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!!!摘要"!目的!探讨中国人白细胞介素"VY#@!%基因单核苷酸多态性"FNS#与慢性阻塞性肺疾

病"*cS?#易感性的关系$方法!应用聚合酶链反应@限制性片段长度多态性"S*D@DbYS#分析及

S*D@单链构像多态性分析"FF*S#方法%检测"E名健康吸烟者和OO例吸烟*cS?患者VY@!%基因启

动子!!$%*&/’E#(Ka&U’EK%Oa&UFNS位点基因型分布情况(用酶联免疫吸附试验"HYVFU#检测血

浆VY@!%水平$结果!*cS?组与对照组E#(Ka&U’EK%Oa&U位点基因型分布频率和等位基因频率

差异无显著性"D($’!#(对照组!!$%*&/位点**基因型频率及*等位基因频率高于*cS?组"D&
$’$(#%*等位基因相对于/等位基因患*cS?的机会比为$’(&""()G;Q$’%E!$’"!#$血浆VY@!%
浓度与E#(Ka&U及EK%Oa&U位点基因型无关"D($’!#%!!$%**基因型携带者血浆VY@!%水平显著

低于另外两种基因型携带者"D&$’$(#$结论!中国人VY@!%基因!!$%*&/位点基因型与*cS?易

感性有关%!!$%**基因型携带者血浆VY@!%水平相对较低%*cS?易感性低$

!关键词"!慢性阻塞性肺疾病(白细胞介素@!%(基因表达(遗传多态性
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!!吸烟是导致慢性阻塞性肺疾病"*cS?#发病最

基金项目)国家,十五-科技攻关计划资助项目.#$$![UK$%[$%
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院呼吸内科
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主要的危险因素%此外%研究表明不同个体遗传易感
性差异也在 *cS? 发病中起重要作用.!/$由于

*cS?治疗效果不佳%一旦发生就几乎很难逆转%所
以进行易感人群的早期筛查并采取相应的预防措施

成为疾病控制的关键$人体内的白细胞介素
"VY#@!%主要由#型辅助性/淋巴"/+##细胞产生%
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参与对多种炎症细胞的功能调节过程!是一种重要
的前炎细胞因子"##$有动物实验表明VY@!%可能参
与了*cS?的发病过程"%@(#!我们对OO例*cS?患
者和"E名健康吸烟者VY@!%基因多态性与血浆VY@
!%浓度和*cS?易感性之间的关系进行了研究$

对象与方法

!’VY@!%基因多态性分析%
&!’研究对象%研究对象包括#$$#年E月至

#$$%年%月间收集的稳定期*cS?患者OO例及同
期体检人员"E名!所有研究对象均有!(年以上的
吸烟史!其中!E#人当前吸烟!另E$人已戒烟数月
至数年$所有研究对象均经过详细的病史询问和全
面的体格检查!并进行胸部W线照片和肺功能测定
以排除支气管哮喘(支气管扩张(肺结核(肺部肿块(
肺间质纤维化(胸廓畸形等呼吸系统疾病$*cS?
诊断符合中华医学会呼吸病学分会#$$#年制订的
诊断标准"&#$两组研究对象的性别构成(平均年龄
和吸烟指数(当前吸烟者与戒烟者的构成情况见
表!$

表!!研究对象的一般情况

相关因素 *cS?组 对照组 D值
例数&男)女’ !!O!)K !!"$)E !($’!
年龄&岁’ K$hO &(h& ($’!
吸烟指数&支年’ KK%hEO& &O$h#K( ($’!
吸烟)戒烟人数 K$)!O K#)## ($’!
戒烟时间&年’ #’$h(’# #’Kh(’O($’!
bHM!&Y’ $’"Kh$’E$ !’OKh$’&$&$’$!
bHM!)S86&)’ E"’$h$’E "%’Kh%’E&$’$!
bHM!)bM*&)’ ("’#hO’% KO’$hE’&&$’$!

!!注%计量资料以,QhB表示*bHM!%第一秒用力呼气容积*S86%

&bHM!’预计值*bM*%用力肺活量

!!&#’基因组?NU提取%采集外周静脉血#:>!
应用H?/U@N.抗凝!加入红细胞裂解液!离心去上
清!重悬白细胞!加入白细胞裂解液裂解!再按照常
规酚Q氯仿Q异戊醇抽提法提取全血基因组?NU$

&%’?NU片段聚合酶链反应&S*D’扩增%S*D
引物序列参照基因组数据库提供的序列&基因组数
据库编号%f%!!#$’和有关文献进行"K!O#!由北京赛
百盛基因技术有限公司合成$扩增!!$%*)/位点
的S*D引物序列为(+U/a**//a/aUaaUa
aa/*U*%+和(+**U a/* /*/ a*U aaU
/*UU**%+!扩增的 ?NU 片段长度为%%"A<!

S*D条件为%"(\热启动(:,--"(\变性E(1!

(&\退火E(1!K#\延伸!:,-!%(个循环-K#\延
伸!$:,-$扩增E#(Ka)U位点的S*D引物序列为

(+//*/U*/*U*a/a*/aU**/%+和(+

*/a/*/*/a*UUU/UU/aU/%+!扩增的

?NU片段长度为!K%A<$扩增EK%Oa)U 位点的

S*D引物序列为(+a/*U**a//aaa aU/
/aaaaU%+和(+*// /a*/UU *U/ U//
/UU/U///UUU/U*a%+!扩增的?NU片段
长度为#O"A<$S*D扩增E#(Ka)U和EK%Oa)U位
点的退火温度分别为(E\和&&\!其余条件与扩增

!!$%*)/位点相同$
&E’单链构像多态性&FF*S’分析%!!$%*)/和

E#(Ka)U位点基因型检测采用S*D@FF*S测序法$
取#,>S*D产物与等量上样缓冲液混匀!!$$\变
性!$:,-!然后立即冰浴O:,-*将变性的S*D产物
加样至含!$)甘油的聚丙烯酰胺凝胶中以##$M电
压进行电泳分离$整个电泳过程在E\冰箱内进
行!电泳前将电泳槽及电泳缓冲液置E\预冷#+$
分析!!$%*)/和E#(Ka)U位点的凝胶浓度分别为

&)和O)!电泳时间分别为!$+和O+$凝胶经硝酸
银染色后!根据?NU单链构像进行基因型分类!最
后经测序予以确认&图!!#’$

!!!(E(((K("%*/杂合子*#(&(O%**纯合子*%%//纯合子*

!$%?NUR.8J68

图!!VY@!%!!$%*)/FNS位点FF*S结果

!!!%?NUR.8J68*#(%(((&(O%aa纯合子*E%UU纯合子*

K("%aU杂合子

图"!VY@!%E#(Ka)UFNS位点FF*S结果

!!&(’限制性片段长度多态性&DbYS’分析%

EK%Oa)U位点基因型检测采用S*D@DbYS方法$
取(,>S*D产物加入含!$fN+6&&N6BH-;>.-4
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[,0>.A1公司!的#$,>酶切反应体系中消化O+"消化
产物经#)琼脂糖凝胶电泳分离"酶切为#(#A<和

%KA<两个片段的为 UU型"不能切开的为 aa型
#图%!$

!!!%R.8J68&#%aa纯合子&%%UU纯合子&E%aU杂合子&(%未

经酶切的S*D产物

图!!VY@!%EK%Oa’UFNS位点N+6&酶切结果

!!#’VY@!%基因多态性与血浆VY@!%浓度的关系%
#!!研究对象%从基因多态性研究对象中分别随

机抽取##例健康吸烟者和##例吸烟*cS?患者
作为研究对象"两组研究对象的性别构成(平均年龄
和吸烟指数差异无显著性#表#!$

表"!血浆VY@!%浓度检测对象临床资料

相关因素 *cS?组" 对照组" D值
例数#男’女! #$’# #!’! ($’!$
年龄#岁! &OhO! &Eh(! ($’!$
吸烟指数#支年! "EOh(%K &OEh%## ($’!$
bHM!#Y!" $’"Eh$’(# #’$%h$’K( &$’$!
bHM!’S86#)!" &%’#$h#’!$ O&’E$hE’%$ &$’$!
bHM!’bM*#)!" (K’O$hK’#$ KO’%$h(’K$ &$’$!

!!" 同表!

!!##!血浆制备及VY@!%浓度测定%取外周静脉血

$’(:>#H?/U@N.抗 凝!"经 !($$8’:,-离 心

!$:,-"将上层血浆保存于PK$\"&个月之内采用

HYVFU试剂盒#美国[VcFcfD*H公司!检测血浆

VY@!%浓度"每一样本作#孔"具体操作参照试剂盒
说 明 书 进 行"以 酶 标 分 析 仪 #[,0@/Hd’
VNF/DfRHN/’VN*’" f-,=681.> R,780<>.26
D6.468HYWO$$!在E($-:波长下读取吸光度值
#"!并定量$

%’统计学分析%计量资料数据以,QhB表示"两
样本均数比较采用成组@检验"多样本均数比较采
用单因素方差分析"多样本均数间两两比较采用L
检验&计数资料比较采用-

# 检验$

结!!果

!’VY@!%基因单核苷酸多态性#FNS!位点基因

型分布%通过对!O#名吸烟对象VY@!%基因!!$%*’

/(E#(Ka’U(EK%Oa’U%个FNS位点进行基因型
分析"发现VY@!%基因!!$%FNS位点存在**(*/(

//%种不同的基因型"E#(KFNS位点存在 aa(

aU(UU%种不同的基因型"EK%OFNS位点存在

aa(aU(UU%种不同的基因型$*cS?组与对照
组E#(Ka’U(EK%Oa’U位点基因型分布情况基本一
致"经-

# 检验"两组人群基因型分布频率差异无显
著性#D($’!"表%!&对照组!!$%*’/位点**纯合
基因型频率高于*cS?组#-

#_E’$"D&$’$(!$

表!!VY@!%FNS位点基因型频率比较

位点及
基因型

*cS?组

例
数
构成比
#)!

对照组

人
数
构成比
#)!

-#值 D值

!!$%*’/
**!EE !($’$ !&! !&(’& !(’%&#E’$"!&$’!#&$’$("!

*/ %& E$’" %$ %#’%
// O "’! % %’#

E#(Ka’U
aa E$ E(’( EK ($’( $’E# ($’!
*/ %" EE’% %" E!’"
UU " !$’# O O’&

EK%Oa’U
aa E% EO’" E" (#’! $’#" ($’!
aU %" EE’% E$ E#’&
UU & &’O ( (’%

!!" 分别将*cS?组和对照组*/基因型与//基因型例数进行

合并

!!#’VY@!%基因FNS位点等位基因与*cS? 的
关系%两组人群等位基因频率分布情况见表E$实
验结 果 发 现"*cS? 患 者 与 对 照 组 E#(Ka’U(

EK%Oa’U位点等位基因分布频率相似#经-
# 检验"

D($’!!$对照组!!$%*’/位点*等位基因频率
显著高于*cS?组#D&$’$(!&*等位基因相对于

/等位基因患 *cS? 的机会比为$’(&""(G;%

$’%E!$’"!$

%’血浆VY@!%浓度与FNS位点基因型的关系%

E#(Ka’U及EK%Oa’U位点均存在 aa(aU(UU%
种不同的基因型"不同基因型携带者血浆VY@!%浓度
差异无显著性#D($’!!$!!$%*’/位点的基因型
与血浆VY@!%浓度有关"!!$%**携带者血浆VY@!%水
平显著低于另外两种基因型携带者#D&$’$!!#表

(!$

E’相关性分析%直线相关分析结果发现血浆

VY@!%浓度与吸烟个体的年龄#E_P$’$K"D($’!!(
吸烟指数#E_$’$%"D($’!!(bHM!#E_P$’!""

D($’!!(bHM!)#E_P$’##"D($’!!均不相关$
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表!!VY@!%多态性位点等位基因频率与*cS?的关系

等位
基因

*cS?组

例数
构成比
!)"

对照组

人数
构成比
!)"

-#值 D值 3%值
!"()G;"

!!$%

!!* !!#E!K$’( !!(#!O$’"

!!/ !(#!#"’( !%&!!"’!
!E’$$ &$’$( $’(&!!

!$’%E!$’"!""

E#(K

!!a !!!"!&K’& !!%%!K$’K

!!U !(K!%#’E !((!#"’%
!$’E# ($’!$

EK%O

!!a !!#(!K!’$ !!%O!K%’E

!!U !(!!#"’$ !($!#&’&
!$’#& ($’!$

!!"*等位基因对/等位基因的机会比

表"!血浆VY@!%浓度与FNS位点基因型的关系

基因型 例数 VY@!%!,;#Y"
!,QhB" D值

!!$%!** #E $’#%h$’$#
*/ !K $’E%h$’$% &$’$!
// % $’($h$’$%

E#(K!aa ## $’%Eh$’!!
aU !O $’%#h$’!! ($’!$
UU E $’%$h$’!!

EK%O!aa #% $’%Eh$’!!
aU !O $’%%h$’!! ($’!$
UU % $’#Oh$’!$

讨!!论

人的VY@!%基因定位于(号染色体I%!区$是
一个具有高度多态性的基因$目前在VY@!%基因序
列内发现了多个FNS位点%"&’T0B.84等%K&通过
对荷兰人VY@!%基因及其((区进行测序共发现了

!$个FNS位点$其中%个位于启动子序列内$!个
位于第!外显子$!个位于第!内含子$另外(个均
位于第E外显子’在所有的这!$个FNS位点中$
位于启动子序列内的!!$%*#/与转录起始位点的
相对位置为P!!!!A<$其多态性可能影响核蛋白与

?NU 的 结 合 力 而 改 变 VY@!% 的 转 录 水 平%!$&)

E#(Ka#U位点位于第E外显子$与转录起始位点的
相对位置为‘%O"$是惟一引起氨基酸序列改变的位
点$该位点a-U替代导致精氨酸-谷氨酰胺替代$
通过改变VY@!%与其受体VY@!%D.!亚基结合能力
进而影响其功能%!!$!#&)其余O个多态性位点的意义
均不明确’
根据VY@!%基因多态性的有关研究报道$德国

人!变态反应性皮炎"实验对照组人群E#(Ka等位
基因频率为O#)%O&$而日本人!变态反应性皮炎"实
验对照组人群E#(Ka等位基因频率为K!)%!%&’荷
兰人!皮肤过敏试验"实验对照组人群!!$%**

E#(Ka*EK%Oa 等位基因频率分别为O%)*K&)*

K")%K&’本研究结果发现"E名健康吸烟者!!$%**

E#(Ka*EK%Oa等位基因频率分别为K$’()*&K’&)
和K!’$)$中国人VY@!%基因多态性频率与荷兰人*
德国人差异较大而与日本人却相对接近$提示VY@!%
基因多态性分布可能具有种族差异性’当然$不同
研究所针对的疾病不同$加上不可避免会存在抽样
误差$也是影响结果的潜在因素’
对不同人群的研究结果均表明VY@!%基因多态

性与支气管哮喘和变态反应性疾病易感性有关$但
不同研究所得到的结果并不完全一致’关于VY@!%
基因多态性与*cS?易感性的研究报道较少$就我
们所知$M.-?68S03B d8..-等%(&曾对荷兰人

VY@!%基因多态性与*cS?易感性的关系进行研究$
结果表明!!$%/等位基因携带者*cS?易感性增
加’本研究发现健康吸烟者与吸烟 *cS? 患者

E#(Ka#U*EK%Oa#UFNS位点基因型分布频率差异
无显著性$健康吸烟者!!$%**基因型频率及!!$%
等位基因高于吸烟*cS?组$!!$%*等位基因相对
于/等位基因患*cS?的机会比为$’(&$说明中国
人VY@!%基因多态性与*cS?易感性有关$结果与

M.-?68S03Bd8..-等一致’
本实 验 发 现 血 浆VY@!%浓 度 与E#(Ka#U及

EK%Oa#U位点基因型无关$而!!$%*#/位点的基因
型则影响血浆VY@!%水平$!!$%**基因型携带者血
浆VY@!%水平显著低于另外两种基因型携带者’由
于!!$%*#/FNS位点位于启动子序列内$有文献报
道其多态性可能影响核蛋白与?NU的结合力$结
合我们的实验结果提示!!$%/可能与反式作用因
子的结合力强于!!$%*$导致VY@!%转录水平增高’

VY@!%作为一种对炎症具有双重调节作用的细胞
因子$是否参与*cS?的发病过程$对*cS?发病具
有促进作用还是具有保护作用$目前尚未明确’体外
研究表明VY@!%能够促进人支气管上皮细胞释放VY@O
!VY@O是一种强有力的中性粒细胞趋化因子$对于

*cS?炎症过程具有重要意义"%!E&’动物实验发现

VY@!%在小鼠肺气肿发病中起关键作用$VY@!%通过调
节肺内多种蛋白酶的表达水平和活性而导致肺结构

破坏%E&’根据本实验基因多态性分析结果和HYVFU
检测结果$结合上述文献$我们认为VY@!%参与*cS?
发病$高浓度VY@!%可能促进*cS?的发生’
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%疾病控制%

!(%例小儿病毒性心肌炎临床资料分析
芮涛!金芳!金红霞!赵宇华

!!为了解近年来小儿病毒性心肌炎"MR#流行病学及临床

情况的变化!回顾性分析了东方医院!(%例诊断为MR患儿

的临床资料&

!’对象与方法$!""E年!月至#$$#年!#月来医院就诊

诊断为小儿MR患儿共!(%例&均符合!"""年昆明小儿心

血管会议制定的诊断标准’!(&所有患儿均作常规心电图)超

声心动图及血清*M[@V;R检查&

#’结果$!(%例小儿 MR 中男性K"例!女性KE例!男女

差异无显著性&发病年龄从##月龄至!E岁!平均K’"岁&

轻症MR!E"例!重症E例!其中#例死亡&死亡原因为心力

衰竭和心源性休克&患儿血清*M[@V;R 阳性率极高!在

#()!($)之间&所有患儿心电图均有F/段)/波改变

"!$$)#!次为早搏"O$例#)传导阻滞"#K例#)窦性心动过速

"##例#!异位快速性心律失常发生率较低"!!例#!未见心动

过缓性心律失常&与正常儿童比较!!(%例小儿 MR 舒张功

能指标 H和H*U显著降低"D&$’$(!D&$’$!#!收缩功能指

标Hb)YMH??差异无显著性"D($’$(#&随访!年以上超

声心动图仅!例重症MR患儿出现左心室肥厚&

%’讨论$一些学者研究报告’#(!在病毒流行感染期!约

E)!&)的小儿心肌明显受累&我们的资料显示!小儿 MR
发病人数占年门诊病例总量由!""E年的!’#O*万上升到

作者单位$#$$$!#上海!同济大学附属东方医院儿科

#$$%年的!’"#*万&表明小儿 MR 发病近年来呈增加趋势!

且好发于K!!E岁学龄儿童&!(%例小儿MR血清*M[@V;R
检测阳性率最高达($)!最低#()!因此柯萨奇病毒是近!$
年来引起小儿MR的主要病原之一&!(%例小儿MR中!E"
例为轻症!重症仅E例!表明小儿MR临床上仍以轻症为主!

严重心律失常不多见&MR患儿多有舒张功能受损!受损程

度与心肌损伤程度有关&轻症 MR 患儿心肌收缩功能基本

正常&我们的结果与马沛然等’%(的报道相符&后者对!(#
例临床上无心功能不全表现的小儿MR进行心功能检测!发

现有K#’()患儿舒张功能显著受累&!#!例MR患儿随访#
年后仅!例重症 MR 发生左心室肥厚&提示小儿轻症 MR
预后良好!演变成心肌病的可能性不大&重症MR虽然发生

率低!但死亡率高!并发症多!有演变为心肌病倾向!有必要

进行动态超声心动图随访&
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