
第１５卷第２期
２０１３年２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１５Ｎｏ．２
Ｆｅｂ．２０１３

［收稿日期］２０１２－０４－１６；［修回日期］２０１２－０８－１６
［作者简介］王建军，男，博士，副教授。

ＤＯＩ：１０．７４９９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８－８８３０．２０１３．０２．００３

论著·临床研究
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　　［摘　要］　目的　探讨肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）３０８Ｇ／Ａ基因多态性与儿童紫癜性肾炎（ＨＳＰＮ）的关系。
方法　应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增产物直接测序方法对１１０例过敏性紫癜（ＨＳＰ组）汉族儿童进行 ＴＮＦα
３０８Ｇ／Ａ基因型分析，包括紫癜性肾炎５２例（ＨＳＰＮ组），无合并肾炎５８例（单纯ＨＳＰ组）。酶联免疫吸附法检测血
浆ＴＮＦα水平。９０例健康汉族儿童作为对照组。结果　ＨＳＰ组ＴＮＦα３０８基因型分布频率与对照组比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＨＳＰＮ组ＧＡ基因型（２９％）、Ａ等位基因频率（１８％）均明显高于单纯ＨＳＰ组（分别为１０％和
７％，Ｐ＜０．０５），其中ＧＡ＋ＡＡ基因型患儿血浆ＴＮＦα水平（７．１±２．３ｐｇ／ｍＬ）较ＧＧ基因型患儿（５．７±１．５ｐｇ／ｍＬ）明
显升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＮＦα３０８Ｇ／Ａ基因多态性与 ＨＳＰ儿童肾脏损害的发生有关，Ａ等位基因可能是儿童
ＨＳＰＮ的易感基因。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（２）：８８－９０］

［关　键　词］　肿瘤坏死因子α；基因多态性；紫癜性肾炎；儿童
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　　 Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ（ＴＮＦα）３０８Ｇ／Ａ ｇｅｎｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｗｉｔｈＨｅｎｏｃｈＳｃｈｎｌｅｉｎｐｕｒｐｕｒａｎｅｐｈｒｉｔｉｓ（ＨＳＰＮ）ｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＵｓｉｎｇｔｈｅｄｉｒｅｃｔＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｎｔｈｅＴＮＦαｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ（３０８）ｗｅｒｅｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｎ１１０Ｈａｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈ
ＨｅｎｏｃｈＳｃｈｎｌｅｉｎｐｕｒｐｕｒａ（ＨＳＰｇｒｏｕｐ），ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ５２ｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｎｅｐｈｒｉｔｉｓａｎｄ５８ｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｏｕｔｎｅｐｈｒｉｔｉｓ．Ｐｌａｓｍａ
ＴＮＦαｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ．Ｎｉｎｅｔｙｅｔｈｎｉｃａｌｌｙｍａｔｃｈｅｄｈｅａｌｔｈｙｃｈｉｌｄｒｅｎｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｏｆＴＮＦα（３０８Ｇ／Ａ）ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＨＳＰａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅＧＡｇｅｎｏｔｙｐｅ（２９％ ｖｓ１０％）ａｎｄＡａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（１８％ ｖｓ７％）ｉｎＨＳＰｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈ
ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ（ＨＳＰＮ）ｗｅｒｅｍｏｒｅｃｏｍｍｏｎｔｈａｎｉｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈｏｕｔｎｅｐｈｒｉｔｉｓ（Ｐ＜０．０５）．ＰｌａｓｍａＴＮＦαｌｅｖｅｌｓｉｎＨＳＰＮｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｗｉｔｈＧＡ＋ＡＡｇｅｎｏｔｙｐｅ（７．１±２．３ｐｇ／ｍＬ）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈＧＧｇｅｎｏｔｙｐｅ（５．７±１．５ｐｇ／ｍＬ）（Ｐ
＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴＮＦα３０８ＧＡｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄＡａｌｌｅｌｅｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｒｉｓｋｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
ｎｅｐｈｒｉｔｉｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＨＳＰ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（２）：８８－９０］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ；Ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；ＨｅｎｏｃｈＳｃｈｎｌｅｉｎｐｕｒｐｕｒａｎｅｐｈｒｉｔｉｓ；Ｃｈｉｌｄ

　　过敏性紫癜（ＨＳＰ）是以坏死性小血管炎为主要
病理改变的系统性疾病，可累及全身多器官，肾脏损

害程度是决定其远期预后的关键［１］，因此，研究

ＨＳＰ血管炎尤其是肾脏血管受累的发生机制具有重
要意义。近年来，ＴＮＦα启动子区多态性被证明与
白塞氏病、系统性红斑狼疮等免疫性血管炎存在一

定的相关性，ＴＮＦα的表达与其启动子区的多态性

有关［２４］。其中，ＴＮＦα３０８是目前研究的热点位
点，但其基因多态性在儿童ＨＳＰ的分布以及是否与
肾脏受累尚无相关报道。本研究以 ＴＮＦα基因启
动子３０８作为研究位点，观察 ＴＮＦα３０８基因多态
性在 ＨＳＰ患儿中的分布，探讨其与紫癜性肾炎
（ＨＳＰＮ）及血浆ＴＮＦα水平的关系。
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１　资料与方法

１．１　研究对象
来源于川北医学院附属医院儿科２００９年１２月至

２０１１年１２月ＨＳＰ患儿１１０例，男６８例，女４２例，年龄
４～１４岁，平均年龄１０．０±２．８岁；包括 ＨＳＰＮ患儿
（ＨＳＰＮ组）５２例，无合并肾炎患儿（单纯 ＨＳＰ组）
５８例。ＨＳＰ及ＨＳＰＮ的诊断标准参照文献［５６］。对照

组为同期在该院儿童保健科体检的健康儿童９０例，其
中男５６例，女３４例，平均年龄９．８±２．７岁。
１．２　研究方法
１．２．１　ＴＮＦα３０８Ｇ／Ａ基因多态性分析　　采用
ＥＤＴＡ抗凝管清晨空腹抽取病例组及对照组静脉血
２ｍＬ，用人基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒提取 ＤＮＡ；ＰＣＲ
引物通过网址“ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／”在线设
计，序列为：Ｐ１：５′ＣＣＣＡＧＴＧＧＧＧＴＣＴＧＴＧＡＡＴ３′，
Ｐ２：５′ＧＧＣＧＴＣＴＧＡＧＧＧＧＴＴＧＴＴＴＴ３′；ＰＣＲ扩增反
应总体积５０μＬ，其中模板 ＤＮＡ（１００～１５０ｎｇ／μＬ）
１μＬ，两端引物各（１０μＭ）２μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）
４μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，１０×ＰＣＲ
缓冲液５μＬ，灭菌双蒸馏水补至５０μＬ；反应条件
为：９４℃预变性５ｍｉｎ后进行３５次循环，每个循环

条件是 ９４℃变性 ３０ｓ、５７℃复性 ３０ｓ、７２℃延伸
３０ｓ，循环完成后７２℃延伸７ｍｉｎ；ＰＣＲ产物直接送
测序鉴定（塞百盛生物技术有限公司提供）。

１．２．２　血浆ＴＮＦα水平测定　　清晨空腹抽取静
脉血２ｍＬ置于枸橼酸钠抗凝管中，离心１０ｍｉｎ后
取血浆，用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测（武汉博士德生物工
程有限公司提供）。

１．３　统计学分析
基因型和等位基因分布经ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传

平衡检验后，用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件分析。两组之
间的基因型和等位基因分布频率比较采用χ２检验。
两组基因型血浆 ＴＮＦα水平比较采用 ｔ检验。Ｐ
＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＮＦα３０８Ｇ／Ａ基因型测序鉴定
各基因型测序结果见图１。测序图ＷＷ为野生型

碱基Ｇ单峰（ＧＧ基因型），测序图ＷＭ为杂合型ＧＡ双
峰（ＧＡ基因型），ＭＭ为纯合碱基 Ａ单峰（ＡＡ基因
型）。ＨＳＰ组和对照组基因型分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ
ｂｅｒｇ平衡（χ２值分别为０．２９７、０．４６５，均Ｐ＞０．０５）。

图 １　ＴＮＦα３０８基因型直接测序结果　Ａ：ＷＷ，野生纯合型（ＧＧ型）；Ｂ：ＷＭ，突变杂合型（ＧＡ型）；Ｃ：ＭＭ，突变纯合型（ＡＡ型）。

２．２　ＨＳＰ组与对照组 ＴＮＦα３０８Ｇ／Ａ基因型及等
位基因分布频率比较

ＨＳＰ组ＴＮＦα３０８位点基因型分布中 ＧＧ型占
７８．２％、ＧＡ型占 １９．１％、ＡＡ型占 ２．７％，对照组
ＴＮＦα３０８位点基因型分布中 ＧＧ型占８１．１％、ＧＡ
型占１６．７％、ＡＡ型占２．２％，两组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。两组等位基因分布频率差异亦
无统计学意义。见表１。
２．３　单纯 ＨＳＰ组与 ＨＳＰＮ组 ＴＮＦα３０８Ｇ／Ａ基
因型及等位基因分布频率比较

ＨＳＰＮ组ＧＡ基因型频率明显高于单纯ＨＳＰ组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＨＳＰＮ组Ａ等位基因
频率亦明显高于单纯ＨＳＰ组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

２．４　ＨＳＰＮ组不同基因型患儿血浆ＴＮＦα水平比较
ＨＳＰＮ组中ＧＡ＋ＡＡ基因型（携带Ａ等位基因）

患儿血浆ＴＮＦα水平较ＧＧ基因型（非携带 Ａ等位
基因）患儿明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见表３。

　　表１　ＨＳＰ组与对照组 ＴＮＦα（３０８Ａ／Ｇ）基因型及等
位基因频率比较　［例（％）］

组别 例数
基因型

ＧＧ ＧＡ ＡＡ

等位基因

Ｇ Ａ

对照组 ９０ ７３（８１．１） １５（１６．７） ２（２．２） １６１（８９．４）１９（１０．６）
ＨＳＰ组 １１０ ８６（７８．２） ２１（１９．１） ３（２．７） １９３（８７．７）２７（１２．３）
χ２值 ０．２６６ ０．２８７
Ｐ值 ０．８１６ ０．５９２
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　　表２　 单纯ＨＳＰ组和ＨＳＰＮ组ＴＮＦα（３０８Ａ／Ｇ）基因
型及等位基因频率比较　［例（％）］

组别 例数
基因型

ＧＧ ＧＡ ＡＡ

等位基因

Ｇ Ａ

单纯ＨＳＰ组 ５８ ５１（８８） ６（１０） １（２） １０８（９３） ８（７）
ＨＳＰＮ组 ５２ ３５（６７） １５（２９） ２（４） ８５（８２） １９（１８）
χ２值 ６．８６０ ６．５８７
Ｐ值 ０．０３２ ０．０１０

　　表３　ＨＳＰＮ组不同基因型患儿血浆 ＴＮＦα水平比较
（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

基因型 例数 ＴＮＦα

ＧＧ ３５ ５．７±１．５
ＧＡ＋ＡＡ １７ ７．１±２．３
ｔ值 ２．５４２
Ｐ值 ０．０１４

３　讨论

本研究结果显示ＨＳＰ组与对照组ＴＮＦα３０８位
点均以ＧＧ基因型频率最高，ＡＡ基因型频率最低，符
合ＨａｒｄｙＷｅｉｂｅｒｇ遗传平衡定律检验，表明各遗传基
因具有群体代表性。ＨＳＰ组与对照组比较，ＴＮＦα
３０８位点各基因型及等位基因频率差异无统计学意
义，提示ＴＮＦα３０８位点多态性与 ＨＳＰ的遗传易感
性不相关；而 ＨＳＰ病例中，ＨＳＰＮ组患儿 ＧＡ基因型
频率和Ａ等位基因频率明显高于单纯ＨＳＰ组，差异
有统计学意义，提示ＨＳＰ患儿在携带ＴＮＦα３０８Ａ等
位基因遗传背景的基础上，更容易罹患肾炎。

Ｃｕｅｎｃａ等［７］发现 ＴＮＦα３０８位点携带 Ａ等位
基因型人群与自身免疫炎症性疾病、慢性代谢性疾

病发生发展及疾病远期预后相关。但携带 Ａ等位
基因型ＨＳＰ病例为何容易发生肾脏损害，其病因目
前尚不是十分清楚。推测可能与肿瘤坏死因子对组

织非平衡的炎症刺激有关。体外实验表明 ＴＮＦα
３０８位点多态性可影响 ｍＲＮＡ转录和产量，携带 Ａ
（ＧＡ＋ＡＡ）等位基因转录活性比非携带Ａ（ＧＧ纯合
子）等位基因增强，在３′ＵＴＲ存在情况下前者比后
者转录活性高两倍，认为 ＴＮＦα３０８位点碱基突变
影响了ＴＮＦα的产量［８］。由于肾血流本身的特点，

肿瘤坏死因子更容易作用于肾小球血管内皮细胞产

生血管损伤。国内外相关研究也提示 ＨＳＰ病例中
肾脏受累组较非肾脏受累组其血清 ＴＮＦ水平明显
升高，本研究结果与之基本一致［９１０］。

有报道，致炎细胞因子ＴＮＦα可能参与了ＨＳＰ血
管炎的形成［１０１２］。本研究对不同基因型ＨＳＰＮ患儿血
浆ＴＮＦα水平进行了观察，发现ＧＡ＋ＡＡ基因型（携

带Ａ等位基因）者ＴＮＦα水平比ＧＧ基因型（非携带Ａ
等位基因）明显升高，提示ＨＳＰＮ患儿可能通过ＴＮＦα
３０８Ａ等位基因参与调控其ｍＲＮＡ转录及ＴＮＦα的合
成和分泌，影响肾小球血管炎的发生。但本组资料所

研究的对象均为门诊和住院患儿，多处于疾病急性发

作期，不能排除疾病过程对血浆ＴＮＦα水平的影响。
综上所述，ＴＮＦα３０８位点多态性与ＨＳＰ的遗传

易感性不相关，而与疾病是否导致肾脏损害相关，ＴＮＦ
αＡ等位基因（ＧＡ＋ＡＡ）频率增加预示血管炎累及肾
小球可能性大。但本次观察对象数量有限，尤其是突

变纯合型样本少，有待进一步扩大样本量深入研究。
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