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FokI rs2228570 和 TMPRSS6 rs855791
多态性与儿童牛奶蛋白过敏的相关性

张也　郭勇　马健　吕栩再　罗先琼

（广州医科大学附属广东省妇幼保健院，广东 广州　511400）

［摘要］　目的　探讨维生素 D 受体（VDR）基因 FokI rs2228570 及 TMPRSS6 rs855791 基因多态性与儿

童牛奶蛋白过敏（CMPA）的关系。方法　应用实时荧光定量 PCR 检测 100 例 CMPA 儿童及 100 例健康儿童

（对照组）VDR 基因 FokI rs2228570 和 TMPRSS6 rs855791 单核苷酸多态性。使用多因素 logistic 回归模型评估

CMPA 发生的危险因素。结果　CMPA 组与对照组 TMPRSS6 rs855791 基因型 CC、CT、TT 分布频率差异有统计

学意义（P=0.008），CMPA 组的 TT 基因型占优势。多因素 logistic 回归分析提示 rs855791 TT 基因型的儿童发

生 CMPA 的风险增加（OR=3.473，P=0.011）。而 VDR 基因 FokI rs2228570 基因型分布在两组儿童间的差异无

统计学意义（P=0.686）。结论　TMPRSS6 rs855791 多态性与儿童 CMPA 的发生有关联，TT 基因型可能为儿童

CMPA 的易感基因型，而 VDR 基因 FokI rs2228570 多态性与儿童 CMPA 无关联。
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Abstract: Objective    To study the association of polymorphisms of FokI rs2228570 in the vitamin D receptor 
(VDR) gene and TMPRSS6 rs855791 with cow's milk protein allergy (CMPA) in children. Methods    Quantitative real-
time PCR was used to analyze the single nucleotide polymorphisms of FokI rs2228570 in the VDR gene and TMPRSS6 
rs855791 in 100 children with CMPA and 100 healthy children (control group). The multivariate logistic regression 
model was used to identify the risk factors for CMPA. Results    There were significant differences in the frequencies 
of CC, CT, and TT genotypes of TMPRSS6 rs855791 between the CMPA and control groups (P=0.008), and the CMPA 
group had a significantly higher frequency of TT genotype. The multivariate logistic regression analysis showed that the 
children with TT genotype of rs855791 had an increased risk of CMPA (OR=3.473, P=0.011). However, there was no 
significant difference in the genotype distribution of FokI rs2228570 in the VDR gene between the two groups (P=0.686). 
Conclusions    TMPRSS6 rs855791 polymorphism is associated with CMPA in children, and TT genotype may be the 
susceptible genotype of CMPA. FokI rs2228570 polymorphism is not associated with CMPA.

[Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(8): 641-646]
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牛 奶 蛋 白 过 敏（cow's milk protein allergy, 

CMPA）是常见的儿童过敏性疾病，主要累及皮肤

及消化道，随年龄的增长可演变成过敏性鼻炎、

哮喘等 [1]。CMPA 的病因复杂，遗传因素有很大影

响。对于遗传方面的研究除细胞因子相关基因外，

调控体内维生素 D 水平的维生素 D 受体（vitamin D 

receptor, VDR）基因多态性在过敏性疾病中受到了

广泛的关注，有研究证明 VDR 基因 FokI rs2228570
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与儿童哮喘相关 [2]。同时，人体内铁的稳态也被

证实可影响机体的免疫状态 [3]。缺铁状态下，儿

童患湿疹、哮喘等过敏性疾病的风险增加 [4-5]。

参与铁调节代谢相关的基因为跨膜丝氨酸蛋白酶

（TMPRSS6）[6]，其中 TMPRSS6 rs855791 位点的

多态性与缺铁性贫血相关 [7]。维生素 D 与铁是儿

童生长时期不可或缺的营养素，又与过敏性疾病

的发生息息相关。对于 VDR 和 TMPRSS6 这两个

与过敏性疾病相关的调节基因，在儿童 CMPA 中

尚未有相关研究。本研究旨在探讨 VDR 基因 FokI 

rs2228570 及 TMPRSS6 rs855791 基因多态性与儿童

CMPA 的相关性。

1　资料与方法

1.1　研究对象

研究对象选自 2017 年 3~9 月来我院儿童保健

科门诊就诊的儿童。其中 100 例确诊为 CMPA 的

儿童为病例组，100 例健康且既往无过敏史的儿童

为对照组。本研究征得儿童家属知情同意，并获

我院医学伦理委员会批准。

1.2　CMPA 的诊断标准

根据 2013 版“中国婴幼儿牛奶蛋白过敏诊

治循证建议”[8]，若儿童接触牛奶过敏原数分钟

至两小时内发生了荨麻疹、口腔过敏综合征等速

发反应，或于接触牛奶过敏原两小时后甚至数天

发生了胃肠道症状等迟发反应，可结合病史及其

家族史分别疑诊为速发型和迟发型疑似 IgE 介导

的 CMPA。对于疑似 IgE 介导的 CMPA 儿童，采

用免疫印迹法检测牛奶血清特异性 IgE 抗体（CM-
sIgE）。CM-sIgE<0.35 IU/mL 即为阴性结果；CM-
sIgE ≥ 0.35 IU/mL 则为阳性结果。对所有疑似 IgE

介导的 CMPA 且 CM-sIgE 阳性的儿童及疑似非 IgE

介导的 CMPA 的儿童均进行为期 2~4 周的食物排

除疗法（elimilation diet）。具体为：母乳喂养儿的

母亲回避牛奶蛋白及其相关制品；人工喂养儿则

以深度水解蛋白奶粉或氨基酸奶粉喂养；混合喂

养儿的母亲回避牛奶蛋白及其相关制品并且以深

度水解蛋白奶粉或氨基酸奶粉喂养。若症状无改

善，则排除 CMPA。对所有症状有改善的儿童进行

口服牛奶激发试验，阳性者确诊为 CMPA。

牛奶激发试验的方法：牛奶初始量以不能引

起症状的小剂量开始，通常将 1 滴牛奶滴 在嘴唇；

激发量逐渐增加为 0.5、1.0、3.0、10、30、50、

100、200 mL。每次增量间隔时间根据病史或怀疑

的过敏类型来确定，一般 20~30 min。激发过程中

监测并记录相关症状，如果患儿此前疑似 CMPA

的原症状再出现，即可确诊为 CMPA。若未能诱发

出症状，则指导家长离院后继续观察儿童表现至

少 72 h，避免漏诊迟发型 CMPA。

1.3　基因组 DNA 的提取

CMPA 组及对照组儿童均于清晨空腹留取外

周静脉血 2 mL，EDTA-Na2 抗凝，TaqMan 公司生

产的人类血液全基因组试剂盒，采用柱提法提取

全血基因组 DNA，-20℃冰箱保存。

1.4　TaqMan™ SNP 基因分型

       使用 7500/7500 Fast Real-Time PCR 仪器，应用

实时荧光定量 PCR SNP 基因分型分析。反应总体

系 为 20 μL， 含 10~100 ng/μL 的 DNA 模 板 2 μL，
10 μmol/L 的 2×GoldStar TaqMan Mixture 10 μL，
10 μmol/L 的 正 向 引 物 及 反 向 引 物 各 0.5 μL，
10 μmol/L  的 FAM 及 VIC 探针各 0.8 μL，10 μmol/L 

的 50×Rox 0.2 μL，纯水 5.2 μL。反应条件为：95℃ 

3 min，95 ℃ 30 s，60℃ 30 s（40 个循环）。实时荧

光定量 PCR 引物设计如表 1 所示。

表 1　实时荧光定量 PCR 引物设计

SNP 类别 序列 (5'-3')*

FokI rs2228570 正向引物 TCTGGCTCTGACCGT
反向引物 TTCCGGTCAAAGTCTCC
F allele 探针 FAM-CATTGCCTCC gTCCCTGTAAG-MGB
f allele 探针 VIC-CATTGCCTCCaTCCCTGTAAG-MGB

TMPRSS6 rs855791 正向引物 AAGTGGATGTGCAGTTGATC
反向引物 TGCCCTTGCGGTAGCC
T allele 探针 FAM-TGCAGCGAGGtCTATCGCTA-MGB
C allele 探针 VIC-CAGCGAGGcCTATCGCTA-MGB

注：* 小写字母表示单核苷酸多态性位点。
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1.5　观察指标

观 察 的 指 标 为 FokI rs2228570 与 TMPRSS6 

rs855791 的基因型在两组儿童中的分布频率。

1.6　统计学分析

使用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析。计量资

料以均值 ± 标准差（x±s）表示，计数资料用频

数及百分比（%）表示。两组计量资料的比较采

用成组 t 检验，计数资料的比较采用卡方检验。

Hardy-Weinberg 遗传平衡检验样本是否来自于同一

群体。使用多因素 logistic 回归分析评估 CMPA 发

生的风险因素。当 P<0.05 时认为差异有统计学意

义。

2　结果

2.1　研究对象基本特征

2017 年 3~9 月间来我院儿童保健科门诊就诊

的儿童中，有疑似 CMPA 症状的儿童共 532 名。

其中，经食物排除疗法后症状缓解的有 363 名。

其中能够按时复诊，并行口服牛奶激发试验的有

273 名。195 名儿童口服激发试验阳性。最终确诊

CMPA 并同意抽血检查被纳入病例组的有 100 名儿

童。另选取健康且既往无食物过敏史的儿童112名，

其中 12 名儿童未能行抽血采集标本，因此最终纳

入对照组的儿童有 100 名。

表 2 显示，两组儿童的年龄和性别分布及体

重指数的比较差异无统计学意义（P>0.05）。两组

儿童中，早产儿及低出生体重儿比例的比较差异

亦无统计学意义（P>0.05）。CMPA 组纯母乳喂养

时间 <4 个月的比例高于对照组，差异有统计学意

义（P=0.043）。CMPA 组出生方式为剖宫产的比

例显著高于对照组，差异有统计学意义（P<0.001）；
CMPA 组两个或两个以上家庭成员有过敏史的比例

也显著高于对照组（P<0.001）。

表 2　CMPA 组与对照组儿童的一般情况比较　

变量
对照组
(n=100)

CMPA 组
(n=100)

χ2(t) 值 P 值

性别 [n(%)]

男 57(57) 60(60)
0.185 0.667

女  43(43) 40(40)

年龄 [n(%)]

0~6 个月 29(2) 33(33)

2.839 0.417
7~12 个月 52(52) 51(51)

13~24 个月 17(17) 11(11)

25~36 个月 2(2) 5(5)

早产 [n(%)]

是 10(10) 8(8)
0.244 0.621

否 90(90) 92(92)

低出生体重 [n(%)]

是 4(4) 8(8)
2.057 0.152

否 96(96) 92(92)

出生方式 [n(%)]

顺产 78(78) 54(54)
12.834 <0.001

剖宫产 22(22) 46(46)

纯母乳喂养时间 [n(%)]

<4 个月 27(27) 44(44)

6.312 0.0434~6 个月 48(48) 37(37)

>6 个月 25(25) 19(19)

过敏家族史 [n(%)]

无 64(64) 44(44)

15.605 <0.001一位家庭成员过敏史 23(23) 19(19)
两个或两个以上家庭

成员过敏史
13(13) 37(37)

体重指数 (x±s, kg/m2) 17.0±1.7 17.0±1.9 (1.888) 0.171

2.2　病例组与对照组的基因型分布频率的比较

采用 Hardy-Weinberg 平衡检验分别对两组

基因型的分布进行检验，均 P>0.05，说明样本

均属于同一孟德尔群体。如表 3 所示，CMPA 组

儿 童 TMPRSS6 rs855791 基 因 型 CC、CT、TT 分

布频率与对照组差异有统计学意义（χ2=9.588，

P=0.008）；两组儿童 FokI rs2228570 基因型 ff、

Ff、FF 分布频率差异无统计学意义（χ2=0.754，

P=0.686）。
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2.3　TMPRSS6 rs855791 位点的各个基因型与

CMPA 关系的回归分析

以 CMPA 发生与否作为因变量，自变量为

rs855791 位点的各个基因型、剖宫产、纯母乳

喂养持续的时间及家庭成员过敏史，使用多因

素 logistic 回归分析，得到的结果见表 4，显示 

rs855791 TT 基因型相对于 CC 基因型发生 CMPA

的 风 险 增 加（OR=3.473，95%CI：1.335~9.035，

P=0.011）。

表 4　TMPRSS6 rs855791 基因型与 CMPA 关系的 logistic 回归分析

变量 B SE Wald χ2 P OR(95%CI)

常数项 -0.87 0.47 3.38 0.07

剖宫产 1.06 0.34 9.77 0.002 2.893(1.486~5.632)

纯母乳喂养时间 (<4 个月为参照 )

4~6 个月 -0.80 0.36 4.93 0.026 0.448(0.220~0.910)

>6 个月 -0.81 0.42 3.73 0.053 0.444(0.195~1.012)

家庭成员过敏史 ( 无过敏史为参照）

一位家庭成员过敏史 0.06 0.40 0.02 0.882 1.061(0.489~2.300)

两个或两个以上家庭成员过敏史 1.23 0.40 9.40 0.002 3.405(1.556~7.451)

基因型 (rs855791 CC 为参照 )

rs855791 CT 0.70 0.45 2.41 0.121 2.002(0.833~4.809)

rs855791 TT 1.25 0.49 6.51 0.011 3.473(1.335~9.035)

3　讨论

CMPA 的发病机制主要是 1 型调节 T 细胞

（Th1）与 2 型调节 T 细胞（Th2）免疫不平衡，

免疫环境向 Th2 细胞偏移，并且可能存在着对免

疫应答起抑制作用的调节 T 细胞（Treg）数量减少

或者功能受损[9]。各种Th2细胞相关因子大量分泌，

IgE 抗体产生，各种细胞信号级联放大，因而产生

过敏炎症反应的瀑布效应，最终发生多系统多器

官的过敏反应 [9]。

本研究中 CMPA 组的儿童剖宫产率显著高于

对照组，而剖宫产与过敏性疾病之间的关系国内

外研究均有论证，可能的原因是由于经阴道分娩

的儿童更容易获得母体的肠道菌群从而建立正常

的肠道免疫环境 [10]；CMPA 组儿童的家庭成员中

两个或两个以上存在过敏史的比例显著高于对照

组，这也为遗传因素在 CMPA 发病中的作用提供

了直接证据；CMPA 儿童生后纯母乳持续喂养时间

少于 4 个月的比例显著高于对照组，提示纯母乳

喂养持续一定时间的重要性，过短不利于正常免

疫环境的建立。

本研究探讨了 VDR 基因 FokI rs2228570 及

TMPRSS6 rs855791 的基因型在 CMPA 儿童和健康

儿童中的分布。与正常对照儿童比较，CMPA 组

儿童的 TMPRSS6 rs855791 TT 基因型频率更高。

纳入剖宫产、家庭成员过敏史及纯母乳喂养时间

等变量进行多因素 logistic 回归分析后，仍显示

TT 基因型是 CMPA 发病的危险因素（OR=3.473，
95%CI：1.335~9.035，P=0.011）， 说 明 TT 基 因

型可能是 CMPA 的易感基因型。VDR 基因 FokI 

rs2228570 基因型分布在 CMPA 儿童及健康对照组

儿童中无差别，提示 rs2228570 多态性与 CMPA 可

表 3　FokI rs2228570 及 TMPRSS6 rs855791 基因型在两组中的分布　[n（%）]

组别 例数
FokI rs2228570 TMPRSS6 rs855791

ff Ff FF CC CT TT

对照组 100 27(27) 43(43) 30(30) 24(24) 54(54) 22(22)

CMPA 组 100 25(25) 49(49) 26(26) 10(10) 53(53) 37(37)

χ2 值 0.754 9.588

P 值 0.686 0.008
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能无关。已有研究表明 rs2228570 与哮喘、变应性

皮炎等过敏性疾病相关 [2,11]，本研究未得出类似结

论。

TMPRSS6 基因是一种蛋白质编码基因。其编

码的膜结合丝氨酸蛋白酶（matriptase-2）对铁调

素（hepcidin）的转录有负向调节作用，可使得铁

调素的表达水平下降。铁调素是一种在铁离子代

谢的调节中起主导作用的肽类激素，主要由肝脏

合成并分泌。铁调素不仅可以抑制肠黏膜对铁的

吸收，还能抑制肝细胞与巨噬细胞的铁转运 [12]。

在某些病理状态下，比如炎症状态，机体的铁调

素水平增高，导致体内血清铁减少，出现铁的缺

乏，严重时可出现缺铁性贫血。因此，功能完整

的膜结合丝氨酸蛋白酶可以使体内的血清铁水平

正常，从而维持体内的铁稳态。rs855791 则位于

matriptase-2 的催化结构域上。在一项关于中国汉

族人群的研究中显示，rs855791 可增加铁缺乏及

缺铁性贫血发生的风险 [13]。另有一项研究表明，

rs855791 CC 基因型占优势的人群相对于其他基因

型的人群，体内铁调素水平更低，不容易出现铁

缺乏 [14]。

本研究中，CMPA 组儿童 TMPRSS6 rs855791 

TT 基因型占比较高，而 TT 基因型的人群具有铁

缺乏的遗传易感性。已知铁缺乏的状态可以影响

体内免疫系统的平衡 [15]，而 CMPA 的发病机制之

一便是由于体内免疫系统平衡被打破，由 Th1 细

胞向 Th2 细胞偏移所致 [16]。一方面铁缺乏使得体

内 Th1 和 Th2 的细胞因子的平衡受破坏。比如铁

缺乏时，转铁蛋白受体（TfR）表达下调，TfR 转

运至胞内的铁下降，导致与炎症反应有关的 Th1

细胞内的可变铁池（labile iron pool） 下降，Th1 细

胞的 DNA 合成受抑制；但同样在铁缺乏时，Th2

细胞可变铁池相对于 Th1 细胞并未明显下降，因

此不易受TfR表达下调的影响 [17]。已有研究证实，

Th1 相关细胞因子如 IFN-γ、IL-12 及 IL-18 等易

被铁螯合剂抑制，而 Th2 相关细胞因子如 IL-4、
IL-13 等不易受铁螯合剂的影响 [18]。因此，在铁缺

乏的情况下，已致敏的个体更倾向于向 Th2 偏移

的免疫环境，当再次接触过敏原时更易发生过敏

反应。另一方面，铁缺乏可破坏正常的肠道菌群[19]，

令肠道微生物群代谢物减少，削弱微生物群的屏

障效应，而肠道菌群失调又是 CMPA 的重要危险

因素 [20]。当然，在免疫系统疾病方面，目前对于

TMPRSS6 的调控作用机制研究得并不透彻，未来

仍需要相关机制方面的研究。

维生素 D 是儿童生长发育的必需营养素，近

年来人们对维生素 D 的功能的研究，已经由骨骼

发育及钙的调控方面延伸到免疫系统调控方面[21]。

已有研究表明，维生素 D 不足是食物过敏的风险

因素 [22]。 Silva 等 [23] 的研究表明维生素 D 水平降

低是 CMPA 的风险因素。影响维生素 D 水平的因

素除光照、膳食补充外，更依靠 VDR 基因的调控。

在人群中，VDR 基因存在多态性分布。VDR 基因

包含 11 个外显子，编码含 427 个氨基酸的蛋白 [24]。

该基因上的多态性位点较多，如 Fok I、Apa I、

Bsm I 等。其中 Fok I（ rs2228570C>T）在第 2 外显

子上。在众多 VDR 基因已知位点中，仅 Fok I 能

改变氨基酸序的构成。根据限制酶切位点的有无，

Fok I 的等位基因位点分别以“F”与“f”表示。ff

基因型的翻译由第一个 ATG 启动子开始，翻译出

的蛋白质含 427 个氨基酸；而 FF 基因型则从第 2

个 ATG 开始翻译，生成的蛋白质较正常 VDR 基因

编码的蛋白质缺失 3 个氨基酸，但该蛋白质却对基

础转录因子 IIb 的亲和力强，转录活性也增加。有

研究表明 VDR 基因多态性与肠道黏膜免疫系统疾

病如克罗恩病相关 [25]。Despotovic 等 [26] 研究发现

塞尔维亚人 VDR 基因 Fok I FF 基因型及 F 位点可

降低发生支气管哮喘的风险。Fok I 位点在不同种

族及不同地区的分布不同，此位点与哮喘的相关性

得出的结论也有所不同。本研究未表明 VDR 基因

Fok I 与儿童 CMPA 有相关性，原因可能在于 SNP

在不同人群的分布有差异。且由于基因的异质性和

环境因素的影响，部分候选基因所筛选出的易感基

因在不同的研究中可能会得出阴性甚至完全相反

的结论。

当然本研究仍存在局限性。比如仅进行对

SNP 位点与 CMPA 的相关性分析，没有就基因与

基因、基因与环境的交互作用进行进一步分析。

但本研究新发现的 CMPA 的遗传相关因素仍有

现实意义及应用价值。一方面有助于识别过敏高

风险儿童，尤其是对于 6 个月以内的小婴儿，因

CMPA 现有的诊断局限性，实验室诊断并不能反映

真实的患病情况，SNP 检测或许可以提供参考。

另一方面可指导治疗。CMPA 患儿往往有多种营养
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素缺乏的危险，对于 rs855791 TT 基因型的患儿，

可能需要额外补充铁剂。

总之，本研究发现 TMPRSS6 rs855791 TT 基

因型可能为 CMPA 的易感基因型，而 VDR 基因

Fok I rs2228570 多态性与 CMPA 不相关。后续将对

诊断的 CMPA 儿童进行随访，进一步研究 SNP 是

否与获得免疫耐受相关。
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