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·实验室研究·

扬州地区腹泻型肠易激综合征与HTR3A、
HTR3E基因多态性关联研究

张瑜黄瑶卜乎

【摘要】 目的探讨扬州地区门诊腹泻型肠易激综合征(D．IBS)与5一羟色胺受体3的亚型

HTR3A、HTR3E基因非翻译区多态性的关系。方法采用聚合酶链反应一限制性片段长度多态性

分析(PCR．RFLP)对450例D．IBS患者与300例健康对照者HTR3A基因5’端非翻译区C．-42C>T

(rsl062613)和HTR3E基因3’非翻译区e．+76G>A(rs62625044)进行研究。结果男女性患者

C．--42C>T多态性位点基因型分布较正常对照的差异有统计学意义(P<O．05)，且T等位基因的频

率与正常对照比较均有显著增高(P<0．05)；女性患者C．’76G>A多态性位点G／A基因型和A等

位基因的频率较正常对照均显著升高(P<0．05)，男性两组间的差异无统计学意义(P>0．05)；与

HTR3A基因的rsl062613位点CC基因型及HTR3E基因的rs62625044位点GG基因型相比，TT基

因型及GA基因型与D—IBS密切相关，风险系数分别为0．29(95％CI：0．14～0．61)、0．62(95％CI：

0．39。0．99)，差异均有统计学意义。结论T等位基因和GA基因型可能分别是D．IBS患者和

D．IBS女性患者的易感因素之一。
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【Abstract】 Objective To investigate the relationship between diarrhea—predominant irritable

bowel syndrome(D-IBS)and HTR3A，HTR3E gene polymorphism in Yangzhou，Jiangsu province．

Methods Polymerase chain reaction(PCR)amplification and restriction fragment length

pdymorphism(RFLP)technique were used to detect the 5’一UTR variant c．-42C>T of HTR3A and

3 7一uTR variant C．+76G>A of HTR3E on 300 healthy subjects and 450 patients with D—IBS．

Results There was significant difference noticed between the D—IBS patients and the controls in the

genotype of C．-42C>T sites(P<0．05)，while the frequency of T allele was significantly higher in

both female and male patients than that in the controls(P<0．05)．The frequencies of G／A genotype

and A allele of C．+76G>A sites were significantly higher in the female—patient group than that in the

controls(P<0．05)，however，there was no significant difference between those male patients and

controls(P>0．05)．When comparing to the CC genetype of rsl062613 site and GG genetype of

rs62625044 site．the TT and GA genotype were closely related to the D-IBS，with the risk coefficients

as 0．29(95％CI：0．14—0．61)and 0．62(95％C／：0．39—0．99)，with statistically significant differences．

Conclusion T allele and GA genetype might respectively serve as the predisposing factors of D—IBS

and on the female D—IBS patients．
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irritable bowel syndrome，D—IBS)是一种广泛流行的

功能性肠病，以女性患者居多⋯。5一羟色胺(5一HT)

作为脑一肠轴联系的关键递质，在肠易激综合征

(IBS)的发病中有重要的意义。在5-HT的所有受

体中，5一羟色胺受体3(5-HT3)是其重要媒介，并已

被证实在肠道感觉功能中发挥关键作用怛]。HTR3A
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作为5-HT3亚单位之一在5-HT3受体功能的形

成中起关键性作用，而HTR3E只在胃肠组织中表

达b，“，表明HTR3E受体亚型可能在人胃肠道

5-HT3受体的形成和功能中起特殊作用。国外有报

道HTR3A的多态性可能与IBS的易感性有关b 3，但

仍有争议。笔者研究D．IBS患者HTR3A基因5 7端

和HTR3E基因3’端非翻译区的多态性，旨在探寻其

在我国人群中D—IBS发生和流行的意义。

对象与方法

1．研究对象：收集2010年4月至2012年3月扬

州大学医学院附属苏北人民医院、扬州市人民医院

等扬州地区5家医院门诊病例。共450例(女性294

例，男性156例)，年龄18～71岁。所有患者均常规

抽血检测血液生化，HBsAg、抗一HCV、抗一HIV检查

均为阴性；粪便常规检查及培养和菌群分析未见异

常；肠道内镜检查未见异常。健康对照选自上述医

院的健康体检者，共300例(女性207例，男性93

例)。对照人组条件：①无胃肠道症状和胃肠疾病；

②排便习惯正常；③无腹部手术史；④无免疫性疾

病、感染病史及近期服用药物史；⑤结肠镜检查肠黏

膜无异常；⑥年龄、性别等一般资料与D—IBS组相匹

配，具有可比性。病例组和对照组在性别、年龄、职

业和体型上的差异无统计学意义(P>O．05)。

2．诊断标准：IBS诊断采用文献[6]的标准。诊

断前症状出现至少6个月，近3个月满足以下标准：

反复发作的腹痛或不适，最近3个月内每个月至少

有3 d出现症状，且合并以下2条或多条：①排便后

症状缓解；②发作时伴有排便频率改变(每天>3

次)；③发作时伴有大便性状(外观)改变。在病理生

理学研究和临床试验中，筛选可评估的患者时，疼痛

和(或)不适出现的频率至少为每周2 d。

3．研究方法：

(1)标本采集及DNA提取：所有患者人组当天

抽取2 m1全血于15 ml的离心管(内有1 ml 2％

EDTANa2抗凝剂)中混匀，置于一20℃的冰箱内保

存，l周内提取DNA。采用TIANGEN公司血液基因

组DNA提取试剂盒提取基因组DNA。

(2)PCR扩增：引物根据GenBank的序列用

DNAStar软件设计及参考文献b]，由上海生工生物

工程公司合成。HTR3A上游：5 7一CAG CTG TCC

CCT CCC CTT TCC T-3’，下游：5’一AGA GCG GGC

CTG GTG GTG TTT_37，HTR3E上游：5’一CGT CAT

ATG CCT CTG GAA CA一3’。下游：5’一ATA GGC

GTG AAC CAC TGC AC一3’，引物浓度均配为

5 gmol／L。PCR反应总体积均为20肛l，内含有2×

Taq PCR Master Mix 10 gl，ddH20 6 gl，引物各l¨l，

取模板DNA 2“1。HTR3A反应条件为94℃预变性

2 rain，94 oC变性30 S，61 oC退火30 S，72℃延伸30 S，

共35个循环，最后72℃延伸5 min进入4℃。

HTR3E采用降式PCR，反应条件为94℃预变性

2 rain，(94℃30 S，68℃30 S，72 oC 30 S)X 5，(94℃

30 S，64 oC 30 S，72 oC 30 s)×5，(94℃30 S，60℃

30 S，72 oC 30 s)×25，72℃延伸5 min进入4 cC。

产物检测用2％琼脂糖凝胶，80 V电压电泳40 min，

溴化乙锭染色后，用凝胶成像仪观察照相。目的基

因的片段长度为HTR3A：348 bp，HTR3E：397 bp。

(3)酶切分析多态性：C．--42C>T位点的酶切体

系20 u1，其中ddH：0 15．3 p1，10×NEB 2斗1，100×

BSA0．2 ul，限制性内切酶Hpyl8811]0．5 gl，PCR产

物2 gl。c．+76G>A位点的酶切体系20 u1，其中

ddH20 14．3“l，10 XNEB 2 gl，100×BSA 0．2¨1，限带0

性内切酶Hpyl88111 0．5 gl，PCR产物3儿l。上述反

应体系均于37℃反应12 h。取15 gl HTR3A酶切产

物进行检测，2％琼脂糖凝胶，80V电压电泳50min，

溴化乙锭染色后，用凝胶成像仪观察并保存结果。

取10 gl HTR3E酶切产物用2．5％琼脂糖凝胶，70 V

电压电泳80 rain，用凝胶成像仪观察并保存结果。

基因检测结果用测序方法验证(以上限制性内切酶

购自上海NEB公司)。

4．统计学分析：病例组和对照组人口学资料的

分析用岔检验。采用)c2吻合度检验分析基因型分布

是否符合Hardy—Weinberg(H—w)定律，基因型和等

位基因片段频率以百分比表示，差异显著性比较用

Z检验。所有数据采用SPSS 11．0软件处理。

结 果

1．C．-42C>T多态性分析：HTR3A的C．-42C>

T位点经限制性内切酶Hpyl88 llI酶切后电泳可发现

3种类型的电泳带。C／C型不存在酶切位点不能被

切开，只有一条电泳带348 bp；T／T型被酶切后产物

为207 bp和141 bp；C／T型酶切后产物为348 bp、

207 bp和141 bp。经测序验证后统计学分析
HTR3A基因5 7端非翻译区C．--42C>T多态性位点

基因型分布和等位基因频率见表1。从统计结果表

明，男女患者与对照组相比，基因分型的差异均有统

计学意义(P<O．05)，且D—IBS组男女患者T等位基

因的频率与对照组比较均显著增高(P<0。05)。
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2．C．876G>A多态性分析：HTR3E经PCR扩增

的397 bp的片段被限制性内切酶Hpyl88Ⅲ酶切后

电泳可发现2种类型的电泳带。G／G型其含有G等

位基因的397 bp的片段中有14、53和99三个酶切

位点，由于酶切后有些片段太小，经过长时间电泳

后已泳动至凝胶外，故最终图片中可见一条电泳带

298 bp，G／A型其含有A等位基因的目的片段中有

14和53两个酶切位点，同样酶切后由于有些片段

太小泳动至凝胶外，故最终图片中可见344 bp和

298 bp处各有一条带，未见344 bp的一条带的～A

型。经测序验证后统计学分析HTR3E基因3 7非翻

译区c．’76G>A多态性位点基因型分布和等位基因

频率见表2。统计结果表明，D—IBS女性患者G／A基

因型较对照组显著升高(P<0．01)，而男性的差异无

统计学意义；女性患者A等位基因的频率较对照组

显著升高(P<0．05)，男性的差异无统计学意义。

3．H．w平衡分析：应用拟合优度#检验，病例组

和对照组的基因型频数分布均符合H—w遗传平衡

定律(P>0．05)，见表3、4。

4．HTR3A基因rsl062613位点和HTR3E基因

rs62625044位点的不同基因型与D—IBS的联系强度

分析：通过D—IBS组与对照组比较分析，与HTR3A

基因的rsl062613位点CC基因型相比，TT基因型与

D—IBS密切相关，与HTR3E基因的rs62625044位点

GG基因型相比，GA基因型与D—IBS密切相关。风

险系数OR值分别为O．29(95％C，：0．14—0．61)和0．62

(95％CI：0。39—0．99)，均有统计学意义(表5)。

讨 论

IBS是一种常见的功能性胃肠病。在发达国家

发病率高达10％～15％，而在发展中国家发病率也

普遍上升n1。该病病理机制目前尚不清楚，但普遍

认为与脑一肠互动有关。5-HT是脑一肠轴联系的关

键递质，人体中约5％存在于脑中，95％的5-HT分

布于胃肠道，它在中枢内水平的改变，可导致失眠、

焦虑等精神行为异常，在胃肠道可导致腹痛、腹泻

等表现。

在5一HT的所有受体中，5-HT3受体属于配体

门控离子通道蛋白，是5-HT的重要媒介，并且已经

被证实在肠道感觉功能中发挥关键作用乜]。目前

5-HT3受体分5种亚型(HTR3A、HTR3B、HTR3C、

HTR3D、HTR3E)，其中HTR3E存在异构体

5-HT3Ea随1。HTR3A在5-HT3受体功能的形成起

关键性作用，而HTR3E只在胃肠组织中表达，如结

肠、小肠和胃[3，4I，而其他的受体亚型表达范围更加

广泛，表明HTR3E受体亚型可能在人胃肠道

5-HT3受体的形成和功能中起着特殊的作用。

Kapeller等[51对英国和德国人群HTR3A和HTR3E

非翻译区多态性进行研究，认为遗传基因表型的变

化为D—IBS的主要易感因素。但HTR3A在德国人

群中的重复研究中未得到验证，仍存在争议。以上

两个位点在中国人群中的研究也尚未见报道。

本研究旨在了解中国人群，尤其女性D—IBS患

者HTR3A基因5 7端非翻译区C．--42C>T和HTR3E

基因37非翻译区C．+76G>A多态性位点基因型分布

及等位基因频率的特点。研究提示，D．IBS患者与

对照组比较，男女患者HTR3A基因型分布的差异有

统计学意义(P<0．05)，这与Kapeller等对英国人群

的研究结果部分一致，并且男女患者T等位基因频

率与对照组比较均显著升高(P<0．05)。该结果说

表1 HTR3A基因5’端非翻译区c．-42C>T多态性位点基因型分布和等位基因频率(％)

表2 HTR3E基因3’非翻译区c．’76G>A多态性位点基因型分布和等位基因频率(％)
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表3 HTR3A基因rsl062613位点的H—w遗传平衡吻合度检验

表4 HTR3E基因rs62625044位点的H—w遗传平衡吻合度检验

表5不同基因型与D—IBS的联系强度分析

明HTR3A的5’端非翻译区等位基因T的频率高可

能是我国人群易感D—IBS的一个因素。有研究证实

HTR3A的5 7端非翻译区C端42位碱基等位基因T

能够导致HTR3A受体密度的增高b1，而HTR3A受

体亚型对于5-HT3受体的形成起着至关重要作用

(形成功能异聚体的5-HT3亚型)，而其他亚型只有

与HTR3A共表达时才能形成功能性异聚体b1。所

以T等位基因可能会影响各种人体组织中固有的

5-HT3受体组成和密度。前期研究还发现，T等位

基因与女性双相情感障碍、避免伤害以及杏仁核活

动的调节有关[10。121，因此T等位基因所引起的

HTR3A亚型的表达增高可能是引起5-HT3受体介

导的脑功能障碍和肠道相关的血清素信号的原因。

所以本文D—IBS患者T等位基因频率的显著升高可

用于解释该患者所表现出的部分临床症状。

本研究还提示，D—IBS女性患者与对照组比较

C．+76G>A基因型的分布差异有统计学意义(P<

0．01)，A等位基因的频率较对照组显著升高(P<

0．05)，而男性患者与对照组比较，无论基因分型还

是等位基因频率其差异均无统计学意义(P>

0．05)。这与Kapeller等对英国人群的研究结果基本

一致，说明G／A基因型可能是女性易感D—IBS的一

个重要因素。为什么同样是GA基因型的男性却不

存在这种易感风险，可能与卵巢激素对内脏敏感性

的影响有关n⋯，这是本研究需要进一步研究的内

容。与英国人群相比，我国扬州地区D．IBS女性患

者GA基因型与D—IBS的相关性更加密切。

说明我国女性D．IBS的发生和流行可能与

HTR3E的3 7非翻译区C．+76G>A多态性位

点等位基因A所决定的遗传易感素质密切相

关。通过D—IBS组与对照组比较分析，与

HTR3A基因的rsl062613位点CC基因型相

比，TT基因型与D—IBS密切相关，与HTR3E

基因的rs62625044位点GG基因型相比，GA

基因型与D．IBS密切相关(OR值分别为0．29

和0．62，差异均有统计学意义)。说明我国人群TT

基因型和GA基因型是罹患D—IBS的重要遗传因素。
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