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　　［摘　要］　目的　探讨哮喘免疫调节基因Ｔｉｍ４启动子区和内含子区多态性与中国西南地区儿童变应性哮
喘的遗传易感性的关联。方法　选取哮喘组儿童５７９例，平均年龄７．２岁；对照组儿童５２４例，平均年龄７．６岁。
研究ＴＩＭ４基因启动子区的ＲＳ６８８２０７６和内含子区ＲＳ４７０４７２７两个位点，采用ＰＣＲＲＦＬＰ检测所有研究对象的两
个多态性位点的基因型，进行病例对照研究分析。结果　ＰＣＲＲＦＬＰ检测结果显示，ＴＩＭ４基因启动子区的
ＲＳ６８８２０７６和内含子区ＲＳ４７０４７２７这两个多态性位点在检测人群中均存在。哮喘组和对照组 ＲＳ４７０４７２７位点基
因型分布频率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；哮喘组ＲＳ４７０４７２７位点单核苷酸多态性的Ｔ等位基因比例明显低于
对照组，差异有统计学意义（ＯＲ＝１．６０３；９５％ＣＩ１．３０４～１．９７１；Ｐ＜０．０１）。ＲＳ６８８２０７６位点基因型及等位基因分
布频率在哮喘组和对照组间差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＴＩＭ４基因内含子区ＲＳ４７０４７２７位点与儿童
变应性哮喘易感性相关，为中国西南地区儿童哮喘的发病机制研究提供了参考。
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　　哮喘是儿童时期最常见的慢性呼吸道变应性疾
病，近些年来儿童哮喘在全球范围有逐渐增加的趋

势［１２］，２００３年我国城区儿童哮喘患病率调查显示：
全国儿童哮喘平均累计患病率是１．９２％，其中重庆
累计患病率最高（４．６３％）［３］。儿童哮喘病因既受

环境因素的影响，又有明显的遗传倾向，是一种复杂

的多因子多基因遗传病［４］。ＭｃＩｎｔｉｒｅ等［５］在小鼠１１
号染色体上确定了一个可以调节 Ｔ细胞和气道表
型的基因座Ｔａｐｒ（Ｔｃｅｌｌａｎｄａｉｒｗａｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅｒｅｇｕｌａ
ｔｏｒ），并在这一座位上发现了一个新的 ＴＩＭ（Ｔｃｅｌｌ
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ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｄｏｍａｉｎａｎｄｍｕｃｉｎｄｏｍａｉｎ）基因家
族，人类 ＴＩＭ基因家族包括：ＴＩＭ１、ＴＩＭ３、ＴＩＭ４。
ＴＩＭ基因家族有调节Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞介导的免疫应
答的作用，ＴＩＭ基因家族在哮喘等变态反应性疾病
和自身免疫性疾病的发生发展中起到至关重要的作

用［６］，ＴＩＭ４是ＴＩＭ１的天然配体，专一地表达在巨
噬细胞、树突状细胞等抗原提呈细胞表面，与 ＴＩＭ１
结合后刺激 Ｔｈ２细胞的增值和分化［７９］。ＴＩＭ４基
因是最新发现的一个 ＴＩＭ基因家族成员，Ｎａｋａｊｉｍａ
等［１０］在对美国黑人、高加索人、日本人的研究中报

道了ＴＩＭ４基因存在多态性，但未对这些单核苷酸
多态性与哮喘的相关性进行研究。ＴＩＭ４基因作为
一个新发现基因，国内有关其基因多态性与哮喘的

研究较少，本研究选取 ＴＩＭ４基因启动子区的
ＲＳ６８８２０７６和内含子区 ＲＳ４７０４７２７两个位点，研究
其与儿童哮喘的易感性和表型之间的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
研究对象为２～１５岁的儿童，均来自中国西南

地区，其中无血缘关系并就诊于解放军第三军医大

学西南医院儿科门诊的哮喘患儿５７９例作为哮喘
组（女孩２２６例，男孩３５３例），平均年龄 ７．２岁；
无哮喘等变应性疾病的健康儿童５２４例作为对照
组（女孩３０４例，男孩２２０例），平均年龄 ７．６岁。
儿童哮喘诊断标准参照儿童支气管哮喘防治常规

（试行）［１１］，同时还必须满足以下两个临床指标：

（１）３次或以上肺部体查有哮鸣音或临床出现喘息、
气短、胸闷的发作史。（２）使用平喘药物（支气管扩
张剂）可使喘息症状减轻或缓解。对照组儿童来自

同时期、同地区我科门诊、住院患儿、或幼儿园、小学

体检儿童。选择标准如下：（１）无哮喘及其他变应
性疾病史；（２）排除伴有其他慢性疾病。本研究获
得儿童家长的知情同意及解放军第三军医大学医学

伦理委员会的批准。

哮喘组患儿皮肤变应原点刺试验、血清总 ＩｇＥ
和嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）检测至少有１项是阳性，对
照组儿童３项均阴性。皮肤变应原点刺试验采用标
准阿罗格变应原皮试点刺试剂盒，可检测重庆地区

常见１４种变应原，包括吸入性变应原：粉尘螨、屋尘
螨、棉絮、狗毛、猫毛、蟑螂、法国梧桐、草花粉、香

烟；摄入性变应原：鸡蛋黄、鸡蛋清、海蟹、牛肉、牛

奶。组胺作阳性对照液，生理盐水作阴性对照液。

至少１种变应原呈阳性就认为皮肤点刺试验阳性。

采用酶联免疫吸附试验 ＥＬＩＳＡ法（美国 ＢＩＯ
ＣＨＥＣＫ）进行总 ＩｇＥ检测。外周血 ＥＯＳ计数采用
ＳｙｓｍｅｘＸＳ８００ｉ全自动血液分析仪检测。本研究分
别以总ＩｇＥ１００ＩＵ／ｍＬ，外周血 ＥＯＳ３００×１０６个／Ｌ
作为区分正常和异常的临界值。

１．２　基因分型
基因组 ＤＮＡ提取采用试剂盒（Ｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）

Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＳＥＢｌｏｏｄＤＮＡＫｉｔ（Ｄ３４７１０２）。采用
聚合酶链反应 －限制性片段长度多态性（ＰＣＲ
ＲＦＬＰ）法对ＴＩＭ４基因启动子ＲＳ６８８２０７６和内含子
ＲＳ４７０４７２７两个多态性位点进行分析。ＤＮＡ扩增
选择高保真ＫＯＤｐｌｕｓ２０１聚合酶（ＴＯＹＯＢＯＪａｐａｎ）
在 ＰＣＲ扩增仪（ＢｉｏＲａｄＵＳＡ）上进行。启动子
ＲＳ６８８２０７６和内含子ＲＳ４７０４７２７两个位点的引物设
计参考文献［１２］，由上海英俊生物公司合成。ＰＣＲ反
应总体系５０μＬ，包括５０ｎｇ的 ＤＮＡ模板，０．２ｍＭ
的ｄＮＴＰｓ，０．２μＭ各个引物，１ｍＭＭｇＳＯ４，１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ和 １Ｕ的 ＫＯＤｐｌｕｓＤＮＡ聚合酶。ＰＣＲ
循环情况包括 ９４℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
ＲＳ６８８２０７６和 ＲＳ４７０４７２７退火温度分别是 ５８℃和
５８．５℃，３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ。采用特异性限制性内切酶（ＤｄｅＩＰｒｏｍｅｇｅ
ＵＳＡ，ＢｓｅＮＩＦｅｒｍｅｎｔａｓＵＳＡ）对 ＲＳ６８８２０７６位点和
ＲＳ４７０４７２７位点进行酶切，产物采用含溴化乙锭的
１．５％琼脂糖凝胶电泳后在 Ｇｅｌ２０００型凝胶成像仪
（ＢｉｏＲａｄＵＳＡ）上进行分析。
１．３　统计学分析

利用在线 Ａｒｌｅｑｕｉｎ软件基于拟合优度 χ２检验
对病例组和对照组进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验。
通过Ｆｉｓｈｅｒχ２检验（ＳＰＳＳ１３．０）来区分哮喘组和对
照组的等位基因和基因型之间的统计学差异，并分

析哮喘遗传多态性的风险比值比（ＯＲ）和９５％可信
区间（ＣＩ）。采用在线 ＳＨＥｓｉｓ软件进行两两 ＳＮＰ位
点的连锁不平衡分析并构建单体型进行病例对照研

究。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

哮喘组和对照组两个位点的等位基因和基因型

分布符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验（Ｐ＞０．０５）。哮
喘组和对照组 ＲＳ４７０４７２７位点基因型分布频率差
异有统计学意义（Ｐ＜０．００１），两组间ＲＳ６８８２０７６位
点基因型分布频率差异无统计学意义（Ｐ＝０．１６９），
见表１。哮喘组ＲＳ４７０４７２７位点单核苷酸多态性的
Ｔ等位基因频率明显低于对照组，差异有统计学意
·１２１·
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义（Ｐ＜０．００１），ＲＳ６８８２０７６位点Ａ等位基因的频率
与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．３８１），见表
２。哮喘患儿携带Ｔ等位基因与 Ｇ等位基因相比存
在风险（ＯＲ＝１．６０３；９５％ＣＩ１．３０４～１．９７１）。

此外，ＴＩＭ４基因启动子区 ＲＳ６８８２０７６位点与

其内含子区 ＲＳ４７０４７２７位点存在较虚弱的连锁不
平衡（ｒ２＝０．２３１），两个位点构建的频率大于５％的
单体型分析，ＡＧ、ＡＴ和 ＧＴ单体型在两组中差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＧＧ单体型在哮喘组与
对照组中差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表３。

表１　ＴＩＭ４基因两种多态性位点在对照组和哮喘组基因型的分布　［例（％）］

组别 例数
ＲＳ６８８２０７６

Ｇ／Ｇ Ｇ／Ａ Ａ／Ａ
ＲＳ４７０４７２７

Ｇ／Ｇ Ｇ／Ｔ Ｔ／Ｔ
对照组 ５２４ ２６４（５０．４） ２０５（３９．１） ５５（１０．５） ２８５（５４．４） ２１４（４０．８） ２５（４．８）
哮喘组 ５７９ ２６５（４５．８） ２５９（４４．７） ５５（９．５） ３９６（６８．４） １６５（２８．５） １８（３．１）
χ２值 ３．５５３ ２２．８８２
ＯＲ值（９５％ＣＩ） １．０００ ０．７９５（０．６１９～

１．０２０）
１．００４（０．６６６～
１．５１４）

１．０００ １．８０２（１．３９８～
２．３２３）

１．９３０（１．０３３～
３．６０４）

Ｐ值 ０．１６９ ＜０．００１

　　表２　ＴＩＭ４基因两种多态性位点在对照组和哮喘组
等位基因的分布　［例（％）］

组别 例数
ＲＳ６８８２０７６

Ｇ Ａ

ＲＳ４７０４７２７

Ｇ Ｔ

对照组 ５２４７３３（６９．９） ３１５（３０．１） ７８４（７４．８） ２６４（２５．２）
哮喘组 ５７９７８９（６８．１） ３６９（３１．９） ９５７（８２．６） ２０１（１７．４）
χ２值 ０．８４１ ２０．２９２
ＯＲ值（９５％ＣＩ） １．０００ ０．９１９（０．７６～

１．１０１）
１．０００ １．６０３（１．３０４～

１．９７１）
Ｐ值 ０．３８１ ＜０．００１

　　表３　ＴＩＭ４基因两个位点构成的单体型在对照组和
哮喘组的分布　［例（％）］

组别 例数
单体型

ＡＧ ＡＴ ＧＧ ＧＴ

对照组 ５２４ ６３（１１．９） ９４（１８．１） ３３０（６２．９） ３７（７．１）
哮喘组 ５７９ ９８（１６．９） ８７（１４．９） ３８０（６５．７） １４（２．４）
χ２值 １１．０５ ４．０７ １．９３ ２６．８９
ＯＲ值（９５％ＣＩ）１．５０４（１．１８１

～１．９１６）
０．７９３（０．６３３
～０．９９３）

１．１３２（０．９５０
～１．３４７）

０．３２６（０．２０９
～０．５０８）

Ｐ值 ０．００１ ０．０４４ ０．１６５ ＜０．００１
　　注：单体型组成顺序ＲＳ６８８２０７６和ＲＳ４７０４７２７，单体型频率＞５％

３　讨论

有关ＴＩＭ１和ＴＩＭ３基因多态性的研究在国内
外相对较多，但由于ＴＩＭ４基因最近才被发现，故关
于ＴＩＭ４基因多态性与哮喘的研究国内外均相对较
少。夏义平等［１３］对湖北地区１４５例成年哮喘患者
和１３０例健康人群的 ＴＩＭ４基因的 ３个基因位点
ＰＣＲＲＦＬＰ病例对照研究发现，中国汉族人群ＴＩＭ４
基因８５７０Ｇ＞Ａ基因多态性与哮喘有关，未检测到
Ｔｈｒ１７９Ｉｌｅ（Ｃ＞Ｔ）和１１５１５Ｃ＞Ａ位点基因多态性，
并且发现该位点的多态性不影响ＩｇＥ水平。吴小慧
等［１４］对湖北地区１８５名哮喘患者（年龄３～６９岁）

和１６２名健康者的ＴＩＭ４基因Ｌｙｓ６５Ｌｙｓ（Ｇ／Ａ）外显
子２区、Ｖａｌ１７２Ｍｅｔ（Ｇ／Ａ）外显子 ３区、Ｖａｌ３６５Ｍｅｔ
（Ｇ／Ａ）外显子９区３个位点的单核苷酸多态性进行
了研究，发现外显子２区 Ｌｙｓ６５Ｌｙｓ（Ｇ／Ａ）存在基因
多态性，但其位点的基因多态性与中国湖北地区汉

族人群支气管哮喘无相关性，未发现 Ｖａｌ１７２Ｍｅｔ（Ｇ／
Ａ）、Ｖａｌ３６５Ｍｅｔ（Ｇ／Ａ）２个基因位点存在基因多态
性。Ｎａｋａｊｉｍａ等［１０］报道在３２名健康日本人、美国
黑人中Ｌｙｓ６５Ｌｙｓ（Ｇ／Ａ）位点的突变率分别为３．１％
和１．６％，而吴小惠等［１４］在湖北地区健康人中检测

到其突变率是８％，在哮喘患者为７％，与 Ｎａｋａｊｉｍａ
等［１０］的研究存在较大差异，发生这种现象可能是由

于遗传上的差异导致不同地域、种族人群相差较大，

也与Ｎａｋａｊｉｍａ等研究的样本例数较少有关。
蔡鹏程等［１５］对湖北地区５～１７岁哮喘儿童采

用错配引物ＰＣＲＲＦＬＰ病例对照研究，研究了 ＴＩＭ
４基因的启动子区ＲＳ６８７４２０２和ＲＳ６８８２０７６两个位
点，发现 ＴＩＭ４基因的 ＲＳ６８７４２０２位点等位基因及
基因型的频率在哮喘组和健康对照组之间的差异有

统计学意义，而 ＴＩＭ４基因的 ＲＳ６８８２０７６位点等位
基因及基因型的频率在哮喘组和健康对照组之间的

差异无统计学意义，随后排除了年龄、性别、和被动

吸烟这３种因素而进行的 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析也得出
了相同的结论。ＲＳ６８８２０７６位点位于 ＴＩＭ４基因翻
译起始 ＡＴＧ上游的８８位点。本研究也发现
ＲＳ６８８２０７６位点与儿童哮喘无相关性，与蔡鹏程
等［１５］的研究一致。但 Ｇｈｅｃｈａｍ［１２］在山东地区的人
群研究却证实 ＲＳ６８８２０７６位点基因型及等位基因
频率在哮喘组和健康对照组之间差异存在统计学意

义；同时也证实了内含子２区 ＲＳ４７０４７２７与哮喘有
关；他的研究结果还显示 ＲＳ６８８２０７６位点和
·２２１·
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ＲＳ４７０４７２７位点之间存在较弱的连锁不平衡（ｒ２＝
０．１２２），本研究也得出相似结果。这些基于不同地
区、不同人群的多样性研究为哮喘易感基因的遗传

学研究提供了重要的信息。

综上所述，本研究虽然是大样本的病例对照研

究，但缺乏更为可靠的大样本且基于家系的病例对

照研究结果支持。目前对 ＴＩＭ４基因的研究尚处于
起步阶段，ＴＩＭ４基因 ＲＳ４７０４７２７位点 Ｇ突变为 Ｔ
是否影响ＴＩＭ４基因的转录效率而影响其生物学功
能仍需进一步研究，从而明确它与人类气道高反应

性及哮喘的关系。ＴＩＭ４基因的研究仍需继续大样
本多中心的合作研究，对 ＴＩＭ４基因多态性与疾病
的相关性研究，必将加深人们对自身免疫性疾病和

变应性疾病发病机制的理解，为疾病的预防、诊断和

治疗提供新的思路。
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