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［摘　要］目的：探讨白细胞介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）１５２Ｇ／Ａ位点单核苷酸多态性（ＳＮＰ）在贵阳地区支气管哮喘
儿童的分布特征。方法：选择２２４例支气管哮喘患儿作为哮喘组，对照组为同期１５０例健康体检儿童，采用聚合
酶链式反应－限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）方法检测两组 ＩＬ１７Ａ１５２Ｇ／Ａ位点单核苷酸多态性，分析两
组基因型、等位基因频率及其与哮喘易感性的关系，采用χ２检验分析基因型及等位基因频率。结果：ＩＬ１７Ａ基
因１５２Ｇ／Ａ位点 ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ３种基因型频率在哮喘组中分别为 ２１４％、５３６％、２５０％，对照组中分别为
１１３％、５４７％、３４０％，该位点在哮喘组与对照组间基因型频率及等位基因频率分布差异均有统计学意义
（χ２＝７８３２，Ｐ＜００５；χ２＝６６３５，Ｐ＜００５），等位基因Ａ与哮喘相关。结论：ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点多态性可
能是贵阳地区儿童支气管哮喘的候选基因，ＡＡ纯合子基因型可能与儿童支气管哮喘发病相关。
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　　支气管哮喘（简称哮喘）在儿童中的患病率呈
逐年上升趋势［１］，该病是一种慢性气道炎症性疾

病，由多种细胞及细胞因子参与，以气道炎症和气

道重塑为主要病理特征，慢性炎症与气道高反应性

相关，气道高反应性可导致反复喘息发作、呼吸困

难、胸闷和咳嗽（尤其是在夜间和凌晨）。白细胞

介素１７（ＩＬ１７）是一种前炎性细胞因子，是 Ｔ淋巴
细胞诱导的炎性反应的早期启动因素，能诱导和激

活中性粒细胞在呼吸道的募集，为明确 ＩＬ１７基因
与贵阳地区儿童哮喘的相关性，本研究采用病例对

照的方法、ＰＣＲＲＦＬＰ技术检测技术，探讨 ＩＬ１７Ａ
基因１５２Ｇ／Ａ位点的多态性及其与贵阳地区儿童
哮喘发病的相关性。

１　材料与方法

１１　研究对象与分组
哮喘组为２０１２年１１月 ～２０１５年１月确诊支

气管哮喘的患儿２２４例，符合儿童支气管哮喘诊断
与防治指南诊断标准［２］，男１５２例，女７２例，平均
（６１１±３２７）岁。对照组为同期门诊健康体检儿
童１５０例，男 ９３例，女 ５７例，平均（５６１±３５５）
岁，对照组儿童均排除哮喘病史、家族哮喘、过敏性

疾病史和其他过敏性疾病史。两组儿童均在贵阳

居住半年以上，采血前４周内未静脉使用糖皮质激
素，且均无血缘关系。

１２　主要仪器及试剂
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪（德国艾本

德公司），ＢｅｃｋｍａｎＤＵ６４０型核酸蛋白分析仪
（Ｂｅｃｋｍａｎ公司），Ｇ：ＢＯＸ凝胶成像系统（基因有限
公司），ＤＮＡ提取试剂盒和２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
［天根生化科技（北京）有限公司］，引物合成（北京

鼎国生物技术有限责任公司），ＰｄｍⅠ内切酶（赛默
飞世尔科技），５００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ［宝生物工程（大
连）有限公司］。

１３　方法
１３１　全血ＤＮＡ提取　取空腹静脉血３ｍＬ，４℃
静置２ｈ，血凝块用 ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱型，
ＤＰ３３５）提取全血ＤＮＡ。
１３２　引物设计　参照 ＧｅｎｅＢａｎｋ中人 ＩＬ１７Ａ
ＤＮＡ序列编号（ＮＣ＿０００００６１２），根据 ｒｓ２２７５９１３
在美国国立生物技术信息中心网站上查询１５２Ｇ／
Ａ位点的基因序列，参考文献［３－４］确定突变位
点，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计引物。

１３３　ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点ＰＣＲＲＦＬＰ检测
　上游引物序列为 ５′ＣＡＧＡＡＧＡＣＣＴＡＣＡＴＧ
ＴＴＡＣＴ３′，下游引物序列为５′ＧＴＡＧＣＧＣＴＡＴＣＧ
ＴＣＴＣＴＣＴ３′。ＰＣＲ目的片段扩增ＰＣＲ反应体系：
２５μＬ反应体系含２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各０８μＬ，５０ｍｇ／ＬＤＮＡ
模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８９μＬ。ＰＣＲ反应条件９４℃预
变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５９℃退火４０ｓ，７２℃延
伸３０ｓ，共３０次循环，７２℃最后一次延伸５ｍｉｎ，反
应产物用２％琼脂糖凝胶水平电泳判断是否扩增
成功。扩增产物的限制性片段长度多态性分析：

１５μＬ酶切体系含 ＰＣＲ产物５μＬ，１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ
ＧｒｅｅｎＢｕｆｆｅｒ１μＬ，限制性内切酶ＰｄｍⅠ（ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ
ＰｄｍⅠ）０５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８５μＬ，置于３７℃恒温水
浴箱反应５ｍｉｎ，转至６５℃恒温水浴箱５ｍｉｎ使酶
失活，酶切结果用２％琼脂糖凝胶水平电泳后采用
Ｇ：ＢＯＸ凝胶成像系统鉴定。
１４　统计学方法

所有数据采用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行分析，
样本分布经ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，检验样本群
体代表性；计数资料用百分比表示，病例组和对照

组的基因型及等位基因频率分布的差异用χ２检验
分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点

ＰＣＲ扩增产物结果显示哮喘组和对照组均扩
增出３４４ｂｐ目的片段，见图１。哮喘组和对照组
ＰＣＲ扩增产物经 ＰｄｍⅠ酶切后均发现 ＡＡ、ＡＧ、
ＧＧ３种基因型，ＡＡ基因型为２１３ｂｐ、１３１ｂｐ，ＡＧ基

注：Ｍａｒｋｅｒ为５００ｂｐ，１、２泳道为哮喘组，３、４泳道为
对照组，５泳道为阴性对照，６泳道为阳性对照

图１　哮喘组和对照组ＩＬ１７Ａ１５２Ｇ／Ａ
位点ＰＣＲ扩增产物电泳结果

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ
ｔｈｅ１５２Ｇ／ＡｓｉｔｅｏｆＩＬ１７Ａｇｅｎｅ
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因型为３４４ｂｐ、２１３ｂｐ、１３１ｂｐ，ＧＧ基因型为３４４ｂｐ。
见图２。

注：Ｍａｒｋｅｒ为５００ｂｐ，１、２泳道为ＧＧ基因型，３、４泳道为
ＡＧ基因型，５、６泳道为ＡＡ基因型，７泳道为阴性对照，

８泳道为阳性对照

图２　ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点不同
基因型ＰＣＲ产物酶切电泳结果

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
ｏｆＩＬ１７Ａｇｅｎｅ１５２Ｇ／Ａｓｉｔｅ

２２　ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点基因型及等位基因
频率分布

哮喘组和对照组经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检测
示均具有群体代表性（表１），在性别、年龄上差异
均无统计学意义（χ２ ＝１３６４，ｔ＝１３８８，Ｐ＞
００５）。两组间基因型频率分布差异有统计学意
义（χ２＝７８３２，Ｐ＝００２０），经 χ２分割检验，ＡＡ基
因型与 ＡＧ基因型频率分布差异有统计学意义
（χ２＝４３９５，Ｐ＝００３６，ＯＲ＝１９２９，９５％ＣＩ＝
１０３８～３５８８），ＡＡ基因型与ＧＧ基因型频率分布
差异亦有统计学意义（χ２＝７８２６，Ｐ＝０００５，ＯＲ＝
２５７１，９５％ＣＩ＝１３１５～５０２９），ＡＧ基因型与 ＧＧ
基因型频率分布差异无统计学意义（χ２＝１４２６，
Ｐ＝０２３２）；两组间等位基因频率分布差异有统计
学意义（χ２＝６６３５，Ｐ ＝００１，ＯＲ＝１４７７，９５％
ＣＩ＝１０９７～１９８８）；变异等位基因 Ａ与哮喘关
联，Ａ基因携带者患哮喘的风险高于非携带者，尤
以突变纯合子ＡＡ为著。见表１。

表１　哮喘组和对照组被检儿童 ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点基因型及等位基因分布
Ｔａｂ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＩＬ１７Ａｇｅｎｅ１５２Ｇ／Ａｓｉｔｅ

ｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

组别 ｎ
基因型（１）

ＡＡ ＡＧ ＧＧ
等位基因（２）

Ａ Ｇ
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ（ｐ）

哮喘组 ２２４ ４８（２１４％） １２０（５３６％） ５６（２５０％） ２１６（４８２％） ２３２（５１８％） ０２７６
对照组 １５０ １７（１１３％） ８２（５４７％） ５１（３４０％） １１６（３８７％） １８４（６１３％） ００６２

（１）χ２＝７８３２，Ｐ＝００２０；（２）χ２＝６６３５，Ｐ＝００１０

３　讨论

Ｔｈ１７细胞是 Ｐａｒｋ于２００５年在对两种自身免
疫疾病动物模型，实验性自身免疫性脑脊髓炎

（ＥＡＥ）、胶原诱导性关节炎（ＣＩＡ）的研究过程中
发现的一类不同于 Ｔｈ１和 Ｔｈ２的 ＣＤ４＋Ｔｈ亚群细
胞［５］，可以诱导组织发生强烈炎症反应的 Ｔ细胞
亚群［６］，可以通过多种途径参与哮喘的发生发展，

其效应因子 ＩＬ１７与哮喘等疾病明显相关［７］。ＩＬ
１７通过促进树突状细胞的成熟，刺激相关细胞产
生一系列炎性介质和趋化细胞因子等，导致炎症反

应的发生［８］，活化的 ＩＬ１７还可激活上皮细胞、成
纤维细胞和巨噬细胞，释放粒细胞巨噬细胞集落
刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）、ＩＬ１、ＩＬ６和 ＩＬ８等，不仅促进气
道炎症的进一步加剧，还能参与气道的重构。气道

重塑病理基础包括气道上皮细胞和平滑肌增生，粘

液高度分泌，上皮下组织纤维化，以及血管生

成［９］。

研究表明，ＩＬ１７Ａ基因的单核苷酸多态性与
多种疾病相关，尤其是自身免疫性疾病［１０］。一项

日本研究报道，ｒｓ２２７５９１３位点（１５２Ｇ／Ａ）位于 ＩＬ
１７Ａ启动子区域，可调控ＩＬ１７表达，Ａ等位基因可
增强启动子活性并增强启动子与核转录因子活化

Ｔ淋巴细胞核因子的结合能力，促进 ＩＬ１７表
达［１１］。基因内部的单核苷酸多态性直接或间接影

响蛋白质表达水平或性质，从而导致遗传易感性。

Ｎｏｒｄａｎｇ等［１２］对挪威和新西兰的高加索人进

行研究，发现在ＩＬ１７Ａ的５个 ＳＮＰ多态性基因位
点中ｒｓ２２７５９１３与挪威人类风湿性关节炎的发生
有关，而与新西兰的高加索人类风湿性关节炎却没

有明显相关性。Ａｒｉｓａｗａ等［１３］对日本 ＵＣ患者 ＩＬ
１７Ａ／Ｆ基因多态性的分析中认为，ｒｓ２２７５９１３和
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ｒｓ７６３７８０的基因多态性均与ＵＣ的患病相关。
本研究结果示哮喘组及对照组均存在野生型

（ＧＧ）、杂合子型（ＡＧ）及突变型（ＡＡ）三种基因型，
基因型及等位基因频率在两组间差异均有统计学

意义，发现 ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点多态性与贵
阳地区儿童哮喘发病存在相关性，Ａ等位基因频率
显著高于对照组，可能增加儿童患哮喘的风险，当

Ｇ突变为Ａ时，患哮喘的风险是健康儿童的１４７７
倍，尤其以突变纯合子ＡＡ基因型较其他基因型更
易患哮喘，为其它基因型的２１３４倍（χ２＝６３７６，
Ｐ＝００１２，ＯＲ＝２１３４，９５％ＣＩ＝１１７４～３８７７）；
ＣｈｅｎＪ等［３］对 ＩＬ１７Ａｒｓ２２７５９１３位点基因型频率
检测中发现该位点和哮喘相关，纯合子 Ａ的儿童
患哮喘的几率是其他基因型的２２９倍，这与本实
验结果一致。但Ｗａｎｇ等［１４］对台湾地区汉族哮喘

儿童ＩＬ１７Ａ基因多个多态性位点的研究中发现－
１５２Ａ／Ｇ位点与该地区哮喘发病无关；王娟等［１５］研

究发现ＩＬ１７Ａ基因ｒｓ７１１９９８可能是儿童哮喘易感
位点，其中该位点ＧＧ纯合子基因型与哮喘发病密
切相关，未发现ＩＬ１７Ａｒｓ２２７５９１３多态性与哮喘发
病有相关性，这与本实验结果不同。哮喘是一种复

杂的多基因遗传倾向的疾病，人体中基因与基因之

间有着相互作用及累积效应，环境因素，在儿童中

如被动吸烟、空气中的尘螨、宠物毛屑等均可影响

哮喘的易感性，这些均可造成实验结果的差异。

综上所诉，ＩＬ１７Ａ基因１５２Ｇ／Ａ位点可能是
贵阳地区儿童哮喘的候选基因，目前指南推荐的吸

入性激素 （ＩＣＳ）治疗虽能有效控制嗜酸性粒细胞
介导的气道炎症，但对中性粒细胞炎症及气道重塑

无效，ＩＬ１７作为促进哮喘中性粒细胞炎症的重要
因子，与哮喘气道重塑关系密切，有望成为防治哮

喘的新靶点。进行哮喘易感基因的多态性的检测，

希望能早期从基因水平筛选哮喘易感人群，以便早

期诊断、干预及治疗。
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