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DNA 测序研究维生素 D 受体基因多态性与
儿童克罗恩病相关性
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［摘要］　目的　初步探讨维生素 D 受体基因多态性 TaqI、BsmI、ApaI 位点在儿童克罗恩病（CD）发

病中的作用。方法　选取 19 例 CD 患儿为病例组，122 例正常健康体检儿童为对照组。ELISA 方法检测血清 25

羟维生素 D3 [25(OH)D3] 水平；基因测序方法检测两组维生素 D 受体基因多态性 TaqI、BsmI、ApaI 位点，比较

两组之间基因型和等位基因分布频率。结果　病例组血清 25(OH)D3 水平（17.3±2.4 ng/mL）较对照组（26.9±

2.1 ng/mL）明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。TaqI、BsmI、ApaI 3 个位点基因型及等位基因型在病例

组和对照组间的分布差异无统计学意义（P>0.05）。结论　CD 患儿存在低 25(OH)D3 水平；维生素 D 受体基因

多态性 TaqI、BsmI、ApaI 位点与 CD 的发生无关。        ［中国当代儿科杂志，2013，15（11）：1006-1008］
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Association between vitamin D receptor gene polymorphisms and pediatric Crohn's 
disease in China: a study based on gene sequencing
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Abstract: Objective    To investigate the association between TaqI, BsmI, and ApaI polymorphisms of vitamin D 
receptor (VDR) gene and pediatric Crohn's disease (CD) in China. Methods    Nineteen children with CD were selected 
as a case group, and 122 healthy children who underwent physical examination were selected as a control group. Serum 
25-hydroxyvitamin D3 [25(OH)D3] levels were measured using ELISA. The TaqI, BsmI, and ApaI polymorphisms of 
VDR gene were determined by gene sequencing, and the two groups were compared in terms of genotype and allele 
frequencies. Results    The case group had significantly lower serum 25(OH)D3 levels than the control group (17.3±
2.4 ng/mL vs 26.9±2.1 ng/mL; P<0.05). There were no significant differences in the frequencies of genotypes and alleles 
of TaqI, BsmI, and ApaI polymorphisms between the case and control groups (P>0.05). Conclusions   Children with 
CD have low serum 25(OH)D3 levels. TaqI, BsmI, and ApaI polymorphisms of VDR gene may not be associated with 
susceptibility to CD among the Chinese population.                         [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(11): 1006-1008]
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克罗恩病（CD）是炎症性肠病（IBD）的一
种类型，其发病机制尚不明确，目前认为与遗传、
环境及免疫相关。近年研究发现活化的维生素 D
可以协同固有免疫及适应性免疫，调控炎症反应，
并改善肠屏障完整性 [1]。欧美文献报道 IBD 患者
存在维生素 D 水平降低 [2-3]，但维生素 D 水平的下
降是引起 IBD 的原因，还是 IBD 导致的结果，目

前仍是学术讨论的热点。维生素 D 受体（VDR）
基因敲除大鼠可发生结肠炎症性改变 [4]，提示维生
素 D 可能在 IBD 的发病中起重要作用。在中国尚
未见维生素 D 与 IBD 相关的文献。本研究通过前
瞻性检测 CD 患儿的血清维生素 D 水平，VDR 基
因 TaqI、BsmI、ApaI 位点多态性，分析其与 CD
相关性，并探讨维生素 D 在 CD 发病机制中的作用。
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1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2011 年 5 月至 2013 年 1 月在浙江大学
医学院就诊的 CD 患儿 19 例为病例组，其中男 10
例，女 9 例，年龄 5~17 岁，平均年龄 12.7±2.8 岁，
诊断均符合 2012 年中华医学会消化病学分会制定
的 CD 诊断标准 [5]；病变部位依据参考文献 [6] 分型，
19 例患儿中，小肠结肠型 CD 患儿 15 例，小肠型
CD 患儿 3 例，结肠型 CD 患儿 1 例。对照组为同
期在本院儿童保健科体检的正常健康儿童 122 例，
其中男 64 例，女 58 例，年龄 3~16 岁，平均年龄
13.6±2.4 岁。
1.2　方法

1.2.1　血清 25 羟维生素 D 测定　　采集两组儿童
静脉血 2 mL 于干燥促凝试管，室温静置 30 min，
3000 r/min 离心 10 min，分离上清液，-80℃ 保存。
标本用 ELISA 试剂盒（美国 R&D 公司提供）检测
25 羟维生素 D3[25(OH)D3] 水平。
1.2.2　 基 因 测 序 法 检 测 TaqI、BsmI、ApaI 位

点　　 采 集 所 有 受 检 对 象 静 脉 血 2 mL，EDTA
抗 凝 处 理， 用 人 基 因 组 DNA 抽 提 试 剂 盒（ 美
国 Axygen 公 司） 提 取 DNA，-20 ℃ 保 存 备 用。
采 用 扩 增 试 剂 盒（ 上 海 Invitrogen 公 司 提 供）
对目的基因进行扩增。引物按文献设计（上海
Invitrogen 公司合成）[7]，序列为：TaqI 上游引物： 
5'-AATGCACGGAGAAGTCACTG-3'， 下 游 引 物：
5'-ATCTTGGCATAGAGCAGGTG-3'， 片 段 长 度 为
20 bp；BsmI、ApaI 上游引物：5'-TCTAACCAGCGG-
AAGAGGTC-3'，下游引物：5'-GTGTGGACGCTGA-
GGTGCCC-3'， 片 段 长 度 为 20 bp。 反 应 总 体 积
25 μL，其中 10×PCR 缓冲液 2.5 μL，2.5 mM dNTP
混合液 2.5 μL，50 mM MgCl2 0.75 μL，上下游引物
（5 μM） 各 1 μL， 模 板 1 μL，Platinum Taq DNA
聚合酶 0.2 μL，灭菌蒸馏水 16.05 μL。PCR 反应条
件：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃退火
30 s，72℃延伸 1 min，循环 35 次；72℃终末延伸
5 min，4℃保持。PCR 完毕后，行 1.5% 的琼脂糖
凝胶电泳，使用 3730XL 型 DNA 测序仪进行测序。

1.3　统计学分析

应用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学
分 析， 计 量 资 料 采 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表
示，两组间比较采用 t 检验；基因计数法统计两组
基因型和等位基因的分布频率，对研究对象进行
Hardy-Weinberg 遗传平衡分析，组间基因型频率分
析采用 χ2 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　血清 25(OH)D3 水平

病例组中，15 例小肠结肠型 CD 患儿的平均
25(OH)D3 水平为 17.3±2.4 ng/mL，3 例小肠型患儿
的 25(OH)D3 水平为 16.1±4.2 ng/mL，1 例结肠型患
儿的 25(OH)D3 水平为 14.7 ng/mL。63%（12/19）的
患儿存在维生素 D 不足（≤ 20 ng/mL），26%（5/19）
的患儿存在维生素 D 缺乏（≤ 15 ng/mL），仅 11%
（2/19）的患儿维生素 D 水平正常 ; 其中 5 例维生
素 D 缺乏的患儿病程（1.04±0.94 年）长于 2 例维
生素 D 正常患儿（0.63±0.18 年），CD 活动指数

（PCDAI，29±10）高于维生素 D 正常患儿（22±4），
而白蛋白水平（31±5 g/L）则低于维生素 D 正常
患儿（33±5 g/L），但由于两组患儿例数偏少，
未行统计学比较分析。所有对照组儿童的维生素 D
水平均正常。病例组血清 25(OH)D3 水平（17.3±
2.4 ng/mL）较对照组（26.9±2.1 ng/mL）明显降低，
差异有统计学意义（t=-18.28，P<0.05）。
2.2　SNP 位点与 CD 关系

病例组中，2 例（67%）小肠型患儿及 1 例
（100%）结肠型患儿在 ApaI（rs7975232）位点为
AC 基因型，在小肠结肠型患儿中，仅 4 例（27%）
患儿在此位点存在 AC 基因型，但差异无统计学意
义（χ2= 3.398，P>0.05）。病例组中在 TaqI（rs731236）
位点只有 1 例患儿为 TC 基因型，为小肠结肠型患
儿。所有病例组患儿在 BsmI（rs1544410）位点均
为 GG 基因型。本组资料中， TaqI、BsmI、ApaI
三个位点基因型及等位基因频率在病例组和对照
组间的差异均无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

表 1　两组基因型及等位基因频率比较　[ 例 (%)]

组别 例数
ApaI 基因型 ApaI 等位基因 TaqI 基因型 TaqI 等位基因

AA CC AC A C TT CC TC T C

对照组 122 68(55.7) 15(12.3) 39(32.0) 175(71.7) 69(28.3) 110(90.2) 1(0.8) 11(9.0) 231(94.7) 13(5.3)
病例组 19 12(63.2) 0(0) 7(36.8) 31(81.6) 7(18.4) 18(94.7) 0(0) 1(5.3) 37(97.4) 1(2.6)

χ2 值 0.369 2.614 0.178 1.623 0.411 0.157 0.297 0.507
P 值 0.544 0.133 0.673 0.203 0.696 1.000 0.704 0.701
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群 中，TaqI、BsmI、ApaI 三 个 位 点 SNPs 基 因 型
及等位基因与 IBD 易感性无相关性。本研究发现
TaqI、BsmI、ApaI 三个位点 SNPs 基因型及等位基
因与 CD 易感性无相关性，提示在中国汉族人群中，
TaqI、BsmI、ApaI 三个位点 SNPs 基因型及等位基
因与 CD 易感性可能无关。基于本研究中样本量少，
尚需进一步扩大样本量来验证。
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续表 1

组别 例数
BsmI 基因型 BsmI 等位基因

GG AA GA G A

对照组 122 111(91.0) 3(2.5) 8(6.6) 230(94.3) 14(5.7)
病例组 19 19(100) 0(0) 0(0) 38(100) 0(0)

χ2 值 1.858 0.477 1.321 2.294
P 值 0.360 1.000 0.380 0.228

3　讨论

维生素 D 的活性形式是 1, 25 羟维生素 D3，
后 者 由 25(OH)D3 在 1- 羟 化 酶 的 作 用 下 生 成。
25(OH)D3 较稳定，可以反映机体维生素 D 的水平。
维生素 D 可调整固有免疫、适应性免疫平衡，通
过与高亲和力的特异性受体 VDR 结合而调节有关
基因表达，达到调节机体免疫功能的生物学效应。

本研究中，病例组患儿 25(OH)D3 水平较对照
组显著降低，89%CD 患儿存在 25(OH)D3 下降，提
示在中国 CD 患儿中存在显著维生素Ｄ不足现象。
维生素Ｄ缺乏的 CD 患儿有病程长、低白蛋白水平
及高 PCDAI 的特点，分析其原因，有两种可能：
（1）维生素 D 可改善肠屏障完整性，调节免疫应
答，在维生素 D 缺乏的患儿中，肠屏障功能低下，
免疫应答异常，从而导致 CD 疾病活动度增高。美
国一组前瞻性队列研究发现高维生素 D 水平能显
著降低 CD 的发病率，提示低维生素 D 水平可能
与 CD 的发病有关 [8]；（2）CD 患儿摄入不足致营
养不良，炎症、肠道黏膜功能异常导致吸收不良，
腹泻致维生素Ｄ在肠道丢失，病变肠段的手术切
除，户外活动减少，激素应用等，均可致血液中
维生素 D 水平下降。文献报道 IBD 患儿普遍存在
维生素Ｄ缺乏 [9]，与本研究结果的趋势一致。

维生素 D 水平的下降是 CD 发病的原因还是
CD 导致的结果，目前尚无定论。遗传学研究提示
VDR 基因多态性与 CD 易感性存在相关性。一项
Meta 分析发现，在欧美人群中，TaqI TT 基因型携
带者患 CD 风险增加，而 ApaI 的 A 等位基因携带
者患 CD 风险下降 [10]。体外试验发现 TT 基因型可
能使 VDR mRNA 产生增多，从而使细胞介导的免
疫应答以及单核细胞的活性增加，导致 CD 炎症进
展 [7]。Dresner 等 [11] 报道犹太溃疡性结肠炎（UC）
患者“BB”基因型频率较正常犹太人群高，提示
在以色列犹太人群中 BsmI VDR 基因多态性与 UC
的易感性有关。亦有 VDR 基因多态性与 CD 易感
性 无 关 的 报 道：Hughes 等 [12] 对 660 位 IBD 患 者
及 699 位健康人群行对照研究，发现在爱尔兰人




