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"

=($"YZ@和 SM=!=&'PYZF基因多态性与
呼吸道合胞病毒毛细支气管炎的相关性

张亚丽!董琳!陈小芳

"温州医学院附属育英儿童医院呼吸科!浙江 温州%;#<"#M#

%%"摘%要#%目的%探讨肿瘤坏死因子$H7@&G

-

G;"B_aC*白细胞介素$[D&G>G!M=_a&基因多态性与呼吸道合

胞病毒$$OZ4& 毛细支气管炎易感性的关系' 方法%应用聚合酶链反应G限制性酶切片段长度多态性技术$0&OG

O@D0&检测 !<"例OZ4毛细支气管炎患儿$病例组&和 !#"例正常对照儿童$对照组&H7@G

-

G;"B_aC和[DG>G!M=_a&

的基因多态性' 结果%

"

病例组H7@G

-

G;"B 位点__*_C*CC基因型频率分别为 >B6"I*#B6"I*=6"I(_*C等位

基因型频率分别为 B#6"I(!B6"I#对照组H7@G

-

G;"B 位点__(_C(CC基因型频率分别为 B"6BI(!$6#I("(_*C

等位基因型频率分别为 $"6=I($6>I#两组基因型及等位基因频率差异有显著性意义(病例组C等位基因的频率

明显高于对照组$

!

#

b<6>><(M6M#>(均Lc"6"<&#与_等位基因携带者相比(C等位基因携带者患 OZ4毛细支气

管炎的风险增加了 #6"M! 倍$#Ob#6"M!( Lc"6"<&#

#

病例组和对照组 [DG>G!M=_a&位点均只见 __基因型'

结论% H7@G

-

G;"BC等位基因与OZ4毛细支气管炎的易感性相关(其可能是影响OZ4毛细支气管炎发病的一个重

要候选基因#温州地区汉族儿童未发现[DG>G!M=_a&基因多态性' "中国当代儿科杂志$#$$%$&&%&$&'"#& )"#P#

"关%键%词#%呼吸道合胞病毒# 毛细支气管炎#基因多态性#肿瘤坏死因子G

-

#白细胞介素G>#儿童

"中图分类号#%OM#<6>%%"文献标识码#%C%%"文章编号#%!""B :BB;"$#""$&!" :"B#! :"=

@66,/+23+,;,034:,5;1/5,6+602/3,5=

"

=;"BYZ@2;8+;315-149+;=> =!M=YZF.1;1<,-?=

:,5<7+6:6J+37371646/1<3+A+-+3? ,0516<+523,5? 6?;/?3+2->+546A5,;/7+,-+3+6

.'4)!$/+5-( E#)!5-3( &'()1-/0+9/3A:E%F/M=?%3=0>L*@?03/MB( $*B-3A &8-@CM%3R<'0<F-=/@4>>-@-/=%C =06%3J80*

,%C-G/@&0@@%A%( 6%3J80*( .8%I-/3A ;#<"#M( &8-3/ $E03A 5( (?/-@% C03A@-3"M#BPN-F:<-3/:G0?&

%%@A6352/3% BAC1/3+>1%H+R,V1X,'-2RR+9(2,(+) +U,V.+3)-93+R(RU29,+3$H7@&G

-

G;"B_aC2)1 (),-35-VW() $[D&G> G

!M=_a&S-)-/+5X.+3/'(R.RY(,' ,'-RVR9-/,(T(5(,X+U3-R/(32,+3XRX)9X,(25Q(3VR$OZ4& T3+)9'(+5(,(R6D137,86%

0+5X.-32R-9'2() 3-29,(+)G3-R,3(9,(+) U32S.-),5-)S,' /+5X.+3/'(R.$ 0&OGO@D0& Y2RVR-1 ,+(1-),(UX,'-/+5X.+3/'(R.R

2,/+R(,(+) ;"B +U,'-H7@G

-

/3+.+,-32)1 G!M= +U,'-[DG> /3+.+,-3() !<" 9'(513-) Y(,' OZ4T3+)9'(+5(,(R2)1 !#" '-25,'X

9'(513-) $9+),3+5S3+V/&6E164-36%H'-U3-eV-)9X+U__( _C2)1 CCS-)+,X/-R+UH7@G

-

G;"B Y2R>B6"I( #B6"I 2)1

=6"I 3-R/-9,(Q-5X() ,'-OZ4S3+V/( Y'(5-,'2,Y2RB"6BI( !$6#I 2)1 " 3-R/-9,(Q-5X() ,'-9+),3+5S3+V/6H'-3-Y-3-

R(S)(U(92),1(UU-3-)9-R() ,'-S-)+,X/-U3-eV-)9(-RT-,Y--) ,'-,Y+S3+V/R$

!

#

b<6>><( Lc"6"<&6H'-U3-eV-)9X+U_

2)1 C255-5-R() ,'-OZ4S3+V/ Y2RB#6"I 2)1 !B6"I 3-R/-9,(Q-5X( Y'(5-,'2,Y2R$"6=I 2)1 $6>I 3-R/-9,(Q-5X() ,'-

9+),3+5S3+V/6H'-U3-eV-)9X+UC255-5-() ,'-OZ4S3+V/ Y2RR(S)(U(92),5X'(S'-3,'2) ,'2,() ,'-9+),3+5S3+V/ $

!

#

b

M6M#>( Lc"6"<&6&+./23-1 ,+,'-9'(513-) 9233X()S_255-5-( ,'-9'(513-) Y(,' C255-5-1-.+)R,32,-1 2#6"M!GU+51

()93-2R-1 3(RW +UOZ4T3+)9'(+5(,(R$#Ob#6"M!( Lc"6"<&68)5X__S-)+,X/-Y2R1-,-9,-1 2,/+R(,(+) G!M= +U[DG> ()

T+,' S3+V/R6F,;/-46+,;6%H7@G

-

G;"BC(R2RR+9(2,-1 Y(,' ,'-RVR9-/,(T(5(,X+UOZ4T3+)9'(+5(,(R2)1 (,.(S',T-2)

(./+3,2),92)1(12,-S-)-U+3,'-1-Q-5+/.-),+UOZ4 T3+)9'(+5(,R6[DG>G!M=_a&S-)-/+5X.+3/'(R. (R)+,U+V)1 ()

9'(513-) () n-)o'+V 23-26 !F7+;G F,;31:<H18+235( #$$%( && $&$&%"#& )"#P"

%%I1? J,586%%O-R/(32,+3XRX)9X,(25Q(3VR# F3+)9'(+5(,(R# _-)-/+5X.+3/'(R.# HV.+3)-93+R(RU29,+3G

-

# [),-35-VW()G

># &'(51

%%呼吸道合胞病毒$OZ4&是世界范围内婴幼儿下

呼吸道感染$DOH[&最常见的病原(可引起毛细支气

管炎和肺炎(也是导致哮喘的重要原因(但发病机制

尚不明了' 肿瘤坏死因子 $H7@&G

-

*白细胞介素

$[D&G> 作为重要的促炎细胞因子(广泛参与机体的

炎症G免疫反应的调节' 体外研究表明( OZ4感染

)!#B)
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的上皮细胞能直接或间接地产生大量促炎细胞因子

如H7@G

-

*[DG> 等(募集免疫细胞到炎症部位来调节

炎症反应!!"

' 临床研究亦证实(OZ4毛细支气管炎

患儿的鼻咽分泌物$70Z&和血清中存在高水平的

H7@G

-

和[DG>

!#(;"

(而调节这些细胞因子表达的基因

存在多态性' 因此(这些促炎因子基因的个体差异

可能在OZ4毛细支气管炎的发病中发挥重要作用'

#""> 年 !! 月至 #""M 年 ; 月(作者从OZ4毛细支气

管炎患儿外周血单个核细胞中提取N7C(测定H7@G

-

G;"B_aC和 [DG>G!M=_a&的单核苷酸多态性

$Z70&(并对其与OZ4毛细支气管炎的易感性进行

了研究(现报告如下'

&K资料与方法

&6&K一般资料

病例组为 #""> 年 !! 月至 #""M 年 ; 月首次入

住本院呼吸科病房(临床诊断为毛细支气管炎!="

(

经直接免疫荧光法检测鼻咽分泌物中 OZ4抗原确

诊为OZ4感染的患儿 !<" 例' 男 !!! 例(女 ;$ 例#

年龄 ! E#= 个月(平均$>6$$ ]=6#=&个月#均为汉

族儿童' 有早产*双胎*先天性心脏病*支气管肺发

育不良*免疫缺陷等基础疾病的患儿除外' 对照组

选择同期在本院健康体检的儿童 !#" 例' 男性 $#

例(女性 #B 例#年龄 # E#= 个月(平均$M6B$ ];6>;&

个月' 既往均无毛细支气管炎病史(无特应性疾病

史$包括哮喘*特应性鼻炎及特应性皮炎等&(亦无

家族特应性病史' 两组性别和年龄比较差异均无显

著性$Ld"6"<&' 本研究经本院学术伦理委员会讨

论通过并获得家长知情同意'

&6#K方法

!6#6!%标本采集%%患儿入院当日取静脉血

! .D( 加JNHC抗凝( :M"k冰箱保存(待提取模板

N7C' 对照组标本的采集与处理同上'

!6#6#%模板 N7C提取%%&'-5-\G!"" 快速提取

法%

"

取全血 !<"

&

D加入到装有 ! .D红细胞裂解

液的 !6< .D离心管中(充分混匀(静置 !" .()#

#

!" """ 3a.() 离心 ; .()( 弃上清(加0FZ 液 ! .D

洗 #次#

$

沉淀加入 !<"

&

D<I &'-5-\G!""(充分混

匀#

%

沸水浴 !" .()( 立即冰上冷却#

(

!# """ 3a.()

离心 ; .()(取上清备用( :#"k保存' &'-5-\G!""

由德国 Z(S.2公司购得'

!6#6;%聚合酶链反应G限制性酶切片段长度多态性

技术"0&OGO@D0#检测%%根据 H7@G

-

序列$7&F[

_-)F2)W 编号%C?#!=!>M&和 [DG> 序列$7&F[_-)G

F2)W 编号%C@;M##!=&(利用 03(.-3<6" 程序(设计

两对引物' 各位点信息*引物*产物长度*0&O反应条

件及限制性内切酶见表 !' 0&O反应体系为 #"

&

D%

03(.-3@$!"

&

.+5aD& !

&

D(03(.-3O$!"

&

.+5aD&

!

&

D(17H0A(\$# ..+5aD&#

&

D(AS&5

#

$#< ..+5aD&

!6>

&

D(!" sFVUU-3#

&

D(N7C模板 #

&

D(H2e N7C

聚合酶$! ha

&

D& !6<

&

D(去离子水 B6$

&

D' 取

0&O产物 <

&

D(限制性内切酶 ; h(!" sFVUU-3

!

&

D(余用去离子水补齐(总体积为 !"

&

D(;Mk水

浴箱中酶切过夜' ;" SaD琼脂糖凝胶鉴定基因型'

!6#6=%[DG> 测序分析%%从病例组和对照组分别

随机选取部分包含 [DG>G!M=_a&位点的 0&O扩增

产物进行测序分析(0&O产物纯化及测序分析由上

海基康生物技术有限公司完成'

&6(K统计学分析

各位点病例组*对照组基因型与 L231XGn-()G

TV3S平衡吻合程度用卡方$

!

#

&检验#病例组*对照组

各 Z70位点的基因型及等位基因频率用频数计数

法计算#两组基因型及等位基因型频率的差异用
!

#

检验计算#用5+S(R,(9回归模型判断等位基因型对发

病危险度的影响#以上均使用 Z0ZZ !!6< 软件进行

统计学分析#Lc"6"< 认为差异有显著性'

#K结果

#L&KOUT=

"

=($"YZ@基因型的判断

:;"B_等位基因存在 79+[酶的酶切位点(__

基因型扩增片段酶切产物为 !#; T/和 #" T/ # 个片

段(_C基因型为 !#; T/*!#" T/ 和 #" T/ ; 个片段(

CC基因型未被切开(#" T/ 的片段在电泳过程中弥

散而不可见$图 !&'

表 &K各位点的基本信息(引物(反应条件(产物产度及限制性内切酶

基因位点 位置 突变碱基 引物 产物长度 反应条件 内切酶

H7@G

-

启动子 _

#

C @%C__&CCHC__HHHH_C___9&CH !=; T/ $=k ; .()# $=k ;" R 79+[

:;"B _aC O%C&C&C&CC_&CH&CC__CHC&& <Mk ;" R(M#k ! .()( ;#个循环# M#k M .()

[DG> 启动子 _

#

& @%H&_H_&CH_C&HH&C_&HHH ="" T/ $=k ; .()# $=k ;" R L()!

.

:!M= _a& O%C_HH&CHC_&H___&H&&H_ >;6<k ;" R( M#k ! .()( ;#个循环# M#k M .()

%%小写字母处引入错配碱基以形成79+[酶的酶切位点

)##B)
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!""""""#""""""$"""""""%""""""&""""""'""""""""("""""")""""""* !+ ,

#++"-.

!%+"-.

!++"-.

'+"-.

#+"-.

%%图 &KOUT=

"

=($" YZ@位点HFE=ETMH电泳图谱

A% N7C分子质量标准##*; 为 __纯合子#!*<*>*M*B*$*!" 为

_C杂合子#= 为CC纯合子

#L#KOUT=

"

=($"YZ@单核苷酸多态性分析结果

H7@G

-

G;"B_aC位点病例组和对照组基因型

经 L231XGn-()T-3S平衡检验$

!

#

b=6M!=( =6>>##

Ld"6"<&(表明两组人群基因均来自同一孟德尔群

体(其分布在所调查的人群中已达到遗传平衡' 病

例G对照分析显示(病例组和对照组基因型及等位基

因型频率差异均有显著性意义(病例组C等位基因的

频率明显高于对照组$

!

#

b<6>><*M6M#>(Lc"6"<&

$表 #&#与_等位基因携带者相比(C等位基因携带

者患OZ4毛细支气管炎的风险增加了 #6"M! 倍

$#Ob#6"M!( $<I&;%!6#;" E;6=BM( Lc"6"<&'

#L(KSM=!=&'P YZF基因型判断

:!M= 位点处不存在 L()!

.

的酶切位点(故病

例组和对照组该位点的基因型均为 __型#但由于

0&O扩增的该段序列中含有一个 L()!

.

酶的天然

酶切位点(故该片段被切为 #M! T/和 !#$ T/两个片

段$图 #&(测序结果与0&OGO@D0一致$图 ;&(本研

究提示温州地区汉族儿童人群中未发现[DG>G!M= 位

点基因多态性'

%%表 #KOUT=

"

=($"YZ@病例=对照研究结果 例$I&

组别 例数
基因型频率

__ _C CC

等位基因频率

_ C

对照组 !#" $M$B"6B& #;$!$6#& "$"& #!M$$"6=& #;$$6>&

病例组 !<" !"#$>B6"& =#$#B6"& >$=6"& #=>$B#6"& <=$!B6"&

!""#$%

&'"#$%

('"#$%

(""#$%

'"#$%

) (#########&########*#######!########'########+

%%图 #KSM=!=&'P YZF位点HFE=ETMH电泳图谱

A%N7C分子质量标准#!*#*;*=*<*> 均为__纯合子

! ! ! ! !

"#$"%$"&$

' ' ' '' '( ( ( ( ( ( ( () ) )

%%图 (KSM=!=&'PYY基因型K[DG>G!M= 位点基因型均为

__型'

(K讨论

H7@G

-

作为一种重要的促炎细胞因子(在哮喘

气道炎症中的作用已得到证实' H7@G

-

不仅有抗病

毒活性#而且由于其在炎症反应早期能趋化*激活大

量的H细胞(从而在OZ4感染的免疫反应中发挥重

要作用' 另外(H7@G

-

可通过诱导[DG> 和[DGB 等细

胞因子的释放(增加血栓素 C# 的活性及促进炎症

细胞的粘附*浸润和游走等作用(来诱发和加重

OZ4感染所致的气道炎症反应' 既往研究显示(

OZ4毛细支气管炎患儿血清中 H7@G

-

水平明显升

高!;"

'

H7@G

-

基因长约 # >M> T/(包含 = 个外显子和 ;

个内含子(与主要组织相容性复合体$AL&&基因紧

密连锁(位于 > 号染色体LDCGNO及LDCGF位点之

间的LDCG[[[抗原基因簇(即 >/#!6;' H7@G

-

基因

存在多态性现象(其多态性位点包括 :;M>* :;"B*

:#;B* :!>; 和 M" 位点 _

#

C的碱基变化( :B>;

位点&

#

C* :!";! 位点 H

#

&( :B<M 及 :B<" 位

点&

#

H的碱基变化' 目前(研究最多的多态性位

点位于 H7@G

-

G;"B 位点(该位点由 _

#

C的突变造

成了限制性内切酶 79+[的识别位点的缺失' D+V(R

等!<"的研究证实(H7@G

-

G;"B 位点的突变影响其转

录水平( H7@G

-

G;"BC携带者的 H7@G

-

产量增高'

Z9'22U等!>"亦发现(H7@G

-

G;"BC等位基因型显著增

强H7@的生物活性(G;"BC与 H7@G

-

诱导性和持续

性高水平相关' 最新研究表明(H7@G

-

基因多态性

与支气管哮喘的易感性相关!M"

'

本研究发现(病例组和对照组 H7@G

-

G;"B_aC

基因型分布均符合 L231XGn-()TV3S平衡(表明两组

人群来自同一孟德尔群体(其基因型分布在所调查

的人群中已达到了平衡' 病例组 H7@G

-

G;"BC等位

基因频率明显高于对照组(与 _等位基因携带者相

比(C等位基因携带者患OZ4毛细支气管炎的风险

增加了 #6"M! 倍(表明 H7@G

-

G;"BC与 OZ4毛细支

气管炎的易感性相关(其可能是影响OZ4毛细支气

);#B)
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管炎发病的一个重要候选基因' 荷兰学者 L+-T--

等!B"曾对 H7@G;"B 位点基因多态性与 OZ4毛细支

气管炎易感性的相关性进行了研究(但未发现二者

的相关性' 造成结果差异的原因(首先可能是种族

的差异(其次可能是样本量的不同'

[DG> 是另一个重要的促炎细胞因子(在机体的

免疫调节及炎症反应中发挥重要作用' OZ4毛细

支气管炎患儿血清及 70Z 中 [DG> 水平明显增

高!#(;"

(提示其在OZ4毛细支气管炎的炎症反应中

亦发挥重要作用' 人[DG> 基因定位于 M/#!(含 < 个

外显子和 = 个内含子(全长 M WT' [DG> 基因 <m端非

编码区及 ;m端均存在多态性(其中位于基因 <m端的

:!M=_a&* :<$M_aC* :<M#_a&位点核苷酸的变

异能影响 [DG> 的转录水平' 波兰学者发现 [DG>G

!M=_a&位点核苷酸的变异能影响血浆 [DG> 的表达

水平(并且与胰腺癌及慢性胰腺炎的发病有关!$"

'

美国学者_-),(5-等!!""则发现([DG>G!M= 位点的基因

型同OZ4GDOH[患儿的住院时间和氧饱和度有关'

而来自东亚的一些报道则发现中国*日本*韩国等东

亚人群中可能不存在G!M=_a&位点的多态性!!! E!;"

'

本研究采用0&OGO@D0方法对病例组和对照组患儿

的[DG>G!M= 位点进行检测(发现该位点的基因型均

为__型(为进一步验证此结果(又从两组患儿中随

机选取一些标本进行 N7C测序(结果同 0&OGO@D0

检测结果一致(提示在温州地区汉族儿童人群中未

发现该位点的多态性' 近来国内两篇分别关于[DG>

基因多态性与肺癌和尘肺易感性的相关性研究亦发

现 [DG>G!M= 位点基因型均为 __型!!=(!<"

' 因此(

[DG>G!M= 位点基因多态性在中国人中是罕见的(造

成此种差异的原因主要是种族的差异' 由于本研究

未对[DG> 的其他 Z70位点进行研究(所以尚不能对

[DG> 基因多态性与 OZ4毛细支气管炎的关系得出

结论'

综上所述(本研究结果提示 H7@G

-

G;"BC与

OZ4毛细支气管炎的易感性有关(其可能是影响

OZ4毛细支气管炎发病的一个重要候选基因' 但

H7@G

-

基因多态性只能部分解释 OZ4毛细支气管

炎的易感性(本课题组其他研究发现 OC7HJZG=";C

等位基因*[DGBG#<!C与 MB!&等位基因形成的 C&

单体型均与OZ4毛细支气管炎的易感性相关(这些

易感基因相互之间是否存在联合或协同作用(目前

尚不明了(有待今后进一步研究!!>"

'
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