
第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

9047#$$%

!收稿日期"#$$: ;$> ;D$#!修回日期"#$$: ;$% ;#"

!基金项目"国家自然科学基金资助项目$D$?>##E:%

!作者简介"金婧'女'博士'主治医师& 主攻方向(儿科呼吸感染&

!通讯作者"申阿东'男'研究员'首都医科大学附属北京儿童医院儿科研究所'邮编(!$$$"E&

论著)临床研究

!"#$%$ 基因多态性与中国汉族儿童结核病易感性研究

金婧!

!孙琳!

!焦伟伟!

!赵顺英#

!李惠民#

!关晓蕾!

!焦安夏!

!迟巍#

!江载芳!

!申阿东!

"!7首都医科大学附属北京儿童医院北京市儿科研究所!北京&!$$$"E# #7首都医科大学附属北京儿童医院儿内科!北京&!$$$"E$

&&!摘&要"&目的&结核病在全球具有死灰复燃的趋势'宿主遗传因素在结核病发生*发展中的作用越来越受

到人们的重视'/N.03! 基因多态性可能参与结核病的发病& 该研究探讨/N.03! 基因多态性与中国汉族儿童结

核病易感性的相关关系& 方法&病例组为 #$$E 年 ! 月至 #$$: 年 D 月北京儿童医院收治的汉族儿童结核病人 !D$

例'另选 D%$ 例外科术前体检儿童'按照年龄*性别*民族以及地区与病例组进行匹配& 应用 1'NFNBA1分析方法'

分别对/N.03! 基因I8<" 和JE"D8位点多态性与儿童结核病易感性进行相关分析& 结果&/N.03! 基因JE"D8

位点变异型基因型$L=9和 9=9%频率'病例组$D"=!D$%明显高于对照组$??=D%$%'差异显著$

!

#

mE7D"%' 3e

$7$E#5Nm!7>"'%ES1+m!7$: #̀7>%%#I8<" 位点没有统计学差异& 分析不同性别的影响'显示 JE"D8位点变异

型基因型在病例组女患儿$!?=E#%明显高于对照组$#!=!EE%'差异有显著性$

!

#

m>7:??'3e$7$E'5Nm#7:"'%ES

1+m!7D" È7%%%#而病例组中的男患儿$!:=>:%和对照组$"E=#DE%之间差异无显著性#I8<" 位点无论男还是女都

没有差异& 结论& /N.03! 基因JE"D8位点变异与中国汉族儿童结核病易感性存在相关#JE"D8位点 L=9和

9=9基因型可能是中国汉族儿童结核病的易感基因型'/N.03! 变异型基因型更易导致女孩患结核病&

!中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!YG &!Y\"

!关&键&词"&/N.03! 基因#结核病#易感性#中国儿童
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&&结核病$-YZ.4WY6,R)R' <C%是由结核分枝杆菌

$/MW,Z3W-.4)36-YZ.4WY6,R)R'@<C%感染所致'是单一

感染因素引起死亡人数最多的疾病& 结核病的发

生*发展和临床结局'不仅受病原体的毒力和环境因

素的影响'还受宿主遗传因素的影响& 全球大约

!=D人口感染过结核分枝杆菌'但感染人群中仅有

!=!$ 发展为有临床症状的结核病!!"

'提示宿主遗传

背景在@<C感染后结核病的发生*发展中起重要作

用& 以往结核病研究主要集中在致病菌及环境因素

对发病的影响'近年来随着人类基因组研究的进展'

宿主易感基因在结核病的发生*发展中的作用备受

人们的重视&

目前认为结核病的遗传学易感性是由多基因决

定的!#"

'包括人类白细胞抗原基因 $ (Y/3* 6.YQ,F

WM-.3*-)P.* P.*.'HA9%*非 HA9基因两大类#其中

非HA9基因包括人类自然抵抗相关巨噬细胞蛋白

! 基因$ *3-Y4364.R)R-3*-F3RR,W)3-.2 /3W4,0(3P.04,F

-.)* !'/N.03!%*维生素 J受体基因$[)-3/)* J4.F

W.0-,4'V4N%*甘露糖结合植物凝集素基因$/3**,R.

Z)*2)*P6.W-)*'0S#%等'其中 /N.03! 基因是人类

结核病最主要的候选基因之一&

!%%: 年首次报道人 /N.03! 基因 $又称为

E#1!!.! 基因%与结核病易感性相关以来!D"

'许多

研究显示/N.03! 基因与人类结核病相关'年龄及

性别也影响 /N.03! 多态性与结核病易感性!"' E"

&

儿童的免疫状态与成人不同'儿童结核病在很多方

面与成人结核病不同'痰涂片阳性病例很少& 探讨

/N.03! 基因多态性在儿童结核病易感性中的作

用'可进一步了解结核病的发病机制& 目前有关儿

童结核病与宿主 /N.03! 基因多态性关联的研究

很少'中国儿童结核病的相关研究目前未见报道&

本研究探讨 /N.03! 基因多态性与中国汉族儿童

结核病易感性是否存在相关'以明确 /N.03! 基因

多态性在儿童结核病发病中所起的作用'从而为我

国结核病的防治提供新思路&

$F材料与方法

$7$F研究对象

病例组(为 #$$E 年 ! 月至 #$$: 年 D 月北京儿

童医院收治的儿童结核病患儿 !D$ 例'根据临床表

现*细菌学检查及影像学检查确诊为儿童结核

病!?' >"

'无糖尿病*HI5感染及使用肾上腺皮质激素

及其他免疫抑制剂等可能影响易感性的因素#其中

活动性肺结核患者 #> 例'结核性脑膜炎*骨结核*结

核性胸膜炎等肺外结核 %! 例'结核感染 !# 例&

对照组(为同期在北京儿童医院门诊行外科手

术前查体的儿童'共 D%$ 例& 按照年龄*性别*民族

以及地区与病例组进行匹配'G线胸片检查未见异

常'11J硬结均 eE //'既往无结核病史及结核病

接触史& 本研究获得了首都医科大学北京儿童医院

伦理委员会同意'所有研究对象都事先签署了知情

同意书&

$7!F实验方法

!7!7!&基因组J89提取&&取TJ<9抗凝的静脉

血 ! /A'用 l)3P.* 全血 J89提取试剂盒$lI93/0

J89C6,,2 @)2)O)-'l)3P.*' '3-E!!:E%提取基因组

J89' ;#$o冻存&

!7!7#&1'N反应及限制性内切酶消化&&选取

/N.03! 基因的两个位点进行基因多态性分析& 目

前报道 /N.03! 基因的 " 个多态性位点与结核病

易感性相关'分别是位于 En端启动子区的 L<重复

$L<%*和位于第四内含子区的 L

%

'单碱基替换

$I8<"%' 位于 Dn端第 !E 外显子的 L

%

9单碱基替

换$JE"D8%和 Dn非翻译区的 <L<L缺失$Dnj<N%&

研究显示 En端两个位点及 Dn端两个位点分别是连

锁遗传的!D' :"

'因此本研究选取I8<" 位点和JE"D8

位点进行基因多态性分析&

参考相关文献设计/N.03! 基因引物'I8<" 位

点上游引物为('<'''<L''<''<'9'9L'<<'<'下

游引物为('<<LLL9<L''''9<L<L9L9'扩增片段

大小为 #"> Z0'以限制性内切酶903I$8TC''3-(N$

!!" 5%酶切& JE"D8位点上游引物为(LL'9<'<'F

'''99<<'9<LL<<L' 下 游 引 物 为( 99'<L<'F

''9'<'<9<''<L'扩增片段大小为 #"E Z0'以限制

性内切酶9[3II$8TC''3-(N$ !ED 5%进行酶切& 酶

切体系同产品说明书& 酶切后进行 #S琼脂糖凝胶

电泳'判断基因型&

$KGF!"#$%$ 基因多态性结果判断

I8<" 位点为 L=L时'无 903I酶切位点'酶切

后仍为 #"> Z0 片段#位点为 '='时'酶切后产生

!ED 和 %" Z0两个片段#位点为L='时'酶切后产生

#">=!ED=%" Z0 D个片段#JE"D8位点是L=L时'以限

制性内切酶 9[3II酶切'产生 !#?=>%="$ Z0 D 个片

段'若为9=9则产生 #$E="$ Z0 两个片段'若为L=9

杂合则产生 #"E Z0 和 !#?=>%="$及 "个片段$图 !%&

$7%F统计学处理

采用 U1UU !!7E软件进行统计分析'病例组和对

照组基因型分布采用
!

# 检验'并进行H342MFf.)*Z.4P

平衡检测'3e$7$E认为差异有统计学意义&

)":#)
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&%%

'$"
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)*+,

' - ./. ./0 0/0

' - ./. 1/1 ./1

$23

!%%

&%%

(%%

4$,!*

&&图 $F!"#$%$ 基因 ! 个位点 DB(产物及酶切产物

的 !S琼脂糖凝胶电泳结果F

@(J89标准& !(1'N产物'符合

预期大小& L=L'L='''='分别表示I8<" 位点的三种基因型'L=L'

9=9'L=9分别表示JE"D8位点的三种基因型&

!F结果

!7$F两组基本情况比较

病例组年龄为 E7> b"7? 岁'男女比例为 >:qE#'

对照组年龄为 E7: b"7! 岁'男女比例为 #DEq!EE'

经
!

# 检验两组在年龄及性别构成上差异无显著性

$表 !%&

表 $F两组基本信息及比较

分组 例
性别&&例$S%

男 女

年龄

$岁'LbI%

对照组 D%$ #DE$?$7D% !EE$D%7>% E7:! b"7$>

病例组 !D$ >:$?$7$% E#$"$7$% E7># b"7E:

!K!F!"#$%$ 基因型频率及基因频率 T+9:;P

_)-/3)97遗传平衡检验

儿童结核病例组 /N.03! 基因 # 个位点基因

型频率'经 H342MFf.)*Z.4P平衡检测两组均符合

H342MFf.)*Z.4P遗传平衡$3c$7$E%'两组样本来

自遗传平衡群体$表 #%&

&表 !F!"#$%$ 基因多态性与儿童结核病易感性关联

基因型
I8<"

对照组 病例组

JE"D8

对照组 病例组

L=L #:> :% L=L D#" %?

L=' %? D% L=9 ?$ D#

'=' > # 9=9 ? #

L='d'=' !$D "! L=9d9=9 ?? D"

合计 D%$ !D$ D%$ !D$

HfT

3

c$7$E c$7$E c$7$E c$7$E

5N

Z

$%ES1+%

!7#:

$$7:D !̀7%:%

!7>"

$!7$: #̀7>%%

!

# 值W

!7#:! E7D"%

3值 c$7$E e$7$E

&&3(各组H342MFf.)*Z.4P遗传平衡检验的 3值# Z(变异基因型

$包括杂合型和纯合变异型%与野生基因型比较的比值比'$ %内为

%ES可信区间# W(变异基因型$包括杂合型和纯合变异型%与正常野

生型基因型频率分布比较的
!

# 值&

!KGF!"#$%$ 基因多态性与儿童结核病的相关性

分析

儿童结核病病例组 I8<" 位点 L=L'L='和

'='基因型各占 ?:7ES$:%=!D$%'D$S$D%=!D$%和

!7ES$#=!D$%#对照组I8<" 位点 L=L'L='和 '='

基因型各占 >D7?S$#:>=D%$%'#"7?S$%?=D%$%和

!7:S$>=D%$%& 由于纯合变异基因型 '='频率较

低'在病例组只有 # 例'按
!

# 检验要求将 '='与杂

合变异基因型 L='合并为一组'即变异基因型'病

例组与对照组基因型频率分布进行
!

# 检验'

!

# 值为

!7#:!'3c$7$E'变异基因型$'='dL='%与野生型

$L=L%比较的比值比$5N%为 !7#:'%ES可信区间

$%ES1+%为 $7:D !̀7%:'差异无显著性$表 D%&

儿童结核病病例组 JE"D8位点 L=L'L=9和

9=9基因型各占 >D7%S$%?=!D$%'#"7?S$D#=!D$%

和 !7ES$#=!D$%#对照组 JE"D8位点 L=L'L=9和

9=9基因型各占 :D7!S$D#"=D%$%'!E7"S$?$=D%$%

和 !7ES$?=D%$%& 纯合变异基因型 9=9在病例组

只有 # 例'将 9=9基因型与 L=9基因型合并为一

组'即变异型基因型'病例组与对照组基因型频率分

布进行
!

# 检验'

!

#

mE7D"%'3e$7$E'差异有显著

性#变异基因型$9=9dL=9%与野生型$L=L%两组

5N值为 !7>"'%ES1+为 !7$: #̀7>%'差异有显著

意义$表 D%&

!K%F性别对!"#$%$ 基因多态性与儿童结核病易

感性的影响

性别对 /N.03! 基因多态性与儿童结核易感

性的影响分析'显示JE"D8位点变异型基因型在病

例组女孩$!?=E#'#:7?S%中明显高于对照组女孩

)E:#)
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$#!=!EE'!#7"S%'

!

#

m>7:??'3e$7$E'5Nm#7:"'

%ES 1+m!7D" È7%%#而在病例组男孩 $!:=>:'

#D7:S%和对照组男孩$"E=#DE'!:7DS%之间差异

没有显著性'

!

#

m$7E?#'3c$7$E'5Nm!7#>'%ES

1+m$7?: #̀7DE#I8<" 位点无论男孩还是女孩差异

都无显著性$表 D%&

表 GF性别对!"#$%$ 基因多态性与儿童结核病易感性的影响
$例%

位点

分组

+/*"

男

对照组 病例组

女

对照组 病例组

4E"D/

男

对照组 病例组

女

对照组 病例组

基因型 L=L !># EE !!E D" L=L !%$ ?$ !D" D?

L='d'=' ?D #D "$ !: L=9d9=9 "E !: #! !?

合计 #DE >: !EE E# #DE >: !EE E#

5N值3

$%ES1+%

!7!"

$$7?E #̀7$!%

!7E#

$$7>> #̀7%%%

!7#>

$$7?: #̀7DE%

#7:"

$!7D" È7%%%

!

# 值Z

$7#!! !7"%: $7E?# >7:??

3值 c$7$E c$7$E c$7$E e$7$E

&&3(变异基因型$包括杂合型和纯合变异型%与野生基因型比较的比值比'$ %内为 %ES可信区间# Z(变异基因型$包括杂合型和纯合变异

型%与野生型基因型频率分布比较&

GF讨论

结核病发病是多因素综合作用的结果'除致病

菌及环境因素影响结核病发病以外'宿主易感基因

多态性对结核病的发生*发展也起着重要作用& 儿

童与成人在机体免疫状态方面有所不同'从分子水

平研究儿童结核病中易感基因多态性与儿童结核发

生*发展的关系'有利于进一步了解儿童结核病发病

机制'制定更加有效的结核病防治方法'改善儿童结

核病的预后'减少儿童结核病的发生&

宿主巨噬细胞是抑制结核分枝杆菌侵入机体的

第一道防线'也是机体免疫应答的主要效应细胞&

机体感染结核分枝杆菌后'首先被宿主巨噬细胞识

别并吞噬'通过吞噬体F溶酶体融合*诱导凋亡*自由

基直接作用等多种方式'来杀灭或者抑制结核分枝

杆菌在细胞内生长'同时'释放大量的炎性因子'使

炎性细胞聚集在病灶部位'形成肉芽肿'进一步限制

并杀灭胞内的结核分枝杆菌& 因此'与巨噬细胞功

能相关的一系列基因便逐渐成为结核病易感基因研

究所关注的焦点&

/N.03! 基因是人类结核病最主要的候选基因

之一'/N.03! 基因已被克隆定位于人染色体

#]DE'长 !# $$$ Z0 ' 有 !E 个外显子' 编码一个 EE$

个氨基酸的蛋白& 人的 /N.03! 蛋白主要位于静

止期巨噬细胞晚期胞腔内'在巨噬细胞吞噬病原体

后'转移到巨噬细胞膜'通过改变吞噬溶酶体微环境

来限制胞内病原体的繁殖!%' !$"

&

在对冈比亚人群的一个大样本研究显示!D"

'

/N.03! 基因多态性与结核病相关'在我国!!!' !#"

*

韩国!!D"

*日本!!""人群的研究也发现了类似的结论'

但在白种人*香港地区人!:"

*台湾省人!!E"以及巴西

人群!!?"的研究中没有发现相同的结论'分析可能是

种族差异或样本选择的差异所致& 对儿童结核病研

究也显示'/N.03! 基因与儿童结核病有密切关

联!!>' !:"

'但有关儿童结核病遗传易感性研究报道很

少'更缺少国内的研究&

本研究显示'在儿童结核病中 /N.03! 基因

JE"D8位点基因型 L=9和 9=9变异型基因型'病

例组明显高于对照组'提示 JE"D8位点 L=9和

9=9基因型可能是儿童结核病的易感基因型& 性别

也可影响结核易感性!"' E"

'本研究中结核病患儿

JE"D8位点变异型基因型分布在女孩中明显高于

正常对照女孩'而在男孩中没有显著差异'提示性别

因素影响结核病的易感性'但其机制有待于进一步

研究& 成人结核病研究中!!%"

'推测性别因素影响可

能是由于生育期'女性月经影响使铁储备降低'导致

吞噬体不能产生足够的自由基'来杀灭细菌& 但是

本研究都是 !" 岁以下的儿童'没有导致体内铁储备

降低的因素'因此'性别对结核易感性作用的生理机

制还需要进一步研究证实&

/N.03! 基因 JE"D8位点多态性与儿童结核

病易感性相关'目前认为可能是 /N.03! 基因

JE"D8位点变异'导致非保守氨基酸的改变'可能

影响了蛋白的功能或影响其稳定性'变异的

/N.03! 可能导致了巨噬细胞对胞内结核分枝杆菌

的清除能力减弱'使感染结核杆菌后'对结核杆菌的

清除能力下降'更多的结核分枝杆菌在体内长期潜

伏'当机体免疫功能低下时'导致结核病发生'但

/N.03! 基因确切的功能目前还不十分清楚'需要

对其功能进一步研究'以明确该基因多态性对人结

核病易感性影响的生物学机制&

)?:#)
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