
 第 18 卷 第 12 期

  2016 年 12 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.12

Dec. 2016

·1264·

IL-17A 基因多态性与儿童哮喘易感性的相关性研究

钟芳芳　邹艳　刘春艳　刘文君

（西南医科大学附属医院儿科，四川 泸州　646000）

［摘要］　目的　探讨儿童 IL-17A 启动子区域（-197G/A 和 -692C/T）基因多态性与儿童哮喘易感性的关系，

为能进一步寻找到哮喘的候选基因从而为患病高风险儿童早期预防奠定基础。方法　选取 2013 年 8 月至 2015

年 8 月门诊随访或住院的哮喘患儿 65 例为哮喘组，另选取同期行健康体检儿童 70 例为健康对照组，采集两组

儿童外周静脉血，应用序列特异性引物聚合酶链反应（SSP-PCR）法检测 IL-17A 基因 -197G/A 和 -692C/T 两个

位点的单核苷酸多态性（SNP），统计分析两组间基因型及等位基因分布频率的差异。结果　IL-17A 基因 -692C/

T 位点哮喘组患儿 TT 基因型的分布频率（29%）显著高于健康对照组（16%）（P=0.012）；哮喘组 -692T 等位

基因分布频率（52%）显著高于健康对照组（42%）（P=0.039）；罹患儿童哮喘的风险 T 等位基因携带者是 C

等位基因携带者的 1.413 倍（OR=1.413，95%CI：1.015~1.917）；而 IL-17A 基因 -197G/A 位点基因型及等位基

因分布频率在哮喘组和健康对照组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论　IL-17A 基因启动子区域 -692C/

T 位点基因多态性与儿童哮喘的易感性相关，-692T 等位基因携带者更易罹患儿童哮喘，而 IL-17A -197G/A 位点

多态性与儿童哮喘的易感性无显著相关。                       ［中国当代儿科杂志，2016，18（12）：1264-1268］
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Abstract: Objective    To explore the relationship between polymorphisms of interleukin-17A (IL-17A) gene 
promoter (-197G/A and -692C/T) and the susceptibility to childhood asthma, to further identify the candidate genes for 
asthma, and to provide a basis for early prevention of asthma in high-risk children. Methods    Sixty-five outpatients or 
inpatients with childhood asthma between August 2013 and August 2015 were assigned to asthma group. Seventy healthy 
children within the same period were assigned to control group. Using peripheral venous blood from the two groups, 
PCR with sequence-specific primers was carried out to determine single nucleotide polymorphisms at positions -197G/
A and -692C/T in IL-17A gene promoter. A statistical analysis was used to evaluate differences in genotype and allele 
frequencies between the two groups. Results    Compared with the control group, the asthma group had significantly 
higher frequencies of TT genotype (29% vs 16%; P=0.012) and T allele (52% vs 42%; P=0.039) at position -692C/T of 
IL-17A gene. Children with T allele had 1.413-fold higher risk of childhood asthma than those with C allele (OR=1.413, 
95%CI: 1.015-1.917). There were no significant differences in genotype and allele frequencies at position -197G/A in 
IL-17A gene between the two groups (P>0.05). Conclusions    Polymorphisms at position -692C/T in IL-17A gene 
promoter is associated with the susceptibility to childhood asthma. Children with -692T allele are more susceptible to 
childhood asthma. There is no significant relationship between polymorphisms at position -197G/A in IL-17A gene 
promoter and the susceptibility to childhood asthma.                     [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(12): 1264-1268]
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儿童哮喘是一种常见的易反复发作的呼吸道

疾病，在全世界范围内分布，深刻影响儿童的健

康和生活状态，亦常给患儿家庭带来难以承担之

经济及精神负担。目前，哮喘的发病机制尚不清

楚，普遍认为是由多种免疫细胞（淋巴细胞、中

性粒细胞、嗜酸性细胞等）和多种免疫因子（IL-
6、IL-8 等）介导的免疫性疾病。IL-17A 是 IL-17

家族中一员，主要由 Th17 细胞产生，在 NKT 细

胞、γδT 细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞中也都

有表达。已有研究表明，在哮喘患者的血清中 IL-
17A 的表达是明显升高的 [1]。而 IL-17A 基因启动

子区的 -197G/A 和 -692C/T 位点的多态性与多种免

疫性疾病的易感性相关 [2]。通过对 IL-17A 基因 -197

位、-692 位的基因型及等位基因分布频率的测定，

本研究拟阐明两位点基因多态性与儿童哮喘易感

性的关系。

1　资料与方法

1.1　研究对象

随机选取 2013 年 8 月至 2015 年 8 月于西南

医科大学附属医院门诊随访或住院的哮喘患儿 65

例为研究对象（哮喘组），其中男 39 例，女 26 例，

平均年龄 4.3±2.2 岁。所有病例均符合诸福棠实

用儿科学关于儿童支气管哮喘的诊断标准 [3]。另选

取同期行健康体检儿童 70 例为健康对照组，其中

男 38 例，女 32 例，平均年龄 3.8±2.3 岁。入选

对照组儿童需近期无发热、感染、过敏、使用激

素病史，排除肿瘤、自身免疫性疾病。本研究项

目获得西南医科大学附属医院伦理委员会批准并

取得患儿及其家属知情同意。

1.2　DNA 提取及引物合成 

采集两组儿童外周静脉血 1~2 mL 于抗凝管

中，取 200 μL 抗凝血应用 DNA 提取试剂盒（北

京天根生物科技有限公司）提取人基因组 DNA；

而 同 时 需 通 过 人 基 因 库 已 知 的 基 因 序 列 及 IL-
17A 两位点的单核苷酸多态性（single nucleotide 

polymorphism, SNP）设计序列特异性引物并由上海

生工合成备用。见表 1。

表 1　IL-17A 序列特异性引物

基因位点 正义链 / 反义链 引物序列 (5 → 3)  退火温度

-692C/T 特异正向 F1 CTGCCCCCCTTTTCTCCATCTC 52℃

特异正向 F2 CTGCCCCCCTTTTCTCCATCTT

内参正向 C TGAGAAGGAACTATTCTCGAGGACC

通用反向 R TTGTGGAGACAATTCCGGAAACTAC

-197G/A 特异正向 F1 CCTTCCCATTTTCCTTCAGAAGG 50℃

特异正向 F2 CCTTCCCATTTTCCTTCAGAAGA

内参正向 C ATAGCAGCTCTGCTCAGCTTCTAAC

通用反向 R TGGGGATGGATGAGTTTGTGC

1.3　序列特异性引物聚合酶链反应

序 列 特 异 性 引 物 聚 合 酶 链 反 应（sequence 

specific primers-polymerase chain reaction, SSP-PCR）

反应体系为 25 μL：模板 DNA 2 μL、2×Power Taq 

Master Mix 12.5 μL、特异性正向引物 F1 及 F2 各

0.5 μL、 内 参 正 向 引 物 C 0.5 μL、 通 用 反 向 引 物 

0.5 μL、ddH2O 8.5 μL。反应条件：94℃预变性 4 min；

94℃变性 30 s，退火（温度见表 1）40 s，72℃延

伸 40 s，共 35 个循环；72℃再延伸 5 min。

1.4　SSP-PCR 产物电泳分析

在每个 1.5% 琼脂糖凝胶样孔中分别加入 PCR

产物 5 μL，再将凝胶放入室温状态下电压为 110 V

的电泳仪（0.5×TAE 缓冲液）中电泳 35 min，最

后将电泳后的凝胶置于自动凝胶成像仪（基因公

司，英国）里查看电泳图谱并记录结果。

1.5　PCR 产物测序

通过以上实验流程，初步确定每例研究对象

SNP 位点的基因型。随机选取两位点各 3 份 DNA

样本（均为杂合子）用内参引物（C，R）进行

PCR 扩增，产物送至上海生工进行 DNA 测序。测

序结果与应用 SSP-PCR 法检测的 SNPs 位点的基因

型结果比对，以此验证 SSP-PCR 法检测 SNPs 的可
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靠性和准确性。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学分

析。基因型及等位基因的分布频率采用百分率（%）

表示，两组间比较采用卡方检验；相对危险度采

用优势比（OR）评估，同时计算 95% 可信区间（CI）。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　基因型分析

每个 DNA 样本同时进行两管 PCR 分析，每

管含一序列特异性引物（F1 或 F2），用以扩增有

SNP 特异性位点的目的片段。只有当序列特异性

引物 3' 端的碱基和模板 DNA 配对才可扩增出相应

的特异性产物。若一样本同一位点 F1 和 F2 两条

特异性引物均能扩增出产物，则表明其含有与两

种引物相配对的碱基，为杂合子；若只能扩增出

一种，则样本为纯合子。同时，每管含有的一对

内参引物（C，R）均应扩增出产物，用以检验反

应体系及条件的正确性。见图 1。

2.2　遗传平衡检验

哮喘组和健康对照组 IL-17A 基因两位点的基

因型分布频率应用 Hardy-Weinbergy 遗传平衡定律

检验，结果显示 P>0.05，达到遗传平衡，说明研

究对象具有群体代表性。

2.3　PCR 产物测序结果分析

研究表明 [4-5]，应用 SSP-PCR 法检测 SNPs 位

点与直接基因测序一样准确可靠，同时具有快速

方便、经济实惠的优点。本研究随机选取的杂合

子 DNA 样 本 SNPs 的 基 因 型 测 序 结 果 与 用 SSP-
PCR 检测的结果是一致的，说明本研究应用 SSP-
PCR 法检测基因位点的 SNPs 同样是准确可靠的。

表 2　哮喘组和对照组 IL-17A 基因型和等位基因分布频率　[ 例（%）]

组别 例数

-692C/T -197G/A

基因型 * 等位基因 基因型 等位基因

CC CT TT C T GG GA AA G A

健康对照组 70 22(31) 37(53) 11(16) 81(58) 59(42) 37(53) 29(41) 4(6) 103(74) 37(26)

哮喘组 65 17(26) 29(45) 19(29) 63(48) 67(52) 36(55) 25(38) 4(6) 97(75) 33(25)

χ2 值 3.615 4.208 0.765 0.381

P 值 0.058 0.039 0.452 0.682

注：* 示将两组 CC 和 CT 基因型进行合并后发现，-692C/T 位点基因型 TT 与 CC+CT 基因型的分布频率在两组间比较差异有统计学意
义（χ2=2.368，P=0.012）。

图 1　IL-17A 基 因 SSP-PCR 产 物 电 泳 图　　 上 图

为 -692C/T 位点条带：M：DNA marker，1：CT 基因型，2：CC 基

因型，3：TT 基因型，目的基因片段长度为 290 bp，内参基因片

段长度为 427 bp；下图为 -197G/A 位点条带：M：DNA marker， 1：

GA 基因型，2：GG 基因型，3：AA 基因型，目的基因片段长度为

272 bp，内参基因片段长度为 199 bp。

2.4　IL-17A-692C/T、-197G/A 位点基因型及等位

基因分布频率分析

在哮喘组和健康对照组间，-692C/T 位点基因

型分布差异无统计学意义（P>0.05），但将每组

CC 和 CT 基因型进行合并后比较发现，哮喘组 TT

基因型分布频率（29%）显著高于健康对照组（16%）

（P=0.012）。 哮 喘 组 -692T 等 位 基 因 分 布 频 率

（52%）显著高于健康对照组（42%）（P=0.039），

且罹患儿童哮喘的风险 T 等位基因携带者是 C 等

位 基 因 携 带 者 的 1.413 倍（OR=1.413，95%CI：
1.015~1.917）。哮喘组和健康对照组间 -197G/A

位点基因型及等位基因分布频率差异均无统计学

意义（P>0.05）。见表 2。
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3　讨论

哮喘是一种全球性疾病，在不同国家和地区

均有分布，其患病率在 1%~18%，严重地影响了人

们的身心健康 [6-8]。而哮喘的发病率和病死率也是

逐年增加，据统计，目前以每 10 年 20%~50% 的

速度增长 [9]。同样，儿童哮喘也是严重影响小儿身

心健康的最常见的呼吸道疾病。第三次（2009 年 9

月至 2010 年 8 月）中国城市儿童哮喘流行病学调

查显示（与 2000 年调查比较），我国儿童哮喘的

现患率增加了 50.6%，累积患病率增加了 52.8% [10]。

因此，对于哮喘致病机制的研究从而进行早期预

防迫在眉睫，有极大的社会学和经济学意义。

虽然哮喘的发病率逐年增加，医学家及科学

家们也从遗传与社会环境进行了深入的研究，但

其发病机制仍不清楚。流行病学调查发现，儿童

哮喘的发病率要远远高于成人。儿童喘息分为 4

种类型，而持续性喘息是最终能发展为哮喘的一

类，该类患儿气道有典型的病理特征，其症状常

常迁延不愈至成人阶段 [11]。因此，早期哮喘风险

度的评估对于这类儿童至关重要，若能进行有效

的早期评估，进而对高风险儿童采取早期预防措

施，相信能大大降低这类儿童哮喘的发病率。但

遗憾的是，目前尚无合适的相关预测指标。据相

关研究发现，哮喘的遗传率达到 36~79%[12]。因此，

对相关基因的检测可能是今后进行哮喘早期干预

的重要手段。近年来，哮喘的分子遗传流行病学

成为国际研究的一个热点，而其重点就是寻找哮

喘的候选基因。目前报道的与哮喘发病相关的候

选基因已超过 200 个 [13-14]。

人 IL-17 家族有 IL-17A 至 IL-17F 6 个成员，

IL-17 主要由 Th17 细胞产生，而在中性粒细胞和

嗜酸性粒细胞也有表达。IL-17 与 IL-17 受体结合

后可以通过 JAKS/STATs 信号途径促进各种因子

（IL6、IL-8、粒细胞趋化蛋白 2 等）的转录 [15]。

而这些因子能聚集并激活各类炎症细胞，从而介

导炎症瀑布反应，影响人体各种感染性、免疫性

疾病的发生发展。有研究也表明在哮喘患者的血

清中 IL-17A 的表达是明显升高的 [1]。同时，IL-
17A 基因的 -197G/A 和 -692C/T 位点与多种免疫性

疾病相关。目前，IL-17A 启动子区 -197G/A 基因

多态性与疾病易感性的相关性研究是分子遗传流

行病学研究的热点，已有其与多种肿瘤（卵巢癌、

胃癌等）、免疫相关性疾病（川崎病、炎症性肠

病等）易感性相关的报道 [16-17]。而在国内外的不

同种族和地区都进行了针对 -197G/A 位点 SNP 与

儿童哮喘易感性的研究，有阳性结果亦有阴性结

果 [18-19]。同时，检索文献发现目前尚无 IL-17A 基

因 -692C/T 位点 SNP 与儿童哮喘易感性相关性研

究的报道，但已有其与溃疡性结肠炎易感性相关

的报道，本研究首次采用 SSP-PCR 法研究其基因

多态性与儿童哮喘的关系。

本研究应用 SSP-PCR 检测了泸州地区儿童 IL-
17A -197 位点和 -692 位点的 SNP，通过统计分析

发现：在本研究对象中 IL17A 基因启动子区 -692C/

T、-197G/A 存在多态性；IL-17A 基因启动子区 -692

位点的 3 个基因型在健康对照组儿童中分布频率

情 况：CC 型 31%，CT 型 53%，TT 型 16%， 等

位 基 因 以 C 型（58%） 为 多； 与 Vargas-Alarcón

等 [20] 报道的在墨西哥人群中 CC 型 5.0%，CT 型

33.0%，TT 型 61.0% 的分布情况有所不同，这可

能与研究对象的地区和种族差异有关，这也能从

侧面说明哮喘的发病与基因遗传相关，与地区和

人种的差异有关；将哮喘组与对照组对比，IL-17A

基因启动子区 -692 位点的 TT 基因型、T 等位基因

的分布频率差异有统计学意义（P<0.05），提示

IL-17A 基因启动子区 -692 位点 T 等位基因可能是

儿童哮喘发病的易感基因，携带 T 等位基因者罹

患儿童哮喘的风险比携带 C 等位基因者高 1.413 倍。

而在本研究中 IL-17A 基因 -197G/A 位点的基因型

及等位基因分布频率在哮喘组和对照组间比较差

异无统计学意义，提示 IL-17A 基因启动子区 -197G/

A 位点基因多态性可能与儿童哮喘的易感性不相

关。本研究结果将为儿童哮喘易感基因的生物信

息数据库提供支持，进而为寻找到哮喘的候选基

因，为患病高风险人群早期干预奠定基础。

综上，IL-17A 基因启动子区 -692 位点 SNP 与

儿童哮喘易感性相关，-692TT 基因型携带者更易

罹患哮喘。至于 -692 位点的 SNP 与 IL-17A 蛋白

的表达是否相关，则需功能学试验的进一步研究。

同时，基因多态性在不同区域同一族群，相同区

域不同族群间的分布频率是不尽相同的，故有可

能与疾病的易感性的关系也存在差异。所以，将

研究对象扩展至不同区域、不同族群进行多中心
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大样本的采集研究，IL-17A 基因多态性与儿童哮

喘易感性的关系才能得到进一步的揭示。
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