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甘露糖结合蛋白基因多态性与肺结核

发病关系的研究

冯福民 郭梅 刘茜 王东 高宝霞 孙永红 安雅臣 纪春梅

·临床流行病学·

【摘要】 目的探讨甘露糖结合蛋白(MBP)基因多态性与中国人肺结核发病的关系。方法采

用病例对照研究，收集肺结核病例125例和健康对照198名的环境因素暴露情况及静脉血，MBP基

因多态性分析采用特异引物PCR方法，用SPSS 11．5软件进行危险因素的单因素分析和多因素非条

件logistic回归分析。结果 病例组和对照组MBP一52、54、57位点的等位基因突变频率分别为8．0％、

7．2％、o．4％和5．3％、4．3％、o．5％，按性别分层的Mantel—Haensezl矿分析两组问差异无统计学意

义。单因素分析表明体重指数、婚姻状况、卡介苗接种史、卡痕、结核病接触史及家族史、体力劳动、文

化程度与肺结核的发生有关。在多因素分析中调整上述危险因素后，总MBP(oR=2．182，95％口：

1．058～4．499)和MBP一52突变型等位基因型(oR=2．574，95％凹：1．028～6．446)与肺结核发病有

统计学意义。结论 总MBP和MBP一52突变型等位基因可能与肺结核发病有关。

【关键词J结核，肺；甘露糖结合蛋白基因；病例对照研究；基因多态性
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【Abstract】 Objective To explore the association between the genetic polymorphisms of mannose—

binding protein(MBP)alldes and susc印tibility to pulmonary tuberculosis． Methods 125 pulmonary

tuberculosis cases and 198 healthy controls were collected．A case．control study was conducted．Three

structural gene mutations in eXon 1 of MBP gene(codon 52，cod伽54 and codon 57) were studied．

Polymerase chain reaction with sequence—specific primerS(PCR—sSP)was carried out in the polymorphism

in MBP alleles．Information on related risk factors of tuberculosis was collected，using a pre_tested

questionnaire．Univariate and multivariate logistic analyses were∞nducted with SPSS sOftware package．

R鸭ults The frequencies of mutant heterozygote or homozygote of MBP一52，54，57 were 8．0％，7．2％and

0．4％for cases and 5．3％，4．3％，0．5％for controls，respectively．The distribution ofmutant genotypes of

MBP did not show sknmcant difference between tuberculosis patients and control by Mantel—Haenszel Y2 on

sex．The univariate analysis demonstrated that body mass index，marital status，vaccinal vestige，baciUus of

Calmette—Guerin vaccine immunization，contacted with pulmonary tuberculosis patients，familial traits were

the risk factors of pulmonary tuberculosis．After adjusting those related envirOnmental factors in the

multivariate 109istic analyses，the total MBP(MBP一52，MBP一54 and MBP一57)and MBP一52 heterozygote

genotypes were significantly averrepresented in cases，with adjusted OR(95％C工)being 2．182(1．058—

4．499)and 2．574(1．028—6．446)．Conclusi蚰 Total MBP and MBP一52 mutant genotypeS might be

aSsociated with the susceptibility to pulmonary tuberculosis．

【Key words】 Tubercul0Sis，pulmonary； Mannose_binding protein； Case—control study； Genetic

polymorphism

甘露糖结合蛋白(mannose_binding protein，

MBP)是由肝脏分泌的钙离子依赖性凝集素，具有

与甘露糖和N一乙酰葡糖胺末端结合的功能，在宿主

的抗感染免疫中发挥重要的作用⋯2I。MBP基因第
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一外显子的52(CGT—TGT)、54(GGC—GAC)和

57(GGA—GAA)位点突变破坏其蛋白的螺旋结构，

使得血浆中MBP浓度下降∞]。在印度的研究发现

MBP基因突变与肺结核的发生有关Ho，但在土耳其

的一项研究却没有证实这种联系∞o，甚至有研究认

为MBP基因突变是肺结核的保护因素∞1。表明不

同地区、不同种族的研究结论不同，国内尚未见相关
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报道。本文旨在探讨MBP基因多态性是否与汉族

人群肺结核的发生有关。

对象与方法

1．研究对象：收集2004年4月至2005年6月

唐山市结核病院确诊的肺结核患者125例为病例

组，同期健康体检者198名为对照组。病例的纳入

与排除标准：①所有病例均为新发确诊住院病例，且

痰涂片阳性；②汉族，年龄≥18岁；③肺结核诊断按

GB 15987—1995标准，PPD试验强阳性并具有明显

结核病的临床体征；④按WHO推荐程序进行规范

的抗结核化疗；⑤无慢性阻塞性肺疾病、哮喘、肺癌、

糖尿病、高血压等合并症。对照的纳入和排除标准：

①无结核病史；②PPD确认为有结核分枝杆菌感染

(有卡痕者PPD硬结反应平均直径≥10 mm，无卡

痕、无卡介苗接种史者PPD硬结反应平均直径5～

10 mm)；③汉族，年龄≥18岁；④与纳入的病例和

对照均无血缘关系；⑤无慢性阻塞性肺疾病、哮喘、

肺癌、糖尿病、高血压等合并症。对全部研究对象进

行问卷调查：包括一般情况(年龄、性别、身高、体重、

婚姻状况)、经济收入、劳动强度居住环境、吸烟饮酒

状况、肺结核患者接触史、卡介苗接种史、结核病家

族史、卡痕等。同时抽取EDTA抗凝静脉血5 m1，

4℃保存备用。

2．基因组DNA提取：低渗溶血法提取白细胞，

以SDS裂解白细胞，蛋白酶K消化蛋白，经酚一氯仿

抽提和乙醇沉淀获得基因组DNA。

3．聚合酶链反应(PCR)：采用特异引物PCR方

法。Taq DNA聚合酶由大连TaKaRa公司提供，引

物由北京赛百盛基因技术有限公司合成。针对每个

突变位点将样品分2管扩增，每管PCR反应体系：

100 ng DNA模板，1 U Taq DNA聚合酶，分别加入

阳性质控上下游引物和一条特异引物终浓度为

5}上mol／L，dNTP为200牲mol／L，10×buffer 2扯1，力口

超纯水至20肚l。在Biometra PCR仪上扩增，采用双

温循环设计，选择2个样品的相应PCR扩增片段送

上海生物工程公司测序，确定目的基因位点的序列，

作为优化PCR反应条件的基础。优化后的扩增条

件为：94℃预变性3 min，94℃变性30 s，64℃退火和

延伸50 s，共计35个循环。用1．5％琼脂糖凝胶电

泳，鉴定PCR扩增产物。其引物序列和对应的扩增

片段大小见表1。同时出现阳性质控片段和特异片

段提示特异引物扩增阳性，野生型和突变型特异引

物扩增均为阳性者判为杂合子，否则即为野生型或

突变型纯合子。每一个突变位点抽取一份样品进行

测序，以证实PCR反应的特异性。MBP一52和

MBP一54位点电泳见图1。

4．统计学分析：将资料整理后用EXCEL录入数

据，统计分析软件为SPSS 11．5。基因型分布的

他删旷Weinbe曙遗传平衡分析采用拟合优度3(2检验。

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oR值及95％a。将是

否发病作因变量，基因型别为自变量，单因素分析中

有显著意义的危险因素作为协变量，进行多因素非条

件109istic回归分析，计算调整oR值及95％a。

结 果

1．年龄和性别的均衡性检验及Hardy—Weinberg

遗传平衡定律检验：由于随着年龄的增加，结核病的

发生率呈上升趋势，而且男性和女性发生肺结核的

概率不同，因此需对两组研究对象的年龄和性别进

行均衡性检验。结果显示病例组和对照组的年龄和

性别具有可比性。病例组年龄(43．60岁±16．61岁)

和对照组(44．66岁±14．62岁)差异无统计学意义

(￡=0．603，P=0．547)。病例组(男性82例，女性

43例)和对照组(男性116人，女性82人)性别差异

无统计学意义(Y2=0．207，P=0．126)。

对病例组和对照组基因型别进行Hardy—

Weinberg遗传平衡定律检验，各观察值与期望值近

似，x2值均<3．84，显示Hardy—weinberg平衡定律

表1 PCR扩增的引物及扩增片段大小
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M：_DL．2000 Marker；1，8：阳性内参；2：MBP一5野生型

3：MBP一54突变型；4：指示片段273 bp；5：指示片段35l bp；6

MBP一52野生型；7：MBP．52突变型

图1 MBP一52和MBP一54位点PCR—SSP琼脂糖

凝胶(1．5％)电泳

的拟合优度均优良，说明两组人群均处于平衡状态，

样本人群均具有良好的代表性，可以从基因频率来

估计基因型频率。

2．环境因素与肺结核发病的单因素分析：以体

重指数[BMI=体重(kg)／身高(m)2]分析肥胖程度

与肺结核发病的关系，病例组BMI(21．76±3．50)

明显低于对照组(24．08±3．52)，统计学检验，￡=

5．771，P=0．0001。分类资料经x2检验，吸烟、饮

酒情况和城乡居住地在两组中的分布无统计学意

义。婚姻、结核患者接触史、卡介苗接种史、卡痕、家

族史、文化程度、职业和劳动强度在病例组和对照组

的分布不同(表2)。结核病接触史和家族史是肺结

核发生的危险因素；初中以上文化程度、从事重体力

劳动的农民易发生肺结核；已婚、卡介苗接种史和卡

痕是保护性因素。

3．MBP等位基因突变频率比较：病例组和对照

组MBP一52、54、57位点的突变型等位基因频率分别

为8．0％(20／250)、7．2％(18／250)、0．4％(1／250)和

5．3％(21／396)、4．3％(17／396)、0．5％(2／396)。按

性别分层后，男性病例的MBP一52、MBP一54和总的

MBP突变型等位基因频率高于对照组，而女性未见

差异，但是按性别分层的Mantel一HaenSezl．)c2分析差

异无统计学意义。MBP一57位点突变频率太低，未

进行统计分析(表3)。

4．MBP等位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，MBP．52和MBP一54等

位基因为自变量，BMI(超重和不超重分成两组)、婚

姻状况、结核病患者接触史、卡介苗接种史、卡痕、家

族史、文化程度、劳动强度和职业为协变量，进行多

因素109istic回归分析，结果显示调整了上述因素

后，除文化程度外，各环境因素仍然与肺结核发病有

关，而总MBP和MBP一52突变型等位基因也与肺结

核发病有关(表4)，提示各因素问存在混杂作用。

表2 肺结核发病的单因素分析

因素 病例组对照组Y2值P值oR值(95％cJ)

婚姻

已 102 181 6．748 0 009 0．410(0．206～O．816)

未 22 16

接触史

有 43 42 24．527 O．0004 2．949(1．721～5．056)

无 60 143

卡介苗接种史

是 47 109 7．612 0．006 O．500(O 305～0．821)

否 56 65

卡痕

无 32 98 5．566 0．046 1．988(1．119～3．523)

有 37 57

家族史

有 35 14 25-825 O．0003 5．084(2．602～9 933)
无 89 181

文化程度

文盲 5 21 3．951 O．047 1．632(1．005～2．649)

小学 30 55

初中 48 52

高中 26 3l

大专及以上

职业

工人

干部

农民

劳动强度

轻
中

重

15 38

35 101 21．387 0．002 0．639(0．448～0 912)

36 45

54 34

23 75 15．587 0．004 O．573(0．355～0．923)

36 52

65 71

讨 论

人MBP基因突变影响了肺结核患者的细胞免

疫反应，与杂合子及野生型个体相比，纯合子个体的

淋巴细胞对结核菌素的反应性下降口]，血清MBP

水平浓度很低甚至检测不到心j，体外研究证实MBP

可以增强巨噬细胞对结核杆菌的吞噬活性旧o。本文

在单因素分析中未发现突变型等位基因携带者发生

肺结核的危险性高于野生型等位基因携带者，但在

多因素分析中控制了其他因素的混杂作用后却发现

总的MBP和MBP一52突变型等位基因在病例组的

分布高于对照组，与多数研究报道结论一致。MBP

基因突变是人类适应环境的进化行为，属人体正常

的抗感染免疫反应，因此不同地区和种族的MBP

突变频率差异较大。例如5万年前从非洲撒哈拉地

区迁徙到澳大利亚的土著人MBP基因突变频率只

有1．3％∽J，土耳其人MBP一54和MBP一57的突变频率

也只有1％左右u叫；但南美洲和非洲的冈比亚人

MBP基因突变频率均较高¨0’11 J，后者的杂合子频
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表3病例组和对照组MBP等位基因构成

基因位点 等位基因
男 女

病例组对照组 病例组对照组
x2值。 P值

№P(52、54、57)

MBP一52

MBP一54

MBP一57

3．121 O．077

1．709 O．191

1．383 O．240

*Ma．ntel．Haensezl 12分析

表4 肺结核发病的多因素非条件109iStic回归分析结果

因 素 p 曲wi埘Y2值P值oR值(95％凹)

MBP(52、54、57) 0．780 0．369 4．467 0．035 2．182(1．058～4．499)

MBP一52 0．945 0．468 4．075 O．044 2．574(1．028～6．446)

MBP一54 0．693 0．442 2．458 O．117 2．001(0．841～4．761)

卡痕 O．686 O．273 6．30l 0．012 1．986(1．162～3．393)

婚姻 一0．730 0．370 3．895 O．048 0．482(0．233～O．995)

文化程度 O．007 0．115 0．004 0．948 1．008(0．805～1．262)

职业 一0．375 O．127 8．783 0．003 0．687(0．536～0．881)

劳动强度 一0．410 0．166 6．075 O．014 O．664(0．479～0．920)

接种史 O．170 0．226 O．567 0．451 1．185(0，762～1．844)

接触史 0．960 0．190 25．524 0．000 2．6儿(1．799～3．788)

家族史 O．969 0．335 8．346 0．004 2．634(1．365～5．081)

BMI —O．103 O．034 9．027 0．003 0．902(0．843～0．965)

率达到31％，纯合子频率为10％。MBP基因突变

在健康英国人中也非常多见，其杂合子和纯合子突

变频率达到22．5％和4．6％¨引。本文研究结果表

明，汉族人MBP一52和54位点的突变频率达到6％

以上且明显高于57位点，而施红等¨纠只发现了汉

族人中存在MBP一54基因位点的突变，但因不属于随

机抽样研究，这两个结论均不能代表汉族人的基因

特征，只能反映一个侧面而已。

在MBP基因突变与肺结核发病的关系研究

中，世界各国的结论也不尽相同，印度人和非洲裔美

国人肺结核病例MBP一54等位基因突变频率高于对

照组H，141，在美国白人和西班牙裔人及土耳其人中

未发现MBP基因突变与肺结核的相关性¨’14j，甚至

发现MBP一57位点突变型是肺结核的保护基因型

(r=0．565，P=0．037)儿⋯，均与本文的研究结论不

同。反映不同种族的基因型特征存在明显的差异。

单因素分析中发现男性的MBP基因突变是肺结核

的危险因素，但是按性别分层的Mantel—Haensezl Y2

分析却不支持这一结论。既往研究表明x染色体

上存在着与肺结核发病相关的等位基因，但本文由

于样本例数偏少，难于进行不同性别的分析，需增大

样本量的后续研究证实。总之，本文首次揭示了汉

·
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族人肺结核的发生与MBP基因多态性

之间的关系，深化了对基因易感性在肺

结核发病中作用的认识。
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