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论著·临床研究

１９８例哮喘儿童遗传易感性研究

郑伯强１　王桂兰１　杨赛１　鲁衍强２　刘睿俊２　李瑛２

（１．中山市博爱医院儿科，广东 中山　５２８４０３；２．上海靶向分子医学研究所，上海　２００４３３）

　　［摘　要］　目的　分析４种哮喘相关基因位点在１９８例哮喘患儿中的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｓｍｒ，ＳＮＰ）分布特点，并探讨其与儿童哮喘遗传易感性及某些哮喘临床表型的关系。方法　采用聚合酶链反
应产物电泳鉴定法及实时荧光定量核酸扩增技术检测４种哮喘相关基因位点 ＳＮＰ在１９８名哮喘患儿和１１０名健
康对照者中的分布，并测定哮喘患儿的血清总ＩｇＥ（ＴＩｇＥ）水平及血嗜酸性粒细胞比例（％ＥＯＳ），同时对４种哮喘相
关基因位点不同基因型间的ＴＩｇＥ及％ＥＯＳ分别进行比较分析。结果　血管紧张素转换酶（ＡＣＥ）基因位点纯合子
基因型（ＤＤ）频率在哮喘组明显高于健康对照组（χ２＝３０．６６７，Ｐ＜０．０１），且Ｄ型等位基因频率在哮喘组亦明显高
于健康对照组（χ２＝７．１５１，Ｐ＜０．０１）；各基因位点多态性分布与血清 ＴＩｇＥ水平及％ＥＯＳ均无相关性（均 Ｐ
＞０．０５）。结论　ＡＣＥ基因ＤＤ基因型与儿童哮喘的遗传易感性有关，可能是儿童哮喘的危险因素。

［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１１）：８１１－８１４］
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ（ＳＮＰｓ）ｏｆｆｏｕｒ
ａｓｔｈｍａｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｌｏｃｉ（ＡＣＥＩ／Ｄ；ＡＤＲＢ２Ａｒｇ１６Ｇｌｙ；ＴＮＦαＧ３０８Ａ；ＭＳ４Ａ２Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ）ｉｎ１９８ａｓｔｈｍａｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎ，
ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｇｅｎｅｔｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｃｈｉｌｄｈｏｏｄａｓｔｈｍａａｎｄｓｏｍｅｃｌｉｎｉｃａｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆａｓｔｈｍａ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＳＮＰｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒａｓｔｈｍａｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｌｏｃｉｉｎ１９８ａｓｔｈｍａｔｉｃ
ｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄ１１０ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ．ＴｈｅｓｅｒｕｍｔｏｔａｌＩｇＥ（ＴＩｇＥ）ｌｅｖｅｌｓａｎｄｂｌｏｏｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ（％ＥＯＳ）ｏｆｔｈｅ
ａｓｔｈｍａｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓａｔｔｈｅｆｏｕｒａｓｔｈｍａｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｌｏｃｉｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｉｎｔｅｒｍｓｏｆＴＩｇＥ
ａｎｄ％ＥＯＳ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅＤＤｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ（ＡＣＥ）ｈａｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎ
ｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｔｈａｎｉｎｔｈｅｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ（χ２＝３０．６６７，Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＤａｌｌｅｌｅｗａｓａｌｓｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｔｈａｎｉｎｔｈｅｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ（χ２＝７．１５１，Ｐ＜０．０１）．Ｎｏｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗａｓ
ｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆｅａｃｈｇｅｎｅｌｏｃｕｓａｎｄｓｅｒｕｍＴＩｇＥｌｅｖｅｌａｎｄ％ＥＯＳ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
ＧｅｎｏｔｙｐｅＤＤｏｆＡＣＥｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｃｈｉｌｄｈｏｏｄａｓｔｈｍａａｎｄｍａｙｂｅｔｈｅｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒｃｈｉｌｄｈｏｏｄ
ａｓｔｈｍａ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（１１）：８１１－８１４］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｓｔｈｍａ；Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；Ｇｅｎｅｔｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ；Ｃｈｉｌｄ

　　支气管哮喘（简称哮喘）是由多种细胞和细胞
组分参与的气道慢性炎症性疾病，临床表现具有高

度异质性，其表型主要包括气道高反应性、血清总

ＩｇＥ（ＴＩｇＥ）升高、血嗜酸性粒细胞比例（％ＥＯＳ）增高
等，为遗传和环境共同作用的多基因遗传性疾病，遗

传度约为３６％ ～７９％［１２］，严重威胁到世界范围内

约３亿人的生命健康［３］。２００９年全球哮喘防治创
议（ＧＩＮＡ）指出，近２０年来各年龄段哮喘发病率明

显升高，尤其是儿童。影响儿童哮喘的主要因素有

遗传、呼吸道病毒感染、特应性体质、父母吸烟史等，

但由于生活环境因素的不同，各地儿童哮喘的发病

率及高危因素亦有不同。我国儿童哮喘防治协作组

２０００年的统计资料显示，中国儿童哮喘发病率平均约
１．９７％，且南方儿童患病率高于北方［４］。为此，本课

题组前期对中山市儿童哮喘进行了流行病学调查，

发现中山市儿童哮喘发病率为１．７１％，并已获全国
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儿童哮喘防治协作组最后确认。由于哮喘易感基因

具有地域差异，这使得在某一人群中发现的与哮喘

相关的基因在其他人群中可能并不与哮喘相关，且

目前尚未有机构对广东地区儿童哮喘基因多态性进

行研究。因此，本课题选择了４种目前在国内外已
有较为肯定研究成果的哮喘相关基因进行研究，旨

在从基因层面上对儿童哮喘进行风险预测和防治。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选取２０１０年７月１日至２０１１年１２月３０日在我

院小儿呼吸专科诊断为儿童支气管哮喘的０～１４岁
患儿１９８例为哮喘组，其中男１０４例，女９４例，平均
年龄３．５岁；另选择与病例组基本资料相近且无身
心相关疾病的健康儿童 １１０例为对照组，其中男
６０例，女５０例，平均年龄３．８岁。所有支气管哮喘
患儿的诊断标准均符合中华医学会儿科学分会呼吸

学组制定的标准［５］。两组儿童在年龄、性别方面差

异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２　方法
１．２．１　ＳＮＰ检测方法　　采集两组儿童的口腔黏
膜上皮细胞，由上海靶向分子医学研究所进行 ＤＮＡ
提取并对血管紧张素转换酶（ＡＣＥ）基因 Ｉ／Ｄ、β２肾
上腺素能受体（ＡＤＲＢ２）基因 Ａｒｇ１６Ｇｌｙ、肿瘤坏死
因子α（ＴＮＦα）基因 Ｇ３０８Ａ及 ＩｇＥ高亲和力受体
β链（ＭＳ４Ａ２）基因 Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ４种哮喘相关基因位
点的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）进行检测。采用 ＰＣＲＲＦＬＰ法检测
ＡＣＥ基因Ｉ／ＤＳＮＰ：引物由上海生工生物技术有限
公司合成，引物序列为：上游 ５′ＣＴＧＧＡＧＡＣＣＡＣＴＣ
ＣＣＡＴＣＣＴＴＴＣＴ３′；下游 ５′ＧＡＴＧＴＧＧＣＣＡＴＣＡＣＡＴ
ＴＣＧＴＣＡＧＡＴ３′。采用 ＡＢＩ７９００ＨＴ型荧光定量
ＰＣＲ仪进行基因扩增，反应体系共１０μＬ，其中包含
ＴａｑＭｉｘ５μＬ，上下游引物各 ０．５μＬ，ＤＮＡ模板
２μＬ，去离子水（ｄｄＨ２Ｏ）２μＬ；反应条件为：９５℃预
变性１５ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，循环３５个周期，最后一个循环７２℃延伸
７ｍｉｎ。反应完毕后取１μＬ溴酚蓝与４μＬ扩增产
物混合，点样于２％琼脂糖凝胶 （内含溴乙锭）孔
中，以１２０Ｖ进行电泳３０ｍｉｎ，完成后将凝胶转移
入凝胶成像系统中，通过电脑屏幕进行图象分析并

观察结果。

采用实时荧光定量核酸扩增法（ＱＰＣＲ）检测
ＡＤＲＢ２基因 Ａｒｇ１６Ｇｌｙ、ＴＮＦα基因 Ｇ３０８Ａ、ＭＳ４Ａ２
基因Ｇｌｕ２３７ＧｌｙＳＮＰ：同样采用 ＡＢＩ７９００ＨＴ型荧光
定量ＰＣＲ仪进行基因扩增，反应体系１０μＬ，其中包
含ＴａｑｍａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，
ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３．５μＬ；反应条件
为９５℃预变性１０ｍｉｎ；９２℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，循环
２０个周期；８９℃１５ｓ，６０℃９０ｓ，循环３０个周期。反
应结束后于ＡＢＩ７９００ＨＴ型荧光定量ＰＣＲ仪上读取
样品孔中的终点荧光，利用分析软件确定各个样本

的基因分型结果。

１．２．２　血ＴＩｇＥ水平及％ＥＯＳ检测方法　　采集两
组儿童静脉血２ｍＬ，采用ＵｎｉＣＡＰ１００全自动过敏原
体外检测仪（瑞典法玛西亚公司）对血 ＴＩｇＥ水平进
行免疫荧光分析；％ＥＯＳ由全自动六分类血细胞分
析仪测定。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包对数据进行统计学

分析。计量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，计数
资料采用频数表示。基因型采用直接计数法，等位

基因数＝该基因纯合子数×２＋该基因杂合子数，且
等位基因确认符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡；哮喘组和
对照组间基因频率的比较采用 χ２检验；血 ＴＩｇＥ水
平及％ＥＯＳ各基因型组离散程度相差悬殊，不服从
正态分布，故组间比较采用秩和检验；Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　４种哮喘相关基因位点基因多态性与哮喘的
关系

４种哮喘相关基因位点（ＡＣＥ基因 Ｉ／Ｄ；ＡＤＲＢ２
基因 Ａｒｇ１６Ｇｌｙ；ＴＮＦα基因 Ｇ３０８Ａ；ＭＳ４Ａ２基因
Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ）中仅 ＡＣＥ基因 ＤＤ基因型及 Ｄ型等位
基因在哮喘组及对照组中差异有统计学意义（均 Ｐ
＜０．０１），见表１。
２．２　４种哮喘相关基因位点 ＳＮＰ分布与 ＴＩｇＥ
及％ＥＯＳ的关系

ＴＩｇＥ、％ＥＯＳ在４种哮喘相关基因位点各基因
型之间的差异均无统计学意义，即各基因位点多态

性分布与血清 ＴＩｇＥ水平及％ＥＯＳ均无相关性。见
表２。

·２１８·
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表１　４种哮喘相关基因位点多态性在两组中的比较　（例）

组别 例数
ＡＣＥＩ／Ｄ

Ｉ／Ｄ ＩＩ／ＩＤ／ＤＤ

ＡＤＲＢ２Ａｒｇ１６Ｇｌｙ

Ａ／Ｇ ＡＡ／ＡＧ／ＧＧ

ＴＮＦαＧ３０８Ａ

Ａ／Ｇ ＡＡ／ＡＧ／ＧＧ

ＭＳ４Ａ２Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ

Ａ／Ｇ ＡＡ／ＡＧ／ＧＧ

对照组 １１０ １３９／８１ ４４／５１／１５ １１７／１０３ ３１／５５／２４ １７／２０３ ０／１７／９３ １８１／３９ ７６／２９／５
哮喘组 １９８ ２０６／１９０ ８３／４０／７５ ２４１／１５５ ７１／９９／２８ ３５／３６１ ５／２５／１６８ ３１３／８３ １２６／６１／１１
χ２值 ７．１５１ ３０．６６７ ３．４２４ ３．２１７ ０．２２６ ３．１９３ ０．９３０ ０．９３８
Ｐ值 ０．００７ ＜０．００１ ０．０６４ ０．２００ ０．６３５ ０．２０３ ０．３３５ ０．６２６

　　表２　４种哮喘相关基因位点各３种基因型之间血ＴＩｇＥ和％ＥＯＳ的比较

基因位点 基因型 例数 ＴＩｇＥ χ２值 Ｐ值 ％ＥＯＳ χ２值 Ｐ值

ＡＣＥＩ／Ｄ ＤＤ ７５ ３０．５３ ０．０４２ ０．９７９ ７７．０８ ２．９１６ ０．２３３
ＩＤ ４０ ３０．０８ ６１．２２
ＩＩ ８３ ２９．４３ ６９．６６

ＡＤＲＢ２Ａｒｇ１６Ｇｌｙ ＡＡ ７１ ２４．３１ １．１８３ ０．５５４ ７５．８３ ０．３５８ ０．８３６
ＡＧ ９９ ２９．９６ ６９．８０
ＧＧ ２８ ３１．９４ ６９．５９

ＴＮＦαＧ３０８Ａ ＡＡ ５ ３１．６７ １．２３６ ０．５３９ ５４．５０ ０．７４４ ０．６８９
ＡＧ ２５ ２５．０８ ７３．９１
ＧＧ １６８ ３１．２３ ７０．５５

ＭＳ４Ａ２Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ ＡＡ １２６ ２５．５０ ２．０８８ ０．３５２ ８３．０５ ５．０８０ ０．０７９
ＡＧ ６１ ２９．８７ ７３．４２
ＧＧ １１ ３３．４３ ６３．７３

　　注：ＴＩｇＥ和％ＥＯＳ不服从正态分布，用秩次表示，采用秩和检验。

３　讨论

哮喘作为一种多基因复杂性疾病，其发病与许

多基因和环境因素有关。近年来随着复杂性疾病遗

传研究手段的提高和分析方法的进步，哮喘遗传学

的研究进展很快。用候选基因法及全基因组关联研

究发现２００多个与哮喘相关的基因，４３个已在多个
人群中成功得到独立重复实验验证［６］。而 ＡＣＥ基
因 Ｉ／Ｄ、ＡＤＲＢ２基因 Ａｒｇ１６Ｇｌｙ、ＴＮＦα基因 Ｇ３０８Ａ
和ＭＳ４Ａ２基因 Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ是其中４种目前国内外
研究较为肯定的哮喘相关基因位点。

ＡＣＥ是血管紧张素系统的关键酶，广泛存在于
肺、心、肾等组织的血管内皮和上皮细胞膜，肺部具

有高表达，是激肽、缓激肽、Ｐ物质等炎性介质在肺
内的主要调控酶［７］。ＡＣＥ基因插入缺失（Ｉ／Ｄ）ＳＮＰ
与血清和细胞内ＡＣＥ活性水平密切相关，ＡＣＥ基因
共有ＤＤ、ＤＩ、ＩＩ３种基因型，人群中每个个体的ＡＣＥ
水平都非常稳定，但不同基因型个体间血清ＡＣＥ水
平却存在较大差异，ＤＤ型表达者ＡＣＥ活性最强，ＤＩ
型次之，ＩＩ型活性最低，ＤＤ型约为 ＩＩ型的２倍［８］。

且多数研究表明，哮喘患者外周血白细胞 ＡＣＥ基
因Ｉ／ＤＳＮＰ分布主要以 ＤＤ型为主，因而认为 ＤＤ
型表达与哮喘发病的危险性有密切关系，血浆内

ＡＣＥ的高表达是哮喘的一个重要指标［９１０］。此外，

Ｖｅｒｃｅｌｌｉ［１１］研究发现 ＡＤＲＢ２和 ＴＮＦα基因是与肺
功能、气道重塑和疾病严重性相关的基因。高光凯

等［１２］发现我国北方汉族人群ＡＤＲＢ２基因Ａｒｇ１６Ｇｌｙ
ＳＮＰ与支气管哮喘相关联。Ｏｂｅｒ等［１３］总结出哮喘

相关基因ＴＮＦα已在超过１０个独立样本人群研究
中得以重复。另有研究证明ＭＳ４Ａ２基因Ｇｌｕ２３７Ｇｌｙ
ＳＮＰ与儿童哮喘相关，并且已在澳大利亚和日本人
群中得到证实［１４１５］。

本研究结果显示，哮喘组 ＡＣＥ基因 Ｉ／Ｄ的 ＤＤ
基因型频率及 Ｄ型等位基因频率均显著高于健康
对照组，而其他３种基因位点多态性分布在两组间
差异均无统计学意义，推测ＡＣＥ基因Ｉ／Ｄ多态性中
ＤＤ基因型表达者更具有发生哮喘的易感性，提示
ＡＣＥ基因 Ｉ／Ｄ多态性可能与中山市儿童哮喘发生
有关，且可能的作用机制为 ＤＤ基因型导致 ＡＣＥ的
高表达，ＡＣＥ则主要通过血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
Ⅱ，ＡⅡ）的表达起作用，ＡⅡ不但可引起强烈的气
道平滑肌的收缩，导致哮喘发作，还可通过激活激

肽、缓激肽、Ｐ物质系统，参与哮喘的发生和发展。
而其他３种哮喘相关基因未在本研究中得以重复的
原因可能是本研究人群样本量小，缺乏足够的对照

组人群，遗传异质性以及统计学分析的有限性等。

还有理论认为复杂性疾病是由许多基因的微效作用
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所引起，在发现的哮喘易感基因中，其中的单一基

因对疾病表型的影响是很弱的。

外周血ＴＩｇＥ水平及％ＥＯＳ升高是哮喘的两种不
同临床表型，研究表明血清 ＴＩｇＥ水平有约５０％～
８０％的遗传度［１６］，％ＥＯＳ同样存在一个高家族聚集
倾向。许多研究发现血清 ＴＩｇＥ浓度及％ＥＯＳ水平
与某些哮喘相关基因位点存在基因连锁［１７２０］，即哮

喘相关基因不直接参与这两种表型的调控，之所以

与哮喘表型相关是两者之间存在连锁不平衡所致。

而本研究中４种哮喘相关基因位点 ＳＮＰ与哮喘患
儿外周血的ＴＩｇＥ及％ＥＯＳ均无相关性，与以往某些
研究结果相似［２１２２］。因此可推测调控 ＴＩｇＥ水平
及％ＥＯＳ的重要调控基因与本研究的４种哮喘相关
基因位点不存在连锁不平衡现象。同时也可能与研

究人群样本量小有关。

总之，本研究发现ＡＣＥ基因Ｉ／Ｄ多态性可能与
中山市儿童哮喘发生有关，从而可以在基因层面上

对中山市儿童哮喘进行风险预测和防治。
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