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Abstract
誗 AIM: To investigate the relationship between high
temperature essential factor A-1 (HTRA1) polymorphism
and genetic susceptibility of wet age - related macular
degeneration (AMD) in Han population.
誗METHODS: Totally 201 patients of wet AMD in Han
population were selected from May 2014 to January 2017
in our hospital as disease group, and 201 healthy persons
of Han were selected as health group. Blood samples of
peripheral vein were collected and genomic DNA was
extracted. HTRA1 polymorphism loci were detected, and
the rs11200638 and rs2248799 loci of HTRA1 gene were
detected by Sequenom mass spectrometry platform.
Then the relationship between HTRA1 polymorphism and
genetic susceptibility of wet AMD were analyzed.
誗RESULTS: The grade distributions of the genotype of
the rs11200638 and rs2248799 loci in the two groups
subjects had significant differences (P < 0. 01), and the
frequencies of AA and TT in the disease group were
respectively 51. 2% and 57. 7%, of which the health group
were respectively 20. 9% and 28. 4%, and the former

were significantly higher than the latter, with significant
differences (P<0. 01) . The frequencies of risk allele A of
rs11200638 loci and risk allele T of rs2248799 loci in the
disease group were respectively 69. 7% and 73. 6%, of
which the health group respectively were 45. 8% and
52郾 5%, and the former were significantly higher than the
latter, with significant differences ( P < 0. 01 ) . The OR
values of rs11200638 genotype AA and AG were
respectively 5. 36 and 3. 45, which were the risk factors of
wet AMD ( P < 0. 01 ) . The OR values of rs2248799
genotype TT and TC were respectively 2. 36 and 1. 98,
which were the risk factors of wet AMD (P<0. 01) .
誗 CONCLUSION: The rs11200638 and rs2248799
polymorphisms of HTRA1 gene are associated with the
incidence of wet AMD, and the genotype AA and TT are
closely related to the risk of wet AMD in Han population,
of which the higher frequencies can increase the risk of
wet AMD.
誗KEYWORDS: high temperature essential factor A - 1;
Han population; wet age- related macular degeneration;
genetic susceptibility
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摘要
目的:探讨高温必需因子 A-1(HTRA1)多态性与汉族人
群湿性年龄相关性黄斑变性(AMD)遗传易感性的关系。
方法:选取本院 2014-05 / 2017-01 收治的汉族湿性 AMD
患者 201 例,汉族正常健康者 201 例,分别设为病例组和
健康组。 采集研究对象外周静脉血样并提取基因组
DNA,利用 Sequenom 质谱分析平台对 HTRA1 基因的
rs11200638、 rs2248799 位 点 进 行 基 因 型 检 测, 分 析
HTRA1 多态性与湿性 AMD 遗传易感性的关系。
结果:两组研究对象 rs11200638、rs2248799 位点的基因
型等级分布比较,差异均有统计学意义(P<0. 01),病例
组 AA、TT 的频率分别为 51. 2% 、57. 7% ,健康组 AA、TT
的频率分别为 20. 9% 、28. 4% ,前者均明显高于后者,差
异均有统计学意义(P<0. 01);病例组 rs11200638 位点危
险性等位基因 A 与 rs2248799 位点危险性等位基因 T 分
布的频率分别为 69. 7% 、73. 6% ,健康组分别为 45. 8% 、
52. 5% ,前者均明显高于后者,差异均有统计学意义(P<
0. 01)。 rs11200638 基因型 AA、AG 的 OR 值分别为 5. 36
与 3. 45,是湿性 AMD 发病的危险因素 ( P < 0. 01 );
rs2248799 基因型 TT、TC 的 OR 值分别为 2. 36 与 1. 98,
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是湿性 AMD 发病的危险因素(P<0. 01)。
结论:HTRA1 基因 rs11200638 和 rs2248799 多态性与湿
性 AMD 发病关系显著,基因型 AA、TT 与汉族人群湿性
AMD 患病风险关系密切,其频率增高可增加湿性 AMD
患病风险。
关键词:高温必需因子 A-1;汉族人群;湿性年龄相关性
黄斑变性;遗传易感性
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0 引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular

degeneration,AMD)是与年龄相关的慢性进展性致盲眼
病,是引起老年人群中心视力损害的主要原因,随着我国
人口老龄化日趋加重,AMD 患病率逐年上升[1]。 临床上
将 AMD 分为干性和湿性两种类型,其中湿性 AMD 是指
多种因素诱导黄斑部视网膜下脉络膜新生血管生成,继
而引起出血、渗出等病理改变,湿性 AMD 病程较长,且尚
无较好的根治方法,严重影响患者的日常生活质量[2]。
高温必需因子 A-1(high temperature factor A-1,HTRA1)
属于热休克丝氨酸蛋白酶家族,在人类基因组中高度保
守,其编码的蛋白质广泛表达于视网膜上,参与细胞外基
质蛋白多糖降解和抑制转化生长因子 茁 分泌,且参与炎
性反应与血管生成[3]。 近年来,随着人类基因组测序的
完 善 以 及 单 核 苷 酸 多 态 性 ( single nucleotide
polymorphisms,SNPs)单体型图谱的构建,SNPs 已广泛应
用到患病风险的关联分析中[4]。 有研究表明,HTRA1 基
因的 rs11200638、rs2248799 多态性与湿性 AMD 发病有
显著关系[5-6]。 本研究以汉族人群湿性 AMD 患者和正常
健康者为受试对象,分别将其设为病例组与健康组,选择
HTRA1 基因多态性位点,采用 Sequenom 质谱分析平台分
析 HTRA1 多态性与汉族人群湿性 AMD 遗传易感性的关
系,现报告如下。
1 对象和方法
1郾 1 对象摇 选取本院 2014-05 / 2017-01 收治的汉族湿性
AMD 患者 201 例作为病例组,其中男 105 例,女 96 例;年
龄 60 ~ 83(平均 70郾 38依5郾 89)岁。 选取汉族正常健康者
201 例作为健康组,其中男 105 例,女 96 例;年龄 60 ~ 83
(平均 70郾 38依5郾 89)岁。 纳入标准:(1)病例组患者符合
湿性 AMD 诊断标准[7],且经眼科详细检查(光学相干断
层扫描、荧光素视网膜血管造影等)确诊;(2)健康组受
试者经检查眼底正常,无 AMD 家族史,无血液疾病、肾功
能不全、良恶性肿瘤,无青光眼、白内障、视网膜血管阻
塞、高度近视、视神经病变、视网膜脉络疾病、视网膜脱离
及其它眼部疾患。 排除标准:干性 AMD、卵黄样黄斑变
性晚期、高度近视性脉络膜新生血管(CNV)、视网膜血管
阻塞、青光眼、脉络膜视网膜炎、白内障、Stargardt 病、糖
尿病视网膜病变等其它眼疾。 两组研究对象一般资料比
较,差异无统计学意义(P>0郾 05)。 本研究取得医院伦理
委员会批准,受试者均知情同意并签署知情同意书。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 实验材料摇 (1)实验试剂:QIAamp DNA Blood Mini

Kit(德国 Qiagen 公司)、琼脂糖(杭州琼盛有限公司)、
50伊TAE(碧云天有限生物科技公司)、DNA Marker(天根
生化 科 技 有 限 公 司 )、 iPLEX Pro Reagent Kit ( 美 国
Sequenom 公司);(2)实验仪器与设备:MVS-T 涡旋振荡
器(北京北德科学器材有限公司)、水平琼脂糖电泳槽与
稳压电泳仪(北京六一仪器厂)、多用凝胶成像分析系统
( 美 国 BIO-RAD 公 司 )、 MassARRAY 与 MassARRAY
Nanodispenser RS1000 芯片点样仪 (美国 Sequenom 公
司)、 NanoDrop2000c 紫 外 分 光 光 度 计 ( 美 国 Thermo
公司)。
1郾 2郾 2 采集血样和提取基因组 DNA 摇 采集研究对象静
脉血 4mL 并给予抗凝处理,置于-80益 冰冻保存备用。
提取 DNA 前,将血标本置于室温解冻,并分装于 1郾 5mL
的 EP 管中,根据 QIAamp DNA Blood Mini Kit 试剂盒操作
步骤提取 DNA。
1郾 2郾 3 测定 DNA样本含量摇 使用 1%琼脂糖凝胶电泳对
提 取 的 DNA 样 本 浓 度 进 行 初 步 判 断, 且 用
NanoDrop2000c 紫外分光光度计进行进一步测定,检测
A260 / A280值以及 DNA 样本的浓度和纯度。
1郾 2郾 4 选择 SNPs 与检测所选 SNPs 位点分型摇 依据相
关基因数据库及文献资料[4-6]选择与湿性 AMD 显著相关
的 HTRA1 基 因 2 个 SNPs 位 点, 即 rs11200638、
rs2248799,由北京基因组研究所的 MassARRAY 分子量
阵列技术平台利用 MALDI-TOF 软件对所选 SNPs 位点
的分型进行检测,获得分型结果,并进行病例组和健康组
的对照分析。
1郾 2郾 5 观察指标 摇 检测两组研究对象 HTRA1 基因
rs11200638、rs2248799 的等位基因分布及基因型分布,并
观察分析其等位基因及基因型分布与湿性 AMD 患病风
险的关系。

统计学分析:采用 SPSS19郾 0 统计学软件分析相关检
测结果。 两样本等级资料的比较采用秩和检验,两样本
基因型频率的比较采用 字2检验;并采用 Logistic 逐步回归
模型对 SNPs 位点与湿性 AMD 的关联性进行统计学分
析,计算两组效应比值比(OR)及其 95% 置信区间(95%
CI),分析各位点之间的交互作用。 P<0郾 05 表示差异有
统计学意义。
2 结果
2郾 1 两组研究对象基因型分布比较 摇 两组研究对象
rs11200638、rs2248799 位点的基因型比较,差异均有统计
学意义(P<0郾 01),且病例组 AA、TT 均明显高于健康组,
差异均有统计学意义( 字2 = 40郾 141、35郾 322,P<0郾 01),见
表 1。
2郾 2 两组研究对象等位基 因 分 布 比 较 摇 病 例 组
rs11200638 位点危险性等位基因 A 的频率(69郾 7% )明显
高于健康组(45郾 8% ),差异有统计学意义(P<0郾 01);病
例组 rs2248799 位点危险性等位基因 T 的频率(73郾 6% )
明显高于健康组 (52郾 5% ),差异有统计学意义 ( P <
0郾 01),见表 2。
2郾 3 rs11200638 和 rs2248799 的基因型与湿性 AMD 患
病风险关系比较摇 分别对 rs11200638 位点 AA、AG 和 GG
基因型赋值为 1、2、0,对 rs2248799 位点 TT、TC 和 CC 赋
值为 1、2、0,代入 Logistic 多元回归分析模型,可得
rs11200638 基因型 AA、AG 的 OR 值分别为 5郾 36、3郾 45,
二者均是 AMD 发病的危险因素(P<0郾 01) ;rs2248799
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表 1摇 两组研究对象基因型分布对比 例(% )

组别 例数
rs11200638

AA AG GG
rs2248799

TT TC CC
病例组 201 103(51郾 2) 74(36郾 8) 24(11郾 9) 116(57郾 7) 64(31郾 8) 21(10郾 4)
健康组 201 42(20郾 9) 100(49郾 8) 59(29郾 4) 57(28郾 4) 97(48郾 3) 47(23郾 4)
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
Z 6郾 879 5郾 697
P <0郾 01 <0郾 01

注:病例组:湿性 AMD 患者;健康组:正常健康者。

表 2摇 两组研究对象等位基因分布对比 频次(% )

组别 例数
rs11200638

A G
rs2248799

T C
病例组 201 280(69郾 7) 122(30郾 3) 296(73郾 6) 106(26郾 4)
健康组 201 184(45郾 8) 218(54郾 2) 211(52郾 5) 191(47郾 5)

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
字2 46郾 968 38郾 577
P <0郾 01 <0郾 01

注:病例组:湿性 AMD 患者;健康组:正常健康者。

表 3摇 rs11200638 和 rs2248799 的基因型与湿性 AMD患病风险关系对比

SNPs 茁 SE Wald 字2 P OR(95% CI)
rs11200638
摇 AA 0郾 641 1郾 325 28郾 396 <0郾 01 5郾 36(2郾 67 ~ 10郾 64)
摇 AG 0郾 971 0郾 324 23郾 278 <0郾 01 3郾 45(2郾 01 ~ 5郾 87)
摇 GG 0a

rs2248799
摇 TT 0郾 823 0郾 276 21郾 967 <0郾 01 2郾 36(1郾 57 ~ 3郾 24)
摇 TC 0郾 706 0郾 234 16郾 458 <0郾 01 1郾 98(1郾 28 ~ 2郾 96)
摇 CC 0a

注:a 表示预测变量(常量),在此模型的回归分析中无变化。

基因型 TT、TC 的 OR 值分别为 2郾 36、1郾 98,二者均是 AMD
发病的危险因素(P<0郾 01),见表 3。
3 讨论

湿性 AMD 是与年龄相关的、多基因的眼部疾病,有高
度遗传特性,可导致中心视力进行性损害,居于老年人群
致盲性眼病首位[8]。 湿性 AMD 的发生与环境因素及遗传
因素有关,且遗传因素是个体发病的基础。 目前,关于湿
性 AMD 的发病机制尚未有明确结论,其临床治疗多以消
除和抑制新生血管生成为主,但治疗效果并不理想,严重
威胁患者的社会生活,给家庭和社会带来沉重的负担[9]。
HTRA1 是染色体 10q26 上的基因,其过度表达能够破坏
Bruch 膜的完整性,促使毛细血管侵入视网膜,出现与湿
性 AMD 相类似的临床改变[10]。 有研究表明,HTRA1 基因
rs11200638、 rs2248799 与 AMD 显著相关,可增加湿性
AMD 患病的风险,且 HTRA1 多态性强,是高危遗传易感
位点[11]。 SNP 是遗传标记,其具有易于分型、遗传稳定、
分布广、数量大、高通量检出等特点,通过对候选基因
SNPs 的对比,对某个群体中特定基因的基因频率、特定位
点上的基因型及表型差异进行分析,可能提示湿性 AMD
的发病机制,有利于指导湿性 AMD 的治疗及预防[12]。

本研究结果发现,病例组 rs11200638 位点基因型 AA
所占比率为 51郾 2% ,健康组所占比率为 20郾 9% ,病例组明
显高于健康组(P<0郾 01),且病例组 rs11200638 位点危险
性等位基因 A 的频率为 69郾 7% ,明显高于健康组的
45郾 8% (P<0郾 01),rs11200638 基因型 AA、AG 的 OR 值分

别为 5郾 36 与 3郾 45,是湿性 AMD 发病的危险因素 ( P <
0郾 01),提示 HTRA1 基因 rs11200638 与湿性 AMD 发病有
显著关系,基因型 AA 频率增高均可增加湿性 AMD 患病
风险。 Askari 等[13]研究显示,rs11200638 的等位基因和基
因型分布与 AMD 显著相关,在此位点上携带 AA 基因型
的人 AMD 患病风险明显增加。 另有研究发现,HTRA1 基
因 rs11200638 与湿性 AMD 有显著关联,该位点上的等位
基因 A 可增加湿性 AMD 的遗传易感性,危险度高出正常
人 10 倍[14],这与本研究结果相符,分析当 SNP rs11200638
出现等位基因 A 及基因型 AA 时,HTRA1 启动子内的相
关因子的亲和力发生改变,HTRA1 基因转录增强,HTRA1
高表达能够破坏 Bruch 膜结构,脉络膜毛细血管突破
Bruch 膜进入视网膜,导致类似湿性 AMD 临床表现的发
生。 因此,HTRA1 基因 rs11200638 等位基因 A 及基因型
AA 可增加湿性 AMD 患病风险。

此外,本研究发现病例组 rs2248799 位点的基因型 TT
所占比例为 57郾 7% ,健康组所占比例为 28郾 4% ,病例组明
显高于健康组(P<0郾 01),病例组 rs2248799 位点危险性等
位基因 T 的频率为 73郾 6% ,明显高于健康组的 52郾 5%
(P<0郾 01),rs2248799 基因型 TT、TC 的 OR 值分别为 2郾 36
与 1郾 98,是湿性 AMD 发病的危险因素(P<0郾 01),提示
HTRA1 基因 rs2248799 与湿性 AMD 发病有显著关系,基
因型 TT 频 率 增 高 可 增 加 湿 性 AMD 的 患 病 风 险。
Karkhane 等[15]研究表明,rs2248799 的等位基因和基因型
分布同 AMD 有极大的关联性,在此位点上携带 TT 基因型
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的人可增加 AMD 的患病风险与易感性。 另有研究结果显
示,HTRA1 基因 rs2248799 同湿性 AMD 遗传易感性关联
效应较强,该位点上的等位基因 T 可增加湿性 AMD 的遗
传易感性[16],这与本研究结果相符,分析 SNP rs2248799
与 HTRA1 mRNA 及蛋白的过表达有关,当等位基因 T 及
基因型 TT 出现时,HTRA1 mRNA 转录激活,促进 HTRA1
蛋白表达,随着 HTRA1 过表达,其在 Bruch 膜结构重构、
视网膜色素上皮细胞萎缩及脉络膜新生血管形成中发挥
重要作用,与湿性 AMD 的发生显著相关。 因此,HTRA1
基因 rs2248799 等位基因 T 及基因型 TT 可使湿性 AMD
患病风险增加。

综上,HTRA1 基因 rs11200638 和 rs2248799 多态性在
湿性 AMD 发病中发挥关键作用,基因型 AA、TT 是湿性
AMD 发病的危险因素,其频率增高可增加湿性 AMD 患病
风险。
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