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KL基因单核苷酸多态性及其组合与老年高血压的相关性研究 
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【摘 要 】目的：研究重庆地区老年汉族人群克老素(Ktotho，KL)基因3个单核苷酸多态性及其组合分布规律，揭示其与老年 

高血压的相关性。方法：同期选择老年原发性高血压病人775例，正常健康老年人 339例 (年龄>t60岁 )作为研究对象。提取外 

周血白细胞基因组 DNA，应用单一等位基因特异性引物 PCR技术 (SASP—PCR)检测 KL基因 3个 SNP位点的基因型，分析各 

等位基因及其组合与高血压病的相关性。结果：高血压病组 KL基因 G一395A SNP AA等位基因频率较对照组增高 (P<O．o1)， 

若按性别分层研究，高血压组男性患者其AA等位基因型频率较对照组明显增高(P=0．001)。高血压病组KL基因C370S SNP 

及 F352V SNP各等位基因型频率较对照组均无显著性差异(P>0．05)。组合分布研究发现：高血压病组KL G一395A+F352V+ 

C370C、KL A一395A+F352V+C370C与KL A一395A+F352V+C370S组合基因型频率较对照组明显增高(P<O．05)，按性别分层研 

究则发现仅在高血压病组男性患者其 KL G一395A+F352V+C370C、KL A一395A+F352V+C370C及 KL A一395A+F352V+C370S组 

合分布基因型频率较对照组增高有显著性差异(P<0．05)。本研究还发现在高血压病组男性患者其 KL A一395A+F352F+S370S及 

KLG一395G+V352V+C370S组合分布基因型频率较对照组减低，且有显著性差异(P<O．040)。结论：本文研究发现在老年男性KL 

基因 G一395A SNP与高血压病有明确相关性。组合分布研究还发现 KL G一395A+F352V+C370C、KL A～395A+F352V+C370C及 

KL A一395A+F352V+C370S组合基因型与老年高血压病有关，并存在性别差异性，也就提示携带上述组合基因型的老年男性更 

易患高血压病。 
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Association of single nucleotide polymorphisms and combination genotype 

distributions of the KL gene with essential hype~ension in the aged 

LIU xiao-lin．et al 
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【Abstract]Objective：To investigate the distribution of three cites of single nucleotide polymorphisms(SNPs)and their combination dis— 

tributions of the KL gene in the Chinese elderly population and analyze their association with hypertension in the aged．Methods：Selected 

775 patients with essential hypertension(EH)and 339 heathy people(the age／>60)as research objects．Genomic DNA of leukocytes was 

extracted from venous blood and the single allele specific primer PCR technique(SASP-PCR)was used to detect allelic genotypes of three 

sites of SNPs and their distribution of combination genotypes of the KL gene in order to analysis their relations with the EH．Results：The 

frequency of allele AA genotype of KL G-395A in EH group was higher than that in the control group(P<0．O1)．According to sex strati— 

fication analysis．the frequency of allele AA in出e EH male subgroup was obviously higher than that in the control subgroup(P：0．001)． 

There were no significant difference to be found either in the KL C370S SNP or F352V SNP between EH group and the control group 

(P>0．5)．According to the combination genotype analysis，we found that the allelic genotype frequency of Klotho G一395A+F352V+ 

C370C，Klotho A一395A+F352V+C370C and Klotho A-395A+F352V+C370S in the EH group was higher than that in the control group 

(P<0．05)，but according to sex stratification analysis，we only found that the allele genotype frequency of KL G一395A+F352V+ 

C370C，KL A一395A+F352V+C370C and KL A一395A+F352V+C370S were obviously higher in the EH male subgroup than that in the 

healthy male subgroup (P<O．05)．We also found that the combined allelic genotype frequency of KL A一395A+F352F+S370S and KL 

G-395G+V352V+C370S were obviously lower in the EH male subgroup than that in the control male subgroup(P<O．04 )．Conclusion： 
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This study showed that there was an association between SNP of 

KL G一395A and essential hypertension in the aged．According to 

the combination genotype analysis，this study found that genotypes 

of KL G一395A+F352V+C370C．KL A一395A+F352V+C370C and 

KL A一395A+F352V+C370S associated with EH in the aged and 
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the sex difference existed，i．e．the male patients who c ed with genotypes of KL G一395A+F352V+C370C．KL A一395A+F352V+ 

C370C and KL A一395A+F352V+C370S have a high risk in suffering from EH in the aged
． 

【Key words]klotho；essential hypertension；the aged；combined genotype 

随着世界人口老龄化的发展趋势，高血压病已日益成为 

影响老年人身体健康的重要隐患因素，其发病机制可能与环 

境、遗传等多因素相关。克老素(Klotho，KL)基因是 Kuro[ 吸 

其同事在 1997年发现的与衰老相关的新基因，KL基因表达 

缺陷的小鼠可以表现出心血管疾病、动脉硬化、骨质疏松、肺 

气肿等多种类似于人类衰老的相关临床综合征。国外学者 

Wang等[2】研究表明KL基因和其产物的表达在高血压模型小 

鼠中显著受到抑制，而将载有 KL基因全长 CDNA的腺病毒 

(即 AAV．mKL)的导入可以消除这种抑制，并可抑制高血压 

的进一步发展，故推测 KL基因在高血压发展的病理机制中 

起到重要的作用。已有研究证实随着年龄的增长 KL基因表 

达含量会逐渐降低【3】，而高血压的发病率却同时呈现随着增 

龄而有逐渐增高的趋势【4l51，这就提示两者之间可能有着内在 

的相关性；而目前有关 KL基因单核苷酸多态性与疾病的关 

系研究多集中于单个位点，而事实上有关多个位点基因多态 

性及其组合分布与疾病相关性的研究在一定程度上更能体 

现其基因多态性在疾病发病的实际情况。故本文拟通过对老 

年汉族人群 KL基因G一395A、F352V、C370S 3个位点的基因 

多态性与高血压病相关关系进行研究，揭示出该基因多态性 

及其组合分布与老年高血压病的相关性 ，进而为高血压病的 

早期干预研究提供新的线索。 

1 对象与方法 

1．1 研究对象 

研究对象均来源于 2007年 1月 ～2009年 8月期间重庆 

医科大学附属第一医院老年科门诊及住院病人。采用单纯随 

机抽样方法选择非亲属关系的老年高血压病患者 775例 (年 

龄≥60岁 )作为疾病组，男性475例，女性 300例 ，平均年龄 

为(73．650±8．337)岁；所有高血压患者均符合 2006年WHO 

高血压诊断标准，且除外继发性高血压。同时随机选择重庆 

医科大学附属第一医院老年科门诊及住院健康体检的非亲 

属关系的老年健康人群339例作为正常对照组(年龄≥60 

岁 )，男性 221例 ，女性 118例 ，平均年龄 (73．87±10．46) 

岁；正常对照组入选标准 ：血压 <140／90 mmHg，无心、脑、肾、 

肝胆、糖尿病及肿瘤等病史，且心电图、尿常规、肝 、肾功能及 

血糖、血脂正常者。上述 2组研究对象在年龄方面具有其可 

比性，均为重庆地区无血缘关系的老年汉族人群。 

1．2 方法 

1．2．1 DNA提取 取外周静脉血 2 rnl，EDTA抗凝 ，使用上 

海华舜生物工程有限公司提供的人类血液基因组 DNA抽提 

试剂盒抽提外周血白细胞基因组 DNA，操作方法按试剂盒说 

明进行。 

1．2．2 SNP分析 KL基因的序列及相应位点的SNP信息均 

参照 NCBI，利用 Primer5．0软件 自行设计等位基因特异性引 

物，设计一条等位基因特异性上游引物，以此作为参照，同时 

设计一条 3’末端碱基与检测 SNP位点的突变型或野生型等 

位基因碱基互补的特异性下游引物。所有引物均由中国大连 

宝生物技术有限公司(TaKaRa)合成。 

1．2．2．1 KLG一395A SNP检测 KLG一395A上游引物为：5’ 

一 AATcGGCTCcAGCAATGTCcAG一3’；下游引物：G等位基因 

者 5’一AGAAAAGTcGccGAccAAc 一3’，A等位基因者 

5’一AGAAAAG TCGCCGACCAAC1TI 一3’。PCR反应体系 

为：采用 20 l反应体系，其中 10×Buffer 2 l，dNTP 0．125 

p,mol／L，MgCl2 2．0 mmol／L，引物浓度为 0．25 I~mol／L，TaqDNA 

聚合酶 0．5 Iu，DNA 100 ng。反应条件为：G等位基因者 94℃ 

预变性 5 min，94℃变性 30 s、63oC退火 30 S、72％ 延伸 30 S， 

共 35个循环 ，72％延长 10 min；A等位基因者 94％预变性 5 

min，94℃变性 30 S、61 oC退火 30 S、72 oC延伸 30 S，共 35个 

循环，72℃延长 10 min。 

1．2．2．2 KL F352V SNP检测 KL F 352V上游引物 ：F等位 

基因 5’一C'ITFCATCTATI'CTGCCTGA~一3’，V等位基因者 

5’一CTYFCATCTATrCTGCCTGAT镑}-3’；下游弓I物：5’一CCT— 

GAGA CAAAccAGCCATT一3’。反应体系同 KL G一395A位点 

检测体系；F等位基因和 V等位基因时反应条件相同：均为 

94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s、60℃退火 30 s、72oC延伸 

30 S，共 35个循环，72％延长 10 min。 

1．2．2．3 KL C370S SNP检测 KL C370S上游引物为 ：5’一 

TACAATrACTFCTIq'CCGTCCC一3’；下游引物：c等位基因者 

为 5’一ACTCAAGGAGGGTCCAAA~ 一3’，S为等位基因者为 

5，_ACTCA AGGAGGGTCCAAA~ 一3’。其反 应体 系同 KL 

G一395A位点的检测体系；C为等位基因或 s为等位基因时 

其反应条件均为 ：94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s、54cC退 

火 3O s、72℃延伸 30 S，共 35个循环 ，最后 72℃延长 10 min。 

1．2．2．4 KL G一395A F352V C370S SNP判断方法 PCR反应 

结束后，取 PCR产物 5 trl，1．5％的琼脂糖凝胶一溴化乙锭染 

色法电泳 ，凝胶成像系统观测并记录结果。等位基因型判断： 

KL基因 G一395A多态性 的等位基 因型为 GG、GA、AA，其 

PCR产物长度为 147 bp；KL基因F一352V多态性的等位基因 

型为 FF、FV、VV，其PCR产物长度为230 bp；KL基因C370S 

多态性的等位基因型为 cc、cs、Ss，其 PCR产物长度为285 bp。 

1．3 统计分析 

采用 SPSS18．0软件分析，定性指标采用各组中所占的百 

分数表示 ，采用 检验 ；各项指标以P≤0．05为差异有统计 
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学意义。 

2 结 果 

2．1 老年高血压病组与对照组 KL基 因单核苷酸多态性各 

等位基因频率分布情况 

高血压病组 KL基因 G一395A SNP AA等位基因频率较 

对照组增高，其差异有统计学意义(P<0．O1)；若按性别分层 

研究，高血压组男性患者其 AA等位基因型频率较对照组明 

显增高，且差异有统计学意义(P=-O．001)。其余资料详见表 1。 

高血压病组 KL基因 F352V SNP FF、FV、VV与 KL基因 

C370S SNP CC、CS、SS等位基因型频率较正常对照组均无显 

著性差异，按性别分层研究也未发现上述各等位基因在两组 

人群中分布频率有显著性差异(P>O．05)。其余资料详见表 1。 

表 1 老年高血压病组与对照组KL基因多态性各等位基因频率比较表 

注：高血压组和正常对照组比较， P<O．05，差异有统计学意义 

2．2 老年高血压病组与对照组 KL基因单核苷酸多态性基 

因型组合分布情况 

组合分布研究显示本组资料高血压病组与对照组 KL基 

因 G一395A、F352V、C370S 3个位点基因多态性的组合基因 

型分别有 23种和 20种；其中 KL各位点组合基因型分布结 

果如下： 

高血压病组 KL G一395A+F352V+C370C、KL A一395A+ 

F352V+C370C与 KL A一395A+F352V+C370S组合基因型分 

布频率较对照组明显增高 (P<0．05)，按性别分层研究发现 

在高血压病组男性患者中 KL G一395A+F352V+C370C、KL 

A一395A+F352V+C370C与 KL A一395A+F352V+C370S组合 

基因型频率亦较正常对照组明显增高，差异有统计学意义 

(P<O．05)；而在女性高血压病患者上述各组合分布基因型 

分布频率较对照组则差异无统计学意义(P>0．05)。 

高血压病组 KL A一395A+F352F+S370S组合基因型分布 

频率较对照低，但差异无统计学意义，按性别分层研究显示 

高血压病组男性患者中 KL A一395A+F352F+S370S组合基因 

型分布频率较对照组低，差异有统计学意义(P=0．038)；高 

血压病组 KL G一395G+V352V+C370S组合基因型分布频率 

较对照低 (P=-O．042)，按性别分层研究显示高血压病组男性 

患者中 KL G一395G+V352V+C370S组合基因型分布频率较 

对照组低，差异有统计学意义 (P=-0．022)，其余资料详见表 

2 

3 讨 论 

KL基 因是 目前研究发现的与衰老密切相关的新型基 

因，研究证实 KL基因表达缺陷的小鼠会出现动脉硬化、骨质 

疏松、糖及能量代谢异常等多种类似于人类衰老相关表型的 

临床综合征。人类的KL基因定位于第 13号染色体(13q12)， 

其可通过选择性拼接产生两种蛋白产物，且在特定组织器官 

中表达，其中一种为分泌型 KL蛋白，其作为一种体液循环因 

子或激素而发挥作用。目前有关 KL基因及其表达与心血管 

疾病的研究已有初步结果 ，如 Zhou Q等I6]研究发现抗高血压 

的药物如福辛普利 、缬沙坦对 Ang II介导的肾脏损害具有保 

护作用，究其机制可能与其上调 KL基因的表达，进而抑制转 

化生长因子 一B 1(Transfoilngrowthfactor—beta1,TGF一1)、p53、 

p38及磷酸化 p38(Phosphorylation—p38，P—p38)的表达有关 ； 

“x等【7l瓦旰究也发现缬沙坦通过增加 KL基因表达，进一步改 

善自发性高血压大鼠的脑超微结构(如减少核固缩、染色质 

边集、凋亡小体的形成，即细胞凋亡 )改变，这就提示 RAS阻 

断剂这类抗高血压药物有可能是通过调节 KL基因的表达而 

发挥其生物学效应。相关研究还发现在脑组织通过 KL基因 

表达沉默(KL—shRNA)可导致其内皮素 1(Endothelin一1，ET一1) 

的表达增加和血浆去甲肾上腺素的水平增高，进而导致其血 

压升高，即说明 KL基因及其表达调节与高血压的发生 、发展 

有关。 
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注：高血压组和正常对照组相比较， <0．05，差异有统计学意义 

已有研究表明KL基因多态性与冠心病、脑卒中及其寿命 

有关，如 Jo等 在研究韩国人群中 Klotho G一395A多态性时 

发现冠心病(Coronary artery disease，CAD)患者中G一395A的 

杂合子或 AA纯合子较对照组更为常见 ，进一步亚组分析 

(年龄 <60岁 )发现 G一395A的突变体在 CAD中较对照组更 

为多见，而在 (年龄／>60岁 )患者中就无此差别，由此推测 

G一395A突变型可能是 CAD发病的—个独立危险因子。Arking 

等 的研究中发现 KL的突变体 KL—VS基因型 (即 F352V和 

C370S)，其与寿命及早发性的隐匿性冠状动脉性疾病有密 

切相关性；Kuro等㈣的报道中阐述这种突变体的纯合子可能 

是 CAD和中风的独立危险因素。但 目前就有关 KL基因多态 

性及其基因型组合分布与高血压病的相关性研究报道甚少， 

为此本文从 KL基因 SNP及其组合基因型分布方面研究其 

与高血压病的关系，以揭示 Klotho基因多态性在高血压病发 

病机制中的作用，具有十分重要的研究价值。 

本文通过对汉族老年高血压病组及正常健康人群组 KL 

G一395A SNP GG，GA，AA等位基因型分布研究，发现老年高 

血压病组其 KL基因G一395A SNP AA等位基因分布频率明 

显高于对照组；进一步按性别分层研究发现仅在老年男性高 

血压患者其 KL基因G一395A SNP AA等位基因分布频率较 

对照组增高 ，且有显著性差异，即提示老年男性 AA等位基 

因型携带者更易患高血压病，且存在性别差异性。Wang H L 

等【ll研究 同样发现 KL G一395A多态性与原发性高血压有密 

切相关性，其研究还证实该位点有可能作为一种潜在的调节 

靶点而发挥作用，与本文研究发现结果相一致。 

本文通过对汉族老年高血压病组及正常健康人群 KL基 

因 F352V及 C370S SNP研 究发 现高血 压病 组 KL基 因 

F352V SNP FF、FV、VV各等位基因频率与 C370S SNP CC、 

cs、ss各等位基因型频率与对照组比较均无显著性差异；进 

一 步按性别分层研究无论是在男性还是女性高血压病亚组 

上述各位等位基因型频率较对照组均无显著性差异(尸>0．05)， 

即提示 F352V及 C370S SNP与老年高血压的发病无明确相 

关性。 

近年有关基因单核苷酸多态性及其组合分布与疾病的 

研究报道甚少 ，如国内学者马厚勋等【l2】在研究汉族人群 

NOS3 A一922G、NOS3 T-786C与 NOS 3 G894T SNP的等位基 

因及其组合分布与高血压的相关性时，并未发现上述各等位 

基因型及其基因单倍型频率分布与高血压病的有相关性；通 
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过组合分布研究却发现 NOS 3 G894T+A一922G+T一786T基 

因型携带者与高血压的发生有相关性，且发现在老年女性亚 

组 NOS 3 G894G+A一922G+T一786C基因型携带者可能不易 

患高血压，这就提示研究基因多态性多个位点组合型分布比 

研究单个基因或单一位点多态性更能反映其实际情况、更具 

有临床价值。 

本文通过研究 KL基因 G一395A、C370S、F352V SNP3个 

位点组合基因型与汉族老年人高血压的关系时，发现 KLG一 

395A+F352V+C370C、KLA一395A+F352V+C370C、KLA一395A+ 

F352V+C370S组合基因型分布频率较健康对照组高；按性别 

分层研究发现在仅老年男性高血压患者中其差异有显著性， 

即提示老年男性 群̂中KLG一395A+F352V+C370C、KLA一395A 

+F352V+C370C和 KL A一395A+F352V+C370S组合基因型携 

带者其更易罹患高血压病。同时研究还发现高血压病组 中 

男性患者 KL G一395G+V352V+C370S与 KL A一395A+F352F+ 

$370S组合基因型分布频率较正常健康对照男性亚组 降低 

有显著f生差异，即提示老年男性 KL G一395G+V352V+C370S和 

KL A一395A+F352F+S370S等位基因携带者不易罹患高血压 

病。 

综上所述，本文研究发现 KL G一395A SNP AA等位基因 

型与老年高血压的发生与发展有明确相关性 ，KL C一370S 

SNP、KL F一352V SNP单基因型分布与老年高血压无直接相 

关l生，但进一步组合基因型分布研究发现KL G一395A+F352V+ 

C370C、KL A一395A+F352V+C370C和 KL A一395A+F352V+ 

C370S组合基因型携带者其更易罹患高血压病 ，且存在性别 

差异性 
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