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探讨基质金属蛋白酶
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"
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$血清水平及其基因
"'2D&#
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多态性与儿童哮喘的相关关系%方法
!

采用

双抗体夹心酶联免疫吸附试验"

L%FXLN

$测定
D2

例哮喘儿童"病例组$和
DC

名健康对照儿童"对照组$血清
//W"K

水平!并采用

多聚酶链反应
"

限制性片段长度多态性"

W#V"V[FW

$分析技术检测
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基因
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多态性%结果
!

病例组儿童
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血

清水平"
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明显高于对照组儿童)"
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$%病例组和对照组
//W"K

基因
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的
##

&
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基因型构成比分别为
DB1BJ

&

&K1&J

&

01'J

和
B012J
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&214J
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'12J

!其
#

和
5

基因频率分别为
C&10J

&

'B1BJ

和
CD14JJ

&

'314J

!两组的基因型和基因频率差异均无统计学意义 "

!
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$%病例组和对照组中不同基因型儿童的
//W"K

血清水平差异均无统计学意义"
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血清水平与儿童哮喘的发生&发展相关!而
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多态性与儿童哮喘发病无关%

关键词"基质金属蛋白酶
K

#儿童#哮喘

!.-

!

'410KDK

"

M

1-88+1'DB'"C03C1&4''1&3144D

文献标识码"

N

文章编号"

'DB'"C03C

"

&4''

$

&3"&34B"40

H%='

1

&+0--&$*0%*&+&"-#)=330%)*G3#%0,,&

/

)&%#*+0-#(K$&+$#+%)0%*&+0+'

2

#+#('2D&4

"

E

/

&,

1

3&)

/

.*-3%&$.*,'.&&'0-%.30

"

5,06-$

*

'

#

9&$/&

'

#

.&$1#H(&

&

#

D#$@0#$

*

,-$

*

0

$

':L(

G

#<;H($;-

?

%=&$&B#=.#7-<#;-<

>

#

E

??

&=&#;(A6-F

G

&;#=-

?

6#&$#$8(A&B#=%-==(

*

(

#

6#&U-02B4'4&

#

%,&$#

%

&:L(

G

#<;H($;-

?

6(H-A&#=

>

F&F

#

E

??

&=&#;(A6-F

G

&;#=-

?

6#&$#$8(A&B#=%-==(

*

(

#

6#&U-02B'4'4&

#

%,&$#

%

0:6#&$#$!<-K&$B&#=O(

>

.#7-<#;-<

>

-

?

D<-

G

&B#=T;&-=-

*>

#

6#&$#$8(A&B#=%-==(

*

(

#

6#&U-0

#

2B''4'

#

%,&$#

&

67-%)0$%

!

87

9

#$%*:#

!

5.67

Q

E.>6?H6*88.G-*?-.+.P86>)::*?>-7:6?*EE

Q

>.?6-+*86"K

$

//W"K

&

G.+G6+?>*?-.+*+!

O

6+6"'2D&#

"

5

Q

.E

@

:.>

Q

H-8:?.GH-E!H..!*8?H:*1;#%.&'-

!

5H686>):E6=6E.P//W"KR*8!6?6>:-+6!,

@

8*+!R-GH6+S

@

:6"E-+T6!-::)+.8.>"

,6+?*88*

@

$

L%FXLN

&

:6?H.!-+D2GH-E!>6+R-?H*8?H:*

$

G*86

O

>.)

Q

&

*+!DCH6*E?H

@

GH-E!>6+

$

G.+?>.E

O

>.)

Q

&#

*+!?H6

Q

.E

@

:.>"

Q

H-8:.P//W"K

O

6+6"'2D&#

"

5R*8!6?6G?6!,

@Q

.E

@

:6>*86GH*-+>6*G?-.+*+!>68?>-G?-.+P>*

O

:6+?"E6+

O

?H

Q

.E

@

:.>

Q

H-8:

$

W#V"

V[FW

&

*+*E

@

8-8?6GH+-

g

)61<#-=,%-

!

5H686>):E6=6E.P//W"K-+G*86

O

>.)

Q

$

'0D120I&K1KD

&

+

O

"

:FR*8H-

O

H6>?H*+?H*?-+G.+"

?>.E

O

>.)

Q

)$

3214CI'&120

&

+

O

"

:F

#

!

$

4142

&*

15H6P>6

g

)6+G

@

.P##

#

#5

#

55

O

6+.?

@Q

6-+G*86

O

>.)

Q

*+!-+G.+?>.E

O

>.)

Q

R6>6

DB1BJ

#

&K1&J

#

01'J*+!B012J

#

&214J

#

'12J

#

*+!?H6

O

6+6P>6

g

)6+G

@

.P#*+!5R6>6C&10J

#

'B1BJ*+!CD14JJ

#

'314J

>68

Q

6G?-=6E

@

15H6>6R6>6+.8?*?-8?-G*E8-

O

+-P-G*+G6-+

O

6+.?

@Q

6*+!

O

6+6P>6

g

)6+G

@

,6?R66+G*86

O

>.)

Q

*+!G.+?>.E

O

>.)

Q

$

!

%

4142

&

15H6>6R6>6+.8?*?-8?-G*E8-

O

+-P-G*+G6-+86>):E6=6E.P//W"K.PG*86

O

>.)

Q

*+!G.+?>.E

O

>.)

Q

*:.+

O

GH-E!>6+R-?H!-PP6>6+?

O

6+.?

@Q

68

$

!

%

4142

&

14&+$,=-*&+

!

5H686>):E6=6E.P//W"K-8GE.86E

@

*88.G-*?6!?.?H6.GG)>>6+G6*+!!6=6E.

Q

:6+?.PGH-E!H..!

*8?H:*

#

,)??H6

Q

.E

@

:.>

Q

H-8:.P//W"K

O

6+6"'2D&#

"

5H*=6+.G.>>6E*?-.+R-?H?H6

Q

*?H.

O

6+68-8GH-E!H..!*8?H:*1

>#

1

?&)'-

!

:*?>-7:6?*EE.

Q

>.?6-+*86K

%

GH-E!

%

*8?H:*

!!

支气管哮喘$简称为哮喘&的发生机制十分复杂#迄今尚未

完全阐明(气道重塑是支气管哮喘不可逆的气流受限和持续

性气道高反应的病理基础)

'

*

(细胞外基质$

67?>*G6EE)E*>:*"

?>-7

#

%#/

&在气道壁过多沉积是支气管哮喘气道重塑的重要

原因之一#与气道壁纤维化'气流受限密切相关)

&"0

*

(基质金属

蛋白酶$

:*?>-7:6?*EE.

Q

>.?6-+*868

#

//W8

&是一个锌'钙依赖的

内肽酶的超家族#能够降解
%#/

的大部分成分)

3

*

#在这个超

家族中#

//W"K

是降解
%#/

的最主要的蛋白酶(有研究显

示#

//W"K

与卵清蛋白$

.=*E,):-+

#

YaN

&诱发的哮喘大鼠模

型气道炎症细胞的迁移和气道高反应性有关)

2"D

*

(本组对
D2

例哮喘儿童和
DC

例健康对照儿童进行研究#比较两组
//W"K

血清水平'基因
"'2D&#

"

5

基因型和基因频率#现报道如下(

@

!

资料与方法

@1@

!

一般资料
!

选自
&44B

年
'

月至
&4'4

年
'

月在本院儿科

门诊就诊和住院治疗的哮喘儿童
D2

例$病例组&#男
0&

例#女

00

例#年龄
&

'

'0

岁#平均$

C1&I&10

&岁#患儿均符合儿童哮

喘防治常规诊断标准)

B

*

(

DC

例健康对照儿童均来自同期本院

健康体检中心体检的儿童$对照组&#男
03

例#女
0'

例#年龄

3

'

'3

岁#平均$

K1BI&1B

&岁(两组儿童的年龄差异和性别分

布差异无统计学意义$

!

%
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@1A

!

研究方法

@1A1@

!

//W"K

血清水平测定
!

抽取静脉血
2:F

#在
3\

'离

心半径
'4G:

#

&444>

"

:

离心
'4:-+

分离血清#分装
]&4\

冷冻保存(采用双抗体夹心酶联免疫吸附试验$

%FXLN!.),E6

8*+!R-GH:6?H.!

#

L%FXLN

&检测血清中
//W"K

水平#试剂盒

购自美国
_-.T6

@

公司(操作步骤严格按照试剂盒说明书进

行#采用酶标仪$美国
_-.V*!"224

&以
3K&+:

处读取光密度

$

.

Q

?-G*E!6+8-?

@

#

YA

&值(

@1A1A

!

//W"K

基因
"'2D&#

"
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检测)

C

*

!

按
F*H->-

等)

K

*的方法

从外周血中提取
A$N

(上游引物!

2;"U##5UU#N#N5N
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年
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月第
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卷第
&3
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基金项目"海南省卫生厅自然科学招标课题$琼卫
&44C"20

&(



U5NUU###"0;

#下游引物!

2;"#55##5 NU##NU##U

U#N5#"0;

(多聚酶链反应$

Q

.E

@

:6>*86GH*-+>6*G?-.+

#

W#V

&

反应体积为
24

"

F

#含模板
A$N'14

"

O

'

41&::.E

"

F!$5W

'

3<5*

g

A$N

聚合酶'

&14::.E

"

F/

O

#E

&

'

'̂ W#V

缓冲液'上

下游引物各
D4+

O

(

W#V

循环!

K2\

预变性
2:-+

#

K3\

变性

':-+

#

D0 \

退火
':-+

#

B3 \

延伸
':-+

#共
04

个循环#再

B&\

延伸
'4:-+

(将扩增产物加在
&J

琼脂糖凝胶上电泳#

用溴化乙锭染色#在紫外灯下观察结果(取
W#V

产物
'2

"

F

#

加
2<L

Q

HX

$

/_X

产品&及相应缓冲液#

0B\

水浴
'DH

#将酶切

产物加在
&J

琼脂糖凝胶上电泳鉴定(

@1B

!

统计学处理
!

应用
LWLL'014

统计软件进行统计学处

理(采用单因素的方差分析对不同组的
//W"K

血清水平进

行比较#同时用
(

& 检验比较不同组的基因型和基因频率#上

述分析均采用双侧检验#以
#

4̀142

为统计意义水准(

A

!

结
!!

果

A1@

!

病例组和对照组
//W"K

血清水平$图
'

&

!

病例组儿童

的
//W"K

血清水平为$

'0D120I&K1KD

&

+

O

"

:F

#对照组儿童

的
//W"K

血清水平为$

3214CI'&120

&

+

O

"

:F

#统计分析显

示#病例组儿童的
//W"K

血清水平显著高于对照组儿童$

;̀

&01'0K

#

! 4̀1444

&(

图
'

!!

病例组和对照组
//W"K

血清水平

图
&

!!

//W"K

基因
"'2D&#

'

5

多态性的的电泳图

A1A

!

病例组和对照组
//W"K

基因
"'2D&#

"

5

多态性
!

电泳

结果显示$图
&

&#

55

基因型可见
'K3,

Q

和
&3&,

Q

两条带%杂

合子
5#

可见
30D,

Q

'

'K3,

Q

和
&3&,

Q

三条带%

##

基因型可

见
30D,

Q

单一条带(由表
'

可以看出#病例组儿童
//W"K

基

因
"'2D&

的
##

'

#5

'

55

基因型构成比分别为
DB1BJ

'

&K1&J

'

01'J

#对照组儿童
//W"K

基因
"'2D&

的
##

'

#5

'

55

基因型

分别为
B012J

'

&214J

'

'12J

#统计学分析显示#两组的基因

型分布差异无统计学意义 $

(

&

`41BD4

#

!`41DC3

&%病例组儿

童
//W"K

基因
"'2D&

的
#

和
5

基因频率分别为
C&10J

和

'B1BJ

#对照组儿童
//W"K

基因
"'2D&

的
#

和
5

基因频率分

别为
CD14JJ

和
'314J

#统计学分析显示#两组的基因频率差

异无统计学意义 $

(

&

`41DK&

#

!`41342

&#相对危险度
RM`

41B22

$

K2J%Q

为
410K4

'

'13D3

&(

表
'

!!

病例组和对照组
//W"K

基因
"'2D&#

'

5

多态性

组别
$

基因型)

$

$

J

&*

## #5 55

基因频率)

$

$

J

&*

# 5

病例组
D2 33

$

DB1B

&

'K

$

&K1&

&

&

$

01'

&

'4B

$

C&10

&

&0

$

'B1B

&

对照组
DC 24

$

B012

&

'B

$

&214

&

'

$

'12

&

''B

$

CD14

&

'K

$

'314

&

合计
'00 K3

$

B41B

&

0D

$

&B1'

&

0

$

&10

&

&&3

$

C31&

&

3&

$

'21C

&
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!

不同基因型儿童
//W"K

血清水平$图
0

&

!

病例组中
##

基因型儿童的
//W"K

血清水平为$

'0012KI&K124

&

+

O

"

:F

#

#5

基因型儿童的
//W"K

血清水平为$

'341DBI0'12&

&

+

O

"

:F

#

55

基因型儿童的
//W"K

血清水平为$

'D'12DI

'01DK

&

+

O

"

:F

(单因素的方差分析显示#不同基因型儿童的

//W"K

血清水平差异无统计学意义$

"`'14K0

#

!`4103&

&%

对照组中
##

基因型儿童的
//W"K

血清水平为$

331&&I

'&1B&

&

+

O

"

:F

#

#5

基 因 型 儿 童 的
//W"K

血 清 水 平 为

$

3D14CI''1K4

&

+

O

"

:F

#

55

基因型儿童的
//W"K

血清水平

为$

2C13DIB1K3

&

+

O

"

:F

#单因素的方差分析显示#不同基因型

儿童的
//W"K

血清水平差异无统计学意义$

"`'10'K

#

!`

41&B3

&(

图
0

!!

不同基因型儿童
//W"K

血清水平

B

!

讨
!!

论

哮喘的发生机制十分复杂#迄今尚未完全阐明(气道重塑

是哮喘不可逆的气流受限和持续性气道高反应的病理基

础)

'4

*

(

%#/

在气道壁过多沉积是支气管哮喘气道重塑的重

要原因之一(

//W"K

于
'KB3

年被
L.

Q

*?*

和
A*+G6R-GS

)

''

*发

现#是呼吸系统疾病中主要的
//W

#具有影响细胞迁移'降解

结构蛋白如胶原蛋白和弹性蛋白的能力#被认为在气道重塑中

起着重要的作用)

'&"'0

*

(有研究表明#

//W"K

的表达水平与哮

喘发作的程度也密切相关)

'3

*

(本组对
D2

例哮喘儿童和
DC

例

健康对照儿童进行研究#比较两组
//W"K

血清水平'基因
"

'2D&#

"

5

基因型和基因频率(结果显示#哮喘儿童的
//W"K

血清水平显著高于健康对照儿童%哮喘儿童和健康对照儿童

//W"K

基因
"'2D&#

"

5

的基因型和基因频率差异均无统计学

意义#不同基因型儿童的
//W"K

血清水平差异均无统计学意

义(说明
//W"K

血清水平与儿童哮喘存在一定的关系#而

//W"K

基因
"'2D&#

"

5

多态性与儿童哮喘没有相关关系#不是

易感性基因#因此需要对其他基因的多态性进行分析(

综上所述#哮喘是一种复杂的免疫性疾病#

//W"K

参与了

哮喘的整个病理过程)

'2"'D

*

(本研究发现哮喘儿童
//W"K

血

清水平升高#与哮喘的发病存在一定的相关性(因此对

//W"K

进行动态的监测#有利于病情的估计和判断#同时对

//W"K

的研究也具有重大临床意义(相信随着临床研究的不
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断深入#

//W"K

在哮喘中的作用机制也逐渐明确#也会寻找和

研制出有效的相关药物#为哮喘的治疗和预防带来希望(
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