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广西黑衣壮儿童VDR基因rs1544410、rs7975232位点多态性研究

陆壮念1,2,林娜1,梁立婷1,杨丽娟1,2

(1.右江民族医学院附属医院儿科,广西 百色 533000;
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摘 要:目的 探讨广西黑衣壮儿童维生素D受体(VDR)基因rs1544410、rs7975232位点多态性的分布特点及与其他

地区儿童多态性差异。方法 选取广西黑衣壮<14岁儿童115例为研究对象,采取多重单碱基延伸法(SNaPshot)与
DNA测序相结合方法对VDR基因rs1544410、rs7975232位点进行基因分型。比较rs1544410、rs7975232位点的分布特

点,及在不同性别儿童中的差异。并与其他地区人群比较VDRrs1544410、rs7975232基因型和等位基因分布频率差异。
结果 广西黑衣壮儿童 VDR基因rs1544410、rs7975232基因型及等位基因频率在不同性别儿童中差异无统计学意义

(P>0.05)。广西黑衣壮儿童VDR基因rs1544410基因型和等位基因分布频率与千人基因组计划(1000GenomesPro-
ject)的日本东京人(JPT)、非洲尼日利亚伊巴丹的约鲁巴人(YRI)、美国休斯敦的古吉拉特印第安人(GIH)、西班牙伊比

利亚人(IBS)相比,差异有统计学意义(P<0.05),rs7975232基因型和等位基因分布频率与 YRI、GIH、IBS相比,差异

有统计学意义(P<0.05)。结论 广西黑衣壮儿童 VDR基因rs1544410、rs7975232位点SNP具有地域性,可为当地

VDR基因相关疾病的预防和诊疗研究提供科学理论依据。
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Polymorphismofrs1544410andrs7975232lociofVDRgenesinchildren
ofHeiyiZhuangethnicgroupinGuangxi

LuZhuangnian1,2,LinNa1,LiangLiting1,YangLijuan1,2

(1.DepartmentofPediatrics,theAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityfor
Nationalities,Baise533000,Guangxi,China;2.GraduateSchool,YoujiangMedical

UniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toexplorethedistributioncharacteristicsofrs1544410andrs7975232locipolymor-
phismsofvitaminDreceptor(VDR)genesinchildrenofHeiyiZhuangethnicgroupinGuangxiandtheirpoly-
morphismdifferencesfromchildreninotherregions. Methods Atotalof115childrenunder14yearsoldof
HeiyiZhuangethnicgroupinGuangxiwereselectedastheresearchsubjects.Thers1544410andrs7975232loci
ofVDRgenesweregenotypedbymultiplesinglebaseextension(SNaPshot)combiningwithDNAsequencing.
Thenthisstudycomparedthedistributioncharacteristicsofrs1544410andrs7975232aswellastheirdiffer-
encesamongchildrenofdifferentgender.ThedistributionfrequenciesofgenotypesandallelesofVDR
rs1544410andrs7975232werecomparedbetweenHeiyiZhuangchildrenandthoseinotherregions. Results 
TherewasnosignificantdifferenceinthegenotypeandallelefrequenciesofVDRrs1544410andrs7975232a-
mongHeiyiZhuangchildrenofdifferentgender(P >0.05).HeiyiZhuangchildreninGuangxihadsignifi-
cancedifferencesinthegenotypeandalleledistributionfrequencyofVDRrs1544410fromtheTokyoiteofJa-
pan(JPT),theYorubapeopleinIbadanofNigeria(YRI),theGujaratIndiansofHouston(GIH),theIberi-
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ansofSpain(IBS)inthe1000GenomesProject(P<0.05).Thegenotypeandalleledistributionfrequencyof
rs7975232inHeiyiZhuangchildrenweresignificantlydifferentfromthoseofYRI,GIHandIBS(P<0.05).
 Conclusion TheSNPofrs1544410andrs7975232lociofVDRgenesinchildrenofHeiyiZhuangethnic
groupinGuangxiareregional,whichcanprovideascientifictheoreticalbasisfortheprevention,diagnosisand
treatmentoflocalVDRgene-relateddiseases.
  Key words: receptor,calcitriol;polymorphism,singlenucleotide;HeiyiZhuangethnicgroup;

rs1544410;rs7975232

  维生素D受体(VitaminDreceptors,VDR)基因

定位于人染色体12q13上,能够编码亲核蛋白,从而介

导1,25(OH)2D3 在人体生理学过程中发挥生物效

应[1]。研究发现[2],VDR基因突变与遗传学疾病的发

生有关。VDR基因中单个碱基突变虽然不明确引起

遗传病,但在人群中有一定分布频率成为单核苷酸多

态性(Singlenucleotidepolymorphism,SNP)[3]。这

种SNP多态性可稳定遗传,从而引起子代多种疾病发

生发展。目前国内外研究报道共有22个点突变能够

导 致 VDR 基 因 功 能 的 缺 失[4-5]。rs1544410、
rs7975232位点的基因型和等位基因频率在不同地

区、不同种族之间差异报道结论不一,而在广西黑衣壮

儿童中分布研究尚未见报道。本次研究通过选取115
例广西黑衣壮儿童为研究对象,分析其 VDR基因

rs1544410、rs7975232位点基因型和等位基因分布及

特点,比较与其他地区不同种族人群差异情况,为后续

研究VDR在不同地区种族人群中与各种疾病相关性

和致病因素研究提供科学理论依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象 选取2018年5月—2019年5月在

我院儿童保健康复科体检健康儿童为研究对象。纳入

标准:①年龄<14岁;②临床指标、发育指标正常;③
儿童祖辈三代均为广西黑衣壮;④儿童本人和(或)监
护人知情同意并自愿参与研究。最后纳入115名,男
童66名,女童49名,年龄3~12岁。本次研究经过我

院医学伦理委员会审核批准。
1.2 方法

1.2.1 DNA提取 采取所有研究对象外周静脉血2
ml,置于EDTA抗凝管中,3500r/min,15min离心取

上层血清。采用离心柱型血液基因组DNA 提取试剂

盒提取DNA,操作步骤详见说明书,置入-80℃保存待

测。
1.2.2 引物设计 通过primer3在线软件(http://

primer3.ut.ee/)设计引物,委托捷瑞生物工程(上海)
股 份 有 限 公 司 合 成。扩 增 rs1544410 位 点 和

rs7975232位点的引物见表1。

表1 rs1544410位点和rs7975232位点引物序列

多态性位点 引物序列(5′-3′) 产物大小(bp)

rs1544410 上游引物 AGGAATGTTGAGCCCAGTT 99
下游引物 TGAGGAACTAGATAAGCAGGGT

延伸引物 CTGAAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG
rs7975232 上游引物 CAGCGGATGTACGTCTGC 181

下游引物 GCCGTTGAGTGTCTGTGT
延伸引物 CTGACTGACTGACTGAAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC

1.2.3 PCR扩增反应 采用15μl反应体系,其中包

括2.0μl模板DNA,10×Buffer1.5μl、Mg2+1.5μl、
1UTaq酶、0.3μldNTP、1μl多重PCR引物,剩余的

体积用双蒸水补足至15μl,充分混匀,离心,置入八连

管中。PCR 反应采用东胜龙黑金刚 EDC-810PCR
仪,反应条件:95℃预变性2min;扩增程序:95℃ ×3
min,94℃×15s,55℃×15s,72℃ ×30s,共35个循

环,最后72℃延伸3min。
1.2.4 PCR产物纯化 PCR扩增后取3μl产物用

0.2μlExoI(Fermentas公司)和0.8μlFer-mentas公

司生产的FastAP纯化。
1.2.5 延伸反应 延伸反应体系:PCR 产物2μl,
SNaPshotMultiplexkit1μl,延伸引物1μl,水补至6

μl。延伸反应程序:96℃ ×1min;96℃ ×10s,52℃
×5s,共30个循环60℃×30s。
1.2.6 SNP分析 取1μl加入10μlbuffer,95℃变

性3min,立即冰水浴,上测序仪(ABI3730xl)。SNP
分型用 GeneMapper4.1软件分析。
1.3 其他民族、地区基因多态性数据获取 通过在线

Ensembl基因组数据库(http://asia.ensembl.org/in-
dex.html)获 取 千 人 基 因 组 计 划 VDR 基 因 位 点

rs1544410、rs7975232在其他民族、地区基因多态性分

布数据。
1.4 统计学方法 采用SPSS25.0软件进行数据的

统计分析,用计数法直接计算基因型和等位基因频率,
采用Hardy-Weinberg遗传平衡定律检验群体代表性,
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基因型频率和等位基因频率采用χ2 检验或Fisher确

切概率法作比较,检验水准:α=0.05。P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结果

2.1 SNP位点 Hardy-Weinberg平衡和基因型分布

 VDR基因位点rs1544410、rs7975232基因分型经

Hardy-Weinberg平衡检验分析,两位点基因型均符合

Hardy-Weinberg平衡,所选人群均具有群体代表性

(P>0.05),结果具有代表性。rs1544410位点存在

CC、CT两种基因型,基因型峰型见图1。rs7975232

位点存在CC、AA、AC三种基因型,基因型峰型见图

2。

注:A为CC基因型峰型;B为CT基因型峰型。
图1 rs1544410位点基因型峰图

注:A为AA基因型峰型;B为AC基因型峰型;C为CC基因型峰型。
图2 rs7975232位点基因型峰图

2.2 VDR基因rs1544410、rs7975232SNP分布 广

西黑衣壮儿童人群 VDR 基因rs1544410基因型CC
和CT、等位基因C和T在男童和女童中分布差异均

无统计学意义(P>0.05),见表2。rs7975232基因型

CC、AC、AA和等位基因A、C在男童和女童中分布差

异均无统计学意义(P>0.05),见表3。

表2 VDR基因rs1544410位点多态性在广西黑衣壮儿童中的比较

基因位点 性别 n
基因型

CC CT
χ2 P

等位基因

C T
χ2 P

rs1544410 <0.001 0.984 <0.001 0.985
男 66 58 8 124 8
女 49 43 6 92 6

总数 115 101 14 216 14

表3 VDR基因rs7975232位点多态性在广西黑衣壮儿童中的比较

基因位点 性别 n
基因型

CC AA AC
χ2 P

等位基因

C A
χ2 P

rs7975232 0.419 0.811 0.333 0.564
男 66 31 6 29 91 41
女 49 25 3 21 71 27

总数 115 56 9 50 162 68

2.3 VDR基因rs1544410、rs7975232不同地区、民族

间比较 经过比较分析,广西黑衣壮儿童rs1544410
基因型分布、等位基因频率与1000GenomesProject
的JPT、YRI、GIH、IBS差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05),见表4。广西黑衣壮儿童rs7975232与1000
GenomesProject的 YRI、GIH、IBS差异有统计学意

义(P<0.05),见表5。
3 讨论

VDR是类固醇急速受体和甲状腺激素受体超家

族和能源之一,本质上是一种配体依赖性转录因子[6]。
维生素D的绝大多数生物学功能是通过VDR介导从

而调节靶基因转录过程而实现。随着分子生物学技术
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表4 VDR基因rs1544410位点基因型和等位基因分布频率与各种族人群中的比较

组别 n
基因型

CC CT TT
χ2 P

等位基因

C T
χ2 P

广西黑衣壮 115 101 14 0 - - 216 14 - -
HCB 103 94 9 0 0.680 0.410 197 9 0.642 0.423
CDX 93 82 11 0 0.006 0.939 175 11 0.005 0.941
JPT 104 79 25 0 5.252 0.022 183 25 4.739 0.029
YRI 108 55 42 11 38.382 <0.001 152 64 42.784 <0.001
GIH 103 30 58 15 79.952 <0.001 118 88 81.366 <0.001
IBS 107 33 54 20 77.850 <0.001 120 94 86.223 <0.001

 注:HCB、CDX、JPT、YRI、GIH、IBS的基因型及等位基因频率数据均来源于1000GenomesProject;HCB:北京汉族人;CDX:西双

版纳傣族人;JPT:日本东京人;YRI:非洲尼日利亚伊巴丹的约鲁巴人;GIH:美国休斯敦的古吉拉特印第安人;IBS:西班牙伊比利

亚人。
表5 VDR基因rs7975232位点基因型和等位基因分布频率与各种族人群中的比较

组别 n
基因型

CC AA AC
χ2 P

等位基因

C A
χ2 P

广西黑衣壮 115 56 9 50 - - 162 68 - -
HCB 103 55 10 38 1.041 0.594 148 58 0.105 0.746
CDX 93 43 14 36 2.777 0.249 122 64 1.114 0.291
JPT 104 45 11 48 0.889 0.641 138 70 0.846 0.358
YRI 108 20 42 46 38.390 <0.001 86 130 42.784 <0.001
GIH 103 19 22 62 24.404 <0.001 100 106 21.715 <0.001
IBS 107 25 40 42 31.925 <0.001 92 122 34.106 <0.001

 注:HCB、CDX、JPT、YRI,GIH、IBS的基因型及等位基因频率数据均来源于1000GenomesProject

和基因组学的发展,学者发现 VDR上存在多个SNP
位点,这些位点与疾病的发生、发展有关。而遗传可能

与环境因素相互作用,从而导致疾病在不同人群中发

生率有差异。VDR基因位于人类常染色体12q13上,
由8个编码外显子和6个非编码外显子交替剪接而

成,约75个碱基[5]。VDR广泛分布于人体内组织细

胞中,除了分布在肠道、肾脏和骨骼等靶器官外,在血

液系统、泌尿生殖系统、神经系统和多种免疫细胞膜中

也有分布[7]。
目前研究发现,VDR的SNP与慢性肾脏病[8]、糖

尿病[9]、支 气 管 哮 喘[10]、自 身 免 疫 性 疾 病[11]、结 核

病[12]、肿瘤[13]和高血压[14]等多种疾病有关。ZhaoDD
等[15]通过荟萃分析发现,亚洲儿童哮喘中 ApaI基因

(rs7975232)SNP起到特殊作用,但BsmI(rs1544410)
基因SNP对儿童哮喘易感性的影响却很小。LiJ
等[16]研究发现,VDR基因的7579232位点可能与中国

汉族人群的系统性硬化症患者的发病有关,且ApaI基

因型频率的优势模型可能与红细胞沉降率风险增加有

关。Al-GhafariAB等[17]在沙特人中研究发现,VDR
SNPsrs7975232的SNP增加直肠癌的发生风险,而
rs1544410SNP降低了直肠癌的发生风险,提示ApaI
和TaqISNP可能被用作沙特人直肠癌的诊断生物标

志物。PepineliAC等[18]研究发现,VDR的SNP与麻

风病的发生有关,但rs1544410、rs975232位点SNP形

成的单倍型与麻风病本身和多细菌临床形式有关。以

上研究均证明,同一基因位点在不同地区人群中可能

导致不同疾病的发生风险不同。因此为了了解不同地

区、不同民族或种族VDR基因多态性的分布和表达差

异,为SNP在疾病的基因诊断、个体化治疗实施中应

用提供科学理论依据。
壮族是我国人数最多的少数民族,集中分布在广

西壮族自治区。黑衣壮是壮族中一个重要的支系,聚
居于西南边陲广西那坡县境内[19]。本次研究中发现,
广西黑衣壮儿童中VDR基因rs1544410中CC、CT基

因型占比分别为87.83%、12.17%,等位基因 C为

93.91%。rs7975232中基因型CC、AC基因型占比为

48.70%、43.48%,等位基因C为70.43%。两个SNP
位点基因型和等位基因频率在不同性别儿童中分布差

异无统计学意义,提示性别对VDR基因SNP分别影

响不明显,在分析VDR两个SNP位点与其他疾病相

关性时可以不考虑性别对基因分布的影响。此外,我
们还与千人基因组计划(1000GenomesProject)研究

的结果进行比较。千人基因组计划是由中美英等多国

科研机构联合发起的,包括欧洲、美洲、亚洲、非洲的

14个国家和地区不同人群中2500人的基因数据,是
科学界首次千人规模以上基因组的比较,通过发现一

些罕见的基因变异,分析与疾病的相关性,为指导预

防、治疗相关疾病提供参考。本次研究中与千人基因
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计划中JPT、YRI、GIH、IBS中 VDR基因rs1544410
和rs7975232基因型和等位基因频率,结果发现,广西

黑衣壮儿童rs1544410、rs79752325与其他地区人群相

比,基因分布和等位基因频率差异有统计学意义 ,提
示在分析VDR两个SNP位点与其他疾病相关性时要

考虑地区和民族或种族的差异。而这些差异的形成可

能是基因和不同地区环境联合作用导致[20],可能与生

活环境、气候变化、饮食等因素有关[21]。
本次研究对广西黑衣壮儿童 VDR基因在分析

VDR两个SNP位点与其他疾病相关性时位点基因型

和等位基因频率分布及特点进行首次报道,为VDR基

因的SNP与广西儿童疾病相关性研究提供信息,同时

也有助于研究地区性疾病的致病因素以及发生发展的

深入研究。但本次研究也存在一定的不足之处。首

先,研究的样本量小,样本来源单一,可能存在选择偏

倚;第二,三代以内黑衣壮信息由研究对象提供,其真

实性无法判断,可能影响结果的可靠性;第三,研究结

果具有区域代表性,在外推应用上可行性局限。这些

都有待我们后续扩大样本量、进一步深入研究解决。
综上所述,广西黑衣壮儿童VDR基因rs1544410,

rs7975232位点SNP具有地域性,可为当地VDR基因

相关疾病的预防和诊疗研究提供科学理论依据。
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