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启动子区基因判断!采用
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位点及
U995

位点不同基因型及等位基因型

与
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感染的相关性$结果
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态性则与
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疫区人群
1c-/+

启动子
U*9+(

可能会增加
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易感性$
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登革病毒#

c6'Z

$是一种重要的蚊媒传播病原%

每年造成全世界超过
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亿人次感染&
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%我国南方如

广东)海南等省为
c6'Z

感染疫区&

-

'

(

c6'Z

在人

体的靶细胞众多%如树突状细胞#
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胞及血管内皮细胞等都可被感染&

9)4

'

%其中
c1

是

c6'Z

感染人体后最先接触的靶细胞&

5

'

(因此%研究

c6'Z

与
c1

的相互作用及其影响因素具有重要的

临床意义(

c1

特异性
1

型凝集素#

c1)0X_'

$%又称

1c-/+

%是位于
c1

表面的一种
%

型跨膜糖蛋白%该分

子在介导多种病原体感染
c1

的过程中发挥重要作

用%亦是
c6'Z

感染
c1

的主要受体&
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(研究显示%

1c-/+

基因启动子多态性能在一定程度上可影响

c6'Z

的感染性%但是相关的研究报道较少%尚未见

以中国人群为对象开展研究的报道(本研究通过采

集
-/*.

年登革热流行期间深圳地区
c6'Z

感染者的

外周血样本%提取基因组
c'(

%检测
1c-/+

基因启动

子区域
U*9+

及
U995

位点的多态性%并与该地区健

康人群进行比较分析%开展基于疫区人群的
1c-/+

启

动子多态性与
c6'Z

易感性的相关研究%为进一步

研究
c6'Z

感染机制提供新的切入点(
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资料与方法

C:C

#

一般资料
#

A//

例健康人外周血标本来源于深

圳市南山区人民医院%主要为健康体检者(

*/-

例

c6'Z

感染者外周血标本也来源于深圳市南山区人

民医院%于
-/*.

年登革热流行期间收集(

C:D

#

方法

C:D:C

#

人外周血基因组提取
#

收集
c6'Z

感染者

及健康对照者的抗凝血标本%利用全血基因组
c'(

提取试剂盒#北京赛百盛$进行血液基因组提取!取
9

!2

全血离心收集血细胞沉淀+加入
=6

缓冲液重悬

细胞并加入
_'

结合液后轻柔颠倒混匀+混合液加入

纯化柱%静置
4!"D

后离心+漂洗液洗涤柱
9

次后用

*//

'

2

灭菌超纯水洗脱基因组
c'(

%冻存于
U./\

待检测(

C:D:D

#

1c-/+

基因的扩增
#

根据
'1]X

公布的人

c1)0X_'

编码基因
1c-/+

序列设计引物%使扩增片

段包含
1c-/+

启动子
U*9+

和
U995

位点(上游引物

#

3*

$!

4̂)1(((((=_(__(1(_1(_1()9̂

+

下游引物#

3-

$!

4̂)_1(_=1==__==11==__

(_)9̂

(扩增反应参数为!
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预变性
-!"D

+

+.\

%

9/C

+

5-:4\

%

9/C

%

A-\

%

9/C

+

9/

个循环后
A-\

延

伸
4!"D

+产物于
*:5V

琼脂糖凝胶电泳上检测目的条

带扩增结果%并切胶回收目的条带#

.4AQ

K

$%冻存

于
U./\

待检测(

C:D:E

#

1c-/+

启动子
U*9+

位点及
U995

位点多态

性的分析

C:D:E:C

#

酶切分析
#

1c-/+

启动子
U*9+

位点及其

上游
4

个碱基序列为
=_(=1(

#

_

$%当该位点为
(

时%

=_(=1(

恰好为
0

K

FX

酶识别位点%可被切开+当

该位点为
_

时%

=_(=1_

无法被
0

K

FX

酶识别切开(

取上述切胶回收的
1c-/+

扩增片段%利用
0

K

FX

酶切

鉴定
U*9+

位点多态性!

9A \

反应
-I

后%产物于

*:5V

琼脂糖凝胶电泳上观察酶切条带结果(若电泳

结果为
*

条带#

.4AQ

K

$%则
U*9+

位点为
_

"

_

纯合

子+若为
-

条带#

-<4Q

K

)

*A-Q

K

$%则
U*9+

位点为
(

"

(

纯合子+若为
9

条带%则
U*9+

位点为
(

"

_

杂合子(

C:D:E:D

#

错配
31&

分析
#

引物
9̂)

端的第
*

个碱基

对
313

扩增的效率有显著影响%针对
1c-/+

启动子

U995

位点多态性%利用错配
31&

进行分析!上游引

物统一为
3*

#序列同前$+下游引物分别为
39)(

#

4̂)

11=11(1=(___1((__(=()9̂

$和
39)_

#

4̂)

11=11( 1=( ___ 1(( __( =_)9̂

$+产物于

*:5V

琼脂糖凝胶电泳上检测目的条带扩增结果(若

U995

位点为
(

"

(

纯合子%当且仅当下游引物为
39)

(

时%可扩增获得特异性片段#

**/Q

K

$+反之%若

U995

位点为
_

"

_

纯合子%则使用
39)_

为下游引物

时能扩增获得特异性片段+若
U995

位点为
(

"

_

杂合

子%则
-

条下游引物均能扩增获得特异性片段(

C:D:E:E

#

c'(

测序
#

部分健康人标本#

*//

例$及全

部
c6'Z

感染者标本的
1c-/+

扩增片段经纯化后送

英潍捷基公司进行
c'(

测序分析(

C:E

#

统计学处理
#

采用
_$,

K

I3,M4

统计软件%利用

8"CIF$̂C

检验进行统计学分析%检验水准
)

h/:/4

%以

!

$

/:/4

为差异有统计学意义(

D

#

结
##

果

D:C

#

1c-/+

启动子区基因片段的
31&

扩增结果
#

A//

例健康人外周血基因组
c'(

经
31&

扩增%成功

获得扩增结果
5/4

例%部分结果如图
*

所示%其余
+4

例扩增效果不佳(

*/-

例
c6'Z

感染者血液基因组

c'(

经
31&

扩增均成功获得目的条带(

##

注!泳道
*

"

-/

为
-/

例健康对照者血液基因组样本
31&

扩增结

果+泳道
-*

为
c'( >,$TF$

图
*

##

-/

例样本
31&

扩增
1c-/+

启动子区

基因片段的电泳结果

D:D

#

1c-/+

启动子
U*9+

位点多态性分析
#

利用

0

K

FX

酶切鉴定
U*9+

位点多态性%

5/4

例健康人标本

经
0

K

FX

酶切后%部分电泳结果显示见图
-

(经分析%

U*9+

位为
(

"

(

者有
-</

例%

U*9+

为
_

"

_

者有
<5

例%

U*9+

为
(

"

_

杂合子者有
-9+

例(随机抽取其中

*//

例健康人群
1c-/+

扩增片段样本进行
c'(

测序

验证%结果表明%

U*9+(

"

(

为
.4

例%

U*9+_

"

_

为
*/

例%

U*9+(

"

_

为
.4

例(部分测序结果%可见
(

"

(

纯

合子%

_

"

_

纯合子及
(

"

_

杂合子存在(该
*//

例样

*
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本经
0

K

FX

酶鉴定后结果为!

U*9+(

"

(

为
.5

例#与

测序结果符合率为
+A:<V

$%

U*9+_

"

_

为
*-

例#与

测序结果符合率为
<9:9V

$%

U*9+(

"

_

为
.-

例与测

序结果符合率为
+9:9V

$(

0

K

FX

酶切鉴定与
c'(

测

序相比%虽简单易行%但仍存在一定错误率%故全部

*/-

例感染者标本的
31&

扩增产物均经采用
c'(

测序分析%结果为!

U*9+(

"

(

为
A5

例%

U*9+_

"

_

为

5

例%

U*9+(

"

_

为
-/

例(

##

注!泳道
*

"

-/

为
-/

例样本
1c-/+

扩增片段
0

K

FX

酶切结果+泳

道
-*

为空白对照+泳道
--

为
c'( >,$TF$

图
-

##

-/

例健康者样本
31&

产物的
0

K

FX

单酶切电泳结果

D:E

#

1c-/+

启动子
U995

位点多态性分析
#

以已进

行
1c-/+

扩增片段测序的
*//

例健康样本及随机挑

选的另
-//

例健康标本为模板%利用错配
31&

进行

1c-/+

启动子
U995

位点多态性检测(结果
-/9

例健

康人标本的错配
31&

电泳结果可明确辨识#见图
9

$!

U995(

"

(

为
*4.

例%

U995_

"

_

为
5

例%

U995(

"

_

为
.9

例(其中%

*//

例已测序样本的错配
31&

结果

为!

U995(

"

(

为
+*

例 #与 测 序 结 果 符 合 率 为

+A:<V

$%

U995_

"

_

为
*

例#与测序结果吻合率为

*//V

$%

U995(

"

_

为
<

例#与测序结果符合率为

</V

$(全部
*/-

名
c6'Z

感染者样本的扩增产物经

测序鉴定!

U995(

"

(

为
<-

例%

U995_

"

_

为
-

例%

U995(

"

_

为
*<

例#图
9

$(

##

注!

*

为
U995_

"

_

样本经
3*i39(

扩增+

-

为
U995_

"

_

样本经

3*i39_

扩增+

9

)

4

)

A

)

+

为
U995(

"

(

样本经
3*i39(

扩增+

.

)

5

)

<

)

*/

为
U995(

"

(

样本经
3*i39_

扩增+泳道
**

为
c'( >,$TF$

图
9

##

1c-/+

基因
U995

位点错配
31&

扩增电泳结果

D:F

#

1c-/+

启动子
U*9+

)

U995

位点多态性与

c6'Z

感染的相关性分析
#

经
0

K

FX

酶切)错配
31&

及测序分析能明确鉴定出
-/9

例健康人及
*/-

例

c6'Z

感染者的
1c-/+

启动子
U*9+

)

U995

位点多

态性(进一步计算出
-

组人群中
_

等位基因与
(

等

位基因的数目及频率%计算结果如表
*

所示(运用

8"CIF$̂C

检验分别计算
U*9+

及
U995

位点不同基因

型及等位基因型与
c6'Z

感染率的相关性(结果表

明%以深圳疫区人群为对象%

c6'Z

感染者在
1c-/+

启动子
U*9+

位点出现
(

等位基因的频率为
A.:4V

#

A5

"

*/-

$%显著高于健康人群#

59:<V

%

-4+

"

./5

$%差

异有统计学意义#

!

$

/:/4

$%提示
U*9+(

可能会增加

c6'Z

的易感性 #

5:h*:54+

%

+4V@#

!

*:/*A

"

-:A/5

%

!

$

/:/4

$+

U995

基因多态性则与
c6'Z

易感

性没有显著相关性%尽管病毒感染者
U995

出现
(

等

位基因的频率高于健康对照%但差异无统计学意义

#

!

%

/:/4

$(

表
*

##

c6'Z

感染者及健康对照
1c-/+

启动子

###

$

U*9+

#

U995

%多态性分析(

&

$

V

%)

位点
基因型"

等位基因

c6'Z

感染者

#

&h*/-

$

健康对照

#

&h-/9

$

U*9+

位
(

"

( A5

#

A.:4

$

<+

#

.9:<

$

(

"

_ -/

#

*+:5

$

<*

#

9+:+

$

_

"

_ 5

#

4:+

$

99

#

*5:9

$

U995

位
(

"

( <-

#

A+:.

$

*4.

#

A4:<

$

(

"

_ *<

#

*A:5

$

.9

#

-*:-

$

_

"

_ -

#

-:/

$

5

#

9:/

$

E

#

讨
##

论

##

c6'Z

是一种重要的蚊媒传播病毒%该病毒在全

球超过
*//

个国家流行%我国南方诸省是
c6'Z

的流

行疫区(近年来%我国广东)河南及台湾等省先后暴

发
c6'Z

感染&

<)*/

'

%

c6'Z

疫情仍不容忽视(

c6'Z

主要通过伊蚊叮咬传播%病毒在叮咬局部首先感染

c1

%但病毒感染的具体机制仍有待阐明(

-/

世纪初%

科研人员首次证实了
c1

表面的
1c-/+

分子通过识

别
c6'Z

表面
6

蛋白的糖基化位点%介导病毒的吸

附并触发细胞对病毒的胞吞作用&

**

'

%为深入探究病

毒
)

宿主相互作用的机制奠定了基础(

-//4

年%日本

科学家首次报道
1c-/+

基因的启动子区域
U995

位

点多态性可能与
c6'Z

的感染有关%该研究以巴西

人群为研究对象%发现
U995

位点为
_

时对
c6'Z

具

有一 定 的 抵 抗 作 用&

*-

'

(

-/*9

年%

(2(_(&(0@

等&

*9

'在印度人群中开展的调研结果表明
1c-/+

启动

子
U995

位点多态性与
c6'Z

易感性无显著相关性%

但其报告同时指出
U*9+_

作为风险基因型更易在感

染人群中被检出(同年%以巴西人群为对象开展的研

究表明
1c-/+

启动子
U995_

为保护基因型&

*.

'

(上

述研究表明%

1c-/+

分子作为
c6'Z

感染
c1

的重要

受体%其基因启动子区域特定位点的多态性能显著影

响病毒的感染率%但基因多态性与病毒感染的相关性

因地而异(目前%仍然未见以中国人群为对象开展的

相关性分析%明确我国人群
1c-/+

启动子多态性与

c6'Z

感染的相关情况对进一步发掘病毒
)

宿主相互

作用的影响因素具有重要实际意义(

*

.-/-

*

国际检验医学杂志
-/*<

年
<

月第
9+

卷第
*5

期
#
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!
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!
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为分析我国人群的
1c-/+

启动子多态性对

c6'Z

感染的影响%本研究从具有.移居之城/的深圳

某综合医院收集了
*/-

例
c6'Z

感染者血液样本%同

期收集了
A//

例健康血标本作对照%提取基因组

c'(

并分别进行
1c-/+

片段的
31&

扩增%扩增产物

利用
0

K

FX

酶切)错配
31&

和
c'(

测序
9

种方法检

测
1c-/+

启动子#

U*9+

)

U995

$多态性(基于人

1c-/+

基因
U*9+

位点的特殊性%该位点多态性分析

首先利用
0

K

FX

酶切进行%结果
5/4

例健康人标本的

31&

扩增产物均可通过酶切区分%成功率
*//V

%与

随机抽取的
*//

例样本进行
c'(

测序后比较%符合

率
+/V

以上(对于
1c-/+

基因
U995

位点多态性%本

研究利用错配
31&

对
9//

例健康对照标本进行了分

析%结果仅
-/9

例能够明确区分%分析成功率为
5A:

AV

#

-/9

"

9//

$(限制性酶切和错配
31&

均为分析基

因多态性的常用方法%具有快速)低廉)无需外寄标本

等优点%但影响分析成功率的因素较多(随着
c'(

测序技术的发展和成本的降低%测序分析或基因组扫

描已经成为分析基因多态性的重要手段%准确性高%

可作为参考方法(本研究的
*/-

例临床感染标本的

1c-/+

多态性均采用
c'(

测序进行分析(通过与已

报道的国外人群的
1c-/+

启动子多态性进行比较%发

现我国登革热疫区人群
1c-/+

启动子基因型与国外

人群的基因型具有显著差异(在
1c-/+

启动子
U*9+

位点%我国疫区人群与泰国人群的基因多态性相近%

更易出现
(

等位基因%概率分别为
A.:4V

和
5<:AV

%

显著高于巴西人群#

./:5V

$和印度人群#

4*:+V

$(

在
U995

位点%中国人群#

A4:<V

$)巴西人群#

A/:9V

$

出现
(

等位基因的概率相似%显著低于泰国人群

#

<+:5V

$及印度人群#

<.:*V

$

&

*-)*.

'

(上述比较再次

验证了人
1c-/+

启动子多态性具有地域特异性(

本研究分析结果表明%在中国人群中%

1c-/+

启

动子
U*9+

位点多态性与
c6'Z

感染显著相关%

c6'Z

感染者在该位点更易出现
(

等位基因%提示

U*9+(

可能为我国
c6'Z

感染的风险基因型(这

与之前国外的报道有一定差异(

-//4

年%

*

项基于泰

国人群的研究表明
1c-/+

启动子
U*9+

位点多态性

与
c6'Z

感染没有显著相关性&

*-

'

(

-/*9

年%

(2()

_(&(0@

等&

*9

'以印度人群为对象开展的研究则表明

U*9+(

为保护基因型(造成上述地域差异性的原因

可能在于
1c-/+

启动子区域存在多个多态性位点%不

同地域的人群在长期进化过程中因选择压力不同而

进化出截然不同的基因型%

c6'Z

易感性可能受到多

个位点的协同调控%反映到某一特定位点时即出现了

上述.矛盾现象/(在
1c-/+

启动子区域的众多多态

性位点中%本研究仅进行了
U*9+

及
U995

位点多态

性与
c6'Z

感染的相关性研究%其主要原因在于前

人关于
1c-/+

启动子多态性与
c6'Z

感染的研究中

大多聚焦到这
-

个位点+此外%在其他疾病感染#

aXZ)

*

)

0(&0

)肺结核等$的研究中这
-

个位点多态性也多

有报道&

*4)*A

'

(因此%在
1c-/+

启动子区域的众多单核

苷酸多态性位点中%

U*9+

及
U995

位点可能具有较

为特殊的功能%但其具体机制还有待进一步阐明(

F

#

结
##

论

##

本研究首次调查分析了中国登革热疫区人群

1c-/+

启动子
U*9+

及
U995

位点多态性与
c6'Z

感染的相关性%并发现
U*9+(

可能是我国疫区

c6'Z

感染的易感基因型%为进一步探索
c6'Z

感

染机制提供了实验依据(
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目前%

16(

在临床上已作为诊断消化系统肿瘤的一

种常规辅助指标(

16(

含量在消化系统患者异常增

高%尤其以结直肠癌
16(

升高最为明显&

*-

'

(

1(A-).

是常见的一种胃肠道肿瘤标志物%且是一种高相对分

子质量的黏蛋白分子&

*9

'

(有学者研究报道显示%

1(A-).

在消化道恶性肿瘤中含量明显上升&

*.

'

(本文

研究结果表明%观察组血清
1(*+)+

)

(83

)

16(

)

1(A-).

含量和阳性率均高于良性组和对照组%说明

老年消化系统恶性肿瘤血清
1(*+)+

)

(83

)

16(

)

1(A-).

含量明显上升%且阳性率高(

F

#

结
##

论

##

肿瘤标志物
1(*+)+

)

(83

)

16(

及
1(A-).

联合

诊断老年消化系统恶性肿瘤具有重要研究价值%联合

诊断具有较高灵敏度和特异度(
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