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要"目的
!

探讨
<_33<%,

基因多态性在儿童哮喘患者中的分布及其与患者血清
#

S

_

水平的关系$方法
!

选取哮喘儿

童
'A(

例"哮喘组#!同期健康体检儿童
''>

例"健康对照组#!同时提取外周血基因组
<3=

!通过高温连接酶检测法"
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#检

测
<_33<%,

基因
:H%JKJB%>

&

:H%JJ>KKK

&

:H%JJ>K>(

位点的基因型$采用免疫散射比浊法检测样本血清总
#

S

_

水平$结果
!

:H%JKJB%>

位点
C

组基因型"

aa

%

a=

%

==

#及
:H%JJ>K>(

位点
C

组基因型"

==

%

a=

%

aa

#在健康对照组与哮喘组分布频率差异无统

计学意义"

"

$

&@&>

#$

:H%JJ>KKK

位点
C

组基因型"
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%

$6

%
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#在健康对照组与哮喘组分布频率差异有统计学意义"

"

&

&@&>

#!

其中!哮喘组
C

种基因型患者中血清
#

S

_

水平差异均无统计学意义"

"

$

&@&>

#$结论
!

<_33<%,

基因多态性与儿童哮喘有一定

相关性!但与哮喘患者血清
#

S

_

水平无相关性$
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哮喘是以发作性喘息,咳嗽,气急为表现的复杂的多基因

遗传病#临床上以气道高反应,炎症和
#

S

_

升高为特征+相关

研究表明#儿童哮喘与环境,遗传等多种因素相关+哮喘易感

性相关遗传因素的研究对于选择过敏性疾病预防和治疗的靶

点至关重要#但迄今为止相关研究仍在探索之中'

%

(

+

'&&J

年#

59PP-NN

等第一次通过全基因组关联研究$

S

;I9F;1T7R;-HH9071

-N79IHNMR7;H

#

aX[

%证实了
Y!5<*C

基因多态性与儿童哮喘

易感性高度相关#其研究结果表明#遗传变异所调控的
Y!51

<*C

基因的表达水平是儿童哮喘易感性的因素之一'

'1K

(

+有学

者报 道#在 染 色 体
%

W

C%@C

位 点 上 新 识 别 了 一 个 包 含

<_33<%,

的基因#该基因与儿童哮喘易感性极为相关#并且

该相关性在欧裔患者及非裔北美患者中具有可重复性'

>1(

(

+据

此#现分析
<_33<%,

基因上的
C

个多态性位点
:H%JKJB%>

,

:H%JJ>KKK

,

:H%JJ>K>(

在哮喘儿童中的分布及其与患儿血清

#

S

_

水平的关系#以探讨儿童哮喘易感基因+

A
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资料与方法

A@A

!

一般资料
!

哮喘组!

'&%&

年
K

%

J

月就诊于该院哮喘专

科门诊的哮喘患儿
'A(

例#男
%B'

例#女
%%K

例#年龄
%

%

%'

岁&患儿均符合
'&&(

年全球哮喘创议$

a#3=

%委员会修订的儿

童哮喘诊断标准'

J1B

(

+健康对照组!取自同期健康儿童#共
''>

例#男
%%A

例#女
%&(

例#年龄
%

%

%'

岁&经问卷调查明确儿童

及直系亲属中无哮喘或其他过敏性疾病史+

A@B

!

实验方法

A@B@A

!

基因组
<3=

提取
!

采用
=̀

Q

4:;

8

全基因组
<3=

小

量试剂盒提取外周血基因组
<3=

#溶于
$_

缓冲液#

g'&Z

保存+

A@B@B

!

引物设计与合成
!

根据
a;I;/-IV

公布的
<_33<%,

基因序列$

3$

0

&&KKBJ@%A

%#设计
C

个位点引物各
%

对!

:H%JKJB%>

上游引物
>h1=$$$6=a==aaaaa$a6= a1

Ch

#下 游 引 物
>h1a6= 6$$ 66$ =66 6== $$6 6=1Ch

&

:H%JJ>KKK

上游引物
>h16== 66$ =aa =$6 =6$ 66$

$a61Ch

#下游引物
>h166$$aa=aa===a$6$a6$a1Ch

&

:H%JJ>K>(

上游引物
>h1$a= 6$$ a== =$$ a=6 a6$

$661Ch

#下游引物
>h1==6666$a=6$a=$$6$=aa61

Ch

+
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引物和高温连接酶检测反应$
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N79I

#
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%探针由
#IL7N:9

S

;I;

生物公司合成+

A@B@C

!

多态性位点基因型检测
!

采用
46!

技术和
*<!

检测

样本
<3=

目的序列+多重
46!

反应体系为
'&

)

*

#反应循环

-

C'J

-

国际检验医学杂志
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年
>

月第
C'

卷第
J

期
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'&%%

!
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!
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基金项目!上海市科委长三角科技联合攻关项目资助$

%&KA>B%&'&&

%&国家自然科学基金资助$

C&AJ'B'K

%&上海交通大学重大项目培育基

金资助+
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参数为
A>Z

预变性
%>F7I

&

AKZ

变性
C&H

#

>AZ

退火
%F7I

C&H

#

J'Z

延伸
%F7I

#共
C>

次循环&最后
J' Z

延伸
JF7I

+

CD

的琼脂糖凝胶电泳检测#观察
46!

产物的效果#确定其作

为模板在
*<!

反应中加入的量+

*<!

反应体系为
%&

)

*

#反

应循环参数为
A>Z

预变性
'F7I

&

AKZ

变性
C&H

#

>&Z

反应
'

F7I

#共
C>

次循环+产物经
=,#CJJ

电泳测序#结果运用
a;I1

;F-

88

;:H9PNT-:;

进行数据分析+

A@B@D

!

血清总
#

S

_

检测
!

哮喘组和健康对照组血清总
#

S

_

浓

度采用颗粒增强的免疫散射比浊法#通过
[#_5=3[,3

$

全

自动蛋白分析仪检测+

A@C

!

统计学处理
!

全部数据采用
[=[

软件进行统计分析+

基因型和等位基因频率分布符合
+-:R

Q

1X;7I/;:

S

平衡定律#

各基因型及等位基因频率比较采用
!

' 检验+各基因型患者血

清
#

S

_

水平比较采用
):MHV-.X-..7H

检验和
X7.09̀9I

秩和检

验+以
"

&

&@&>

为差异有统计学意义+

B

!

结
!!

果

B@A

!

多态性位点在哮喘组及健康对照组中的分布
!

经
!

' 检

验#哮喘组和健康对照组
:H%JKJB%>

,

:H%JJ>KKK

,

:H%JJ>K>(

位

点基因型及等位基因频率分布符合
+-:R

Q

1X;7I/;:

S

平衡定

律#在健康对照组及哮喘组均发现各种基因型+

:H%JKJB%>

,

:H%JJ>K>(

位点基因型及等位基因频率分布在健康对照组和哮

喘组间#差异无统计学意义$

"

$

&@&>

%$见表
%

%

'

%&

:H%JJ>KKK

位点
C

组基因型及等位基因频率分布在两组间差异有统计学

意义$

"

&

&@&>

%#其中#哮喘组
$6

和
$$

基因型频率明显低于

健康对照组#哮喘组
$

等位基因频率低于健康对照组#且在显

性模式下#两组间
$6f$$

与
66

基因型频率差异有统计学意

义$

"

&

&@&>

%$见表
C

%

K

%+

B@B

!

哮喘组
:H%JJ>KKK

位点各基因型与血清总
#

S

_

水平的关

系
!

在哮喘的发病机制中#

#

S

_

具有重要且复杂的作用#并且

#

S

_

水平是哮喘病情严重程度及是否缓解的一个标准+为了

初步探讨
<_33<%,

基因多态性导致儿童哮喘易感性的机

制#本组检测了
'KC

例儿童哮喘患者血清总
#

S

_

水平#分析其

:H%JJ>KKK

位点基因型与血清总
#

S

_

水平的关系+结果显示#

<_33<%,

基因
:H%JJ>KKK

位点各基因型患者血清总
#

S

_

水平

差异无统计学意义$

!

'

?%@KK'B

#

"

$

&@&>

%+

表
%

!!

:H%JKJB%>

位点基因型与等位基因频率分布

组别 例数$

'

%

基因型'

'

$

D

%(

aa a= ==

!

'值
"

值
等位基因'

'

$

D

%(

a =

!

'值
"

值

哮喘组
'A( 'K&

$

B%@&B

%

>%

$

%J@'C

%

>

$

%@(A

%

%@KJ>J &@KJB% >C%

$

BA@J&

%

(%

$

%&@C&

%

%@C%JC &@'>%%

健康对照组
'%& %(%

$

J(@(J

%

K>

$

'%@KC

%

K

$

%@A&

%

g g C(J

$

BJ@CB

%

>C

$

%'@('

%

g g

!!

g

!表示无数据+

表
'

!!

:H%JJ>K>(

位点基因型与等位基因频率分布

组别 例数$

'

%

基因型

== a= aa

!

'值
"

值
等位基因

= a

!

'值
"

值

哮喘组
'AK ''>

$

J(@>C

%

((

$

''@K>

%

C

$

%@&'

%

'@>AAK &@'J'( >%(

$

BJ@J(

%

J'

$

%'@'K

%

%@JAKJ &@%B&K

健康对照组
''> %(C

$

J'@KK

%

>(

$

'K@BA

%

(

$

'@(J

%

g g CB'

$

BK@BA

%

(B

$

%>@%%

%

g g

!!

g

!表示无数据+

表
C

!!

:H%JJ>KKK

位点基因型与等位基因频率分布

组别 例数$

'

%

基因型

66 $6 $$

!

'值
"

值
等位基因

6 $

!

'值
"

值

哮喘组
'A( 'K'

$

B%@J(

%

>%

$

%J@'C

%

C

$

%@&%

%

J@AKA% &@&%BB >C>

$

A&@CJ

%

>J

$

A@(C

%

B@%K%% &@&&KC

健康对照组
''C %(&

$

J%@J>

%

>J

$

'>@>(

%

(

$

'@(A

%

g g CJJ

$

BK@>C

%

(A

$

%>@KJ

%

!!

g

!表示无数据+

表
K

!!

:H%JJ>KKK

位点隐性突变和显性突变模式下基因型分布

组别 例数$

'

%

隐性突变

$$ 66f$6

!

'值
"

值
显性突变

$6f$$ 66

!

'值
"

值

哮喘组
'A( C

$

%@&%

%

'AC

$

AB@AA

%

'@&AA' &@%KJK >K

$

%B@'K

%

'K'

$

B%@J(

%

J@'A>' &@&&(A

健康对照组
''C (

$

'@(A

%

'%J

$

AJ@C%

%

g g (C

$

'B@'>

%

%(&

$

J%@J>

%

g g

!!

g

!表示无数据+

C

!

讨
!!

论

哮喘是由遗传因素与各种环境因素共同作用导致的表型

复杂的多基因遗传病+研究表明#哮喘患者的一级亲属患哮喘

的风险是非哮喘患者一级亲属的
>

%

(

倍#遗传因素在哮喘的

病理,生理过程中发挥了重要作用'

A1%&

(

+近年来#随着全基因

组相关性研究在病例对照研究中的开展#一些新的哮喘基因不

断被发现#

<_33<%,

基因就是继
Y!5<*C

基因后发现的又

一重要的哮喘易感基因'

>1(

#

%%

(

+

-

K'J

-

国际检验医学杂志
'&%%

年
>

月第
C'

卷第
J

期
!

#IN\*-/5;R

!

5-

Q

'&%%

!

29.@C'

!

39@J



<_33<%,

基因编码一种胞内信号蛋白#该蛋白是
$3"1

#

&

型受体$

$3"1

#

!

&

%结合蛋白的结合配体#能够负调控细胞

因子引起的
$3"1

#

!

&

信号转导'

%'1%C

(

+

<_33<%,

蛋白表达

于
<6

细胞亚群和
3)

细胞#在活化
$

细胞中表达明显上

调'

%K

(

+在哮喘过程中#一部分活化的
$

细胞发育为
$+'

细

胞#

<_33<%,

蛋白调控
$+%1$+'

细胞因子级联反应并通过

抑制
$3"1

#

!

&

信号转导调控其他炎症信号通路+

为了解中国儿童哮喘与
<_33<%,

基因多态性的关系#

本研究选取
C

个
[34

位点进行了检测分析'

(

#

%>

(

+研究结果显

示#

:H%JJ>KKK

位点
C

组基因型及等位基因频率分布在两组间

的差异有统计学意义#其中#哮喘组
$6

和
$$

基因型频率明

显低于健康对照组#哮喘组
$

等位基因频率低于健康对照组&

这与国外文献中报道的欧裔人群和非裔儿童中的研究结果相

反#提示该位点在中国哮喘儿童中可能为保护性
[34

位点+

此外#为了进一步探讨
<_33<%,

基因多态性导致儿童哮喘

易感性的机制#本研究分析了哮喘儿童
:H%JJ>KKK

位点基因型

与血清
#

S

_

水平的关系#结果显示哮喘儿童该位点基因型与血

清
#

S

_

水平无关&提示该位点多态性并未导致患者血清
#

S

_

差

异#

<_33<%,

基因多态性可能通过其他途径导致儿童哮喘易

感性+

目前#

<_33<%,

蛋白在哮喘病理,生理过程中的作用仍

然知之甚少#对于
<_33<%,

基因多态性与哮喘易感性的关

系#尚需在更多的人群中进行重复研究以及功能基因组研

究'

%

#

%(

(

+本研究是对
<_33<%,

基因与儿童哮喘相关性的初

步调查#更多大量样本的研究#以及
[34

位点与
!3=

转录水

平,细胞因子水平的关系仍在进一步研究之中+对
<_33<%,

基因研究的不断深入将为哮喘基因的确立,哮喘的预测,防治

和治疗提供新的线索和途径+
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