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要"目的
!

探讨甘露糖结合凝集素"

*\,

$基因多态性与肺结核的相关性%方法
!

收集新乡医学院第一附属医院肺结核

患者
!58

例作为研究组!其生物学父母作为对照组%运用聚合酶链反应扩增及单核苷酸多态性的分子生物学技术!对
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基因

的
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多态性分型!进行肺结核与甘露糖结合凝集素基因多态性的关联分析和单体型相对风险率分析%结

果
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Ea'$'!!

$!其中等位基因
Z

是保护因素"

Ja:"$#!

$!

2

为危险因素"

Ja"$#!

$#

E?!#&8"%#"(
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基因与肺结核
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随着基因组学的发展#宿主遗传因素对结核病的发生发展

过程成为学者的研究的热点(

!

)

*基因学病例对照研究的明显

缺陷在于不同人群环境和暴露因素差异较大#采用家系资料的

研究可以避免因为人群构成不同引起的研究误差(

"

)

*甘露糖

结合凝集素$

FA@@<?DJ=@;=@

M

BDHG=@

#

*\,

&是一种兼有调理素

和直接激活补体功能的免疫因子#在肺结核基因学研究中

*\,

基因逐渐受到关注(

#

)

*为了解
*\,

基因与肺结核是否

存在关联#本文采用肺结核核心家系资料进行研究#报道如下*

?

!

资料与方法

?$?

!

一般资料
!

研究组来自
"''8

年
"

月至
"'!!

年
%

月在新

乡医学院第一附属医院住院及门诊治疗的肺结核患者*研究

组纳入标准!$

!

&符合肺结核诊断标准$

T̀"883"''8

&中的各项

要求%$

"

&痰菌阳性#胸部
Y

线片提示有活动性肺结核特征病

灶%$

#

&具有明显结核病临床体征%$

%

&本人及其家属知情同意%

$

5

&汉族人群#年龄大于或等于
!8

岁*研究组排除标准!$

!

&严

重躯体疾病或脑器质性疾病%$

"

&患有糖尿病'高血压'精神病

等遗传性疾病*研究组共入组病例
!58

例#其中男
&!

例#女

8&

例%年龄
!8

"

%(

岁#平均$

"($58g8$&5

&岁%发病年龄
!(

"

#5

岁#平均$

"!$#"g7$5(

&岁%病程
(

月至
!5

年#平均$

!$#"g

'$&%

&年*对照组纳入标准!$

!

&为患者生物学父母%$

"

&汉族%

$

#

&本人知情同意*对照组排除标准!$

!

&严重身体或大脑疾

病%$

"

&患有精神病'糖尿病'高血压等遗传性疾病%$

#

&曾患肺

结核*对照组共入组
#!(

名#男
!58

名#女
!58

名%平均年龄

$

57$%g!5$(

&岁*

?$@

!

方法

?$@$?

!

血样收集
!

所有受试者入组时抽取肘静脉血
!'F,

#

以
'$5F<B

"

,

的乙二胺四乙酸$

/012

&$

I

_a8$'

&

!''

#

,

抗

凝#室温放置
!5

"

#'F=@

后#

%'''E

"

F=@

#离心
!5F=@

#分离血

清和红细胞#

!

"'-

冰箱冻存备用*

?$@$@

!

提取基因组
042

及其分型
!

在离心管中取
!''

#

,

静

脉血#采用
6.DBDQ!''

法提取
042

#用
'$8c

琼脂糖电泳检测

提取的结果*对
E?(7"8&!"5

'

E?!#&8"%#"(

两个单核苷酸多态

性$

T4+

&位点参考文献资料并采用
+E=FDE+EDF=DE5$'

设计引

物#

E?(7"8&!"5

上游引物为
5h3261 612 Z61 Z21 Z11

62Z61ZZ2Z63#h

#下游引物为
5h3116ZZZ ZZ6611

1Z162222162663#h

%

E?!#&8"%#"(

上游引物为
5h3612

2Z111112Z22111Z11121113#h

#下游引物为
5h3

626221261Z1222Z12211216613#h

*对所需基

&!7!

重庆医学
"'!"

年
&

月第
%!

卷第
!7

期

"

基金项目"河南省教育厅自然科学研究项目资助计划$

"'!!2#"''!&

&%河南省
"''7

年科技发展计划$

'7"!'!#!'(''

&*

!

#

!

通讯作者#
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因的特定片段采用
+6)

扩增#

+6)

反应体系为
"5

#

,

#该体系

中含有
042

模板
%

#

,

#上下游引物各
"

#

,

#

"91A

I

+6)

*A?GDE*=Q!"

#

,

#其余为双蒸水*

+6)

预处理为
75-

$

5

F=@

&#结束后进入循环反应#其中热变性温度均为
75-

$

#'?

&#

延伸温度均为
&"-

$

#'?

&#退火温度均为
('-

$

#'?

&*出循环

后
&"-

延伸
!' F=@

*对
+6)

扩增产物采用限制性酶切#

E?(7"8&!"5

为
0;DV

#

E?!#&8"%#"(

为
T

I

.V

#酶切产物用
"$5c

琼

脂糖凝胶电泳分离*根据酶切图谱判断基因型*

?$A

!

统计学处理
!

对各组基因型进行
_AE;

C

3̀ D=@JDE

M

平衡

定律的吻合度检验*等位基因关联性分析和单体型相对风险

率分析采用基于家系资料检验统计软件$

U\21!$&$#

&进行统

计*以
E

%

'$'5

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@$?

!

甘露糖结合凝集素等位基因酶切结果
!

E?(7"8&!"5

基因

T4+

位点
+6)

扩增片段长度为
"(#J

I

#存在
2

'

Z

二态性#酶

切长度分别为
85J

I

和
!&8J

I

%电泳显示
#

种基因型!

2

"

2

纯

合切 开#

2

"

Z

杂 合 切 开#

Z

"

Z

纯 合 未 切 开#见 图
!

*

E?!#&8"%#"(

基因
T4+

位点
+6)

扩增片段长度为
!7#J

I

#酶

切长度分别为
(!J

I

和
!#"J

I

%电泳显示
#

种基因型!

2

"

2

纯

合切开#

2

"

Z

杂合切开#

Z

"

Z

纯合未切开#见图
"

*

!!

*

!

*AEKDE

%泳道
!

为
Z

"

Z

纯合未切开%泳道
"

为
2

"

Z

杂合切开%

泳道
#

'

%

为
2

"

2

纯合切开*

图
!

!!

E?(7"8&!"5

酶切结果

!!

*

!

*AEKDE

%泳道
!

'

#

'

5

为
2

"

2

纯合切开%泳道
%

为
2

"

Z

杂合切

开%泳道
"

为
Z

"

Z

纯合未切开*

图
"

!!

E?!#&8"%#"(

酶切结果

@$@

!

_AE;

C

3̀ D=@JDE

M

平衡的吻合度检验
!

对两个
T4+

位点

的基因型分别进行
_AE;

C

3̀ D=@JDE

M

平衡检验*研究组与对照

组各基因型
_AE;

C

3̀ D=@JDE

M

平衡吻合度良好$

E

$

'$'5

&#见

表
!

*

表
!

!!

两组基因型
_AE;

C

3̀ D=@JDE

M

平衡检验

T4+

位点 组别
.

"

1

E

E?(7"8&!"5

研究组
'$8& "

$

'$'5

对照组
'$75 "

$

'$'5

E?!#&8"%#"(

研究组
!$!# "

$

'$'5

对照组
!$"! "

$

'$'5

@$A

!

*\,

基 因
T4+

位 点 的 等 位 基 因 关 联 性 分 析
!

E?(7"8&!"5

等位基因与肺结核相关联$

Ea'$'!!

&#其中等位

基因
Z

是保护因素$

Ja:"$#!

&#

2

为危险因素$

Ja"$#!

&%

E?!#&8"%#"(

等位基因与肺结核相关联$

Ea'$''&

&#其中等位

基因
Z

是保护因素$

Ja:"$5%

&#

2

为危险因素$

Ja"$5%

&*

见表
"

*

表
"

!!

*\,

基因各位点等位基因频率的相关分析

T4+

位点 等位基因 频率 家系数
J E

E?(7"8&!"5 2 '$#'& !'& "$#! '$'!!

Z '$(7# !'& :"$#! '$'!!

E?!#&8"%#"( 2 '$#%" !!8 :"$5% '$''&

Z '$(58 !!8 "$5% '$''&

@$B

!

*\,

基因
T4+

位点的等位基因单体型相对风险率分析

E?(7"8&!"53E?!#&8"%#"(

单体型的
2

"

2

'

Z

"

Z

与肺结核有关联

$

Ea'$'"!

#

'$'!5

%

Ja"$!(

#

:!$85

&*

2

"

Z

'

Z

"

2

单体型与肺

结核无关联$

E

$

'$'5

&#见表
#

*

表
#

!!

*\,

基因各位点单体型相对风险率分析

E?(7"8&!"5 E?!#&8"%#"(

基因频率 家系数
J E

Z 2 '$!(& 5&$7 :'$#% '$%!"

2 Z '$!78 (%$# '$5& '$#"&

Z Z '$#&7 8&$( :!$85 '$'"!

2 2 '$!'( #5$" "$!( '$'!5

A

!

讨
!!

论

遗传因素是影响机体对结核分枝杆菌自然抵抗力的重要

因素之一*

*\,

候选基因位于
!'

P

!!$"3

P

"!

(

%

)

#

*\,

基因表

达可以提高机体免疫力#表达产物可以通过直接调理先天免疫

介导的吞噬细胞功能或活化补体系统起间接调理作用(

5

)

#属于

天然抗感染免疫分子*

*\,

基因
T4+

位点多态性会影响血

清
*\,

结构和浓度#使机体对结核感染的抵抗力下降(

(

)

*

肺结核的发生发展是入侵结核杆菌和机体自身的免疫力

复杂的相互作用的结果(

&38

)

#影响机体对结核杆菌的抵抗力包

含遗传因素(

7

)

*

*\,

识别入侵病原体是机体早期反应的关

键*

6<?AE

等(

!'

)对
%%

个结核病儿童和
77

个年龄匹配的健康

对照儿童的研究中表明#低层次的
*\,

参与预防肺结核的保

护*

/!TA.

C

B

等(

!!

)对
%8&

例结核患者和
"#"

例对照的研究表

明非洲裔美国人结核患者
*\,

基因多态性与正常对照组比

较#差异有统计学意义*

_DBBDFA@@

等(

!"

)对
5#"

个重症监护室

的患者和
5##

个正常对照的比较中#

*\,

基因多态性的杂合

子对于抵抗革兰阳性细菌感染有一定的保护作用*

本研究发现
E?(7"8&!"5

等位基因与肺结核相关联$

Ea

'$'!!

&%

E?!#&8"%#"(

等位基因与肺结核相关联$

Ea'$''&

&#

E?(7"8&!"53E?!#&8"%#"(

单体型的
2

"

2

'

Z

"

Z

与肺结核有关联

$

Ea'$'"!

#

'$'!5

&#与国外学者的研究结论一致*国内方桂

兴和银春莲(

!#

)研究认为
*\,

不是广西壮族人群肺结核病发

病的遗传学危险因素#可能与本研究所采用的种族不同'研究

方法不同有关*王墨等(

!%

)对重庆地区人群的研究发现甘露糖

结合凝集素与呼吸道疾病的发生相关#冯福民等(

!5

)对河北唐

山地区汉族人群的研究结果发现甘露糖结合蛋白基因突变与

肺结核的危险因素#与本研究结论一致*

总之#

*\,

基因通过吞噬细胞功能或活化补体系统起间

接调理作用#参与肺结核的病理生理*但是本研究的样本还比

8!7!

重庆医学
"'!"

年
&

月第
%!

卷第
!7

期



较少#还需要更多的大样本的重复实验来证实*

参考文献"

(

!

)

1.L<@

M

41

#

_AO@1)

#

1.OA=GD?Z/

#

DGAB$2

I

<B

C

F<E3

I

.=?F=@.LFA@1,)"=?A??<H=AGD;O=G.=@HEDA?D;?L?3

HD

I

G=J=B=G

C

G<GLJDEHLB<L?FD@=@

M

=G=?

(

d

)

$ZD@D?VFFL@

#

"''&

#

8

$

5

&!

%""3%"8$

(

"

) 张丽#陈元堂#余冰#等
$53

羟色胺转运体基因
E?78(#85&

与抑郁症及其临床特征的相关性研究(

d

)

$

中华行为医学

与脑科学杂志#

"''7

#

!8

$

5

&!

%'!3%'#$

(

#

) 刘玮#张芳#赵秋敏#等
$

甘露糖结合凝集素基因多态性与

肺结核易感性的研究(

d

)

$

中国热带医学#

"''(

#

(

$

#

&!

#8&3

#87$

(

%

)

ZD=

>

@U/

#

*A@e

#

L̀.EDE*

#

DGAB$*A@@<?D3J=@;=@

M

BDH3

G=@;<D?@<GDQ

I

BA=@G.DH<LE?DA@;<LGH<FD<N

I

ED

M

@A@H

C

=@E.DLFAG<=;AEG.E=G=?

(

d

)

$2EG.E=G=?)D?1.DE

#

"'!!

#

!#

$

!

&!

"3&$

(

5

)

/B?.=F=*T

#

W.ANA

MC

T*

#

2J;DB3AB_

#

DGAB$*A@@<?D3J=@;=@

M

BDHG=@;DN=H=D@H

C

=@

I

EDGDEF@D<@AGD?

(

d

)

$/

MCI

Gd+D;=AGE

2BBDE

MC

VFFL@<B

#

"'!'

#

8

$

"

&!

&538'$

(

(

)

6.A@

M

`6

#

.̀=GD*)

#

*<

C

<+

#

DGAB$,AHK<NG.D

I

AGGDE@

EDH<

M

@=G=<@ F<BDHLBD FA@@<?D3J=@;=@

M

BDHG=@ =@HEDA?D?

?L?HD

I

G=J=B=G

C

G<=@NBLD@SA2R=EL?=@NDHG=<@

(

d

)

$\*6VF3

FL@<B

#

"'!'

#

!!

$

"#

&!

(%3&5$

(

&

) 金韬#叶松
$

结核分枝杆菌临床分离
)U+

耐药株
E

I

<\

基

因突变研究(

d

)

$

按摩与康复医学!下旬刊#

"'!'

#

!

$

8

&!

&3

8$

(

8

)

UDEODE;A\

#

W=J=K=ZT

#

4DGDA*Z

#

DGAB$1.DG<BB3B=KDED3

HD

I

G<E%2?

I

"77ZB

C

RAE=A@GA@;GLJDEHLB<?=??L?HD

I

G=J=B=G

C

=@_V[3=@NDHGD;

I

AG=D@G?=@1A@SA@=A

(

d

)

$2V0T

#

"''&

#

"!

$

!'

&!

!#&53!#&&$

(

7

)

\D@3TDBFA`

#

_AE=S=_

#

\<LKA;=;Ad$2??<H=AG=<@<N14U3

*

A@;V,3!'

I

<B

C

F<E

I

.=?F?O=G.GLJDEHLB<?=?=@1L@=?=A@

I

<

I

LBAG=<@?

(

d

)

$*=HE<JD?V@NDHG

#

"'!!

#

!#

$

!'

&!

8#&38%#$

(

!'

)

6<?AE_

#
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