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-实验研究·

NRAMPl基因INT4和3’UTR位点多态性

与肺结核易感性的研究

安雅臣 冯福民 袁聚祥 纪春梅王育华 郭梅邓小娟 高宝霞王东 刘茜

【摘要】目的探讨人类自然抵抗相关巨噬细胞蛋白1(NRAMPl)基因INT4和3’uTR位点多

态性与中国北方汉族成人肺结核发病的关系。方法采用1：1配对的病例对照研究设计，用聚合酶链

反应一限制性片段长度多态性分析方法检测NRAMPl基因中INT4和3’uTR两个多态性位点，对与

肺结核相关的危险因素进行问卷调查，进行单因素和多因素条件109Ⅻc回归分析，同时对基因型与

肺结核病变的性质和程度进行研究。结果 对124对研究对象进行了lNT4和3’uTR两个多态性

位点的基因分型，3’uTR T【汀G十／dd基因型病例组频率显著高于对照组．粗()R值(95％(：，)为

2 923(1 557～5 487)。病例组和对照组TNT4各基因型频率比较差异均无统计学意义。对17个环

境危险因素进行r单因素分析，在多因素分析中调整昔痕、体重指数．人均居住面积、家族史4个因素

后，3’uTR TGTG+／del基因型仍与肺结核显著相关，调整(旧值(95％c，)为2 955(1 369～6 381)。

在INT4不同基因型中，病例组和对照组肺结核病变性质差异具有统}r学意义(Y2=9 634，P<

0 05)。结论NRAMPl基因3’uTR位点多态性可能足中国北方汉族成人肺结核的易感周素，而

INT4多态性可能与肺结核的病变陛质有关系。

【关键词】肺结核；自然抵抗相关巨噬细胞蛋白1基因；基因多态性；病例对照研究
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人类自然抵抗相关巨噬细胞蛋白l(natural．

resistance—as∞ciated macrophage protejn 1，

NRAMPl)基因是主要的易感基因之一，其多态现

象可能影响对肺结核的易感性u。本文采用配对病

例对照研究和聚合酶链反应一限制性片段长度多态

性(PCR—RFLP)方法研究中国北方汉族成年一般人

群NRAMPl基因INT4和3’uTR两个位点的多态

现象同肺结核的关系，以进一步了解遗传因素和环

境因素影响肺结核发病的作用机制，为中国结核病

防治提供新的思路。

对象与方法

】．研究对象：病例组为2004年3—6月上旬唐山

市结核病医院收治的汉族成人(年龄≥18岁)肺结

核患者，按照1998年修订的《中国结核病分类法》诊

断。排除肺炎、肺癌、尘肺、糖尿病、艾滋病病毒感

染、长期使用肾卜腺皮质激素及其他免疫抑制剂的

患者。通过健康查体的方式选择与病例同民族、同

性别、年龄相差不超过3岁、相同居住地(城市或农

村)、且经统一结核菌素试验(PPD)确认为有结核分

支杆菌感染的健康者为对照组，排除与研究对象有

血缘关系及现在或既往有结核病史者。采用1：1匹

配的方法，与每名病例匹配的对照至少有2名，在其

中随机选取一名与病例结为对子。

2．方法：

(1)环境相关危险冈素凋查：设计统一的专用调

查表，内容包括研究对象出生年月、职业、文化程度、

民族、婚姻状况、呼吸系统疾病史及其他重大疾病

史、烟酒嗜好、卫生习惯、饮食生活习惯、家庭经济状

况、住房状况、家族患结核病情况、结核病接触史、卡

介苗接种史及其他系统疾病史和服药史。

(2)基因组DNA的获取：每个研究对象晨起空

腹抽取静脉血5 ml，2％EDTA抗凝。采用低渗溶血

法分离白细胞，常规酚抽提法提取基因组DNA。

(3)PCR扩增：INT4位点引物：5’一CCTGCC

TCCTCACAGCTTCT一3’和5’．TGTGCTATCAGT

TGAGC(、TC3’；3’uTR位点引物设计参考文献

『1]：5’一GACTCTCCCCAATTCATGGT一3’和5’一

AACTGTCCCACTCTATCCTG-3’，由宝生物，』：程

(大连)有限公司合成。PcR反应体系：反应的总体

积为25肛l，Taq DNA聚合酶l u，10×PCR buffer

2 5 pl，E下游引物各0 4 pmol／L，dNTP一

0 2 nlm。VL，DNA模板l O弘1，无菌双蒸水14．5 pl。

PCR反应条件：95℃预变性5 mln，94℃45 s，58℃

45 s，72℃45 s，共35个循环。扩增产物以1．5％的

琼脂糖凝胶电泳分析。

(4)限制性内切核酸酶酶切分析：INT4酶切体

系为PcR产物8肛l，Apa I限制性内切核酸酶5 u，

10×buffer 2 pl，无菌双蒸水9 pl；3’uTR酶切体系

为PcR产物6”l，Fok l限制性内切核酸酶5 u，

lO×buffer 2 J-1，0 1％BsA 2肛l，无茼双蒸水9 pl；酶

切体积为20“1，37℃水浴4 h。分别取INT4和3’

uTR酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳和聚丙烯酰胺

凝胶电泳分析。

(5)统计学分析：采用Excel 2003建立数据库，

sPss 12．0进行统计分析，以P<0．05为差异有统计

学意义。采用条件l。gistic回归模型进行单因素分

析和多因素逐步回归分析。计算各因素OR值及

其95％cJ，来估计相对危险度(RR)。显著性检验

采用最大似然比检验方法。

结 果

1．病例组和对照组一般情况比较：在收治的

124例汉族成人肺结核住院患者中，男性83例

(66 9％)，女性41例(33．1％)；农村患者75例

(60 5％)，城市患者49例(39 5％)。男性患者平均

年龄(47 O±15．8)岁，女性平均年龄(37．4±14．7)

岁。健康体检现场共采集血样518份，其中PPD试

验确认有结核分支杆菌感染的健康者361人。随机

抽出124人作为对照，其中男性平均年龄(44．9±

15．2)岁，女性平均年龄(42．3±12．1)岁，经配对f

检验(f=0 843和1．67l，P>o 05)与病例组年龄差

异均无统训‘学意义。

2 PcR—RFLP结果：INT4扩增产物经酶切后

产生三种基因型：INT4G／G(604 bp)，INT4G／c

(604 bp、455 bp与149 bp)，INT4C／c(455 bp与

149 bp)；3’uTR扩增产物经酶切后也产生三种基

因型：3’uTR+／+(240 bp)，3’uTR+／del

(240 bp、21l bp与33 bp)，3’uTR del／del(21l bp与

33 bp)(图1、2)。

3条件109istic回归分析：研究因素的赋值方式

见袭1。

(1)单因素分析：单因素分析结果见表2，环境

危险因素中卡痕、体重指数(BMI)、卡介苗接种史、

人均居住面积、接触史和家族史等因素有统计学意

义。有卡痕、卡介苗接种史、BMI大、人均居住面积
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1、8：NRAMPl基困INT4位点P(、R扩增产物；2～7：ApaI限

制性内茸J核酸酶酶切产物(3为lNT4 G／c基因型，7为INT4 c『c基

圆型．2、4～6为IKT4 GfG基圄型)

图1 NRAMPl基因INT4位点PcR RFI，P产物琼脂糖

凝胶电泳结果

l：NRAMPl基因3’uTR位点PcR扩增产物；2～4：F0kI限制

忭内切榜酸酶酶切产(2为3’uTR T[汀G deI／del基因型，3为3’

uTR+／十蕞因型，4为3’uTR deI+卜基因型J

图2 NRAMPl基因3’uTR位点I，cnRFLP产物

12％I】AGE电泳结果

衰1 lo鼬tlc回归模型中各因素的赋值方式

大为肺结核发病的保护因素；有接触史和家族史为

肺结核发病的危险因素。病例组INT4G／c基因型

频率为30 645％(38／124)，对照组为23 387％(29／

124)，差异无统计学意义。病例组3’uTR+／del基

因型频率为4l 129％(51／124)，对照组为20 161％

(25／124)，差异有统计学意义。

表2 单因素条件【c画sllc同归分析

(2)多因素逐步回归分析：多因素逐步条件

109istic回归分析结果见表3。结果表明无}痕、有

家族史、3’uTR+／del基因型为肺结核发病的危险

因素；BMI大、人均居住面积大为肺结核发病的保

护性冈素。

(3)基因型与肺结核病变的性质和程度的关系：

结果见表4、5。研究发现，在INT4不同基因型中，

代表疾病进展表现的渗出性病灶和干酪性病灶同代

表机体免疫力占优势的增殖性病灶差异有统计学意

义(Y2=9．634，P<0．05)。但同病变的轻重程度没

有相关性。3’uTR位点多态性同肺结核患者病变

特点之间未发现有明显的相关性。

表3 多因素条件109·sL·c回归分析
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表4 基因型与肺结核病变性质的单因素分析

讳：括号内数宁为构成比(％)；括号外数据为例敬

表5 基因型与肺结核病变程度的关系

*NTA分类法：轻度为无空洞，病变范围相加不超过两个肺

野；中度为有空洞，病变范围相加不超过两个肺野；重度为有卒洞，病

变范周相加超过两个肺野

讨 论

伞球约有l／3的人感染结核杆菌，但其中不到

1／10发展为结核病，这些患者巾除少部分有明显的

危险因素如艾滋病病毒感染、糖尿病和激素治疗等

外，其余大部分是基因与环境因素共同作用的结果。

大最遗传学证据表明，肺结核的发生是环境因素(除

遗传因素以外的所有后天因素，包括个体生活方式)

与机体遗传因素共同作用的结果。以前对肺结核与

环境因素和易感基因关系的流行病学研究通常都是

分别进行的，因此无法考虑两者在肺结核发病中的

独立作用，也无法研究两者间的交互作用。本研究

将环境因素与易感基因共同纳入病例对照研究，克

服了以上缺点。国内刘玮等”|也进行了类似的研

究，但其研究对象为单纯部队人员、男性、年龄段为

(28±13)岁、对照组为部队一般健康人群，而我们此

次研究的研究对象为唐山市结核病院连续收治的所

有成人肺结核患者，对照组选择肺结核的抵抗人群

(虽然感染但未发病者)，因此具有更好的人群代表

性，能够很好地解释绝大多数受感染成人个体不发

病现象，有利于分析宿主基因与肺结核病易感性的

关系。我们的研究中，病例组INl、4G／c基因型频率

为30．645％(38／124)，对照组为23．387％(29／124)；

病例组3’uTR+／del基因型频率为41．129％(51／

124)，对照组为20 161％(25／124)。与其他研究结

果不同”J，其原因可能是病例对照研究设计造成的，

如不同的病例对照来源、纳入标准、两组的可比性以

及不同的基因一环境间的交互作用等。

在影响宿主防御机制的遗传学因素中，作为一

种自然抵抗因素的NRAMPl占有莺要的地位。

NRAMPl位于静息巨噬细胞晚期胞内腔内，在巨噬

细胞吞噬病原体后，转移到吞噬体膜”一。进一步的

研究表明NRAMPl可能通过改变吞噬溶酶体内环

境限制胞内病原体的繁殖”·。本研究发现调整了卡

痕、体重指数、家族史、人均居住面积四个环境因素

后，多态性位点3’uTR TGTG+／del基因型在病例

中的分布频率显著高于对照，可能是肺结核的易感

基因型，尽管这种相关不排除来源于3’uTR与临

近的另一易感基因的连锁不平衡，但Bellamy等”

认为由于NRAMPl基因是建立在以鼠的NRAMPl

基因基础上筛选的候选基因，所以这种可能性不大。

本次研究中还发现，在INT4不同基因型中，代表疾

病进展表现的渗出性病灶和干酪性病灶同代表机体

免疫力占优势的增殖性病灶差异有统计学意义，这

表明INl、4位点的不同基因型可能与疾病的进展有

关系。

随着人类基因组计划的完成和后基因组时代的

到来，越来越多的肺结核易感基因被发现，而在不同

人群中开展的基因组流行病学研究，将使这些易感

基因对疾病发生所起的作用及基因与基因间、基因

与环境间的交互作用逐步阐明，有助于肺结核高危

人群的预测，为优选干预措施(医学干预、行为干预

或环境干预)提供科学依据，为制定适宜的预防策略

打下基础。
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