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维生素 !受体基因多态性与肺结核
易感性的病例对照研究
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【摘要】 目的 探讨维生素 !受体（"!#）基因多态性与中国汉族人群肺结核发病间的关系。
方法 采用病例对照研究设计，用聚合酶链反应$限制性片段长度多态性分析（%&#$#’(%）检测 "!#
基因中 ) * &多态性位点，对肺结核相关的环境因素进行问卷调查，并进行单因素分析和多因素
+,-./0.1回归分析。结果 对 23 例病例和 424 名对照进行了 "!# 的基因分型，"!#$’’、"!#$’5 与
"!#$55三种基因型在病例组和对照组中的分布频率分别为6789:、;;82:、4284:和<983:、;=8>:、
38;:，其中 55基因型在病例组中的频率显著高于对照组，!" 值 ><: #$：68337（48;76 ? >8=24）；在
多因素分析中调整卡介苗接种史和吸烟状况后，"!#$55基因型与肺结核发病仍有显著性关联，调整
!"值 ><: #$：68=63（48442 ? 789<6）。结论 "!#$55基因型可能是中国汉族人群肺结核病的易感基因
型。
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大量遗传学研究表明肺结核发病是多基因与环

境因素共同作用的结果。目前已发现的肺结核易感

基因有 W(R（@LIBA +DL1,1H0D BA0.-DA）基因及非 W(R
基因两大类，国内外曾进行过 W(R 基因的研
究［4，9］，但因W(R基因的非特异性及复杂的连锁不
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平衡性而不易确定基因与疾病的真正联系，近年来，

结核病易感基因的研究热点主要在非 W(R类候选
易感基因上，如维生素 !受体（"!#）基因［6］，自然抗
性相关巨噬细胞蛋白 4（AB0LJB+ JD/./0BA1D B//,1.B0DK
IB1J,G@B-D GJ,0D.A 4，X#RY%4）基因［;］，甘露糖结合
蛋白（IBAA,/D E.AK.A- GJ,0D.A，YT%）基因［<］等。其中
的 "!#基因位于人类第 49 条染色体长臂上，包括
多个基因多态性位点，其第二外显子处的 & * )转换
可能造成一个潜在的 R)U起始位点，使编码的 "!#
多 6个氨基酸，转录效率降低4 82倍［3］，这样 "!#便
不能有效地结合维生素 !的活性形式，从而发挥其
协助单核巨噬细胞抑制结核分支杆菌胞内生长的作

>76

 



用。本项研究即选取这一 ! " #多态性位点，探索中
国汉族人群中肺结核发病是否与 $%&基因多态性
有关。

对象与方法

’ (研究对象的选择：
（’）病例组：按国家统一诊断标准选取解放军第
三!九和第九一医院的男性、汉族新发肺结核病例，
全部病例均经痰菌培养，结核菌素试验和临床 )线
检查确诊，其中痰菌培养阳性者确诊为菌阳肺结核，

痰菌培养阴性但 **%试验、)线胸透及临床表现与
肺结核相符者确诊为菌阴肺结核。排除了肺炎、肺

癌等具有相似病症的患者。

（+）对照组：在部队人员中选择无血缘关系的男
性汉族健康者，所有对照经胸透排除结核病史。

+ (方法：
（’）问卷调查：设计调查问卷，内容包括一般情
况（年龄、婚姻状况、经济收入、居住环境等）、与肺结

核有关的危险因素（吸烟饮酒状况、营养状况、肺结

核接触史及卡介苗接种史等）及以往病史〔糖尿病、

肿瘤、艾滋病病毒（,-$）感染等影响机体免疫功能
的疾病〕，对所有研究对象进行现场问卷询问和填

写，由专业人员检查卡痕。同时抽取 . /0血标本用
柠檬酸钠抗凝常温保存，并在 +1 2内提取白细胞。
（+）基因组 %34的提取：用淋巴细胞分离液从
抗凝血中分离白细胞，使用博大公司的全血基因组

快速提取试剂盒提取白细胞中的基因组 %34用于
扩增。

（5）聚合酶链反应（*!&）：参照文献［5］合成以
下引物：*’：46!#66!!!#66!4!#64!#!#6!#
!，*+：4#66444!4!!##6!##!##!#!!!#!。*!& 反
应体系：’77 89模板 %34，+ (. //:0 " ; <9!0+，’ = #>?
!%34聚合酶，上游引物与下游引物各7 (."/:0 " ;，
总反应体积为 57"0。在 +177*!&仪上进行热循环，
循环条件为：@AB预变性’ /C8，@1B变性 1. D，A7B
退火 1. D，E+B延伸 1. D，共 57个循环。在’ (+F琼
脂糖凝胶电泳，以 %6;G+777 为标准分子量对照，鉴
定 *!&扩增产物；选取一个样品进行克隆测序，确
证扩增片段是正确的。

（1）基因多态性分析：用博大公司的玻璃奶纯化
试剂盒回收 *!&产物，用于酶切。酶切体系为：纯
化产物约 +77 89，H:I!酶（#>I>&>公司）’7 =，7 (’F

JK4 +"0，’7 L < MNOOPQ +"0，补水至 +7"0，5EB酶切 1
R A 2。将酶切产物在 ’+F聚丙烯酰胺凝胶电泳 ’S7
$电压分离酶切片段。7 (."9 ""0溴化乙锭染色后，
在紫外灯下观察。酶切结果显示，$%&基因中 # " !
多态性位点处如果是 #，就能构成 H:I!的识别位
点，被酶切得到 ’@E MT与 E7 MT +个片段（等位基因
型 O），多态性位点是 !，则不能构成 H:I!的识别位
点，不能被酶切，只有 +AE MT ’个片段（等位基因型
H），从而产生三种基因型，OO（’@E MT与 E7 MT +个片
段），HO（’@E MT，E7 MT与 +AE MT 5个片段），HH（+AE MT
’个片段）（图 ’）。以上基因多态性检测均用盲法即
在实验室人员不知标本性质的前提下进行。

<：T6U<GEV <>QWPQ；4、U：HH型；!、%：HO型；J：OO型

图! $%&基因 *!&G&H;*产物 ’+F*46U电泳结果

（.）统计学分析：将资料录入计算机进行整理，
首先进行病例对照一般情况的均衡性比较，然后对

各基因型频率及各潜在危险因素与肺结核发病的关

系分别进行单因素分析，计算 !" 值及 @.F #$。将
是否发病作因变量，各基因型别作为自变量，单因素

分析中有显著意义的相关危险因素作为协变量，进

行多因素非条件 0:9CDXCY回归分析，计算调整 !" 值
及 @.F #$。以上所有统计过程均由 K*KK 软件完
成，以% Z 7(7.为差异有显著统计学意义。

结 果

’ (一般情况比较：按照病例组与对照组的纳入
标准共调查 EA例患者，平均年龄+S (+A岁，其中菌阳
肺结核患者 +5例。对照 ’E’名，平均年龄+E (+5岁。
经#

+检验，两组在年龄、文化程度和婚姻状况等一

般情况中的差异无显著统计学意义（% [ 7(7.），说
明病例与对照两组具有良好的可比性（表 ’）。

+ (对各自变量进行单因素分析：对各危险因素
与肺结核的关系进行单因素分析，经#

+ 检验，家族

史、健身活动、蔬菜摄入量、居住面积、籍贯等因素在

两组中的分布差异无显著统计学意义（% [ 7(7.），
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吸烟状况与卡介苗接种史在病例组和对照组中的分

布差异有显著统计学意义（!" 值分别为! "#$%和
& "’!&），吸烟是危险因素，而接种卡介苗是肺结核发
病的保护因素（表 !）。

表! 肺结核病例组与对照组基线调查情况
变 量 病例数 人数! 对照人数 人数! #值

文化程度 &"!()
大专以上 !! () %) *)*
中专 +高中 !, () (* *)*
初中 !$ () $’ *)*
婚姻状况 &")’$
已婚 ’$ (’ *&# *)$
未婚 !# (’ $) *)$
丧偶或离婚 * (’ * *)$
年龄组（岁） &"**%

*& - *) ($ %) *(*
!& - %, ($ ,# *(*
%* - ** ($ *( *(*
’* - , ($ *’ *(*
$& - )& % ($ ) *(*
籍贯 &"&$#
东北 ’ (% , *(&
华北 !% (% ’& *(&
华东 , (% !# *(&
西北 ** (% ’& *(&
西南 *! (% *& *(&
华南 *’ (% ’% *(&

! 回答该项问题的总人数

表" 各环境因素与肺结核关系的单因素分析结果

变 量 病例数 人数! 对照人数 人数! #值
吸烟状况 &"&&*
吸 $! () ,% *)!
否 *’ () ), *)!
卡痕 &"&&’
有 !) )% ,! *’(
无 %( )% $$ *’(
家族史 &"*)*
有 ( (! ) *!,
无 )$ (! *!% *!,
健身活动 &"!’#
极少参加 ! (* %( *’,
每周 * - !次 %! (* #, *’,
每周 %次以上 %! (* *’ *’,
每天参加 $ (* , *’,
蔬菜摄入 &"))’
每天有 ’$ (% ,* *$(
经常有 !’ (% )& *$(
很少有 ’ (% ) *$(
居住面积（.!） &"**(

/ !& *& )& !& **(
!* - ’& !$ )& $# **(
’& - #& *# )& !, **(
0 #& ( )& *& **(

! 同表 *

% "123各基因型与肺结核关系的单因素分析：
123各基因型在病例和对照组中的分布差异具有
显著统计学意义（# / &"&$），病例组中 44 基因型的

频率（*( "*5）显著高于对照组中频率（) "’5），
!" 6 %"))#，,$5 $%：* "’#% - ,"&(*（表 %）。

表# 123各基因型与肺结核的单因素
非条件 789:;<:=回归分析结果

基因型
病例数
（5）

对照人数
（5） !"值（,$5 $%） #值

123>?? !,（%#"!） ,&（$!"(） *"&&& & "&&$
123>?4 %’（’’"(） (&（’&",） *"&$(（& "#%, - !"(&#） & "&$%
123>44 *%（*("*） **（) "’） %"))#（* "’#% - ,"&(*） & "&*(

注：括号内为基因型频率

’ " 123各基因型与肺结核关系的多因素分析：
以是否发病作为因变量，123各基因型为自变量，
吸烟状况与卡介苗接种史为协变量，进行多因素

789:;<:= 回归分析，结果显示调整了两个因素后，
123>44基因型仍与肺结核发病有关，调整 !" 6
%"&%)，,$5 $%：* "**( - #"!$%（表 ’）。

表$ 123基因型与肺结核的多因素
非条件 789:;<:=回归分析结果

变 量 !"值（,$5 $%） #值
卡 痕 &"’%$（&"!%! - &"#*)） & "&*&
吸烟状况 !"%’(（*"*)& - ’"(’,） & "&*#
123>?? *"&&& & "*’!
123>?4 ! ")(&（&",#’ - ("!’(） & "&$’
123>44 % "&%)（*"**( - #"!$%） & "&%&

讨 论

据统计，全世界有 * + %的人感染了结核杆菌，其
中只有 * + *&的感染者发展为临床患者。结核病的
发病受许多因素影响，除各种遗传的易感基因外，

@A1感染、免疫抑制治疗、营养不良、吸烟以及接种
卡介苗等外界环境因素均影响到感染者的临床表

现。本研究中为了考察 123基因是否与肺结核发
病相关联，必须尽可能将外部混杂因素的影响调整

到最低，为此在试验设计以及统计学分析过程中采

取了如下措施：!已有研究表明 B染色体上可能存
在着与肺结核发病密切相关的等位基因，所以将研

究对象限制为男性，以排除性别这个混杂因素的影

响；"在对研究对象进行的问卷调查中包括一些结
核病的危险因素，如生活饮食习惯、家族史、疾病暴

露史、疫苗接种史等；#统计学分析中，在单因素分
析的基础上进行多因素 789:;<:=回归分析，进一步调
整混杂因素影响。

在排除了可能存在的混杂因素后，经多因素

789:;<:=回归分析发现，123基因中 C + D多态性位点
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处的 !!基因型与肺结核发病有显著性关联，可能是
结核的易感基因型。这与牛津大学学者在伦敦进行

的病例对照研究得出的结论是一致的［"］，但 #$%&
’’、#$%&’!与 #$%&!!的三种基因型在两种对照人群
中的分布经统计学检验差异有显著性（()*、")*、
+* !" ,+ -(*、). -/*、( -)*），说明 #$%基因多态
性在一定程度上存在人种间的差异。我国是一个人

口丰富的多民族国家，可以利用这一优势在不同民

族间开展类似研究。

与病例对照研究结论相反，0122345等［6］对患者
进行全基因组扫描却未在 #$%基因中发现结核病
的相关基因。分析两者差异的原因可能在于：!结
核病在遗传上属于典型的多基因作用疾病，与其他

结核病易感基因相比，#$%基因的微效作用太小无
法在全基因组扫描中检测出；"#$%基因多态性在
不同种族间差异造成；##$%基因可能与别的易感
基因存在连锁不平衡而造成的假关联。#$% 基因
在肺结核发病中所起的真正作用及其与环境、其他

易感基因间的交互作用还需进一步研究确定。
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·疾病控制·

逆转录聚合酶链反应在轮状病毒肠炎诊断中的应用研究

童美琴 陈俭 陈黎勤 赵正言

7-材料与方法：7,.份粪便标本于 7///年 77 月至 +...
年 +月取自本院住院的急性腹泻患儿。7,.例患儿年龄为 ).
天龄 ^ +岁；病程 7 ^ 7)天。收集每例腹泻患儿的新鲜粪便
标本 +份，7份立即进行乳胶凝集试验，7份置于 _ +.‘冰箱
待行逆转录聚合酶链反应（%U&=Z%）检测。%U&=Z% 参照

U3:9;DG<9等［7］的方法抽提 %@I并做 B%# %U&=Z%反应，引物
由上海生工合成。$@I聚合酶由美国 =?F41;3公司生产。扩
增产物以 7*琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，紫外灯下观察
结果并照相。乳胶凝集试验以英国 >9G?F;1: 09FL?FJDGC HCJ公
司的 %FC3KG?11:试剂测定。具体操作按试剂盒说明书要求进
行。统计学处理采用$

+检验。

+-结果：7,.份粪便标本，%U&=Z%方法检出 B%# %@I Q6
份，检出率,Q-.*。乳胶凝集试验检测轮状病毒抗原阳性 ,"
份，检出率",-"*。两者检出率差异有显著性（$

+ a 7,-.7，

# b .-..7）。病程 c )天的患儿粪便标本有 )6份，%U&=Z%方
法检出 B%# %@I +/份，检出率(7-6*；乳胶凝集试验检测轮
状病 毒 抗 原 阳 性 " 份，检 出 率 (-)*。两 者 检
出率差异有显著性（$

+ a ,7-/)，# b .-..7）。病程!)天的
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患儿粪便标本有 7."份，%U&=Z%方法检出 B%# %@I,Q份，检
出率,(-"*；乳胶凝集试验检测轮状病毒抗原阳性 ,.份，检
出率 )Q-,*。两者检出率差异无显著性（$

+ a 7-+(，# c
.-.,）。

"-结论：从粪便标本中检出轮状病毒是确诊轮状病毒感
染的主要方法。乳胶凝集试验通过抗 B%#抗原抗体包被的
乳胶颗粒与粪便中的 B%#抗原发生抗原抗体反应，具有简
单、快速、敏感等优点，是早期诊断轮状病毒肠炎病原的较实

用的方法之一。但在病程后期粪便病毒排出量少时，乳胶凝

集试验的 B%#检出率就大大低于 %U&=Z%方法。%U&=Z%所
需要的浓度明显低（7 ...倍）于免疫分析及电镜检测，即使在
病程后期（最长病程达 7+ 天）粪便病毒排出量极少时，B%#
的检出率仍较高，且 =Z%扩增的 $@I稳定。因此 %U&=Z%较
以上方法更灵敏，需要的标本很少，能及早检测出病毒，且检

测持续时间长。

参 考 文 献

7 U3:9;DG<9 A，T3E3KD;9 ’，=F:;KDN3::3 ]，1C 32 - PJ1:C9!9G3C9F:K F!
<D43: 3:J MFW9:1 ?FC3W9?DK K1?FC5L1K M5 LF2541?3K1K G<39: ?13GC9F:-
[L9J149F2 P:!1GC9F:，7//+，7./R"."&"7+ -

（收稿日期：+..+&.6&".）

（本文编辑：尹廉）

+/"

 


