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汉族人群 Ⅺotho基因多态性及其与心动周期信号谱特征的相 
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(重庆医科大学附属第一医院老年科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索中国汉族人群(Klotho，KL)基因G一395A、F352V及C370S单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphisms， 

SNP)及其与心动周期信号谱特征的相关关系。方法：随机选择汉族自然人群个体 177为研究对象[男 96，女 8l例，平均年龄 

(65．1 1±10．7)岁1，获取其静脉血白细胞基因组 DNA。采用等位基因特异性引物 PCR技术检测 Klotho基因 3个位点的基因型， 

利用<<HPS谱及其混沌特征分析系统软件》检测人群的卧位心动周期信号谱(Heart period signal，HPS)参数。结果：① KL基因 

G一395A SNP AA基因型携带者其绝对高频功率(Absolute high frequency power，AHP)及相对高频率(Relative high frequency power， 

RHP)参数较其 GA携带者降低，均有显著性差异(P<0．05)；同时携带 AA基因型者的 RHP参数也较 GG携带者降低 ，亦有显著 

性差异(P<0．05)。②KL基因F352V SNPVV突变基因型携带者其相对超低频率(Relative ultra—lowerfrequency power，RUP)、超低 

频／高频比值(Ratio ofAUPtoAHP，RUH)参数值较 FF野生型纯合子基因型携带者低，差异有显著性(P<0．05)；携带VV基因型者 

绝对低频功率(Absolute 1ow frequency power，ALP)、AHP、RHP以及总功率(Total power value，TPV)较其 FF野生型携带者高，也有 

显著性差异(尸<O．05)；汉族人群 KL基因 F352V多态性的突变型 vv基因型纯合子携带者其 RUP、RUH参数值也较其 FV杂合 

子携带者降低；突变型 vv基因型纯合子携带者其 RHP参数值则较 Fv杂合子携带者高，亦有显著性差异(P<O．05)。@KL基因 

C370S多态性的突变型 ss基因型纯合子携带者其低频 ／高频比值(Ratio ofabsolute low frequency powerto AHP，RLH)参数值较 

CC野生型纯合子携带者低有显著性差异，同时也较 cs杂合子携带者低 ，其差异亦有显著性(尸l<0．05)。结论：KL基因 G一395A 

SNP突变型AA与 AHP、RHP减低有关；F352V SNP突变型vv与RUP、RUH减低有关，亦与其 ALP、AHP、RHP以及总功率(Total 

power value，TPV)增高有关，这就提示 klotho基因多态性与心动周期信号谱特征的有明确相关性。 
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Association of klotho gene polymoRHPism with heart period signal spectrum 

features in the Chinese Han nationality population 

MA Hou—xLtn，et al 

(Department of Geriatrics，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To search for association of heart period signal spectrum features in the supine posture with single nucleotide 

polymorphisms of three sites of klotho G一395A，F352V and C370S in Chinese Han nationality population．Methods：Genomic DNA of 

white blood cells from 177 individuals as research objects(female 81 and male 96．age 65．1 1±10．7 Y)selected randomly from Chinese 

Han nationality population was gotten．The SNPs of klotho G一395A，F352V and C370S were genotyped by allele-specific primer(ASP) 

PCR technique．We applied the analytical software for spectral features of heart period signal(HPS)to determine the spectral parameters 

of heart period signal in the supine posture in this group．Results：① rhe spectral parameters of HPS including absolute high frequency 

power(AHP)and relative h J gh frequency power(RHP)in the group with AA genotype were significantly low than those in the group with 

GA genetype of klothoG一395A(P<O．05)．The spectral parameter of relative highfrequency power(RHP)inthegroupwithAA genotype 

were significantly lower than those in the group with GG genetype of klotho G一395A(P<O．05)．②The spectral parameters of HPS including 

relative ultra—lower frequency power(RUP)and ratio of AUP to AHP(RUH)in the group with VV genotype were significantly lower than 

those in the group with FF genetype of klotho F352V (P<0．05)．The spectral parameters ofabsolute low frequency power(ALP)，absolute 

high frequency power(AHP)，relative high frequency power(RHP)and total power value(TPV)in the group carrying VV genetype were 

significantly higher than those in the group with FF genetype of klotho F352V(P<0．05)．The spectral parameters of RUP and RUH in the 

group with VV genotype were obviously lower than those in the group with FV genetype of klotho F352V and the value of RHP in the group 

with VV genotype were also much higher than that in the group with FV genetype of klotho F352V(P<O．05)．~The value of ratio of ALP to 

AHP (RLH)in the group with SS genotype was significantly lower than that in the group with CC genetype and the group carrying with CS 

genetype ofklotho C370S(P<0．05)．Conclusion：The AA genetype ofKlotho G一395A was associated with the decrease ofAHP and RHP 

parameters in Chinese Han Nationality Population．The mulated VV genetype of klotho F352V was not only associated with the decrease of 

RUP and RUH parameters but also with the increase of ALP．AHP．RHP and TPV parameters in Chinese Han Nationality Population．Th is 

suggests that there be an identify relationship between single nucleotide polymorphism of klotho gene and heart period signal spectrum 

features in Chinese Han Nationality Population． 

【Key words】Klotho；Single nucleotide polymorphism；Heart period signal 

心率变异性(Heart rate variability，HRV)作为反映心脏自 

主神经的功能标志，其在研究影响 自主神经功能疾病如心肌 

梗死、充血心力衰竭、糖尿病、高血压与心律失常等疾病中的 

预后价值已得到肯定Ⅲ。HRV检测作为一种有效、无创性方 

法，能提供足够的窦房结 自主神经调节信息，亦是一种可提 

供交感与迷走神经相互作用(即心功能方面)决定指标的间 

接检测方法口I。而心动周期信号(Heart period signal，HPS)功率 

谱分析同样也是一种检测 自主神经系统活动的敏感性高的 

无创性方法，其价值已倍受重视。国内学者殷跃辉等【，研究阐 

明：①HPS谱超低频带反映了交感神经系统活性；②HPS低 

频带只是反映交感和副交感神经系统的活动混合带，并无特 

别的生理意义；③HPS谱高频带反映胆碱能神经系统的活 

性。(Klotho，KL)基因是一种由Kuro等 及其同事最先在小鼠 

体内发现的能抑制衰老及衰老相关表型(如寿命缩短、动脉 

硬化和异位钙化、骨质疏松、皮肤萎缩、肺气肿 、糖和能量代 

谢异常等)相关的基因。随后研究证实在人类也有 Klotho基 

因表达，主要在肾脏及脑脉络膜。国内学者研究[Sl发现在人血 

液中存在分泌型 Klotho蛋白，并发现该蛋白随着增龄而有减 

低的趋势，提示分泌型 Klotho蛋白与人类衰老有关。Takeshita 

等 研究还发现在小鼠心脏组织中窦房结是 Klotho表达的唯 

一 部位，该基因在窦房结的表达对窦房结发挥其起搏功能 

来说至关重要，进而揭示 Klotho基因表达缺陷小鼠所发生的 

早期意外死亡与其心脏窦房结功能障碍有关的根源所在。 

近年来，人们研究 Klotho基因及其 SNP与疾病的关系时，发现 

Klotho基因多态性与早发冠心病、骨质疏松症、脑卒中以及长 

寿等有关 1。国内学者在研究一氧化氮基因多态性时发现 

该基因多态性分布特征还存在明显种族差异性【10,11]。为此，本文 

选择汉族人群作为研究对象 ，拟通过研究汉族人群 KL基因 

G一395A、F352V及 C370S单核苷酸多态性(Single nucleotide 

polymorphism，SNP)与其心动周期信号谱特征参数的相关性， 

寻找出影响其心动周期信号谱特征参数的Klotho等位基因型。 

1 研究对象与方法 

1．1 研究对象 

随机选择自然汉族人群个体 177人作为研究对象，男 
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96，女 81例 ，男：女为 1．18：1，年龄为 35～75岁 ，平均年龄 

(65．11±10．7)岁。 

1．2．1 DNA提取 取 EDTA抗凝外周静脉全血 1 ml，用DNA 

提取专业试剂盒法(由中国大连宝生生物技术有限公司提 

供 )抽提白细胞染色体基因组 DNA，按照试剂盒要求的标准 

进行，并通过凝胶电泳验证染色体基因组 DNA提取效果。 

1．2．2 Klotho基因SNP检测 利用等位基因特异性引物(Al— 

lele—specific primer，NASP)PCR技术 21检测 Klotho G一395A、 

Klotho F352V与 Klotho C370S SNP的等位基因型。 

根据研究需要通过美国 NCBI(美国国家生物信息中心) 

的genBank获取 Klotho基因序列(Klotho基因序列来 自Gen— 

Bank NO．AB009667．Homo sapiens klot⋯[gi：6039 1 38 1])及其 

相应位点的SNP信息。利用 Primer5．0软件设计符合研究需 

要的引物。设计引物均由中国大连宝生生物技术有限公司提 

供，上述设计引物序列均由中国大连宝生生物技术有限公司 

合成。所设计引物序列如表 1所示。 

1．2．2．3 PCR体系及其反应条件 检测 Klotho G一395A、Klotho 

F352V与 Klotho C370S SNP的 PCR反应体系中所用 EX Taq 

酶 、10×EX Taq酶缓冲液 、MgC12、dNTP(dATP、dTFP dGTP 

dCTP)由中国大连宝生物有限公司提供。PCR体系及其反应 

条件具体见下表 2、3。 

1．2．2．4 Klotho G一395A、Klo~o F352V与Klotho C370S SNP检 

测及结果判断方法 本研究采用单一等位基因特异性引物 

PCR技术检测 Klotho基因多态性 ，具体方法：通过使用公用 

上游引物分别与突变型下游引物 、野生型下游引物组成引物 

对分别按上述提供的反应条件及相应的反应体系进行 PCR 

扩增。 

其扩增产物用 2％琼脂糖凝胶电泳(电泳仪为 DYY一1 1 

电脑三恒多用电泳仪 ，北京六一仪器厂)，琼脂糖凝胶电泳 ， 

溴化乙锭(EB)染色(琼脂糖和 EB皆为大连宝生生物有限公 

司产品)，WD一9403D型紫外分析仪(北京六一仪器厂)检测 

证实 PCR结果。并用电脑控制的紫外线凝胶成像系统摄像。 

Klotho基因多态性判断标准 ：如果 2次 PCR反应产物 

电泳结果均有目标条带出现即判断为杂合子基因型；只有其 

中 1次 PCR产物电泳结果阳性 ，即为野生型或突变型纯合 

子基 因型。 

1．2．2．5 HPS功率谱特征检测方法13A3】本研究采用由重庆 

医科大学生物工程研究室研制设计的《HPS谱及其混沌特征 

分析系统》检测所选人群 HPS谱。该分析系统包括电极 、ECS 

放大器、采样板及计算机系统 4个部分 ，以300 Hz的采样频 

率采集 CM5导联的心电信号(Eeletroe radio signal，ECS o将 

从 ECS提取 512 R—R间期组成的数字时间序列，称为 HPS。 

本研究以心动周期信号谱特征来代表 自主自主神经系统活 

性。HPS功率谱包括总功率(Totalpower value，．rPV)，绝对与 

相对超低频功率(Absolute ultra—low frequency power／relative ul— 

tra—lowerfrequencypower，AUP／RUP)、绝对与相对低频功率(Ab— 

solute low frequency power／relative lower frequency power，ALP 

／RLP)、绝对与相对高频功率(Absolute h J gh frequency power／ 

relative high frequency power，AHP／RHP)及其超低频／高频比 

值(Ratio ofAUPtoAHP，RUH)、低频，高频比值(Ratio ofabso— 

lutelowfrequencypowertoAHP，RLH)以及平均心动周期(Mean 

heart period，MHP)和平均心率(Means heart rate，MHR)。其中 

上述参数中的绝对与相对超低频功率代表或反映交感神经 

活性；绝对与相对低频功率为交感神经与副交感神经活动的 

混合部分 ；绝对与相对高频功率主要反映副交感神经活性 ； 

超低频／高频比值与低频 ／高频 比值反映交感神经与副交感 

神经平衡状况指标 ，总功率为绝对超低功率、低频功率以及 

高频功率总和。 

获得心动周期信号的具体方法ll 3l： 

受试者采集 HPS前应安静仰卧位休息至少 30 min，在室 

内温度为 25cc条件下，采集仰卧位时 8 min的心动周期信号 

资料 ，利用((HPS谱及其混沌特征分析系统》对该体位 HPS 

功率谱特征进行分析。 

1．3 资料分析方法 

数据处理和图表绘制主要在 MS—OFFICE2000的 EXCEL 

软件及 SPSS 1 8统计软件下完成。采用分类资料相关分析， 

以P<0．05作为统计学差异的判别标准。同类数据以均数± 

标准差(；±s)表示，采用独立样本 t检验统计分析，以P<0．05 

作为统计学差异的判别标准。 

表 1 Klotho G一395A、Klotho F352V与 Klotho C370S所设计的引物序列 

注：引物序列中加框及有背景的字母代表等位基因特异性位点 
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2 结 果 

2．1 汉族人群 Klotho基因G一395A各等位基因型携带者的 

心动周期信号谱参数情况 

Klotho基因 G一395A多态性的 GG、GA和 AA等位基因 

携带者其心动周期信 号谱的 AUP、ALP、AHP、RUP、RLP、 

RHP、RUH、RLH以及 TPV等参数比较结果显示：AA基因型 

携带者其心动周期信号谱的 AHP与 RHP参数较其 GA携带 

者低，有显著性差异(P<0．05)；同时 AA基因型携带者心动周 

期信号谱的的RHP参数也较 GG携带者降低( O．05)，各基 

因型携带者其余参数 比较并差异无统计学意久(尸>0．05)，其 

余结果详见表 4。 

2．2 汉族人群 Klotho基因F352V各等位基因型携带者的心 

动周期信号谱参数情况 

Klotho基因 F352V多态性的 FF、FV和 vv等位基因携 

带者其心动周期信号谱 AUP、ALP、AHP、RUP、RLP 、RHP、 

RUH、RLH以及 TPV等参数比较结果显示：①VV突变基因 

型携带者其心动周期信号谱的 RUP、RLH、RUH参数值较野 

生型 FF基因型携带者低，仅有 RUP、RUH参数差异有显著 

性(P<O．01)；同时 VV突变基因型携带者其 AUP、ALP 、AHP、 

RLP、RHP以及TPV较野生型 FF基因型携带者高，仅在 AIJP、 

表2 PCR反应条件 

注：}：加至 2O p．1；P11 orP22：上游引物；P—wi1d：野生型等位基因特异性引物；P—mutated：突变型等位基因特异性引物 

表 4 Klotho基因G一395A、Klotho F352V与Klotho C370S各等位基因型携带者的心动周期信号谱参数对比表 
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AHP、RHP以及 TPV参数其差异有显著性(P<O．05)。②突变 

型 vv基因型携带者其 RUP、RUH参数值较其 Fv杂合子携 

带者低( 0．05)；同时突变型 vv基因型携带者其 RHP参数 

值贝0较 FV杂合子携带者高 ，亦有显著性差异(尸<0．05)。各基 

因型携带者其余参数值比较均无显著性差异(P>O．05)，其余 

结果详见表 4。 

2．3 汉族人群 Kl0tho基因C370S各等位基 因型携带者的心 

动周期信号谱参数情况 

Klotho基因C370S多态性 的 CC、CS和 ss等位基因携 

带者其心 动周 期信号谱 AUP、ALP、AHP、RUP、RLP、RHP、 

RUH、RLH以及 TPV等参数 比较结果显示：①突变型 ss基 

因型携带者其 RLH、RLP参数值较野生型 CC基因型携带者 

低，只有在 RLH参数方面其差异有显著性(P<0．05)。②突变 

型 SS基因型携带者其 RI H也较 cs杂合子携带者低 ，亦有 

显著性差异(P<0．05)；各基因型携带者其余参数值比较均无 

显著性差异(P>O．05)，其余结果详见表 4。 

3 讨 论 

心率变异功率谱分析是研究 自主神经系统活动的重要 

手段之一。早在 1996年《欧洲心脏病学会和北美洲起搏与电 

生理学学会)Task Force研究组就报道分析了心率变异性的 

检测标准、生理学上的解释以及临床应用等方面问题，肯定 

了心率变异性的生理意义及应用价值【l4】。随后 ，1999年国内 

学者 提出用 HPS谱特征分析代替心率变异性的观点，以此 

来研究心脏 自主神经系统活动更为恰当，并随接报道 HPS谱 

的超低频带及高频带所代表的生理意义，重新评价低频带的 

生理作用，提出了HPS谱混沌特征分析方法 61。 

近年来有关 HPS谱特征(即心率变异性 )及参数与遗传 

变异性的相关性研究取得了初步成果。已有研究证实 HPS 

谱特征及参数与基因多态性有着明确的相关性。如国外学者 

Shihara等旧研究发现解耦联蛋 白 一1(Uncoupling protein 1， 

UCP1)基因多态性单独对 自主神经活性并无影响，只有在同 

时伴有 13 3AR基因多态性突变时对 自主神经活动有抑制效 

应，即说明不同基因多态性在 自主神经活性调节方面具有协 

同效应。国内学者马厚勋等I 】应用 HPS谱特征分析技术研究 

报道一氧化合酶(Nitric oxide synthase，NOS)基因多态性与其 

心动周期信号谱特征的相关性时，发现了影响 HPS谱特征 

的NOS等位基因型即 NOS2 C—l】73T SNP突变型 rr与其仰 

卧位的 RHP增高有关，NOS3 G894T突变型 1Tr亦与其仰卧 

位的AHP增高有关。该作者随后研究还发现 NOS基因多态 

性还与其静息心率有明确相关性_l8I。国外学者Wilk等_】9研究 

B 、B 和 B 肾上腺素受体基因多态性与静息心率关系时 

也发现 ADR 8。Ser49Gly突变基因携带者其静息心率较野生 

型高，而 ADR B。Arg389Gly突变者其静息心率较野生型低； 

ADR B C／A多态性中A等位基因携带者其静息心率较野 

生型高，上述结果表明肾上腺素能受体基因多态性与心率有 

关。新近 Mitr0等120研究发现血管紧张素Ⅱ受体 A1 166C SNP 

AA等位基因型与其携带者在倾斜实验中易发生体位性低血 

压有关，也与该基因型携带者在倾斜实验中其交感神经张 

力减低有关。随后 Neumann等fz-】在研究外观上健康的美籍欧 

洲中年人的A激酶锚定结合蛋白 2(A／G)(A kinase anchoring 

protein 2，简称为 AKAP10)I646V(异亮氨酸 vS缬氨酸)基因 

多态性时，发现 AKAPIO突变型v等位基因携带者其静息心 

率更快而其心率变异性却减低 ，这提示该基因突变可能影响 

了心脏起搏细胞对 自主神经冲动的敏感性，进而增加心律失 

常及心脏猝死的风险。上述研究结果表明遗传基因差异性可 

能就是其心率变异性差异的根源所在。 

Klotho基因作为一种与寿命及其衰老相关的基因，动物 

实验研究㈣发现该基因缺陷小鼠所发生的早期意外死亡与其 

心脏窦房结功能障碍有关，而窦房结功能障碍源于该部位 

Klotho基因表达缺陷的结果 ，也就是说该基 因表达异常有 

可能会影响 Klotho在窦房结起搏细胞的功能状态。国外学者 

Arking等I 研究发现 KL V352突变者其细胞外的分泌 KL蛋 

白质较 KL F352野生者明显降低(6倍 )，KL$370突变者其 

细胞外的分泌 KL蛋白质较 KL C370野生者增高 2．9倍 ；KL 

V352／$370双突变者则呈现一种居中的表现型(分泌 KL蛋白 

质仅增高 1．6倍)，为此 ，研究该基因多态性及其表达调节在 

疾病发生中作用机制具有极其重要价值。 

目前针对有关 Klotho基因多态性与心率变异性关系研 

究的报道甚少 ，而针对汉族人群研究就更少。本文依据文献 

研究[3,13】所报导的心动周期信号谱特征作为 自主神经系统： 

性检测指标 ，采用南重庆医科大学生物工程研究室研制设计 

的((HPS谱及其混沌特征分析系统》来检测人群的心动周期 

信号谱。通过对中国汉族人群 Klotho G一395A、F352V以及 

C370S 3个位点 SNP及其等位基因与心动周期信号谱的相 

关性研究，寻找 可能影响心率变异性的等位基因型，为进 

一 步研究该基因多态性与心血管急性事件(心脏猝死)关系 

提供线索。 

通过对汉族人群 Klotho G一395A GG、GA和AA各等位 基 

因携带者其心动周期信号谱参数比较发现 ：AA突变基因型 

携带者其 AHP与 RHP参数较其 GA杂合子携带者降低有显 

著性差异 ；同时携带 AA突变基因型者的 RHP参数也较野 

生型纯合子 GG携带者降低亦有显著性差异，上述结果提示 

KL基 因 G一395A多态性 的 AA突变基因型与其 AHP和 

RHP(反映副交感神经活性指标 )减低有关 ，究其原因：K1otl o 

基因 G一395A位点基因突变有可能通过影响 Klotho基因表 

达，进而通过其 Klotho蛋白影响在窦房结内的起搏细胞功能 

反应性即心脏起搏细胞对自主神经冲动的敏感性，其结果是 

绝对与相对高频功率减低，心率变异性减小。 

通过对汉族人群 Klotho F352V FF、FV和 vv等位基因 

携带者其心动周期信号谱参数进行比较 ，发现 vv突变基因 

型携带者其心动周期信号谱的 RUP、RUH参数值较 FF野生 

型基因型携带者低，差异有显著性 ，即提示在 vv突变基因 
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型纯合子携带者的 RUP、RUH参数所代表的交感活性较野 

生型携带者减低；携带 VV基因型者其 ALP、AHP、RHP以及 

TPV则较 FF野生型携带者高，也有显著性差异 ，即提示 vV 

突变基因型携带者的 AHP、RHP参数所代表的副交感神经 

活性以及 rI’PV参数所代表的总功率较野生型携带者高，上 

述两方面指标参数差异说明携带 vv基因型者心率变异性 

较野生型携带者大。同时还发现突变型 vv基因型携带者其 

RUP、RUH参数值(反映交感活性 )也较其 Fv杂合子携带者 

低；突变型 VV基因型纯合子携带者其RHP(反映副交感活 

性)参数值则较 Fv杂合子携带者高，亦有显著性差异，同样 

说明携带 vV基因型者心率变异性较 Fv杂合子携带者大， 

只是程度上不如与野生型差别显著。上述研究结果表明汉族 

人群 Klotho F352V VV等位基因携带者其副交感神经活性较 

强，心率变异性较大，这种突变在对其发生心律失常、心脏猝 

死等方面可能有保护作用【2]1，是否如此尚需进一步研究加以 

证实。 

通过对汉族人群 Klotho C370S的 CC、CS和 SS等位基因 

携带者其心动周期信号谱参数比较，发现该位点突变型 ss基 

因型携带者其心动周期信号谱参数中 RLH参数值较 CC野 

生型携带者低有显著性差异，同时也较 cs杂合子携带者低， 

其差异亦有显著性；而其余参数无显著性差异。鉴于RLH参 

数所代表的是低频功率与高频功率比值，而以往研究【 1说明 

HPS低频功率带无实际意义，因而虽有 RLH指标在 KL基因 

C370S多态性的各等位基因携带者之间有差异性，但不能说 

明该位点基因多态性与其心动周期信号谱有相关性。基于本 

文的研究样本不十分大，上述研究结果有待进一步扩大样本 

加以证实。 
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