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转化生长因子β１基因多态性及其血清水平与儿童哮喘易感性的关系
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　　摘　要：目的　检测转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）基因Ｃ５０９Ｔ、Ｔ８６９Ｃ位点多态性在哮喘儿童中的分布频率，并探讨其与哮喘

易感性及临床表型的相关性。方法　以１１０例哮喘患儿（哮喘组）和１４４例非哮喘患儿（对照组）为研究对象，应用聚合酶链反应

限制性片段长度多态性分析（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术对Ｃ５０９Ｔ、Ｔ８６９Ｃ单核苷酸多态性进行基因分型，同时用 ＥＬＩＳＡ法检测血清

ＴＧＦβ１ 水平。结果　哮喘组Ｃ５０９Ｔ位点Ｔ等位基因频率显著高于对照组（犘＝０．００６，犗犚＝１．６６，９５％犆犐：１．１６～２．３７），哮喘组

ＣＣ基因型频率低于对照组（犘＜０．０５），ＣＣ基因型携带者患哮喘病的危险性明显降低（犘＝０．００４，犗犚＝０．４６，９５％犆犐：０．２７～

０．７９）。ＴＧＦβ１ 基因Ｔ８６９Ｃ位点基因型及等位基因频率在哮喘组和对照组间分布差异均无统计学意义（犘＞０．０５）；哮喘组患儿

血清ＴＧＦβ１ 水平显著高于对照组（犘＜０．０１），Ｃ５０９Ｔ位点携带Ｔ等位基因患儿血清ＴＧＦβ１ 水平高于非携带者（犘＜０．０５）。结

论　ＴＧＦβ１ 基因Ｃ５０９Ｔ位点Ｔ等位基因可能是河南儿童哮喘易感基因，Ｔ８６９Ｃ位点多态性可能与儿童哮喘发病无相关性。
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　　支气管哮喘是世界范围内严重威胁公共健康的主要慢性

疾病之一，也是儿童日后发展成为成人哮喘及肺心病的潜在危

险。在哮喘的发病过程中，转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）不仅参

与哮喘气道炎症的形成，也可促进气道平滑肌的增生肥大、迁

移，破坏上皮细胞层等多种途径参与气道重塑［１３］。分子流行

病学研究表明，ＴＧＦβ１ 基因存在多个多态性位点参与哮喘的

发生，但确切机制尚不明了［４５］。本研究应用聚合酶链反应限

制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）检测ＴＧＦβ１ 基因Ｃ５０９Ｔ、

Ｔ８６９Ｃ位点单核苷酸多态性，旨在了解ＴＧＦβ１ 基因多态性及

其血清水平与汉族儿童哮喘的发病风险关系，为揭示支气管哮

喘的发病机制提供分子生物学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００８年１０月至２０１０年１２月在新乡医学院

第一附属医院呼吸内科和平顶山市哮喘病医院住院及门诊患

儿１１０例为哮喘组，其中男 ６１例，女 ４９ 例，年龄 ３．１～

１４．６岁，所有病例的诊断均符合２００８年中华医学会儿科学分

会呼吸学组修订的儿童支气管哮喘诊断与防治指南中关于儿

童支气管哮喘的诊断标准［６］，并将哮喘组患儿分为轻、中度哮

喘组（６３例）和重度哮喘组（４７例）。同时分别选择同期入院、

性别相同、年龄相近（相差不超过３岁）居住地区相同的１４４例

非哮喘患儿为对照组，对照均无个人及家族哮喘史和过敏史

（包括湿疹、过敏性鼻炎、过敏性皮炎）。所有研究对象均为汉族

０６２ 重庆医学２０１３年１月第４２卷第３期

 基金项目：河南省医学科技攻关计划项目（２００８０３０７３）。　作者简介：张秋兴（１９７１～），副主任医师，本科，主要从事哮喘病分子流行病学

的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３８３９０７８７８８；Ｅｍａｉｌｘｉｊｚ＠ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



表１　　各组ＴＧＦβ１ 基因Ｃ５０９Ｔ、Ｔ８６９Ｃ位点各基因型及等位基因频率分布［狀（％）］

组别 狀
ＴＧＦβ１（Ｃ５０９Ｔ）

ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ

ＴＧＦβ１（Ｔ８６９Ｃ）

ＴＴ ＣＴ ＣＣ Ｔ Ｃ

对照组 １４４ ６３（４３．８） ６２（４３．１） １９（１３．１） １８８（６５．３） １００（３４．７） ５１（３５．４） ６８（４７．２） ２５（１７．４） １７０（５９．０） １１８（４１．０）

哮喘组 １１０ ２９（２６．４） ５９（５３．６） ２２（２０．０） １１７（５３．２） １０３（４６．８）＃ ４３（３９．１） ５３（４８．２） １４（１２．７） １３９（６３．２） ８１（３６．８）

　轻中度组 ６３ １７（２７．０）＃ ３４（５４．０） １２（１９．０） ６８（５４．０） ５８（４６．０）＃ ２４（３８．１） ３３（５２．４） ６（９．５） ８１（６４．３） ４５（３５．７）

　重度组 ４７ １２（２５．５）＃ ２５（５３．２） １０（２１．３） ４９（５２．１） ４５（４７．９）＃ １９（４０．５） ２０（４２．５） ８（１７．０） ５８（６１．７） ３６（３８．３）

　　＃：犘＜０．０５，与对照组比较。

儿童，所有患儿家长均签署《知情同意书》。

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡＮａ２）抗

凝管采集受检者外周经脉血２ｍＬ放置－８０ ℃冰箱备用。

ＤＮＡ提取试剂盒购自上海生物工程有限公司，所有操作步骤

均按照说明书进行。

１．２．２　基因型检测　通过ＧｅｎｅＢａｎｋ查找到ＴＧＦβ１ 基因编

号为ｒｓ１８００４６９和ｒｓ１９８２０７３完整序列，采用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５

软件设计Ｃ５０９Ｔ和Ｔ８６９Ｃ位点引物，设计的引物由上海生物

工程有限公司合成。Ｃ５０９Ｔ位点上游引物为５′ＣＣＧＣＴＴ

ＣＴＧＴＣＣＴＴＴＣＴＡＧＧ３，下游引物为５′ＡＡＡＧＣＧＧＧＴ

ＧＡＴＣＣＡＧＡＴＧ３′；Ｔ８６９Ｃ上游引物为５′ＴＣＣＧＧＧＣＴＧ

ＣＧＧＣＴＧＣＡＧＣ３′，下游引物为５′ＴＣＧＣＧＧＧＴＧＣＴＧ

ＴＴＧＴＡＣＡ３′。ＰＣＲ反应总体积２５μＬ，其中１０×Ｂｕｆｆｅｒ

２．５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．７Ｕ，ｄＮＴＰ２．５μＬ，上下游引物各

１μＬ，ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ１．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．８μＬ，双蒸

水１４μＬ；ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，

一定的退火温度３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共３５个循环；７２℃终延

伸１０ｍｉｎ，最后４℃保存。取１０μＬＰＣＲ产物，建立总体积为

３０μＬ的酶切反应体系，加入相应的限制性酶犈犮狅８１Ⅰ和犘狏狌

Ⅱ（ｆｅｒｍｅｎｔａｓ基因公司），３７℃温育４ｈ，６５℃水浴１５ｍｉｎ终

止反应，酶切产物用２．０％琼脂糖凝胶（含溴化乙锭０．５μｇ／

ｍＬ）电泳分离，经凝胶成像仪系统（ＢＩＯＲＡＤ，美国）处理后进

行基因型判读，记录并保存结果。

１．２．３　血清 ＴＧＦβ１ 水平检测　采集研究对象空腹静脉血

２ｍＬ，分离血清后置－２０℃冻存。采用ＥＬＩＳＡ法测定ＴＧＦ

β１ 水平，检测试剂盒购自上海森雄科技实业有限公司，货号为

ＳＸ０１０７３。操作步骤严格按试剂盒说明书进行。

１．３　统计学处理　为考察研究资料的可靠性，所有位点每组

分别进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验。数据采用ＳＰＳＳ１７．０软

件进行统计学处理，哮喘组和对照组间基因型频率和等位基因

频率的差异性比较行χ
２ 检验，计量资料用狓±狊表示，采用单

因素方差分析。检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　样本的 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验　两位点在各组的分

布均符合 ＨａｒｄＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律，表明本次抽样具有代表

性。Ｃ５０９Ｔ位点对照组（χ
２＝０．３６３，犘＝０．５４７），哮喘组（χ

２＝

０．４０５，犘＝０．５２４）；Ｔ８６９Ｃ 位点对照组（χ
２ ＝０．０３３，犘＝

０．４０２），哮喘组（χ
２＝１．５８４，犘＝０．８５６）。

２．２　ＴＧＦβ１ 基因多态性位点与儿童哮喘相关性分析　由表

１可见，哮喘组Ｃ５０９Ｔ位点Ｔ等位基因频率（４６．８％）显著高

于对照组（３４．７％），差异有统计学意义（犘＜０．０５），Ｔ等位基

因携带者患哮喘的危险性是Ｃ等位基因的１．６６倍（９５％犆犐：

１．７８～４．９４）。Ｔ８６９Ｃ多态性位点的基因型和等位基因频率在

哮喘各组与对照组之间的分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

Ｃ５０９Ｔ位点ＣＣ基因型携带者患哮喘的危险性明显低于ＣＴ

和ＴＴ基因型携带者（犘＝０．００４，犗犚＝０．４６，９５％犆犐：０．２７～

０．７９），轻中度和重度哮喘组 ＣＣ基因型频率均低于对照组

（犘＜０．０５），相比较ＣＣ基因型，哮喘组ＣＴ和ＴＴ基因型频率

均高于对照组但差异没有统计学意义（犘＞０．０５）。

２．３　各组血清ＴＧＦβ１ 水平　哮喘组患儿血清ＴＧＦβ１ 水平

高于对照组（犘＜０．０１），且重度哮喘组患儿的ＴＧＦβ１ 水平显

著高于轻中度哮喘组患儿和对照组（犘＜０．０５）。见表２。

２．４　ＴＧＦβ１ 基因多态性对血清ＴＧＦβ１ 水平影响　携带Ｃ

５０９Ｔ位点ＣＴ＋ＴＴ基因型的患儿ＴＧＦβ１ 水平明显高于携带

ＣＣ基因型的哮喘患儿（犘＜０．０５）。见表３。

表２　　各组血清ＴＧＦβ１ 水平（χ
２±ｓ，ｎｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＴＧＦβ１

对照组 １４４ １７．３４±６．０４

哮喘组 １１０ ３６．５０±８．７２ａ

　轻中度组 ６３ ２９．６５±６．９１

　重度组 ４７ ４３．２１±１１．２５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较，ｂ：犘＜０．０５，与轻度哮喘组比较。

表３　　ＴＧＦβ１ 基因多态性对血清ＴＧＦβ１

　　水平影响（χ
２±ｓ，ｎｇ／ｍＬ）

项目 狀 ＴＧＦβ１

Ｃ５０９Ｔ位点

　ＣＣ基因型 ２９ ３１．２２±７．５８

　ＣＴ＋ＴＴ基因型 ８１ ４１．６３±１０．７３ａ

Ｔ８６９Ｃ位点

　ＴＴ基因型 ４３ ３９．２５±９．１１

　ＣＴ＋ＣＣ基因型 ６７ ３３．６４±７．４７

　　ａ：犘＜０．０５，与ＣＣ基因型比较。

３　讨　　论

关于ＴＧＦβ１ 基因Ｃ５０９Ｔ和Ｔ８６９Ｃ位点在不同种族对哮

喘影响的报道不尽一致。Ｌｉ等
［５］在墨西哥哮喘儿童的病例对

照研究中，发现两多态性位点与儿童哮喘的发生存在显著相关

性；而 Ｗｉｓｎｉｅｗｓｋｉ等
［７］研究未发现两位点与波兰人哮喘病的

发生有关，Ａｃｅｖｅｄｏ等
［８］在哥伦比亚人群中实施的病例对照研

究中未发现Ｃ５０９Ｔ位点多态性与哮喘病发生的相关性，但其

能增强血清特异性ＩｇＥ水平；中国学者戴红则发现Ｃ５０９Ｔ位

点ＣＴ基因型与上海地区儿童哮喘发病明显相关
［９］；分析原

因，可能不同种族的人群之间的遗传背景不同，还有样本量、实
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验方法及不同的哮喘类型等因素也会对结果造成影响。本研

究中入组人群为河南豫北地区人群，基因型分布未偏离 Ｈａｒ

ｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，说明人群代表性好。

本组资料结果发现，Ｃ５０９Ｔ位点ＣＣ基因型频率在哮喘

组的分布明显低于对照组，轻中度和重度哮喘组ＣＣ基因型频

率均低于对照组，提示ＣＣ基因型可能是哮喘的保护基因型；

虽然ＣＴ和ＴＴ基因型频率在哮喘组和对照组间差异无统计

学意义，但哮喘组Ｔ等位基因频率显著高于对照组，提示Ｔ等

位基因可能是汉族儿童哮喘的遗传易感基因。Ｔ８６９Ｃ位点基

因型和等位基因型频率在哮喘各组和对照组间的分布无差异，

表明该位点的基因多态性对河南汉族儿童哮喘的发生及其严

重程度可能没有明显影响。

Ｃ５０９Ｔ是ＴＧＦβ１ 基因启动子序列中的ＳＮＰ位点，能增

强ＴＧＦβ１ 基因的转录，提高血清ＴＧＦβ１ 水平，调节气道炎症

和加速气道重塑［１０］。本组资料检测了血清中ＴＧＦβ１ 水平情

况，结果显示，哮喘组患儿血清ＴＧＦβ１ 水平高于对照组（犘＜

０．０１），且重度患者的ＴＧＦβ１ 含量显著高于轻中度患者和对

照组（犘＜０．０５），这与部分学者的研究结果一致
［１１１２］。同时还

发现携带Ｃ５０９Ｔ位点ＣＴ＋ＴＴ基因型的患儿ＴＧＦβ１ 水平明

显高于携带ＣＣ基因型的哮喘患儿（犘＜０．０５），进一步表明

ＴＧＦβ１ 基因Ｃ５０９Ｔ位点Ｔ等位基因不仅与哮喘病的发生相

关，而且影响ＴＧＦβ１ 的表达水平，提示Ｃ５０９Ｔ位点Ｔ等位基

因可能是河南地区汉族儿童哮喘的遗传易感基因并影响哮喘

的严重程度。尽管本组资料没有发现Ｔ８６９Ｃ与哮喘的关系，

但不排除与其他多态位点的协同作用，下一步将尽可能多地选

取哮喘相关基因，对其中的ＳＮＰ位点进行大样本量病例对照

研究，为哮喘的风险预测、防治和治疗提供一条新的线索和

途径。
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［６］ 林松．强化冠状动脉支架置入术后药物依从性的管理

［Ｊ］．中国医学文摘：内科学，２００６，２７（５）：４４２４４３．

［７］ＣｌｏｕｓｔｏｎＫＭ，ＫａｔｚＡ，ＭａｒｔｅｎｓＰＪ，ｅｔａｌ．Ｄｏｅｓａｃｃｅｓｓｔｏａ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｗｅｂｓｉｔｅａｎｄ／ｏｒａｎｕｒｓｅｍａｎ

ａｇｅｄｔｅｌｅｐｈｏｎｅｈｅｌｐｌｉｎｅｐｒｏｖｉｄｅｄｔｏｐａｔｉｅｎｔｓｂｙｔｈｅｉｒｆａｍ

ｉｌｙｐｈｙｓｉｃｉａｎｉｎｃｒｅａｓｅｆｅｃａｌｏｃｃｕｌｔｂｌｏｏｄｔｅｓｔｕｐｔａｋｅ？Ａ

ｐｒａｇｍａｔｉｃｃｌｕｓｔｅｒｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌｓｔｕｄｙｐｒｏｔｏ

ｃｏｌ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１２，１２（１）：１８２．

［８］ 苏带兰，李慧敏，韦晓静，等．冠心病介人治疗患者采用多

媒体实施健康教育的效果研究［Ｊ］．护理实践与研究，

２００９，６（８）：８１０．

［９］ 朱莉，郑春梅．健康教育处方在老年内科优质护理示范病

房中的应用［Ｊ］．重庆医学，２０１２，４１（２４）：２５５６２５５８．

［１０］张立颖，李亚洁，吴丽萍，等．１４所医院腹部手术患者健

康需求方式调查［Ｊ］．南方医科大学学报，２００９，２９（６）：

１２９４１２９６，１２９９．
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