
·临床检验研究论著·

采用ＳＮａＰｓｈｏｔ方法对中国老年黄斑变性与Ｃ２和Ｃ３
基因单核苷酸多态性进行相关性研究

刘小琦１，２

（１．西南交通大学材料科学与工程学院，四川成都６１００３１；２．四川省人民医院检验科，四川成都６１００３１）

　　摘　要：目的　通过对中国大陆汉族人Ｃ２、Ｃ３基因的多态性进行病例对照研究。探寻补体旁路途径中相关基因变异与老年

黄斑变性（ＡＭＤ）的关系。方法　收集２００例湿性ＡＭＤ患者，１２０例干性ＡＭＤ患者，５００例匹配的健康对照，采用单碱基末端延

伸（ＳＮａＰｓｈｏｔ）方法对其Ｃ２、Ｃ３基因上的各２个单核苷酸多态性位点（ＳＮＰ）进行基因型检测，并进行关联分析。结果　Ｃ２、Ｃ３基

因中的４个ＳＮＰ位点与中国汉族人的干性和湿性 ＡＭＤ没有有显著的相关性（犘＞０．０５）。结论　Ｃ２、Ｃ３基因中的ｒｓ５４７１５４、

ｒｓ９３３２７３９、ｒｓ２２３０１９９和ｒｓ１０４７２８６位点与中国汉族人的干、湿性ＡＭＤ发生无关。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＡＭＤ；　Ｃ２；　Ｃ３；　ＳＮＰ

　　老年黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）是

导致老年人失明的主要疾病，它表现为视网膜色素上皮细胞、

Ｂｒｕｃｈ膜或是黄斑区脉络膜毛细血管等光感受器的慢性进展

性病变［１２］。其临床和病理特征为Ｂｒｕｃｈ膜变薄、玻璃疣的形

成、网膜上皮细胞病理性改变、感受器萎缩、络膜新生血管形成

以及黄斑组织纤维化等，这些病变导致中心视力的降低［１２］。

根据临床表现的不同，ＡＭＤ分为干性和湿性（或渗出型）两种

类型，其中干性占８０％，表现为视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇ

ｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）内或下层出现疣、ＲＰＥ不规则或是存在

地图样萎缩；湿性占２０％，表现为 ＲＰＥ严重的脱位和（或）脉

络膜新生血管生成。ＡＭＤ晚期表现如地图样萎缩和渗出出

血与失明有很强的相关性［３］。然而在中国汉族人口中，由于地

图样萎缩罕见，故湿性ＡＭＤ已成为导致失明的主要原因。虽

然中国目前没有准确的ＡＭＤ调查数据，但据北京人口流行病

调查结果显示，４０岁以上的人群中由于 ＡＭＤ导致的视力下

降和致盲比例分别为２％和７．７％
［４］。ＡＭＤ的发生现已成为

导致患者和社会经济负担加重的重要因素，随着中国的经济发

展，这一问题将更加严重和明显。

尽管ＡＭＤ的发病机制仍不完全清楚，但可明确的是

ＡＭＤ是一种受多种基因调控和环境影响的多因素疾病
［５１０］。

与补体旁路有关的基因如补体因子 Ｈ（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆａｃｔｏｒＨ，

ＣＦＨ）
［１１２０］、补体成分２（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔ２，Ｃ２）

［２１２４］、补

体因子Ｂ（ＣＦＢ）
［２１２３］和补体成分３（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔ３，

Ｃ３）
［２２］等 已 在 国 外 不 同 人 群 中 证 实 与 ＡＭＤ 有 关。与

ＬＯＣ３８７７１５／ＨＴＲＡ１这一在中国人和日本人等亚裔人群中证

实了的与ＡＭＤ发生有重要关联的基因位点不同
［２５３０］，Ｃ２和

Ｃ３与亚裔人群患ＡＭＤ的关系还存在争议
［３１３２］。

单碱基末端延伸（ＳＮａＰｓｈｏｔ）技术主要用于中等通量的单

核苷酸多态性ＳＮＰ分型。在一个含有测序酶、４种荧光标记

的ｄｄＮＴＰ、紧挨多态位点５′端的不同长度延伸引物和ＰＣＲ产

物模板的反应体系中，引物延伸一个碱基即终止，根据峰的颜

色可知掺入的碱基种类，从而确定该样本的基因型，根据峰移

动的胶位置确定该延伸产物对应的ＳＮＰ位点。

为了明确中国人群患ＡＭＤ与Ｃ２和Ｃ３易感基因的关系，

笔者在前期工作的基础上挑选了４个ＳＮＰ位点，采用美国

ＡＢＩ公司的ＳＮａＰｓｈｏｔ方法检测 ＡＭＤ患者和健康人该４个

ＳＮＰ位点，从而进行一系列相关性研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究所有病例标本来自于四川省人民医

院，患者来源为四川省城乡居民，健康对照组为同一地区年龄
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相似的城乡居民。采集标本前均签署了知情同意书。ＡＭＤ

患者和健康对照者都进行了眼科检查。所有 ＡＭＤ对象按国

际老年黄斑变性流行病学分类标准分类［３３３４］。黄斑异常的患

者根据异常类型、疣的大小和数量、色素沉着过多或不足将

ＡＭＤ分为１～５级。健康对照人员年龄均大于６０岁，没有疣

和ＲＰＥ色素异常改变等早期ＡＭＤ改变。最后选定了２００例

湿性ＡＭＤ、１２０例干性ＡＭＤ（软疣）和５００例匹配的健康对照

者作为研究对象。所有研究对象基本情况见表１。

表１　　ＡＭＤ和健康对照基本情况

表型分类 狀 男（狀） 女（狀） 年龄（岁）

湿性ＡＭＤ ２００ ８６ １１４ ６４±３．７

干性ＡＭＤ １２０ ５８ ６２ ６７±５．５

健康对照 ５００ ２２３ ２７７ ６５±８．４

１．２　基因分型　按如下步骤对研究对象的补体相关基因

ＳＮＰ和缺失进行基因分型：ＥＤＴＡ抗凝静脉血，用酚氯仿抽提

乙醇沉淀法提取基因组 ＤＮＡ，再采用 ＡＢＩ公司的ＳＮａＰｓｈｏｔ

法检测ＳＮＰ位点的基因型。引物设计由ｐｒｉｍｅｒ３完成（ｈｔ

ｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／），ＰＣＲ试剂采用Ｔａｋａｒａ公司ＰＣＲ试

剂盒，按基因组 ＤＮＡ５０ｎｇ，１μＬ１０×缓冲液（ＴａｋａｒａＢｉｏ

Ｉｎｃ），正反向引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各１μＬ，ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）０．８

μＬ，ＭｇＣｌ２（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，ＥｘＴａｑ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．１

μＬ，加水至１０μＬ体系配置进行ＰＣＲ反应。ＰＣＲ产物参照

ＡＢＩ公司的ＳＮａＰｓｈｏｔ方法进行处理，再利用 ＡＢＩ公司的 ＡＢＩ

３１３０遗传分析仪和Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ软件对Ｃ２、Ｃ３基因的各２个

ＳＮＰ位点进行基因分型。Ｃ２和Ｃ３基因ＳＮＰ分型中所设计的

ＰＣＲ和ＳＮａＰｓｈｏｔ引物如表２。

１．３　统计学处理　为了检验所测样本的ＳＮＰ结果是否符合

总人口分布和基因分型结果是否正确，笔者对每一ＳＮＰ结果

进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验（ＨＷＥ）。针对每一ＳＮＰ位

点，进行了病例组和健康对照组的基因型和等位基因型的频率

比较和卡方检验，并计算优势比（ＯＲ）值。统计显著性值定义

为犘＜０．０５。所有的统计分析运用ＳＰＳＳ１３．０软件。

表２　　ＰＣＲ和ＳＮａＰｓｈｏｔ引物

基因 引物名称 引物序列（５′～３′）

Ｃ２ ｒｓ５４７１５４正向 ＡＡＴＡＧＴＧＡＣＡＴＧＣＣＡＧＧＧＴＧ

ｒｓ５４７１５４反向 ＡＴＧＡＧＣＴＡＧＧＧＴＣＣＡＡＧＡＡＧ

ｒｓ５４７１５４ＳＮａＰｓｈｏｔ序列 ＡＡＧＴＧＡＧＧＧＧＣＡＣＴＧＴＧＴＣＣＡＧＧＴＴＣＣＣＡＡ

ｒｓ９３３２７３９正向 ＧＣＧＴＴＧＣＣＡＴＴＡＴＣＡＣＣＴＴＴ

ｒｓ９３３２７３９反向 ＣＣＴＧＣＡＧＣＡＴＣＴＣＡＧＡＡＴＧＡ

ｒｓ９３３２７３９ＳＮａＰｓｈｏｔ序列 ＣＡＡＡＧＴＣＣＴＣＡＴＧＴＣＴＧＴＣＣＴＧＡＡＣＧＡＣＡＡＣＴＣＣＣＧＧＧＡＴＡＴＧＡＣＴＧＡ

Ｃ３ ｒｓ２２３０１９９正向 ＣＣＴＣＧＣＡＣＣＴＣＣＴＴＣＡＣＡ

ｒｓ２２３０１９９反向 ＴＣＴＧＧＣＴＧＧＣＡＣＣＴＣＡＡＴ

ｒｓ２２３０１９９ＳＮａＰｓｈｏｔ序列 ＡＧＣＣＡＡＣＡＧＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＴＣＡＧＡＡＡＡＧＧＧＧ

ｒｓ１０４７２８６正向 ＧＧＡＧＧＧＡＴＧＧＡＣＣＴＧＡＡＧＣ

ｒｓ１０４７２８６反向 ＧＧＴＧＧＣＡＧＡＣＡＣＧＴＡＣＡＡＡＧＡ

ｒｓ１０４７２８６ＳＮａＰｓｈｏｔ序列 ＧＴＧＣＴＧＡＧＣＣＧＧＡＡＧＧＴＡＣＴＧＣＴＧＧＡＣＧＧＧＧＴＧＣＡＧＡＡＣＣ

２　结　　果

２．１　单核苷酸多态性分析　如表２所示，所有的ＳＮＰ的等位

基因结果均通过 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，这说明基因分型

结果无明显错误，且这些ＳＮＰ的基因型符合人群分布，研究样

本是随机的无地区差异。研究结果显示：Ｃ２基因中的ＳＮＰ位

点ｒｓ５４７１５４与干性、湿性ＡＭＤ没有明显的相关性（犘值分别

为０．０８８０和０．４１０３），ｒｓ９３３２７３９也与干性、湿性 ＡＭＤ没有

明显的相关性（犘值分别为０．４３４３和０．３５６０）。Ｃ３基因中的

ＳＮＰ位点ｒｓ２２３０１９９与干性、湿性ＡＭＤ没有明显的相关性（犘

值分别为０．５４９２和０．２１０８），ｒｓ１０４７２８６也与干性、湿性

ＡＭＤ没有明显的相关性（犘 值分别为０．２８８４和０．１９０２）。

由于犘值均大于０．０５，故不进行ＯＲ值的计算。具体见表３。

２．２　连锁不平衡和单倍体相关性分析　连锁不平衡和单倍体

相关性采用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件进行分析。ＳＮＰ之间两两配对连

锁不平衡显示Ｃ２基因中ｒｓ５４７１５４和ｒｓ９３３２７３９位于不同同一

个连 锁 不 平 衡 区 （Ｄ′＝０．６４），Ｃ３ 基 因 中 ｒｓ２２３０１９９ 和

ｒｓ１０４７２８６也位于不同同一个连锁不平衡区（Ｄ′＝０．３２）。

表３　　中国汉族人群ＡＭＤ与Ｃ２、Ｃ３变异的相关性

基因 ＳＮＰ 表型分类 Ａｌｌｅｌｅ频率 ＨＷＥ Ａｌｌｅｌｉｃ犘值

Ｃ２ ｒｓ５４７１５４ 湿性ＡＭＤ ０．０６２ ０．６３２ ０．０８８０

（Ａ） 干性ＡＭＤ ０．０７１ ０．５３６ ０．４１０３

健康对照 ０．０７８ ０．３７６

ｒｓ９３３２７３９ 湿性ＡＭＤ ０．０１７ ０．８９２ ０．４３４３

（Ｃ） 干性ＡＭＤ ０．０３１ ０．９４４ ０．３５６０

健康对照 ０．０２３ ０．９２０

Ｃ３ ｒｓ２２３０１９９ 湿性ＡＭＤ ０．０２ ０．７４４ ０．５４９２

（Ｇ） 干性ＡＭＤ ０．０１ ０．９３２ ０．２１０８

健康对照 ０．０１０ ０．５５２

ｒｓ１０４７２８６ 湿性ＡＭＤ ０．００６ ０．８２８ ０．２８８４

（Ｔ） 干性ＡＭＤ ０．００３ ０．８８０ ０．１９０２

健康对照 ０．００５ ０．７６２０

３　讨　　论

ＡＭＤ是一种复杂疾病，发病起因、过程和各种并发症对

ＡＭＤ的影响都不是十分清楚，因此对 ＡＭＤ进行分类的过程
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是很复杂的，每个患者的病理情况不尽相同，甚至受各种并发

症干扰。这种干扰会直接导致结果的偏差。本研究在研究分

类时参考了ＡＭＤ流行病学研究组所推荐的方法，其主要特点

是根据黄斑区玻璃疣的大小和数量、着色过度还是着色不足

等，可以把患者大体分为中国汉族人湿性ＡＭＤ（主要是ＣＮＶ）

和中国汉族人干性ＡＭＤ（主要是玻璃疣）。

有报道认为Ｃ２和Ｃ３基因与白人ＡＭＤ有关联
［２１２４］，但对

韩国人群的研究发现Ｃ２、Ｃ３基因的这４个ＳＮＰ位点与湿性

ＡＭＤ患者和对照组之间没有显著差异
［３５］。为了明确中国人

群患ＡＭＤ与Ｃ２和Ｃ３易感基因的关系，本研究对Ｃ２基因的

２个 ＳＮＰ（ｒｓ５４７１５４ 和 ｒｓ９３３２７３９），Ｃ３ 基 因 的 ２ 个 ＳＮＰ

（ｒｓ２２３０１９９和ｒｓ１０４７２８６）采用ＳＮａＰｓｈｏｔ方法对其与ＡＭＤ的

关联性进行了研究。

ＳＮａＰｓｈｏｔ技术由美国应用生物公司（ＡＢＩ）开发，主要针

对中等通量的ＳＮＰ分型项目。该技术跟其他ＳＮＰ分型技术

（ＲＦＬＰ、Ｔａｑｍａｎ、ＳＮＰｓｔｒｅａｍ等）相比的优势在于：（１）分型准

确；（２）多位点同时检测；（３）不受ＳＮＰ位点多态特性限制；（４）

可以检测出受污染的样本。所以本实验采用了该先进的方法

检测Ｃ２和Ｃ３的４个ＳＮＰ基因型。

Ｃ２基因的２个ＳＮＰ位点（ｒｓ５４７１５４、ｒｓ９３３２７３９）和Ｃ３基

因的２个ＳＮＰ位点（ｒｓ２２３０１９９、ｒｓ１０４７２８６）无论是中国汉族人

干性ＡＭＤ还是中国汉族人湿性 ＡＭＤ的犘 值均大于０．０５。

也就是说从单个ＳＮＰ位点进行分析，均无统计学差异，即Ｃ２

基因与中国汉族人 ＡＭＤ不存在相关性。健康人群中该４个

ＳＮＰ结果和ＮＣＢＩ中 ＨａｐＭａｐＨＣＢ（中国汉族北京人，健康对

照，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ＳＮＰ）数据较为

接近。可以得出结论：Ｃ２基因基因不是中国汉族人的主效致

病基因。这可能与这些ＳＮＰ在中国人群中变异很少（＜５％）

有关。尽管Ｃ２、ＣＦＢ、Ｃ３可能与中国人群 ＡＭＤ无关，但是仍

不能排除这些基因中其他可能存在ＳＮＰ与 ＡＭＤ有关，这将

是本课题组下一步的研究内容。本研究和其他研究所存在的

观点差异，除了受人种的遗传背景、环境因素的影响之外，这种

分类的差异也是一个较为重要的影响因素。

总之，本研究证实Ｃ２和Ｃ３中的ｒｓ５４７１５４、ｒｓ９３３２７３９和

ｒｓ２２３０１９９、ｒｓ１０４７２８６这４个ＣＦＨ的ＳＮＰ位点变异与中国汉

族 人 患 干、湿 性 ＡＭＤ 没 有 有 显 著 的 关 联。然 而 与

ＬＯＣ３８７７１５／ＨＴＲＡ１突变导致ＡＭＤ不同，补体旁路途径中的

基因突变与ＡＭＤ的发生关联性在中国人以及其他亚裔人群

中不如白种人的关联性大。
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显示所有菌株均扩增出目的基因，表明其固有存在，但多重耐

药株的检出水平显著高于敏感株，证明 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 主动外

排系统与铜绿假单胞菌多重耐药性密切相关。

Ｌ酚丙氨基Ｌ氨基酰β萘胺（ＭＣ２０７，１１０）为广谱外排泵

抑制剂，对铜绿假单胞菌引起临床耐药的４类主要的外排泵

（ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ、ＭｅｘＣＤＯｐｒＪ、ＭｅｘＥＦＯｐｒＮ 和 ＭｅｘＸＹＯｐｒＭ）

均有抑制作用［８］，因此其可较好地选出外排表型阳性的铜绿假

单胞菌。本次检测的１３株重药耐药菌株中９株外排表型阳

性，占６９．２％，与张鹏和姚慧林
［９］报道的６６．７％（２４／３６）相近，

弱高于夏景洋等［１０］报道的６１％（５０／８２），说明主动外排在多药

耐药铜绿假单胞菌中普遍存在，其中６株 ｍｅｘＢ基因 ｍＲＮＡ

相对表达量高于野生株铜绿假单胞菌，可认为 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ

表达的增加是这些菌株耐药的主要原因，但也存在其他主动外

排系统。近年来研究发现，ｍｅｘＲ是 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 的负调控

基因［１１］，当其突变时，可导致 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 去抑制而表达增

强，从而形成获得性耐药。为了进一步研究 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 高

表达的机制，本实验扩增了６株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 高表达菌株的

ｍｅｘＲ基因，并对产物进行测序，发现其中有５株ｍｅｘＲ发生变

异，均发生点突变，出现了氨基酸替换，氨基酸的替换和插入都

可能会影响阻遏蛋白 ＭｅｘＲ的结构，使其不能与操纵子结合，

从而导致主动外排泵 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 的高表达，导致对多种抗

菌药物的耐药［１２］。ｍｅｘＲ基因发生突变的５株铜绿假单胞菌，

其ｍｅｘＢ相对表达量都高于野生株。因此 ｍｅｘＲ基因的突变

导致了这些菌株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ表达的增强。另外１株没有发

生ｍｅｘＲ突变的铜绿假单胞菌，表明这些菌株中存在其他机制

导致了 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ的高表达。

这５株ｍｅｘＲ突变为相同位点，是否有同源性，有待进一

步作分子流行病学调查。
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［３２］ＬｉｕＸ，ＺｈａｏＰ，ＴａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆａｃ

ｔｏｒＨ，Ｃ２，ＣＦＢ，ａｎｄＣ３ａｎｄａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎａ

ＨａｎＣｈｉｎｅｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｒｅｔｉｎａ，２０１０，３０（８）：１１７７１１８４．

［３３］ＹａｎｇＺ，ＣａｍｐＮＪ，ＳｕｎＨ，ｅｔａｌ．ＡｖａｒｉａｎｔｏｆｔｈｅＨＴＲＡ１ｇｅｎｅｉｎ

ｃｒｅａｓｅｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ，２００６，３１４（５８０１）：９９２９９３．

［３４］ＢｉｒｄＡＣ，ＢｒｅｓｓｌｅｒＮＭ，ＢｒｅｓｓｌｅｒＳＢ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃｌａｓｓｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎａｎｄｇｒａｄｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌｏｐａｔｈｙａｎｄａｇｅｒｅ

ｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＡＲＭｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉ

ｃａｌｓｔｕｄｙｇｒｏｕｐ［Ｊ］．ＳｕｒｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，１９９５，３９（５）：３６７３７４．

［３５］ＫｉｍＳＪ，ＬｅｅＳＪ，ＫｉｍＮＲ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｎ

Ｃ２，ＣＦＢａｎｄＣ３ｗｉｔｈｅｘｕｄａｔｉｖｅａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎａＫｏｒｅａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２０１２，９６（１）：４２４７．

（收稿日期：２０１２０８０９）

·０９２· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３




