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mTOR 基因多态性与小儿癫癎易感性的相关性
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［摘要］　目的　探讨哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）基因两个 SNP 位点 rs2295080 和 rs2536 的多态

性与小儿癫癎易感性的关系。方法　采用病例对照研究，选取 480 例癫癎患儿（包括 116 例难治性癫癎）以及

503 例健康儿童作为研究对象。利用 PCR-RFLP 方法进行两个 SNP 位点的多态性检测，比较两组儿童基因型及

等位基因的分布频率。结果　癫癎组 SNP 位点 rs2295080 的基因型（TT、TG、GG）频率和等位基因频率与健

康对照组比较差异均无统计学意义（P>0.05）；SNP 位点 rs2536 的基因型（AA、AG、GG）频率两组比较差异

亦无统计学意义（P>0.05），但癫癎组的等位基因 G 频率显著高于健康对照组（OR=1.344，P=0.042，95%CI：
1.010~1.789）。结论　mTOR 基因 SNP 位点 rs2536 与癫癎的易感性可能相关。

［中国当代儿科杂志，2015，17（6）：560-564］
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Abstract: Objective    To study the association between two single nucleotide polymorphisms (SNP), rs2295080 
and rs2536, in mammalian target of rapamycin (mTOR) gene and the susceptibility to pediatric epilepsy. Methods    A 
case-control study was performed on 480 children with epilepsy (116 cases of refractory epilepsy) and 503 healthy 
children. SNP rs2295080 and rs2536 in the mTOR gene were detected by polymerase chain reaction restriction and 
fragment length polymorphisms (PCR-RFLP). Genotype and allele frequencies of SNP rs2295080 and rs2536 were 
compared between the children with epilepsy and healthy controls. Results    There were no significant differences in the 
genotype and allele frequencies of SNP rs2295080 between the children with epilepsy and healthy controls. There were 
no significant differences in the genotype frequencies of SNP rs2536 between the two groups either, but the frequency of 
G allele of SNP rs2536 was higher in children with epilepsy than that in healthy controls (P=0.042, OR=1.344, 95%CI: 
1.010-1.789). Conclusions    SNP rs2536 of mTOR gene may be associated with the risk of pediatric epilepsy.

[Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(6): 560-564]
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癫癎是危害儿童身心健康和认知功能的神经

系统的重要疾病之一，目前发病机制还不完全清

楚，遗传因素在其中占有重要的地位。哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，

mTOR）是一种进化上高度保守的苏氨酸 / 丝氨酸

蛋白激酶，其广泛参与到包括神经发育在内的多

项生理病理过程。目前研究表明，mTOR 信号通路

的异常激活和癫癎的发生发展有着重要联系 [1]，动

物实验发现，雷帕霉素不仅可以控制癫癎发作，

还能够改善甚至逆转相关的病理改变 [2]。然而，该

信号通路异常介导癫癎发生发展的分子机制仍不

是十分清楚。
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mTOR 基因上存在许多单核苷酸多态性（SNP）

位点，其中 rs2295080 位于该基因的启动子区，与

基因的转录活性相关，rs2536 位于该基因的 3' 非

翻译区（3'UTR），能够影响 miRNA 的结合 [3]。

以上两个 SNP 位点能够分别在转录和翻译水平调

控 mTOR 基因的表达，导致 mTOR 信号通路活性

的改变，进而可能与癫癎的发生发展相关。本研

究以我国中部地区儿童为研究对象，通过对癫癎

患儿以及健康对照儿童 mTOR 基因 SNP rs2295080

和 rs2536 位点的检测，探讨 mTOR 基因多态性与

儿童癫癎易感性的相关性。

1　资料与方法

1.1　研究对象

2010 年 9 月至 2012 年 9 月我院神经内科门诊

或住院的 480 例癫癎患儿作为研究对象，所有患

儿均行脑电图（EEG）、头颅 CT 或 MRI 检查，诊

断标准参照 2005 年国际抗癫癎联盟（ILAE）和国

际癫癎局（IBE）对癫癎的最新定义 [4]。480 例癫

癎患儿中，难治性癫癎（RE）116 例，非 RE 364

例。RE 患儿的入选标准为：临床上每月 4 次以上

频繁的癫癎发作，应用抗癫癎药物进行正规治疗

且血药浓度在有效范围之内，两年以上仍不能控

制发作，同时排除了进行性中枢神经系统疾病或

占位性病变。并选择同时期体检正常的汉族儿童

503 例作为对照组。本研究经我院学术伦理委员会

讨论通过并获得家长书面知情同意。

癫癎组 480 例患儿中，男 277 例，女 203 例，

均为汉族，平均年龄 5.1±3.2 岁；对照组儿童 503

例，男 296 例，女 207 例，均为汉族，平均年龄

5.5±3.5 岁。两组儿童的年龄、性别差异无统计学

意义（P>0.05）。

1.2　基因组DNA的提取

采集患儿静脉血 2 mL，用 DNA 抽提试剂盒

（Axygen）提取基因组 DNA，并测定其浓度。

1.3　mTOR基因多态性分析

针 对 mTOR 的 两 个 SNP 位 点 rs2295080 和

rs2536，分别设计引物（上海生工公司合成）：

mTOR rs2295080-F：5'-GTGGGTCTGGACATTACGCC

-3'；mTOR rs2295080-R：5'-CAGTCCATCTTCT-
CCCTATACCTG-3'；mTOR rs2536-F：5'-TGCAGC-
AGGGTTCTGGGATGTTT-3'；mTOR rs2536-R：

5'-TTTAGTTGAGTATTTGTTCTGCTCAGAATT-3'。

PCR 反应体系为：基因组 DNA 100 ng，dNTP 

200 μM，MgCl2 1.5 mM， 上 下 游 引 物 各 0.5 μM，

Taq DNA 聚 合 酶（TAKARA）1 U， 加 水 至 终 体

积 25 μL。PCR 反 应 条 件：94 ℃ 预 变 性 3 min；

然 后 94 ℃ 变 性 30 s，55 ℃ 退 火 30 s，72 ℃ 延 伸

30 s，35 个 循 环； 最 后 72 ℃ 延 伸 5 min。 取 5 μL 

PCR 扩增产物分别利用限制性内切酶（NEB）FokI

（rs2295080）和 EcoRI（rs2536）进行酶切处理后，

于 3% 琼脂糖凝胶中电泳 30 min 观察条带并判定

基因型。

1.4　统计学分析

利用 SPSS 17.0 统计软件进行统计学分析，频

率计数法计算癫癎组和对照组基因型和等位基因

频率，并利用 Hardy-Weinberg 遗传平衡定律检验。

各组间基因型频率分布和等位基因频率分布比较

采用 χ2 检验，关联程度采用 logistic 回归分析，以

OR 和 95%CI 表示，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　mTOR基因多态性的判读

利 用 PCR-RFLP 对 mTOR 基 因 多 态 性 进 行

检 测： 对 于 rs2295080 位 点，PCR 扩 增 产 物 为

222 bp，经 FokI 酶切后，TT 基因型为 167 和 55 bp

两个片段，TG 基因型为 222、167 和 55 bp 3 个片

段，GG 基因型为 222 bp 1 个片段（图 1）；对于

rs2536 位 点，PCR 扩 增 产 物 为 149 bp， 经 EcoRI

酶切后，AA 基因型为 149 bp 1 个片段，AG 基因

型 为 149、121 和 28 bp 3 个 片 段，GG 基 因 型 为

121 和 28 bp 两个片段（图 1）。
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2.2　mTOR基因多态性和癫癎的相关性分析

癫癎组和对照组两组经检验均符合 Hardy-
Weinberg 遗传平衡定律，说明其具有群体代表性。

对于 rs2295080 位点，癫癎组和对照组中的基因型

及等位基因频率差异均无统计学意义（表 1）。对

于 rs2536 位点，癫癎组和对照组中的基因型分布

总体差异无统计学意义（P=0.087），但癫癎组的

G 等位基因频率高于对照组，表明 G 为易感等位

基因（OR=1.344，P=0.042，95%CI：1.010~1.789）

（表 2）。

2.3　RE和非 RE患儿mTOR基因多态性的比较

RE 亚 组 和 非 RE 亚 组 rs2295080 位 点 和

rs2536 位点的基因型及等位基因频率差异均无统

计学意义（表 3~4）。

图 1　mTOR基因两个 SNP位点基因型的确定　　rs2295080 位点的 3 个基因型分别为 TT、TG 和 GG；rs2536 位

点的 3 个基因型分别为 GG、AG 和 AA。

表 1　癫癎组和对照组间 rs2295080 位点基因型及等位基因频率比较　[ 例（%）]

组别 例数
基因型 等位基因

TT TG GG T G

对照组 503 293(58.2) 188(37.4) 22(4.4) 774(76.9) 232(23.1)

癫癎组 480 271(56.5) 179(37.3) 30(6.2) 721(75.1) 239(24.9)

χ2 值 1.772 0.907

P 值 0.412 0.341

OR(95%CI) 1.00 1.029(0.791~1.339) 1.474(0.830~2.619) 1.00 1.106(0.899~1.360)

表 2　癫癎组和对照组间 rs2536 位点基因型及等位基因频率比较　[ 例（%）]

组别 例数
基因型 等位基因

AA AG GG A G

对照组 503 410(81.5) 91(18.1) 2(0.4) 911(90.6) 95(9.4)

癫癎组 480 368(76.7) 106(22.1) 6(1.2) 842(87.7) 118(12.3)

χ2 值 4.874 4.125

P 值 0.087 0.042

OR(95%CI) 1.00 1.298(0.949~1.776) 3.342(0.670~16.663) 1.00 1.344(1.010~1.789)

表 3　RE亚组和非RE亚组间 rs2295080 位点基因型及等位基因频率比较　[ 例（%）]

组别 例数
基因型 等位基因

TT TG GG T G

非 RE 亚组 364 202(55.5) 141(38.7) 21(5.8) 545(74.9) 183(25.1)

RE 亚组 116 69(59.5) 38(32.8) 9(7.7) 176(75.9) 56(24.1)

χ2 值 1.648 0.094

P 值 0.439 0.759

OR(95%CI) 1.00 0.789(0.503~1.238) 1.255(0.549~2.870) 1.00 0.948(0.672~1.337)

Marker            TT             TG             GG Marker          GG            AG              AA

200 bp

100 bp

200 bp

100 bp

rs2295080 rs2536
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3　讨论

mTOR 基 因 定 位 于 染 色 体 1p36.2 上， 编 码

的 蛋 白 质 含 有 2 549 个 氨 基 酸 残 基， 分 子 量 为

289 KD，是一种保守的丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶。

mTOR 在 人 体 内 以 两 种 复 合 物 的 形 式 存 在， 即

mTORC1 和 mTORC2，其受上游多种信号途径调控，

主要包括 PI3K/Akt 通路的激活作用和 LKB1/AMPK

通路的抑制作用 [5-6]，然后 mTOR 通过磷酸化核糖

体 S6 蛋白激酶（RSK）和起始因子 4E 结合蛋白

（4E-BPs）等多种翻译因子调节细胞的生长、增殖、

分化和代谢 [6-7]。

在大脑皮层的发育过程中，mTOR 信号通路

发挥了关键的作用 [7]，该通路受到多种因子的负调

控，其中包括肿瘤抑制基因 TSC1 和 TSC2，以及

它们的上游调控子 PTEN、NF1 和 STRADA 等 [8]。

这些基因的突变会导致 mTOR 信号通路的异常激

活，从而产生异常的分化、增殖和生长等细胞学

效应，并引发多种遗传性癫癎疾病，例如结节性

硬化症、多发性神经纤维瘤、Proteus 综合征、羊

水过多 - 巨颅 - 症状性癫癎综合征等。最近的几

组研究表明，在半侧巨脑畸形所致的顽固性癫癎

患儿体内，存在 PI3K、AKT3 和 mTOR 基因的突

变 [9-10]。在一项以婴儿痉挛和 Lennox-Gastaut 综合

征为代表的癫癎性脑病患儿新生突变的筛查中，

也发现了 mTOR 基因的突变，并且该突变不伴随

脑部畸形 [11]。这些结果表明，mTOR 上游的调控

因子以及 mTOR 自身的异常与癫癎的发病相关。

然而，mTOR 信号通路异常介导癫癎发生发展的下

游分子机制仍不十分清楚，从已有的研究推测，

其可能与离子通道、细胞凋亡、炎症因子、胶质

增生和突触可塑性等一系列的异常相关 [12]。

目前，mTOR 基因上已发现有 3 000 多个 SNP

位点，其中 rs2295080 位点定位于该基因的启动子

区域，被证明与转录调控相关，含有等位基因 T

的启动子具有较高的转录活性，相应的基因型为

TT 的个体 mTOR 的 mRNA 水平较高 [13]；rs2536 位

点定位于该基因的 3' 非翻译区，被认为与 miRNA

的结合相关，包含两种等位基因的序列，分别能

结合不同的 miRNA，从而在翻译水平调控 mTOR

的表达 [14]。鉴于 mTOR 在 PI3K/AKT/mTOR 信号通

路中的核心作用，推测其多个功能性的 SNP 位点

可能参与到该信号通路的调控中，特别是以上两

个 SNP 位点，它们能分别在转录和翻译水平调控

mTOR 基因的表达，进一步导致 mTOR 通路活性

的改变，从而可能和多种疾病相关联。目前研究

得比较多的是 mTOR 基因多态性和癌症的相关性：

mTOR rs2295080 与多种癌症的易感性相关，携带

TT 基因型人群的患病风险增加 [15]；mTOR rs2536

与前列腺癌以及小儿急性淋巴细胞白血病具有相

关性 [14-15]，但与其他类型的癌症并未发现关联。

虽然已知 mTOR 信号通路异常和癫癎的发病相关，

但 mTOR 基因多态性与癫癎的相关性还未见报道，

在小儿癫癎中进行该基因多态性的研究，对于阐

明 mTOR 信号通路的异常激活导致癫癎发生发展

的机制具有重要意义。

本 研 究 探 讨 了 mTOR 基 因 两 个 多 态 性 位

点和小儿癫癎易感性的相关性，其中 SNP 位点

rs2295080 与小儿癫癎易感性未见相关性，而 SNP

位点 rs2536 的 G 等位基因频率在癫癎组中显著高

于对照组，表明 G 可能为癫癎的易感等位基因；

另外，RE 和非 RE 患儿以上两个 SNP 位点基因频

率的分布没有显著性差异。然而，在癫癎患儿体内，

SNP 位点 rs2536 是如何致病的，其激活 mTOR 信

号通路并影响患儿神经系统功能的相关机制还不

清楚，这是我们下一步探索和研究的重点。本研

究探讨的是 mTOR 基因的两个多态性与小儿癫癎

易感性的相关性，而并非 mTOR 基因突变研究，

表 4　RE亚组和非RE亚组间 rs2536 位点基因型及等位基因频率比较　[ 例（%）]

组别 例数
基因型 等位基因

AA AG GG A G

非 RE 亚组 364 277(76.1) 83(22.8) 4(1.1) 637(87.5) 91(12.5)

RE 亚组 116 91(78.4) 23(19.8) 2(1.7) 205(88.4) 27(11.6)

χ2 值 0.691 0.121

P 值 0.708 0.728

OR(95%CI) 1.00 0.844(0.502~1.417) 1.522(0.274~8.447) 1.00 0.922(0.583~1.457)
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此外研究对象的父母，特别是对照组儿童父母血

液的获取也存在一定难度，因此并没有检测研究

对象父母相应的基因型和等位基因频率。

综上所述，mTOR 基因 SNP 位点 rs2536 与小

儿癫癎易感性可能存在相关性，但是该位点导致

mTOR 信号通路的异常激活，进而介导癫癎发生的

具体机制还需要继续深入研究。同时，通过扩大

样本量和增加 mTOR 基因 SNP 位点等手段，有助

于深入探索 mTOR 基因多态性和癫癎的相关性，

从而进一步揭示 mTOR 信号通路介导癫癎发生发

展的分子机制。
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