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肺表面活性物质蛋白 Ｂ基因多态性与新生儿
呼吸窘迫综合征易感性的相关性研究
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　　［摘　要］　目的　研究肺表面活性物质蛋白（ＳＰ）Ｂ基因单核苷酸多态性分布以及与新生儿呼吸窘迫综合征
（ＲＤＳ）的关系。方法　选择８８例ＲＤＳ早产儿和未并发ＲＤＳ的早产儿１０３例作为研究对象，采用ＤＮＡ提取试剂盒
提取ＤＮＡ，应用聚合酶联反应－限制性片段长度多态性技术检测 ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ、ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ两个位点的单核苷
酸多态性，分析两个位点多态性与ＲＤＳ的关系。结果　ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ、ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ两个位点在病例组和对照组中
均存在多态性，与未并发 ＲＤＳ的早产儿对照组比较，ＲＤＳ患儿 ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ位点基因型以 ＣＣ型明显增多，
（χ２＝１２．２６，Ｐ＜０．０１），Ｃ等位基因分布频率显著增高（χ２＝１１．９７，Ｐ＜０．０１），携带Ｃ等位基因的个体患ＲＤＳ的风
险是非携带者的２．２６倍（ＯＲ＝２．２６，９５％ＣＩ：１．４２～３．６０）。两组 ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ位点的基因型和等位基因分布频
率，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＳＰＢ１５８０位点 Ｃ／Ｔ多态性与 ＲＤＳ有关，ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ可能是 ＲＤＳ
的易感基因，携带ＳＰＢ１５８０位点Ｃ等位基因的个体患ＲＤＳ的风险增加。ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ与ＲＤＳ无关。
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　　肺表面活性物质（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，ＰＳ）是由
磷脂和四种肺表面活性物质蛋白（ＳＰ）构成的磷

脂－蛋白复合物，ＰＳ主要的生理功能是降低肺泡表
面张力。ＳＰ在肺表面活性物质中所占的含量虽少，
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但却是 ＰＳ发挥功能的重要载体，ＳＰＢ具有促进磷
脂薄膜形成、分布、吸附的作用［１］，其活性和浓度直

接决定ＰＳ的功能与活性。国外研究表明ＳＰＢ基因
多态性是引起新生儿呼吸窘迫综合征（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＲＤＳ）的重要因素［２３］，目前国内这

方面的研究鲜有报道。本研究采用聚合酶联反应－
限制性片段长度多态性技术检测 ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ、
ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ两个位点的基因型频率及等位基因
的分布情况，分析两个位点与 ＲＤＳ的关系，寻找
ＲＤＳ的易感基因，为ＲＤＳ防治提出新的措施。

１　资料与方法

１．１　研究对象
１．１．１　病例组　　２００９年７月至２０１０年１０月在
海南省人民医院新生儿科住院的 ＲＤＳ患儿８８例。
ＲＤＳ诊断标准参照第三版《实用新生儿学》［４］。纳
入标准包括：①胎龄小于３７周的早产儿；②新生儿
生后１２ｈ内出现进行性呼吸困难、发绀、呻吟、鼻扇
和三凹征；③胸片主要表现为双肺野透亮度减低，呈
毛玻璃样改变，可见支气管充气征。

１．１．２　对照组　　同期在海南省人民医院新生儿
科住院未并发ＲＤＳ的早产儿１０３例。胎龄、出生体
重、性别和产前使用激素等情况与病例组比较差异

无统计学意义。

１．１．３　排除标准　　病例组和对照组中若出现以
下情况则除外：①糖尿病母亲分娩的患儿；②有严重
宫内窘迫史或出生重度窒息的患儿；③产前或产后
预防性应用表面活性物质的患儿；④先天性畸形、严
重宫内感染患儿；⑤血标本采集前２周曾有输血史
的患儿。

研究方案经海南省人民医院伦理委员会批准及

家长知情同意。

１．２　试剂与方法
１．２．１　主要试剂及材料　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ（ｇｉ：
６４３９）提供的基因序列和有关文献［５］，设计 ＰＣＲ引
物，委托上海生物工程技术服务有限公司合成（表

１）。主要试剂及材料还包括ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ａｐａ
Ⅱ、ＤｄｅⅠ、ＨｉｎｆⅠ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ（Ｂｉｏ
ＴｅｋｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏ）、ＰＣＲ仪（ＢｉｏｍｅｔｒａＴｇｒａｄｉｅｎｔ９６，德
国）及凝胶成像系统（Ｔａｎｏｎ４１００，上海）。
１．３　方法
１．３．１　ＤＮＡ提取　　取２ｍＬ静脉血按 ＤＮＡ试剂
盒 （北京天根公司：ＤＰ３１９）的操作说明书进行。
１．３．２　ＰＣＲ反应体系及反应参数　　反应总体积

为１０μＬ，包括基因组 ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）０．５μＬ，
１０×ＰＣＲ缓冲液１．０μＬ，ｄＮＴＰｓ（２０ｍＭ）０．２μＬ，
上下游引物各 ０．３μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶
０．２μＬ，不足体积用灭菌双蒸水补足至 １０μＬ。
１８Ａ／Ｃ位点循环参数为：①９５℃预变性 ５ｍｉｎ；
② ９５℃变性４５ｓ；③６４．５℃退火４５ｓ；④７２℃延伸
１ｍｉｎ，重复②～④５个循环，每个循环退火温度降
低０．５℃；⑤９５℃变性 ４５ｓ；⑥５８．５℃退火 ４５ｓ；
⑦ ７２℃延伸１ｍｉｎ，重复⑤～⑦３０个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ。１５８０Ｃ／Ｔ位点的循环参数为：除步骤
③ ６５．５℃ 退火４５ｓ和⑥５９．５℃退火４５ｓ外，余步
骤同 １８Ａ／Ｃ位点。产物用含ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料的
２％琼脂糖凝胶，加上０．５×ＴＢＥ缓冲液电泳１ｈ后
用自动凝胶成像系统分析。

１．３．３　酶切　　在０．５ｍＬＥＰ管中，依次加入１０×
Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、内切酶 １μＬ、ＰＣＲ产物 ４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
１３μＬ形成２０μＬ体积 ＲＦＬＰ反应体系，振荡混匀
后，３７℃酶切１ｈ，６５℃水浴３０ｍｉｎ，酶切后用 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ染色，将染色后的ＰＣＲ产物行８％的聚丙烯
酰胺凝胶电泳，电泳液为１×ＴＢＥ，稳压１６０Ｖ电泳
２ｈ。电泳完全之后利用凝胶成像系统进行拍照保
存，对照目的条带并统计各位点基因型。

表１　引物序列和内切酶

ＳＮＰ位点 引物序列（５′→３′）
ＰＣＲ产物
长度（ｂｐ）

内切酶

１８Ａ／Ｃ Ｆ５′ＧＴＣＣＡＧＣＴＡＴＡＡＧＧＧＧＣＣＧＴＧ３′ １６８ ＡｐａⅡ
Ｒ５′ＧＴＧＡＧＴＧＧＴＧＧＡＧＣＴＧＣＣＴＡ３′

１５８０Ｃ／Ｔ Ｆ５′ＣＴＣＧＡＡＴＴＣＣＧＴＧＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＣＣＡＣＣＣ３′２７０ ＤｄｅⅠ
Ｒ５′ＧＴＧＡＧＣＴＴＧＣＡＧＣＣＣＴＣＴＣＡ３′

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学分析，计量资料

采用均数±标准差表示，两组间比较采用 ｔ检验；基
因型和等位基因频率采用直接计数法计算，各组间基

因型及等位基因频率比较采用四格表或Ｒ×Ｃ列联
表χ２检验，并以比值比（ＯＲ）及９５％可信区间（ＣＩ）表
示相对风险度，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ、１５８０Ｃ／Ｔ位点多态性检测
－１８Ａ／Ｃ位点扩增后片段大小为１６８ｂｐ，经酶

切后产生３个片段，分别为１９ｂｐ、１４９ｂｐ、１６８ｂｐ，其
基因型辨别方法为：条带中含有１９ｂｐ、１４９ｂｐ片段
的为ＡＡ基因型，含有１６８ｂｐ片段的为ＣＣ基因型，
含有１９ｂｐ、１４９ｂｐ、１６８ｂｐ片段的为 ＡＣ基因型。
·５２·
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１５８０Ｃ／Ｔ扩增后片段大小为２７０ｂｐ，经酶切后产生
４个片段，分别为２０ｂｐ、９６ｂｐ、１６４ｂｐ、１８４ｂｐ，其基
因型辨别方法为：条带中含有２０ｂｐ、９６ｂｐ、１６４ｂｐ
片段的为 ＣＣ基因型，含有９６ｂｐ、１８４ｂｐ片段的为
ＴＴ基因型，含有２０ｂｐ、９６ｂｐ、１６４ｂｐ、１８４ｂｐ片段的
为ＣＴ基因型。
２．２　两组患儿ＳＰＢ基因型及等位基因的比较

经ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡法检验，各基因型
及等位基因频率均达到遗传平衡，具有群体代表性。

对照组和病例组均存在 ＳＰＢ基因多态性，１８Ａ／Ｃ
基因型频率分布以 ＡＣ型最为常见，ＣＣ型和 ＡＡ型
次之，等位基因的频率以 Ｃ型多见。１５８０Ｃ／Ｔ基因
型频率分布以ＣＣ型多见，ＣＴ型和 ＴＴ型次之，等位
基因的频率以Ｃ型常见。经χ２检验，１５８０Ｃ／Ｔ位点
多态性在病例组和对照组两组人群基因型频率分布

差异有统计学意义，病例组患儿１５８０Ｃ／Ｔ位点基因
型 ＣＣ型明显增多，ＴＴ型明显减少（χ２＝１２．２６，
Ｐ＜０．０１）；两组人群等位基因频率分布差异也有统
计学意义，病例组Ｃ等位基因分布频率明显增高（χ２

＝１１．９７，Ｐ＜０．０１），携带Ｃ等位基因的个体患病风
险是非携带者的２．２６倍（ＯＲ＝２．２６，９５％ＣＩ：１．４２
～３．６０）。经χ２检验，１８Ａ／Ｃ位点多态性在病例组
和对照组两组人群的基因型频率分布差异无统计学

意义（χ２＝２．３３，Ｐ＞０．０５），两组人群等位基因频率
分布差异也无统计学意义（χ２＝１．２８，Ｐ＞０．０５）。
见表２～３。

表２　两组ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ、１５８０Ｃ／Ｔ位点基因型比较　［ｎ（％）］

组别 ｎ
ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ

ＣＣ ＡＣ ＡＡ

ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

对照组 １０３３４（３３．０）４９（４７．６）２０（１９．４）４２（４０．８）４８（４６．６）１３（１２．６）

病例组 ８８３２（３６．４）４６（５２．３）１０（１１．４）５８（６５．９）２５（２８．４） ５（５．７）

χ２值 ２．３３ １２．２６

Ｐ值 ０．３１ ０．００２

　　表３　两组ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ、１５８０Ｃ／Ｔ位点等位基因比较
　［ｎ（％）］

组别 ｎ
ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ

Ｃ Ａ

ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ

Ｃ Ｔ

对照组 １０３ １１７（５６．８） ８９（４３．２） １３２（６４．１） ７４（３５．９）

病例组 ８８ １１０（６２．５） ６６（３７．５） １４１（８０．１） ３５（１９．９）

χ２值 １．２８ １１．９７

Ｐ值 ０．２６ ０．００１

ＯＲ值 １．２７ ２．２６

９５％ＣＩ ０．８４～１．９１ １．４２～３．６０

３　讨论

ＳＰＢ基因定位于２号染色体的短臂，即２ｐ１２→
ｐ１１．２，长度约为９５００ｂｐ，由 １１个外显子组成［６］。

遗传因素在 ＲＤＳ发病机制中具有重要作用，剔除
ＳＰＢ基因的小鼠生后不久即出现呼吸衰竭而死
亡［７］，死于 ＲＤＳ患儿的肺组织经免疫组化提示 ＳＰ
Ｂ含量减少［８］。ＳＰＢ遗传缺陷由许多 ＳＰＢ基因突
变引起，最常见的突变是外显子４上的１２１ｉｎｓ２，即
外显子４的１２１号密码子的第一个碱基 Ｃ被 ＧＡＡ
取代引起框移，该突变约占ＳＰＢ突变的２／３［９］。国
内２００８年尹晓娟等［１０］对２０例汉族新生儿 ＲＤＳ与
ＳＰ遗传缺陷的研究发现，２例４２周患儿含有 ＳＰＢ
基因Ｉｎｔｒｏｎ４１２１ｉｎｓ２的遗传缺陷变异体。

除ＳＰＢ基因突变导致ＳＰＢ含量缺乏或减少之
外，ＳＰＢ基因单核苷酸多态性也是影响 ＳＰＢ含量
的重要因素。１８Ａ／Ｃ位点位于ＳＰＢ基因启动子的
ＴＡＡＴ盒与转录起始点之间。ＳＰＢ基因启动子构象
及其与转录因子的结合能力可以影响 ＳＰＢ基因的
转录水平。Ｓｔｅａｇａｌｌ等［１１］研究证实，ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ位
点中 Ｃ等位基因比 Ａ等位基因更能有效地提高转
录活性，在支气管肺泡灌洗液中，ＡＣ基因型ＳＰＢ含
量是 ＡＡ基因型的 ３倍。Ｆｌｏｒｅｓ等［１２］研究发现

１８Ａ／Ｃ位点多态性与ＲＤＳ有关。但本研究结果表
明ＲＤＳ组和对照组的基因型和等位基因的频率均
无显著性差异，说明 ＳＰＢ１８Ａ／Ｃ位点多态性与
ＲＤＳ易感性无关，与Ｆｌｏｒｅｓ等的实验结果不同，主要
原因可能与基因的种族、地区分布差异有关，或者与

研究样本量大小有关。

ＳＰＢ１５８０Ｃ／Ｔ位点多态性位于 ＳＰＢ基因外显
子４上，１５８０Ｃ／Ｔ位点编码ＳＰＢ前体的１３１位上的
苏氨酸并促进１２９位的天冬氨酸糖基化。天冬氨酸
糖基化可能影响 ＳＰＢ的加工折叠和分泌。Ｌｉｎ
等［１３］研究发现１５８０位点Ｃ等位基因被认为是ＲＤＳ
的易感基因。Ｈａａｔａｊａ等［１４］研究发现１５８０Ｃ／Ｔ的基
因多态性是引起ＳＰＡ等位基因作为ＲＤＳ易感或保
护性因素的基因决定簇。Ｍａｒｔｔｉｌａ等［１５］研究发现

１５８０Ｃ／Ｔ的基因多态性与ＲＤＳ相关，Ｃ等位基因被
认为是 ＲＤＳ的易感因素。Ｆｌｏｒｅｓ等［１２］应用延伸的

传递不平衡检验方法结合以家族为基础的关联检验

方法检测ＲＤＳ患儿及其父母的１５８０Ｃ／Ｔ位点多态
性，直接证实该位点也与ＲＤＳ相关。本研究发现病
例组１５８０Ｃ／Ｔ位点 Ｃ等位基因频率明显高于对照
组，携带Ｃ等位基因的早产儿患ＲＤＳ的相对危险度
·６２·
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为非携带者的２．２６倍，提示１５８０Ｃ／Ｔ为 ＲＤＳ的易
感基因。本研究结果可以解释临床中选用不含 ＳＰ
的人工合成表面活性物质制剂（如 Ｅｘｏｓｕｒｆ）行表面
活性物质替代疗法时，部分患儿无论是在改善氧合

还是提高存活率等方面均比应用含有ＳＰ的天然表面
活性物质效果差，其原因可能与患儿携带１５８０Ｃ／Ｔ多
态性位点导致表面活性物质中ＳＰＢ不足而影响整体
表面活性物质的功能有关。

本研究首次在国内探讨 ＳＰＢ基因多态性与
ＲＤＳ的关系，但由于伦理原因无法检测未行气管插
管患儿的肺泡灌洗液中的 ＳＰＢ含量以比较各多态
性位点对ＳＰＢ表达的影响。因此在今后的研究中
需进一步扩大研究的样本量并在伦理道德的允许条

件下检测肺组织或肺泡灌洗液中的ＳＰＢ含量，进一
步论证ＳＰＢ基因多态性与ＲＤＳ发病机制的关系。
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