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儿童非特异性慢性咳嗽病因及与 ＴＲＰＶ１基因
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　　［摘　要］　目的　研究儿童非特异性慢性咳嗽病因及与瞬时感受器离子通道受体１（ＴＲＰＶ１）基因多态性的
关系。方法　对１９５例非特异性慢性咳嗽患儿首次就诊后半个月、１个月、３个月进行随访，以明确病因。采用聚
合酶链反应限制性酶切片段多态性 （ＰＣＲＲＦＬＰ）方法对其进行 ＴＲＰＶ１基因 ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０位点的
基因型和等位基因分析。２０５例健康或无慢性咳嗽的外科患儿作为对照。结果　１９５例非特异性慢性咳嗽患儿病
因分布如下：咳嗽变异性哮喘（ＣＶＡ）９６例（４９．２％）、ＣＡＶ合并上气道咳嗽综合征（ＣＶＡ＋ＵＡＣＳ）４８例（２４．６％）、
感染后咳嗽３４例（１７．４％）、上气道咳嗽综合征（ＵＡＣＳ）１７例（８．７％）。ＴＰＰＶ１基因 ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０
位点均可检出３种基因型：ｒｓ２２２７４７（ＣＣ、ＧＣ、ＧＧ）；ｒｓ２２２７４８（ＣＣ、ＴＣ、ＴＴ）；ｒｓ８０６５０８０（ＣＣ、ＴＣ、ＴＴ）。ｒｓ２２２７４７位点
基因多态性分布不符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律，故未进行下一步分析。慢性咳嗽组和对照组比较 ｒｓ２２２７４８位点、
ｒｓ８０６５０８０位点基因型和等位基因频率经Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ多重检验校正差异均无统计学意义。结论　非特异性慢性咳嗽
患儿中ＣＶＡ、ＵＡＣＳ、感染后咳嗽是引起儿童慢性咳嗽的主要病因。ＴＲＰＶ１基因ｒｓ２２２７４８和ｒｓ８０６５０８０位点基因多态
性可能与非特异性慢性咳嗽的发生无关。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（７）：５２４－５２８］
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　　咳嗽是儿童呼吸系统疾病最常见的症状之
一［１］，７～１１岁的儿童中约９％曾患有慢性咳嗽［２］。

咳嗽也是一种重要的呼吸防御反射，气道的咳嗽感

受器受到刺激后被激活，经咳嗽传入神经将冲动传

入脑干咳嗽中枢，再经传出神经活化相应的肌群产

生咳嗽。有研究显示位于咳嗽传入神经 Ｃ纤维神
经末梢的瞬时感受器离子通道受体１（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ１，ＴＲＰＶ１）在咳嗽机制中发
挥重要作用［３］。ＴＲＰＶ１基因位于人类 １７ｐ１３染色
体，有研究显示ＴＲＰＶ１基因ＵＴＲ３多态性与中国北
京汉族儿童哮喘易感性相关［４］。ＴＲＰＶ１基因多态
性是否与儿童非特异性慢性咳嗽的发生相关，目前

还未见相关报道。本研究通过分析非特异性慢性咳

嗽患儿和对照儿童ＴＲＰＶ１基因ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、
ｒｓ８０６５０８０位点的多态性，探索 ＴＲＰＶ１基因与儿童
非特异性慢性咳嗽的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选择２００８年６月至２０１０年１０月在重庆医科

大学附属儿童医院哮喘中心门诊就诊的非特异性慢

性咳嗽（咳嗽＞４周）患儿１９５例，其中男１１５例，女
８０例，年龄４个月至１４岁，平均年龄６３±３４个月。
全部病例诊断按照中华医学会儿科学分会呼吸学组

与《中华儿科杂志》编辑委员会２００８年制定的《儿
童慢性咳嗽诊断与治疗指南》的标准［５］。详细询问

病史（包括咳嗽病程，咳嗽性质，有无呼吸困难及

喘息病史，有无鼻炎、鼻窦炎，有无哮喘及过敏性

鼻炎家族史），全面体格检查及辅助检查。初诊

后针对病因进行特异性治疗。首次就诊后半个月、

１个月、３个月随访患儿情况，以明确病因，并及时修
正诊断并制定下一步治疗方案。以２００９年５月至
２０１１年５月体检正常儿童和重庆医科大学附属儿
童医院骨科病房住院的外伤患儿共 ２０５例为对照
组，均无慢性咳嗽及喘息病史，其中男 １２７例，女
７８例，年龄１～１４岁，平均年龄６６±３１个月。
１．２　方法

采用聚合酶链反应限制性酶切片段多态性

（ＰＣＲＲＦＬＰ）方法对１９５例慢性咳嗽患儿及２０５例
对照儿童进行 ＴＲＰＶ１基因 ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、
ｒｓ８０６５０８０位点的基因型和等位基因分析。
１．２．１　ＴＲＰＶ１基因多态性位点选择　　采用 Ｈａｐ
ｌｏｖｉｅｗ（４．２）软件选择 ＴＲＰＶ１基因的标签单核苷酸
多态性（ＳＮＰ），从中选择位于外显子区域的

ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、ｒｓ２２２７４９位点，因ｒｓ２２２７４９位点
未找到合适的酶切位点，故未纳入本研究。Ｃａｎｔｅｒｏ
Ｒｅｃａｓｅｎｓ等［６］研究发现在哮喘患儿中 ｒｓ８０６５０８０位
点基因多态性与喘息和咳嗽的发作有关，故将

ｒｓ８０６５０８０位点纳入本研究。ｒｓ２２２７４７位于ＴＲＰＶ１基
因第９个外显子（参考序列ＮＧ０２９７１６．１），ｒｓ２２２７４７
位点的Ｃ／Ｇ突变在蛋白水平表现为ＴＲＰＶ１３１５位点
异亮氨酸变为蛋氨酸；ｒｓ２２２７４８位于 ＴＲＰＶ１基因第
７个外显子（参考序列 ＮＧ０２９７１６．１），ｒｓ２２２７４８位点
的Ｃ／Ｔ突变在蛋白水平表现为ＴＲＰＶ１１６７位点组氨
酸的同义突变；ｒｓ８０６５０８０位于ＴＲＰＶ１基因第１５个外
显子（参考序列 ＮＧ０２９７１６．１），ｒｓ８０６５０８０位点的
Ｃ／Ｔ突变在蛋白水平表现为 ＴＲＰＶ１５８５位点缬氨酸
变为异亮氨酸。

１．２．２　标本采集及血液基因组ＤＮＡ的提取　　慢
性咳嗽组及对照组均采集经肝素钠抗凝的静脉血，

用ＴＩＡＮａｍｐＤＮＡ提取试剂盒法提取血液基因组
ＤＮＡ（ＴＩＡＮａｍｐ天根生化科技有限公司）。
１．２．３　引物设计　　ＰＣＲ引物采用在线引物设计
（ｈｔｔｐ：／／ｓｅｑ．ｙｅａｓｔｇｅｎｏｍｅ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｗｅｂｐｒｉｍｅｒ），
检测ｒｓ２２２７４７位点等位基因引物序列：上游引物５′
ＣＡＧＡＧＡＣＡＧＡＧＧＧＡＧＴＴＴＧＧＡ３′，下 游 引 物 ５′
ＡＣＡＣＡＣＡＧＡＴＡＧＣＧＡＣＧＣＣＡ３′；ｒｓ２２２７４８位点上游
引物：５′ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＣＴＣＴＧＴ３′，下游引物５′
ＡＧＧＡＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＧＣＡＡＧＧＡ３′；ｒｓ８０６５０８０位点上
游引物 ５′ＣＡＡＧＴＣＣＴＧＧＡＧＣＴＣＡＴＴＴＣＡ３′，下游引
物 ５′ＧＣＣＣＴＧＡＣＣＣＡＧＧＴＡＴＧＴＧＴＡ３′。由上海 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，缓冲液配成１００μｍｏｌ／Ｌ，－２０℃
保存，使用前稀释成１０μｍｏｌ／Ｌ。
１．２．４　ＰＣＲ扩增目的基因　　ＰＣＲ扩增用 ＰＣＲ
（Ｔａｑ）扩增试剂盒（ＫＴ２０１），ＰＣＲ反应体系均为
２５μＬ，浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物各１μＬ，
２×ＰＣＲｍｉｘ（包含 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＭｇＣｌ２、
ＰＣＲ反应的增强剂和优化剂以及稳定剂）１２．５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ。按下列程序进行ＰＣＲ扩增：９４℃预
变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃再延伸 ５ｍｉｎ。ｒｓ２２２７４７、
ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０位点 ＰＣＲ产物长度分别为
４８７ｂｐ、４８６ｂｐ、４８６ｂｐ。
１．２．５　限制性片段长度多态性分析　　ｒｓ２２２７４７
位点ＰＣＲ产物酶切反应体系为２０μＬ，１０×ＮＥＢ缓
冲液２μＬ，ＰＣＲ产物 １０μＬ，限制性内切酶 ＢｓａＢＩ
（纽英伦生物技术有限公司）０．５μＬ，灭菌双蒸水
７．５μＬ，６５℃水浴３ｈ，２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成
像系统下观察，判断基因型。ｒｓ２２２７４８位点、
·５２５·
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ｒｓ８０６５０８０位点 ＰＣＲ产物酶切反应体系为 ２０μＬ，
１０×ＮＥＢ缓冲液２μＬ，ＰＣＲ产物１０μＬ，１００×ＢＳＡ
０．２μＬ，限制性内切酶 Ｈｐｙ９９Ｉ（纽英伦生物技术有
限公司）０．５μＬ，灭菌双蒸水７．３μＬ，３７℃水浴３ｈ，
２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统下观察，判断
基因型。

１．２．６　ＰＣＲＲＦＬＰ的方法学验证　　随机抽取部
分用 ＰＣＲＲＦＬＰ方法鉴定的 ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、
ｒｓ８０６５０８０位点野生纯合子、突变杂合子、突变纯合
子ＰＣＲ产物送公司（北京华大基因科技有限公司）
测序验证。

１．３　统计学分析
应用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数据进行统计分

析。基因型及等位基因用频数及百分率（％）表示，
组间等位基因和基因型显著性比较用χ２检验，采用
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验进行多重检验校正，校正因子为
ｎ（ｍ１）（ｎ：ＳＮＰｓ位点的个数，ｍ：等位基因型的个
数），Ｐ≤０．０５／［ｎ（ｍ１）］（即 Ｐ≤０．０１６７）为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　儿童非特异性慢性咳嗽病因随访
１９５例非特异性慢性咳嗽患儿经过３个月随访

后明确病因如下：咳嗽变异性哮喘（ＣＶＡ）患儿９６例
（４９．２％），ＣＡＶ合并上气道咳嗽综合征（ＣＶＡ＋
ＵＡＣＳ）患儿４８例（２４．６％），感染后咳嗽患儿３４例
（１７．４％），上气道咳嗽综合征（ＵＡＣＳ）患儿 １７例

（８．７％）。不同年龄组非特异性慢性咳嗽病因分布
不同（χ２＝１８．４７９，Ｐ＝０．００５）。见表１。

　　表１　不同年龄组非特异性慢性咳嗽患儿病因分布 　
［例（％）］

年龄 例数 ＣＶＡ ＣＶＡ＋ＵＡＣＳ 感染后咳嗽 ＵＡＣＳ

＜３岁 ３５ １６（４６） ７（２０） １１（３１） １（３）
３岁～ ９３ ５７（６１） １９（２０） ９（１０） ８（９）
６～１４岁 ６７ ２３（３４） ２２（３３） １４（２１） ８（１２）

　　注：ＣＶＡ指咳嗽变异性哮喘，ＵＡＣＳ指上气道咳嗽综合征

２．２　ＴＲＰＶ１基因 ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８及 ｒｓ８０６５０８０
位点基因型

在慢性咳嗽患儿和对照儿童中，ｒｓ２２２７４７、
ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０位点均可检出 ３种基因型：
ｒｓ２２２７４７（ＣＣ、ＧＣ、ＧＧ）；ｒｓ２２２７４８（ＣＣ、ＴＣ、ＴＴ）；
ｒｓ８０６５０８０（ＣＣ、ＴＣ、ＴＴ）（图１）。３种基因型的扩增
产物进行测序分别测出野生型、突变型纯合子和杂

合子，与ＰＣＲＲＦＬＰ方法结果一致（图２）。经吻合
度检验，ｒｓ２２２７４７位点基因多态性分布（表 ２）不
符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律（Ｐ＜０．０５），故未
进行下一步分析。ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０位点基因
多态性分布在各组均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡
定律（Ｐ＞０．０５）。
２．３　ＴＲＰＶ１基因 ｒｓ２２２７４８和 ｒｓ８０６５０８０位点在两
组儿童中基因型分布及等位基因频率

慢性咳嗽组及对照组儿童 ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０
位点基因型分布及等位基因频率经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验
校正差异无统计学意义，见表３～４。
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　　　　图１　ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８、ｒｓ８０６５０８０位点酶切电泳图　ｒｓ２２２７４７位点３种基因型：ＧＣ、ＧＧ、ＣＣ；ｒｓ２２２７４８
３种基因型：ＣＣ、ＴＴ、ＴＣ；ｒｓ８０６５０８０位点３种基因型：ＴＣ、ＣＣ、ＴＴ；Ｍ为Ｍａｒｋｅｒ。

·６２５·



第１４卷第７期
２０１２年７月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０１２

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

-- .- .. -- /- // -- /- //

　　图２　ｒｓ２２２７４７、ｒｓ２２２７４８及 ｒｓ８０６５０８０位点测序图（阴影处为目标位点）　ｒｓ２２２７４７位点３种基因型：ＣＣ、ＧＣ、ＧＧ；
ｒｓ２２２７４８位点３种基因型：ＣＣ、ＴＣ、ＴＴ；ｒｓ８０６５０８０位点３种基因型：ＣＣ、ＴＣ、ＴＴ。

　　表２　两组ｒｓ２２２７４７位点基因型及等位基因分布　［例（％）］

组别 例 数
基因型

ＣＣ ＧＣ ＧＧ

等位基因

Ｃ Ｇ

对照组 ２０５ ３２（１５．６） １０６（５１．７） ６７（３２．７） １７０（４１．５） ２４０（５８．５）
慢性咳嗽组 １９５ ２２（１１．３） １０８（５５．４） ６５（３３．３） １５２（３９．０） ２３８（６１．０）

　　表３　两组ｒｓ２２２７４８位点基因型及等位基因分布　［例（％）］

组别 例数
基因型

ＣＣ ＴＣ ＴＴ

等位基因

Ｃ Ｔ

对照组 ２０５ １１７（５７．１） ７５（３６．６） １３（６．３） ３０９（７５．４） １０１（２４．６）
慢性咳嗽组 １９５ ９３（４７．７） ９１（４６．７） １１（５．６） ２７７（７１．０） １１３（２９．０）
χ２值 　　　４．２０４ 　　　　　　１．９２２
Ｐ值 　　　０．１２４ 　　　　　　０．１７５

表４　两组ｒｓ８０６５０８０位点基因型及等位基因分布　［例（％）］

组别 例数
基因型

ＣＣ ＴＣ ＴＴ

等位基因

Ｃ Ｔ

对照组 ２０５ ６９（３３．７） １０３（５０．２） ３３（１６．１） ２４１（５８．８） １６９（４１．２）
慢性咳嗽组 １９５ ５５（２８．２） ９１（４６．７） ４９（２５．１） ２０１（５１．５） １８９（４８．５）
χ２值 　　　５．１９８ 　　　　　　４．２４０
Ｐ值 　　　０．０７５ 　　　　　　０．０４６

３　讨论

本研究１９５例非特异性慢性咳嗽患儿中，ＣＶＡ、
ＵＡＣＳ、感染后咳嗽是引起儿童慢性咳嗽的主要病
因，与张晓波等［７］报道相似。ＣＶＡ合并 ＵＡＣＳ患儿
４８例，提示在儿童非特异性慢性咳嗽的诊断中应注
意两种病因合并存在的情况。

ＴＲＰＶ１是瞬时感受器离子通道蛋白（ＴＲＰ）家
族的一个亚群，广泛分布于哺乳动物的呼吸系统感

觉神经，尤其是无髓鞘的 Ｃ纤维神经末梢［８］。

ＴＲＰＶ１可被辣椒素和多种炎性物质（如三磷酸腺苷、

缓激肽、前列腺素Ｅ２等）激活。有研究显示在慢性
咳嗽病人ＴＲＰＶ１表达升高［９］，并发现慢性咳嗽病人

气道黏膜ＴＲＰＶ１表达神经密度与辣椒素激发试验
检测的咳嗽敏感性显著相关［１０］。Ｖｅｒｏｎｅｓｉ等［１１］研

究表明，辣椒素颗粒性吸入物及多种内源性炎性物

质可协同作用于呼吸道上皮细胞上ＴＲＰＶ１通道，从
而促进炎性介质（ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦ等）释放，后者进
一步激活或敏化分布于呼吸道黏膜的感觉神经

ＴＲＰＶ１通道，最后以 Ｐ物质释放的形式通过神经传
导介导了咳嗽病理的发生。

ＴＲＰＶ１基因位于人类１７ｐ１３染色体，ｒｓ２２２７４８
位于 ＴＲＰＶ１基因第 ７个外显子（参考序列 ＮＧ
·７２５·
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０２９７１６．１），ｒｓ２２２７４８位点的 Ｃ／Ｔ突变在蛋白水平
表现为 ＴＲＰＶ１１６７位点组氨酸的同义突变；
ｒｓ８０６５０８０位于ＴＲＰＶ１基因第１５个外显子（参考序
列ＮＧ０２９７１６．１），ｒｓ８０６５０８０位点的Ｃ／Ｔ突变在蛋
白水平表现为 ＴＲＰＶ１５８５位点缬氨酸变为异亮氨
酸。本研究中非特异性慢性咳嗽组和对照组比较，

ｒｓ２２２７４８和ｒｓ８０６５０８０位点基因型经多重检验校正
差异均无统计学意义。ＣａｎｔｅｒｏＲｅｃａｓｅｎｓ等［６］研究

发现ｒｓ８０６５０８０位点基因多态性与哮喘的发生无关，
但在哮喘患儿中既往１年有喘息和咳嗽发作的患儿
Ｔ等位基因明显增多；受到热或辣椒素刺激时转染
ＴＲＰＶ１Ｉｌｅ５８５的希拉细胞（ＨｅＬａｃｅｌｌｓ）内 Ｃａ２＋明显
高于转染ＴＲＰＶ１Ｖａｌ５８５的希拉细胞。本研究结果
发现非特异性慢性咳嗽组和对照组 ｒｓ８０６５０８０位点
基因型和等位基因比较差异虽无统计学意义，但表

现出与儿童非特异性慢性咳嗽相关的趋势（基因型

Ｐ＝０．０７５，等位基因Ｐ＝０．０４６），可能与本研究中样
本量较少有关。ｒｓ２２２７４８位点与慢性咳嗽的关系目
前还未见相关报道。ｒｓ２２２７４８位点、ｒｓ８０６５０８０位
点基因多态性与儿童非特异性慢性咳嗽的关系

还需要经多中心大样本基因多态性分析进一步

研究。

综上所述，非特异性慢性咳嗽患儿中 ＣＶＡ、
ＵＡＣＳ和感染后咳嗽是引起儿童慢性咳嗽的主要病
因。ＴＲＰＶ１基因 ｒｓ２２２７４８位点、ｒｓ８０６５０８０位点基
因多态性可能与非特异性慢性咳嗽无关。由于本实

验研究的样本量不够大，ＴＲＰＶ１基因多态性与儿童
非特异性慢性咳嗽的关系还需要经多中心大样本基

因多态性分析进一步研究。
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