Key words　 Apolipopr otein E, Genet ic Polymor phism , PCR-RFLP
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