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　 　 【摘要】 　 目的　 初步探索中国中小学生微量营养素缺乏风险的关联 ＳＮＰ 位点地域特征ꎬ为评估微量元素缺乏风险提

供基础依据ꎮ 方法　 搜集以往研究中报道的 １４３ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ研究对象来自于 ２０１６ 年中国贫困地区营养健康调查项目义

务教育中一至九年级 １ １３０ 名中小学生的凝固血细胞ꎬ采用磁珠法提取 ＤＮＡꎬ竞争性等位基因法进行分型检测ꎮ 对差异基

因进行 ＧＯ 显著性富集ꎬ采用 Ｒ 软件包进行 ＰＣＡ、ｋｉｎｓｈｉｐ 和 ＳＮＰ 位点之间连锁不平衡分析ꎬ分析候选 ＳＮＰ 位点的特征ꎮ 如

有种群结构的存在ꎬ采用 ＦａＳＴ－ＬＭＭ 模型进行关联分析ꎮ 结果　 差异表达基因在生物过程分组中主要富集在催化活性、
转运活性、能量代谢途径、类固醇激素、辅酶、维生素 Ａ、维生素 Ｄ 和水溶性维生素的代谢等生物学过程中ꎬ涉及转录、翻译

以及能量代谢相关基因ꎮ １４３ 个 ＳＮＰ 位点分型结果在民族分布上差异有统计学意义ꎬ３ 号染色体上的基因多态性位点在

民族间差异有统计学意义ꎮ 主成分分析 ＰＣ１ 显示ꎬ位于 ＲＡＢ６Ｂ 基因上的 ｒｓ２２８０６７３ 解释效度在 ２５％以下ꎬ位于 ＴＦ 基因上

的 ｒｓ１７９９８５２ 解释效度为 ２５％ ~ ５０％ꎬ位于 ＲＢＰ２ 基因上的 ｒｓ２１１８９８１ 位点和 ＳＲＰＲＢ 基因上的 ｒｓ１８３００８４ 解释效度在 ５０％ ~
７５％之间ꎬ位于 ＴＦ 基因上的 ｒｓ１３５８０２４、ｒｓ１５２５８９２、ｒｓ１８８０６６９、ｒｓ３８１１６４７、ｒｓ３８１１６５８、ｒｓ６７９４９４５、ｒｓ７６３８０１８、ｒｓ８１７７２４８ 等 ８ 个

位点的解释效度为 ７５％以上ꎮ 结论　 中国中小学生微量营养素缺乏风险关联 ＳＮＰ 位点存在民族分布差异ꎮ
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　 　 随着人类基因组计划的完成ꎬ人类遗传学研究进

入了全基因组时代ꎬ其中单核苷酸的态性是人类可遗

传变异中最常见的一种ꎬ在人类基因组每 ３００ ~ ５００ 个

碱基就存在 １ 个 ＳＮＰꎬ整个人类基因组大约有 ２ ０００
万个 ＳＮＰ [１] ꎮ

本课题前期应用荟萃分析得出母亲 ＭＴＨＦＲ
Ｃ６７７Ｔ、ＭＴＲＲ Ａ６６Ｇ 和 ＭＴＲ Ａ２７５６Ｇ 多态性的不同遗
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传特征与叶酸、维生素 Ｂ６ 和 Ｂ１２ 等在体内的吸收利

用状况具有一定关联ꎬ母亲的不同位点分型特征影响

到胎儿患神经管畸形的风险程度[２－３] ꎮ Ｃｕｍｍｉｎｇｓ
等[４]研究显示ꎬ在相同的饮食条件下ꎬＣＣ 基因型个体

相对于 ＴＴ 基因型个体的红细胞叶酸水平偏低ꎮ 大量

研究报道了维生素 Ａ、维生素 Ｄ、维生素 Ｅ、维生素 Ｋ、
维生素 Ｂ６、维生素 Ｂ１２、叶酸、钙、铁、锌和硒等微量营

养素缺乏风险相关联的 ＳＮＰ 位点(ＭＤＲ－ＳＮＰｓ) [５－１３] ꎮ
人群研究显示ꎬＭＤＲ－ＳＮＰｓ 可以作为生物标记物应用

于多种微量营养素缺乏基因风险评估中[１４] ꎮ 本研究

中 １４３ 个 ＭＤＲ－ＳＮＰｓ 来源于已发表的全基因组关联

分析(ＧＷＡＳ)、综述及荟萃分析等研究ꎬ从营养流行病

学的角度分析了大量 ＳＮＰ 位点与多种微量营养素缺

乏风险之间的关联性[５－１３] ꎮ 研究对象来自于 ２０１６ 年

全国营养健康调查项目中九年制义务教育中一至九

年级在校中小学生ꎬ涉及汉族、藏族、壮族、蒙古族和

维吾尔族等多个民族ꎬ分析不同基因型以及等位基因

在民族之间的分布差异ꎬ旨在探索其在我国的整体分

布特征以及民族之间的差异ꎮ

１　 资料来源与方法

１.１　 ＭＤＲ－ＳＮＰｓ 纳入原则及相关基因功能注释分析

采用竞争性等位基因 ＰＣＲ 原理设计引物ꎬ纳入 １４３ 个

与维生素 Ａ、维生素 Ｄ、维生素 Ｅ、维生素 Ｂ６、维生素

Ｂ１２、叶酸、钙、铁、锌和硒微量营养素缺乏易感性关联

较大的 ＳＮＰ 位点ꎮ ＳＮＰ 检索和纳入原则:在中国生物

医学文献数据库、中国期刊全文数据库、万方数据库、
重庆维普中文科技期刊全文数据库、ＰｕｂＭｅｄ 数据库

和 Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ 检索从建库至 ２０１７ 年 ６ 月 ２５ 日发

表的相关文献ꎬ检索主题词分别为“ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｒ ＳＮＰ ” 和 “ ｖｉｔａｍｉｎ Ａꎬ Ｄꎬ Ｅꎬ Ｂ６ꎬ Ｂ１２ꎬ
ＦＡꎬＣａꎬＩｒｏｎꎬＺｎꎬＳｅ”和“单核苷酸多态性”和“维生素

ＡꎬＤꎬＥꎬＢ６ꎬＢ１２ꎬ叶酸ꎬ钙ꎬ铁ꎬ锌和硒”ꎬ同时手工检索

文献ꎬ并辅以文献追踪法收集更多相关文献ꎮ
将以上 ＳＮＰ 位点相关的基因基于数据库 ＮＣＢＩ

( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )、 ＧＯＣ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ.ｏｒｇ)、 Ｕｎｉｐｒｏｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｎｉｐｒｏｔ. ｏｒｇ / )ꎬ
使用富集分析工具 ＦｕｎＲｉｃｈ Ｖｅｒｓｉｏｎ ３.１.３( Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌ)进行基因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ
ＧＯ)注释和京都基因与基因组百科全书( Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙ￣
ｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)富集分析ꎮ 使

用富集分析工具探究表达基因富集的生物学功能物

质转运的跨膜细胞组分ꎮ 富集结果刻画多种营养素

不同基因多态性位点之间的协同表达模式、生物学过

程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)、细胞组成(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)、

分子功能( ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ) 和 ＫＥＧＧ 信号通路ꎬ得
到基因参与的所有 ＧＯꎬ采用 Ｆｉｓｈｅｒ 检验计算每个 ＧＯ
的统计学水平(Ｐ 值)ꎬ从而筛选出差异基因富集的显

著性 ＧＯꎮ 其中 Ｐ 为 ０.０５ 的用橘色标出ꎬ以期为探索

营养缺乏风险的分子机制提供理论基础ꎮ
１.２　 样本来源　 来自我国 ７ 个省份的 １ １３０ 名中小学

生参与了该项研究(该项目是 ２０１６ 年农村义务教育

学生营养改善计划———学生营养和健康状况深入监

测与评价项目的一部分)ꎬ采用多阶段分层抽样方法ꎬ
根据城市、区、县、社区、学校开展中小学生抽样工作ꎬ
每个县抽取 １ ~ ２ 所农村寄宿制学校ꎬ每所学校选择一

至九年级的男女学生ꎬ每个年级抽取 ４０ 人左右ꎬ男、女
基本各半ꎮ 考虑到可用资金总额等一些限制因素ꎬ测
量生化指标时在总样本中进行了再抽样ꎮ 在监护人

和参加者的充分知情同意下ꎬ采样地区涉及广西上林

县、河北怀安县、内蒙古扎旗、宁夏盐池县、四川茂县、
西藏巴宜区、新疆喀什地区泽普县ꎮ 剔除个人基本信

息或基因型或生化指标大量缺失数据后ꎬ２７ 份 ＣＲＰ >
１０ ｍｇ / Ｌ 的样本ꎬ１２６ 份基因分型重复样本ꎬ１３ 份表型

数据缺失样本ꎬ共 １６６ 份样本被排除ꎮ 获得 ９５６ 份样

本数据纳入后续分析ꎬ其中广西上林县 １９９ 份、河北怀

安县 ５５ 份、内蒙古扎旗 ９９ 份、宁夏盐池县 ４ 份、四川

茂县 １９８ 份、西藏巴宜区 １４４ 份、新疆喀什地区泽普县

２５７ 份ꎮ 参与者平均年龄为(１０.７ ± ２.６) 岁ꎻ男性 ４９３
名ꎬ女性 ４６３ 名ꎬ消除了年龄对分析结果的影响ꎮ 该研

究已获中国疾病预防与控制中心机构评审委员会批

准(２０１６－０１９)ꎮ
１.３　 基因分型 　 采用自动化核酸提取工作站(百泰

克ꎬ北京)和 ＤＮＡ 提取试剂盒(百泰克ꎬ北京)ꎬ提取带

有凝胶的凝固血细胞中的 ＤＮＡꎬＤＮＡ 样本均冷冻于

－２０ ℃ ꎬ以便进一步使用ꎮ 引物合成由生工生物工程

(上海)股份有限公司完成ꎬ采用竞争等位基因特异性

ＰＣＲ 法进行基因分型实验ꎮ
１.４　 统计分析　 基本信息采用 Ｅｘｃｅｌ 软件进行数据录

入、核对和管理ꎮ 采用 Ｒ 软件包进行 ＰＣＡ、Ｋｉｎｓｈｉｐ 和

ＳＮＰ 位点之间连锁不平衡分析ꎬ分析候选 ＳＮＰ 位点的

特征[１５] ꎮ 采用方差分析对主成分与种族之间的关系

进行分析ꎬ检验水准 α ＝ ０.０５ꎮ

２　 结果

２.１　 基因功能注释及富集分析结果　 利用生物信息

学方法进行的基因功能分析从 ＢＰ、ＣＣ、ＭＦ 等 ３ 个层

面进行 ＧＯ 注释ꎬ基于通路的分析进一步了解基因的

生物学功能ꎮ 将差异基因进行 ＧＯ 显著性富集ꎬ差异

表达基因在生物过程分组中主要富集在催化活性、转
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运活性、能量代谢途径、类固醇激素、辅酶、维生素 Ａ、
维生素 Ｄ 和水溶性维生素的代谢等生物学过程中ꎬ涉
及转录、翻译以及能量代谢相关基因ꎮ

图 １ 中每个方格中的数字为取 ｌｏｇ２(表达量) 后

的结果ꎬ代表基因在样本中的表达量ꎮ 结果显示ꎬ不
同于其他基因ꎬ转铁蛋白基因呈现出显著高表达ꎮ

图 １　 中小学生基因的生物学功能分析

２.２　 连锁不平衡和亲缘关系分析结果　 ＳＮＰ 位点颜

色越深ꎬ２ 个位点之间的联系就越有可能ꎮ 连锁不平

衡结果显示ꎬ该研究涉及到的 １４３ 个位点之间的连锁

不平衡程度是可以接受的ꎬ均可以纳入后续分析ꎮ 本

研究根据等位基因的频率特点分析亲缘关系ꎬ将 ｋｉｎ￣
ｓｈｉｐ>０.３ 的样本剔除ꎬ不再纳入后续的关联分析ꎮ
２.３　 主成分分析结果　 主成分分析(ＰＣＡ 分析)结果

显示了存在群体遗传结构ꎬ见图 ２ꎮ 对主成分 １ 和主

成分 ２ 与种群间关系的方差分析结果显示ꎬ１４３ 个

ＳＮＰ 位点的民族差异均有统计学意义ꎮ
ＰＣＡ 分析过程是从大量信息中提取关键的信息ꎬ

以便使用更少的变量(指标)实现对样本的有效区分ꎮ
被提取出的信息按照效应从大到小排列ꎬ称为主成分

１( ＰＣ１)、主成分 ２、主成分 ３ 等ꎮ 采用函数 ｓｎｐｇｄｓＰ￣
ＣＡＣｏｒｒ 分析主成分中前 ３ 个成分与 ＳＮＰ 位点之间的

关系[１６] ꎬ结果表明ꎬ与其他染色体上的多态性位点相

比ꎬ３ 号染色体上的基因多态性位点呈现显著的差异ꎬ
主成 分 分 析 ＰＣ１ 中 显 示 位 于 ＲＡＢ６Ｂ 基 因 上 的

ｒｓ２２８０６７３ 解释效度在 ２５％以下ꎬ位于 ＴＦ 基因上的

ｒｓ１７９９８５２ 解释效度为 ２５％ ~ ５０％ꎬ位于 ＲＢＰ２ 基因上

的 ｒｓ２１１８９８１ 位点和 ＳＲＰＲＢ 基因上的 ｒｓ１８３００８４ 位点

解释效度在 ５０％ ~ ７５％ 之间ꎬ 位于 ＴＦ 基因上的

ｒｓ１３５８０２４ꎬ ｒｓ１５２５８９２ꎬ ｒｓ１８８０６６９ꎬ ｒｓ３８１１６４７ꎬ
ｒｓ３８１１６５８ꎬｒｓ６７９４９４５ꎬｒｓ７６３８０１８ꎬｒｓ８１７７２４８ 等 ８ 个多

态性位点的解释效度为 ７５％以上ꎮ

图 ２　 中小学生基因主成分分析

３　 讨论

群体分层是全基因组关联研究(ＧＷＡＳ)的一个潜

在问题ꎬ混淆结果并导致假阳性ꎬ因此ꎬ理解等位基因

频率在不同地理区域或亚种群之间的变化很重要ꎬ也
是分析基因多态性位点易感性的基础ꎮ 本研究结果

显示ꎬ群体遗传结构存在民族差异ꎬ壮族、羌族、汉族

和维吾尔族各有独特的遗传特征ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１７] 对我国

１０ 个省份的 ６ ０００ 余名汉族人群进行了 ＧＷＡＳ 分析

显示ꎬ我国南方和北方人群存在显著遗传结构差异ꎮ
朱猛等[１８]研究发现ꎬ我国也存在东部和西部遗传结构

差异ꎬ并通过分析第二主成分的影响因素发现哈尔滨

人群的遗传特性与青岛地区极为相近ꎬ分析两者可能

来源于相同亚群ꎬ并与我国曾有的人口大迁徙“闯关

东”历史相吻合ꎮ
主成分 １ 与 ＳＮＰ 位点之间的关系显示ꎬ３ 号染色

体上的基因多态性位点对于主成分 １ 的解释效度具有
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显著的独特性ꎬ尤其位于转铁蛋白( ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎꎬ ＴＦ)基

因上的 ８ 个 ＳＮＰ 位点的解释效度为 ７５％以上ꎮ ＴＦ 是

体内重要的铁调节蛋白ꎬ参与维持铁代谢平衡ꎬ涉及

到铁的结合、转运及贮存ꎮ 目前 ＴＦ 基因多态性与肿

瘤、脑组织变性疾病等关联研究证实ꎬＴＦ 基因上多态

性位点的变异可能干扰体内某些器官的铁代谢ꎬ正常

状态下体内约 １ / ３ 的 ＴＦ 被铁饱和ꎮ 由于 ＴＦ Ｇ２５８Ｓ
位置 Ａ 等位基因可以编码 ＴＦ ２５８ 位置的丝氨酸ꎬ取代

通常情况下的甘氨酸ꎬ氨基酸类型的改变可能使 ＴＦ
与铁结合的功能部位减少ꎬ对铁离子亲和力降低ꎬ导
致结合和运送铁的能力下降ꎬ无法将足量铁离子从吸

收和贮存的地方运送到红细胞以供合成血红蛋白ꎬ也
无法随血液循环将足量的铁输送到骨髓等身体需铁

或储铁部位ꎬ使得发育中的红细胞缺铁ꎬ血红蛋白合

成不足ꎬ造成缺铁性贫血ꎮ «中国居民营养与慢性病

状况报告(２０１５ 年)» [１９] 显示ꎬ我国贫血状况依然严

峻ꎬ２０１３ 年 ６ 岁以下儿童贫血患病率为 １１.６％(城市

１０.６％ꎬ农村 １２.４％ꎬ其中贫困农村 １６.６％)ꎬ孕妇贫血

率为 １７. ２％ꎬ城乡接近ꎻ乳母贫血率为 ９. ３％ ( 城市

７.９％ꎬ农村 １０.２％ꎬ其中贫困农村 １４.４％)ꎮ 与 ２００２ 年

相比ꎬ各组贫血率均下降ꎬ如 １ 岁组下降 １２.３ 百分点ꎬ
２ 岁下降 ９.２ 百分点ꎬ孕妇下降 １１.７ 百分点ꎬ乳母下降

２１.４百分点[１９] ꎮ 可见近 １０ 年来贫血患病率有所改

善ꎬ但仍较高ꎮ 近年来ꎬ人民生活水平得到了明显的

提高ꎬ膳食血红素铁摄入量也有了增加ꎬ相对于农村ꎬ
城市的生活条件虽然得到了更多的改善ꎬ但对贫血率

的影响差异两者之间却并不显著ꎬ提示贫血状况不仅

受到民族、地理环境、饮食习惯和气候因素的影响ꎬ也
可能受到遗传因素的影响ꎮ

本研究显示ꎬ我国中小学生微量营养素缺乏风险

关联 ＳＮＰ 位点存在民族分布差异ꎮ 在接下来的研究

中ꎬ将继续探索 ＳＮＰ 位点与各种营养素相关的生化指

标之间的关联性ꎬ以期建立合适的多基因风险评分模

型ꎬ为评估微量营养素缺乏风险提供更多的科学
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