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·临床研究·

新生儿呼吸窘迫综合征 ＳＰＡ基因多态性的研究

翟亮，吴红敏，魏克伦，赵诗萌，姜红

（中国医科大学附属盛京医院儿科，辽宁 沈阳　１１０００１）

　　［摘　要］　目的　探讨新生儿呼吸窘迫综合征（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＲＤＳ）肺表面活性蛋白的基因表
达特点已成为ＲＤＳ发病机制的研究热点，目前国内尚无有关报道。该文旨在探讨中国早产儿ＳＰＡ基因型的表达
特点，以及ＳＰＡ等位基因与ＲＤＳ风险的相关性，从基因水平探讨ＲＤＳ发病机制，以便更好的预防和治疗。方法　
选择已确诊ＲＤＳ的早产儿为实验组，因早产寄养的新生儿为对照组，取抗凝静脉血２ｍＬ，采用ＳＳＣＰ方法检测ＳＰ
Ａ基因６Ａ２、６Ａ３、１Ａ０、１Ａ１。结果　ＳＰＡ１等位基因６Ａ

２、６Ａ３的分布频率在ＲＤＳ组分别为０．５０、０．０５６，在对照组分

别为０．２１４、０．１０７；ＳＰＡ２等位基因１Ａ
０、１Ａ１的分布频率在 ＲＤＳ组分别为０．７２２、０．６６７，在对照组分别为０．６７９、

０．８２１。两组比较ＳＰＡ１等位基因６Ａ２在ＲＤＳ组有过表达现象（Ｐ＜０．０５），而６Ａ３有低表达倾向（Ｐ＞０．０５）；而ＳＰ
Ａ２等位基因１Ａ

０、１Ａ１的分布频率两组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。在胎龄 ＜３２周的早产儿 ＳＰＡ等位基因两组之间

比较差异无显著性；而在＞３２周的早产儿，ＳＰＡ１等位基因６Ａ
２在ＲＤＳ组有过表达现象（分布频率０．５６，０．１５，Ｐ＜

０．０５）。男婴等位基因６Ａ２在ＲＤＳ组有过表达倾向（Ｐ＞０．０５）。结论　 在该组正常早产儿人群中ＳＰＡ１等位基因

６Ａ２、６Ａ３均为低频率分布，ＳＰＡ２等位基因１Ａ
０与１Ａ１均为高频率分布，１Ａ０、１Ａ１的高表达为该组早产儿基因分布

的特点；在 ＲＤＳ患儿中，ＳＰＡ１等位基因６Ａ
２有高表达，提示６Ａ２可能为ＲＤＳ的易感基因。
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率和病死率，也是导致儿童慢性肺疾病的主要原因。

虽然早产是ＲＤＳ最重要的原因，但许多早产儿并不
发生ＲＤＳ。研究发现［１］，控制表面活性蛋白合成的

基因因素在 ＲＤＳ发病中起重要作用。目前导致
ＲＤＳ易感的特殊基因还不完全清楚，最可能的侯选
基因是编码肺脏所特有的表面活性蛋白基因，特别

是编码 ＳＰＡ、ＳＰＢ基因［２］，不同的 ＳＰＡ等位基因
对ＲＤＳ具有保护性或易感性作用［３］。

由于ＳＰＡ与ＲＤＳ密切相关，探讨ＳＰＡ等位基
因对ＲＤＳ的易感性或保护性有其重要的临床意义，
目前国内尚无这方面的研究报道。本研究选择本地

汉族早产儿为研究对象，应用ＳＳＣＰ方法检测患ＲＤＳ
早产儿ＳＰＡ基因多态性，寻求ＲＤＳ的易感基因，从基
因水平探讨ＲＤＳ发病机制，以便更好的治疗和预防。

１　实验材料和方法

１．１　研究对象
选择２００４年１２月～２００５年８月间在中国医科

大学附属盛京医院新生儿病房住院、胎龄＜３７周、Ｘ
线检查为Ⅲ、Ⅳ级 ＲＤＳ表现［４］的早产儿作为研究对

象，正常寄养的早产儿纳入对照组（家属知情同意）。

１．２　临床资料
本研究中４６例早产儿，其中 ＲＤＳ组１８例，对

照组 ２８例，胎龄 ２８～３６周，平均胎龄 ＲＤＳ组为
３２．５±２．５周，对照组为３３．１±２．２周，其中＜３２周
早产儿ＲＤＳ组９例，对照组８例；出生体重在９１５～
３２５０ｇ，平均体重ＲＤＳ组为１８３７．５±７９５．２ｇ，对照
组为１７７４．１±５４３．８ｇ；男性 ＲＤＳ组１４例，对照组
１５例；在ＲＤＳ组中，合并感染４例，动脉导管未闭１
例，气胸２例，持续性肺动脉高压１例，早产儿脑损
伤２例；退院２例。对照组中，合并呼吸暂停３例，
巨细胞病毒抗体阳性１例，先心病１例。
１．３　研究方法
１．３．１　外周血白细胞ＤＮＡ提取　　于新生儿生后
３ｄ内采集外周静脉血２ｍＬ，置于ＥＤＴＡ抗凝管中，
用红细胞裂解液提取白细胞，用 ＮａＣｌＯ４、ＳＤＳ解聚
核蛋白，最后用 酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５∶２４∶１）抽提，
乙醇沉淀。

１．３．２　ＳＰＡ引物的合成　　美国国立图书馆基因
库检索基因（１Ａ０、１Ａ１、６Ａ２、６Ａ３）全序列，电脑软件
ｐｒｉｍｅｒ５．０版自行设计引物。ＰＣＲ扩增引物由北京
三博远志生物技术有限公司合成，２．５ＯＤ／支，所用引
物序列如下：ＳＰＡ１６Ａ

２（２２１ｂｐ、５１．５℃），６Ａ２ＤＮＡＦ
５′ＧＣＣＴＣＴＧＣＣＴＡＴＣＣＡＣＡＴ３′６Ａ２ＤＮＡＲ５′

ＣＣＴＧＡＧＣＣＴＣＣＴＧＴＣＣＴＴ３′；
ＳＰＡ１６Ａ

３（１２０ｂｐ、５１℃），６Ａ３ＤＮＡＦ５′ＣＴＧ
ＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＧＡＡＣＣＣＡＴ３′６Ａ３ＤＮＡＲ５′ＴＣＣ
ＡＣＣＴＣＧＧＡＧＣＴＴＴＣＴＴＡＣ３′；

ＳＰＡ２１Ａ
０（１１７ｂｐ、４８℃），１Ａ０ＤＮＡＦ５′ＴＣＣ

ＴＣＣＡＡＧ ＡＡＧ ＴＡＡ ＣＣＡ３′１Ａ０ＤＮＡＲ５′ＧＣＡ
ＣＧＣＣＴＡＡＡＴＡＣＡＣＴＡ３′；

ＳＰＡ２１Ａ
１（２６０ｂｐ、４９℃），１Ａ１ＤＮＡＦ５′ＧＧＧ

ＡＴＧＴＴＴＡＴＴＧＧＧＡＴＴ３′１Ａ１ＤＮＡＲ５′ＣＡＧＣＡＡ
ＡＴＧＡＡＣＡＡＧＴＡＧＡＡ３′。
１．３．３　用 ＰＣＲ方法检测 ＳＰＡ基因多态性　　
ＰＣＲ的反应体积２５μＬ，其中 ＤＮＡ５μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ
缓冲液２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＴａｑＤＮＡ
聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，以及１Ａ０、１Ａ１、６Ａ２、６Ａ３基
因的上游、下游引物（终浓度５ｐｍｏｌ／μＬ），水补至２５
μＬ，ＰＣＲ条件：９４℃ ４ｍｉｎ，９４℃４０ｓ，４８～５１．５℃１
ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环，７２℃ ７ｍｉｎ延伸。在
ＰＴＣ１００ＴＭ扩增仪上完成循环。
１．３．４　产物分析　　所得ＰＣＲ扩增产物１０μＬ经
２％琼脂糖凝胶电泳，０．５％溴乙锭荧光染色１０ｍｉｎ
后，紫外灯下观察结果，凝胶成像扫描系统扫描拍照

（图１～４）。
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　　图１　ＳＰＡ１等位基因６Ａ
２经ＰＣＲ扩增后在２％琼脂糖

凝胶电泳上的表达
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　　图２　ＳＰＡ１等位基因６Ａ
３经ＰＣＲ扩增后在２％琼脂糖

凝胶电泳上的表达
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　　图３　ＳＰＡ２等位基因１Ａ
０经 ＰＣＲ扩增后在２％琼脂

糖凝胶电泳上的表达
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　　图４　ＳＰＡ２等位基因１Ａ
１经 ＰＣＲ扩增后在２％琼脂

糖凝胶电泳上的表达

１．３．５　统计学处理　　基因表达的结果以阴性、阳
性表示，两组间基因表达频率的比较采用 χ２检验，
Ｐ
"

０．０５为差异有统计学意义。

２　实验结果

２．１　正常早产儿ＳＰＡ等位基因分布特点
２８例正常早产儿，ＳＰＡ１等位基因６Ａ

２６例（６／
２８），频率为０．２１４，６Ａ３３例（３／２８），频率为０．１０７，
６Ａ２高于６Ａ３，均在０．２５以下；ＳＰＡ２等位基因１Ａ

０

１９例（１９／２８），频率为０．６７９，１Ａ１２３例（２３／２８），频
率为 ０．８２１，１Ａ１较 １Ａ０略高，分布频率均大于
０．６５。
２．２　ＲＤＳ患儿ＳＰＡ等位基因分布特点

１８例 ＲＤＳ患儿，ＳＰＡ１等位基因 ６Ａ
２９例（９／

１８），频率为０．５０，比对照组（０．２１４）出现频率明显
增加，在ＲＤＳ组有过表达现象（Ｐ＜０．０５），６Ａ３１例
（１／１８），频率为０．０５６，比对照组（０．１０７）低，在ＲＤＳ
组有低表达倾向，但与对照组比较差异无显著性

（Ｐ＞０．０５）；ＳＰＡ２等位基因１Ａ
０１３例（１３／１８），频

率为０．７２２，与对照组（０．６７９）比较差异无显著性
（Ｐ＞０．０５），１Ａ１１２例（１２／１８），频率为０．６６７，比对
照组（０．８２１）低，但两组比较差异无显著性（图５）。
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图５　ＳＰＡ等位基因在ＲＤＳ、对照组的分布

２．３　高危因素对ＲＤＳ与ＳＰＡ等位基因关系的影响
胎龄＜３２周的早产儿，ＳＰＡ等位基因的分布在

ＲＤＳ组与对照组之间比较，所测四个等位基因（６Ａ２，
６Ａ３，１Ａ０，１Ａ１）差异均无显著性（Ｐ＞０．０５）；胎龄＞３２
周的早产儿，ＳＰＡ１等位基因６Ａ

２在 ＲＤＳ组为５例
（５／９），在对照组为３例（３／２０），频率分别为０．５６、
０．１５，两组比较有显著差异（Ｐ＜０．０５），而６Ａ３、１Ａ０，
１Ａ１的分布在两组则差异无显著性（表１；图６，７）。

表１　不同胎龄早产儿ＳＰＡ基因在ＲＤＳ组、对照组分布
（例）

１Ａ０

阳性 阴性

１Ａ１

阳性 阴性

６Ａ２

阳性 阴性

６Ａ３

阳性 阴性

对照组
＜３２周
＞３２周

６
１３

２
７

８
１５

０
５

３
３

５
１７

０
３

８
１７

ＲＤＳ
＜３２周
＞３２周

８
５

１
４

７
６

２
３

４
５

５
４

０
１

９
８

ＲＤＳ组男性占０．７７８，女性占０．２２２，男性高于
女性，男婴 ＳＰＡ１等位基因６Ａ２在 ＲＤＳ组为７例
（７／１４），在对照组为４例（４／１５），频率分别为０．５０，
０．２６７，提示６Ａ２在ＲＤＳ组男婴中有过表达倾向，但
两组比较无显著差异；男婴 ６Ａ３，１Ａ０，１Ａ１分布在
ＲＤＳ组与对照组无差异（图８）。

!"#

!"$

$%&

$%'

$%(

$%#

$

!
"

#
$

%
&

'
(

')

#

')

*

!)

+

!)

!

,-.

)*+

+%&

+%/

+%'

+%0

+%(

+%*

+%#

+%!

+

,
"

#
$

%
&

'
(

')

#

')

*

!)

+

!)

!

,-.

-*+

!
"

.
$

%
/

'
(

!%+

+%&

+%'

+%(

+%#

+

')

#

')

*

!)

+

!)

!

,-.

0*+

　图６　＜３２周婴儿ＳＰＡ基因分布 图７　＞３２周婴儿ＳＰＡ基因分布 图８　男婴ＳＰＡ基因分布　

３　讨论

人类ＳＰＡ基因位点有二个高度同源的功能基
因ＳＰＡ１，ＳＰＡ２和一个假基因。其中 ＳＰＡ１有５个
等位基因（６Ａ，６Ａ２，６Ａ３，６Ａ４，６Ａ５），ＳＰＡ２有６个等

位基因（１Ａ，１Ａ０，１Ａ１，１Ａ２，１Ａ３，１Ａ４）［５］。由于存在
种族差异，在人口中 ＳＰＡ等位基因的分布频率各
不相同，对芬兰人口 ８８例正常对照组的研究表
明［３］，６Ａ２、１Ａ０为芬兰人口高表达基因（频率分别为
０．５２、０．５４）。本研究结果显示，在本组２８例汉族正
常早产儿人群中ＳＰＡ１等位基因６Ａ

２、６Ａ３均为低频

·７９２·
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率分布，分布频率均小于２５％，ＳＰＡ２等位基因１Ａ
０

与１Ａ１均为高频率分布，分布频率均大于６５％，１Ａ１

略高于１Ａ０，与芬兰研究结果不尽相同，可能与例数
少有关，有待进一步筛查。

对患 ＲＤＳ的早产儿基因研究发现，ＳＰＡ基因
多态性对 ＲＤＳ的发病风险有潜在性的影响［６］。

Ｒａｍｅｔ等［３］对芬兰人口的研究发现，ＳＰＡ１等位基因
６Ａ２在ＲＤＳ组呈过表达、６Ａ３则呈低表达，ＳＰＡ２等
位基因１Ａ０也在ＲＤＳ组呈过表达倾向，而且在胎龄
＜３２周时这种联系更强烈，提示 ６Ａ２、１Ａ０为 ＲＤＳ
的易感基因，６Ａ３为 ＲＤＳ的保护性基因。本组资料
显示，ＳＰＡ１等位基因６Ａ

２在ＲＤＳ组过表达，可能是
ＲＤＳ的易感基因，６Ａ３有低表达倾向，与文献报道一
致。ＳＰＡ２等位基因１Ａ

０在 ＲＤＳ组无高频率表达，
与文献报道不同，这种差异可能与种族因素有关。

对人的胎肺组织研究表明［７］，胎龄２５周以后，
ＳＰＡ开始在ＩＩ型上皮细胞及其前体细胞胞浆内表
达，３２周以后开始逐渐增强，生后表达明显增强，
ＳＰＡ生前多以储存状态为主，因此，胎龄在３２周以
前，肺表面活性蛋白水平低下，这是 ＜３２周的早产
儿易感 ＲＤＳ的生理基础。在胎龄对 ＲＤＳ与 ＳＰＡ
等位基因关系的影响上，本组资料显示，ＳＰＡ１等位
基因６Ａ２分布的差异并不在小胎龄组，而是分布在
＞３２周的早产儿，这与 Ｒａｍｅｔ［３］报道不相符合，可
能与例数少有关，同时提示６Ａ２作为ＲＤＳ的易感基
因，也可单独发挥作用，使 ＞３２周早产儿对 ＲＤＳ易
感。

除了与胎龄密切相关外，ＲＤＳ发病还与其他因
素有关，种族、性别、多胎以及母亲疾病、产前糖皮质

激素治疗均影响ＲＤＳ的发病风险。研究表明［８］，男

性发生ＲＤＳ的危险高于女性；黑人发生 ＲＤＳ的危
险低于白人；母亲患糖尿病及出生时窒息增加早产

儿发生 ＲＤＳ的危险；产前糖皮质激素促成熟治疗，
加速表面活性物质系统的分化，降低ＲＤＳ发生率及
严重性；在多胎妊娠中，第一胎 ＲＤＳ的发生率低于
第二胎［９～１１］。本组研究，男婴在 ＲＤＳ组占７７．８％，
明显高于女性，这与国外资料报道相符，而男婴 ＳＰ
Ａ等位基因６Ａ２在ＲＤＳ组有高频率分布倾向，但与
对照组比较差异无显著性，考虑与病例数过少有关。

Ｍａｒｔｔｉｌａ［１２］进一步研究发现，当 ＳＰＢ外显子 ４

基因型为 Ｔｈｒ／Ｔｈｒ时，ＳＰＡ１等位基因 ６Ａ
２在 ＲＤＳ

组与对照组相比有过表达，６Ａ３在 ＲＤＳ组有低表
达，因此提出 ＳＰＢＩｌｅ１３１Ｔｈｒ的基因多态性是导致
ＳＰＡ等位基因作为 ＲＤＳ易感（６Ａ２、１Ａ０）或保护性
（６Ａ３、１Ａ２）因素的基因决定簇。在本组 ＲＤＳ中未
检测 ＳＰＢ Ｉｌｅ１３１Ｔｈｒ基 因 型，是 否 存 在 ＳＰＢ
Ｉｌｅ１３１Ｔｈｒ基因的种族分布差异，造成 ６Ａ３、１Ａ０对
ＲＤＳ易感性的不同，或其他因素影响 ６Ａ３、１Ａ０对
ＲＤＳ易感性，有待进一步探讨。
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