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目的
!

探讨
=

细胞免疫球蛋白域和黏蛋白域蛋白"

=3I

#

$)

启动子区
$?/?+[

%

=

位点基因多态性与云

南高原地区汉族人群系统性红斑狼疮"

Y2V

#的遗传易感性及其相关自身抗体的表达有无关联$方法
!

采用限制性

片段长度多态性聚合酶链反应方法对
?),

例云南汉族
Y2V

患者和
?,*

例健康体检者
=3I$)

启动子区多态性位点
$

?/?+[

%

=

的基因多态性进行检测!同时采用间接免疫荧光法和线性免疫印迹法检测其双链
W&'

抗体%

YI

抗体%

核糖核蛋白抗体三种自身抗体$采用直接计数法计算基因型和等位基因频率!进行
!@;0

7

$a:3KA:;

4

平衡检验!基

因型和等位基因频率的组间比较%各自身抗体和基因型的相关性比较均采用
.

, 检验$结果
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云南汉族人群
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启动子区多态性位点
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%
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的基因型
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%
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%
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在
Y2V

组频率为(

*DF?F,

%

*D?F?F

%

*D****

!在对照组频率

为(

*DB?+C

%

*D*C/*

%

*D**F)

!其基因型和等位基因频率在两组间差异有统计学意义"

!

$
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#$结论
!

云南汉族

人群
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启动子区
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位点存在单核苷酸多态性变异!且其多态性变异与系统性红斑狼疮遗传易感性相关!但

其不同基因型可能不会影响
Y2V

相关自身抗体的表达$
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系统性红斑狼疮$

Y2V

%是一种临床表现多样-涉及机体许

多系统和脏器的自身免疫性疾病#其发病率在种族-地区上差

别很大,

Y2V

的病因和发病机制尚未完全清楚#一般认为遗

传-环境等为其发病诱因,

=

细胞在
Y2V

的发病过程中扮演

重要角色#在其发病的不同环节均存在辅助性
=

细胞$

=5

%

?

"

=5,

的不平衡性*

?

+

,

=

细胞免疫球蛋白域和黏蛋白域蛋白

$

=3I

%基因家族是
U83K63;:

等*

,

+于
,**?

年发现的一个新的基

因家族,小鼠
=3I

家族基因共有
F

个成员$

=3I?

"

F

%#人

=3I

家族基因与小鼠有高度的同源性#在人类
=3I

家族发现

只有
)

个基因#分别为
=3I$?

-

=3I$)

和
=3I$(

#无
=3I$,

#定位

于染色体
/

S

))D,

区域,人
=3I$)

基因全长约
,)TA

#包含有
C

个外显子#编码产物为
)*?

个氨基酸,

UJKK:

7

等*

)

+用定量

%=$<"%

方法检测
=3I$)

基因在许多细胞系$

=5?

-

=5,

-

W"M

-

-

细胞%以及
Ỳ2

小鼠的
=

-

-

-

"W??A

k 细胞上的表达#发现

=3I$)I%&'

只高表达于
=5?

细胞,由此表明
=3I$)

是重要

的免疫调节分子#在自身免疫性疾病等
=5?

"

=5,

相关性疾病

中发挥重要作用,国内外研究显示#人类
=3I$)

的启动子区和

编码区均存在多态性的变化#这些多态性可能与哮喘-过敏性

)

()*?

)

检验医学与临床
,*?/

年
(

月第
?,

卷第
F

期
!

2@AU:0"93K

!

'

N

;39,*?/

!

#J9D?,

!

&JDF

"

基金项目!云南省科技厅
$

昆明医科大学联合专项项目$

,*??>-,),

%,

!!

作者简介!高辉#女#主任医师#硕士#主要从事临床血液学检验和分子生物学检验方面的研究,

#

!

通讯作者#

V$I@39

!

I:3X3I5

!

M3K@D8JI

,



鼻炎和类风湿性关节炎$

%'

%等疾病的易感性相关*

($C

+

,

=3I

家族基因是否参与
Y2V

的发生-发展目前少有报道,云南地

处高原-紫外线辐射较强#为
Y2V

高发地区#因此#笔者对云南

高原地区汉族人群
=3I$)

启动子区多态性位点
$?/?+[

%

=

的

多态性与
Y2V

以及与
Y2V

相关自身抗体的关联进行研究#为

探索
Y2V

易感的遗传因素提供数据支持#为揭示
Y2V

发病机

制提供新的依据,

$

!

资料与方法

$D$

!

一般资料
!

收集
,*??

年
?*

月至
,*?)

年
?*

月在本院风

湿免疫科就诊的
Y2V

患者
?),

例#其中男
?+

例#女
??+

例(年

龄
?F

"

/F

岁(

Y2V

患者符合
,**B

年美国风湿病协会修订的

Y2V

分类诊断标准,对照组为
?,*

例云南地区健康体检者#其

中男
,C

例#女
B)

例(年龄
,,

"

+C

岁#无自身免疫性疾病相关

病史,所有对象均为三代以内居住在云南本地汉族居民#所有

对象均无血缘关系,

$D/

!

仪器与试剂
!

<"%

扩增仪$

W'C+**

#

"53K@

%(电泳仪

$

-3J$;@0

#

HY'

%(凝胶成像系统$

-3J$;@0

#

HY'

%(荧光显微镜

$

2:38@

#

[:;I@K

7

%(测序仪 $

'-.)C)*

#

HY'

%,人 全 血 基 因

W&'

提取试剂盒$

'1

74

:K

#

HY'

%(

=@

S

W&'

聚合酶
?H

$

cI:$

4

@

#

HY'

%(

0&=<M

$

cI:

4

@

#

HY'

%(琼脂糖$

-3JO:M6

#

Y

N

@3K

%(荧

光染料$

V-

#

HY'

%(荧光免疫印迹试剂盒$

cIJK

#

[:;I@K

7

%(测

序试剂盒$

'-.

#

HY'

%,

$D'

!

方法

$D'D$

!

自身抗体检测
!

在知情同意的原则下#采集
Y2V

患者

及健康体检者乙二胺四乙酸$

VW='

%抗凝静脉血
,I2

,

Y2V

组及对照组均采用荧光免疫印迹试剂盒$

cIJK

#

[:;I@K

7

%检

测三种自身抗体!双链
W&'

抗体$

0MW&'

%-

YI

抗体-核糖核

蛋白$

%&<

%抗体,

$D'D/

!

模板
W&'

提取
!

采用人全血基因
W&'

提取试剂盒

$

'1

74

:K

#

HY'

%提取
Y2V

患者及健康体检者外周血基因组

W&'

#方法严格按照试剂盒说明书进行#提取产物溶于
=V

缓

冲液#

E,*h

保存,

$D'D'

!

<"%

反应
!

参照
[:K-@KT

中
=3I$)W&'

序列$编号

'"*,)?))

%#利用
<;3I:;<;:I3:;/D*

软件自行设计合成一对

引物#

<?

!

/Z$[""==['""''[=="'=["=$)Z

和
<,

!

/Z$

'""'""""[['=''====[=$)Z

#

<"%

反应体系总体积

,/

-

2

!包括基因组
W&'?**K

4

#

?*G<"%

缓冲液
,D/

-

2

#

,D*

IIJ9

"

2U

4

,k

-

0&=<M

各
?*KIJ9

#引物
<?

和
<,

各
?/

N

IJ9

#

=@

S

W&'

聚合酶
?H

$

cI:

4

@

#

HY'

%#不足体积用灭菌双蒸水补

充至
,/

-

2

,

<"%

反应循环参数!

B(h

预变性
/I3K

#

B(h(*

M

#

//h(*M

#

C,h+*M

#

)/

个循环#最后
C,h

延伸
?*I3K

,

$D'D1

!

酶切-琼脂糖电泳
!

<"%

产物用
-M9

+

内切酶$

cI:

4

@

#

HY'

%酶切!

<"%

产物
/

-

2

#

?*G

酶切缓冲液
?

-

2

#限制性内

切酶
,H

#灭菌双蒸水
)DB

-

2

#混匀#

//h

酶切
)5

,酶切产物

用
,i

琼脂糖电泳-

V-

染色#观察条带,根据电泳图确定基

因型,

$D'D2

!

测序
!

选取部分代表不同基因型的扩增产物送上海生

物工程公司测序#验证电泳结果,

$D1

!

统计学处理
!

应用
Y<YY?CD*

软件进行统计分析#采用

直接计数法计算基因型和等位基因频率#进行
!@;0

7

$a:3K$

A:;

4

平衡检验$

!

%

*D*/

%#基因型和等位基因的组间比较-各

自身抗体和基因型的相关性比较均采用
.

, 检验#

!

$

*D*/

表

示差异有统计学意义,

/

!

结
!!

果

/D$

!

=3I$)

启动子区
$?/?+[

%

=

位点多态性采用
<"%$%>"<

分析#

<"%

扩增产物长度为
(*(A

N

,酶切产物获得
)

种基因

型#即纯合子
[[

基因型!有
))F

-

++A

N

,

个片段(杂合子
[=

基因型!可见
(*(

-

))F

和
++A

N

)

个片段(纯合子
==

基因型!

仅有
(*(A

N

?

个片段#见图
?

,

!!

注!

?

为
I@;T:;

(

,

-

(

-

+

为
[[

基因型(

)

-

/

为
[=

基因型(

C

为
==

基因型(

F

为
<"%

产物,

图
?

!

$?/?+[

%

=

位点
<"%

及酶切产物电泳图

/D/

!

基因型测序分析图
!

=3I$)

基因启动子
$?/?+[

%

=

位点

[[

-

[=

-

==

基因型测序分析图#见图
,

,

!!

注!$

@

%

[[

基因型($

A

%

[=

基因型($

8

%

==

基因型,

图
,

!

$?/?+[

)

=

位点基因型测序分析图

/D'

!

基因型与等位基因频率分布
!

根据
<"%

产物酶切电泳

结果#记录各样本的基因型#并采用直接计数法统计基因型#计

算等位基因频率,

Y2V

组和对照组
$?/?+[

%

=

位点基因型频

数分布均符合
!@;0

7

$a:3KA:;

4

遗传平衡定律$

!

%

*D*/

%#达

到遗传平衡#具有群体代表性#见表
?

,

.

, 检验结果显示#

Y2V

组与对照组
$?/?+[

%

=

位点基因型和等位基因频率分布比较#

差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%#见表
,

,

表
?

!

=3I$)

基因
$?/?+[

)

=

位点基因型频数分布的

!!

!@;0

7

$a:3KA:;

4

平衡检验

基因型
Y2V

组

实际频数 理论频数

对照组

实际频数 理论频数

[[ ?*FD** ?*BD*B ??*D** ?*BD,/

[= ,(D** ,?DF, BD** ?*D/*

== *D** ?D*B ?D** *D,/

.

,

?D),* ,D()C

! *D/?C *D,B+

/D1

!

三种
Y2V

相关自身抗体$双链
W&'

抗体-

YI

抗体-

%&<

抗体%

!

检测结果表明#

Y2V

组三种自身抗体检测阳性率均高

于对照组#差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%#见表
)

,

Y2V

组各基

因型三种自身抗体检测结果#见表
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人类基因组单核苷酸多态性是基因组变异中最常见的一

种形式#在人类基因组中大概每
?***

个碱基就有
?

个
Y&<

,

不同人群之所以对疾病的易感程度有所区别-同种疾病的临床

表型不同以及对药物会产生不同反应#部分受到
Y&<

的影响,

Y&<

作为第
)

代遗传标记#在复杂疾病的基因定位-关联分

析-个体疾病易感性分析-同种疾病临床表型分析以及药物基

因组学的研究中发挥着越来越重要的作用,许多研究均表明#

=3I

基因遗传多态性与多种自身免疫性疾病和过敏性疾病的

易感性-临床表型有着密切的关系#且不同种族-不同地区之间

由于遗传特征不同导致多态性变异亦不同#但
=3I

基因多态

性与
Y2V

的关联研究尚处于起步阶段*
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本研究通过
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技术对
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例
Y2V

患者和
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例

健康人群
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启动子区多态性位点
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的多态性进

行分析,
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组与对照组
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基因型分布均符合
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$a:3KA:;

4

遗传平衡定律检验#达到遗传平衡#具有群体代表

性,两组间基因型及等位基因频率比较#差异均有统计学意

义#表明云南汉族人群
=3I$)

启动子区多态性位点
$?/?+[

%

=

的多态性与
Y2V

的遗传易感性相关,

在
Y2V

众多相关自身抗体中#双链
W&'

抗体-

YI

抗体-

%&<

抗体三种抗体的检测意义尤为明显#其可能与疾病发病

机制-疾病严重程度等密切相关*

??

+

,本研究也发现#

Y2V

组三

种自身抗体检测阳性率均高于对照组#差异有统计学意义,细

胞因子基因编码区的多态性可以通过抑制与特异性细胞因子

受体的结合-启动靶细胞或靶分子的信号转导通路和二级信号

通路#从而影响其编码蛋白的结构和表达,相应地#这些变异

也能够影响自身免疫反应#导致自身免疫性疾病不同的病情严

重程度以及自身抗体水平的差异#因此笔者分析了
Y2V

三种

自身抗体检测阳性率与
=3I$)

基因启动子区
$?/?+[

%

=

位点

基因分型的关系#发现三种自身抗体检测阳性率与
=3I$)

基因

启动子区
$?/?+[

%

=

位点基因分型均无明显相关性#提示

=3I$)

基因
$?/?+[

%

=

位点不同基因型可能不会影响
Y2V

相

关自身抗体的表达#但其对
=3I$)

基因表达水平的影响及

Y2V

疾病严重程度的影响尚有待于进一步研究证实,
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