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位点的多态性及血清
QTP

&白细胞介素

"

!P

$

9$+

在支气管炎伴喘息儿童诊断中的价值%方法
!

将研究对象分为既往喘息
$

次"喘
$

组$&既往喘息
%

次

"喘
%

组$和健康对照组!每组各
)'

例!通过聚合酶链反应
9

限制性片段长度多态性技术检测
QTP

启动子区
7

%%$

位点的多态性!同时用酶联免疫吸附试验测定血清
QTP

&

!P9$+

水平%结果
!

QTP

启动子区
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位点的
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基因型频率在健康对照组最高!喘
%

组最低!

)

组之间比较差异无统计学意义"
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%

'&'*

$#

//

基因型频率在

健康对照组中最低!喘
$

组&喘
%

组的频率相同!

)

组之间比较差异无统计学意义"

"

%

'&'*

$%血清
QTP

在健

康对照组中最高!喘
$

组次之!喘
%

组最低!差异有统计学意义"

"

$

'&'*

$#血清中
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在喘
$

组和喘
%

组水平

高于健康对照组!血清
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%

组中高于喘
$

组!差异有统计学意义"
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启动子区
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%%$

位点的基因型频率多态性与儿童喘息无相关性#血清
QTP
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的检测在喘息儿童的诊断中具有一定的

临床意义%
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!!

支气管炎是儿童常见的下呼吸道疾病之一)由

于儿童特殊的生理病理特点#支气管炎发作时常伴有

喘息#喘息次数的增加会导致哮喘发作倾向的增加)

支气管炎伴有喘息儿童部分最终转变为哮喘儿童的

机制仍然不清楚*

$

+

)甘露糖结合凝集素$

QTP

&是先

天性免疫的重要成分#其血清水平受个体基因型的影

响#

QTP

降低可以导致多种疾病*

%

+

#尤其与感染性疾

病的发生发展密切相关)白细胞介素$

!P

&

9$+

作为新

型促炎细胞因子#可以诱导某些趋化因子产生#如
!P9

.

'

!P93

'粒细胞集落刺激因子$

/951_

&等#可有效介导

组织炎性反应*

)

+

)本研究通过检测
QTP

启动子区
7

%%$

位点的多态性'血清
QTP

'

!P9$+

水平的变化#探

讨其在支气管炎伴有喘息儿童发作中的重要作用和

临床意义)

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

选取连云港市东方医院
%'$.

年
$

月至
%'$+

年
*

月诊断为支气管炎伴有喘息症状的住

院儿童#按既往喘息次数进行分组#既往喘息
$

次$喘

$

组&!共
)'

例#其中男
$.

例#女
$(

例%年龄
$

岁
(

个

月至
)

岁
.

个月#平均月龄$

$4&3U*&3

&个月%既往喘

息
%

次$喘
%

组&!共
)'

例#其中男
$+

例#女
$)

例%年

龄
$

岁
.

个月至
)

岁
+

个月#平均月龄$

%$&)U*&4

&个

月%健康对照组!随机选取
)'

例同期健康儿童#其中

男
$*

例#女
$*

例#年龄
$

岁
.

个月至
(

岁
3

个月#平

均月龄$

%.&$U3&(

&个月)

)

组研究对象的一般临床

资料比较#差异无统计学意义$

"

%

'&'*

&#见表
$

)

表
$

!!

)

组一般资料比较

组别
)

男"女

$

)

"

)

&

年龄

$月#

LUF

&

呼吸

$次"分#

LUF

&

脉搏

$次"分#

LUF

&

体质量

$

O

"

#

LUF

&

出生体质量

$

O

"

#

LUF

&

喘
$

组
)' $.

"

$( $4&3U*&3 %%&.*U*&'( 4.&3*U4&'+ $%&)+U$&4( %&4.*U$&$4+

喘
%

组
)' $+

"

$) %$&)U*&4 %)&)*U*&)3 4)&+(U3&%( $%&*%U$&*% %&4)*U'&$+$

健康对照组
)' $*

"

$* %.&$U3&( %*&)(U(&.) 43&*.U4&)* $%&4*U%&$% %&4(%U'&$(.

" '&3.$ '&(4) '&*+. '&.4( '&3%$ '&(+4

$&/

!

纳入与排除标准
!

纳入标准!参考,诸福棠实用

儿科学$第
3

版&-中支气管炎诊断标准*

(

+

)$

$

&发病

大多有上呼吸道感染症状#也可突然出现频繁而较深

的干咳#以后渐有支气管分泌物%$

%

&在胸部可闻及干

湿音#以不固定的干音为主#可限于一侧%$

)

&症

状轻者无明显病容#重者发热
)3

!

)4 f

#偶尔达

('f

#多
%

!

)<

退热%$

(

&咳嗽一般延续
+

!

$'<

#有

时迁延
%

!

)

周#或反复发作)同时#支气管炎伴有喘

息发作参考,诸福棠实用儿科学$第
+

版&-中喘息性

支气管炎诊断标准*

*

+

!$

$

&年龄
&

$

岁且年龄
'

*

岁#

男女不限#喘息呈反复发作#每年少于
%

次%$

%

&继发

上呼吸道感染后#发作时双肺闻及呼气相为主的哮鸣

音#呼气相延长%$

)

&经治疗
*

!

+<

后喘息症状明显减

轻%$

(

&部分病例反复发作与感染有关%$

*

&近期预后

大多良好)排除标准!$

$

&年龄
$

$

岁或年龄
%

*

岁%

$

%

&结核'支气管炎异物等引起喘息发作的疾病%$

)

&

发作次数大于
)

次"年)

$&'

!

仪器与试剂
!

迷你离心机
QS$''

#台式低速离

心机
>?=D;

"

CV9Y$''3

#电子天平
Q#::P#8 ,$$'(

#

73'f

超低温冰箱
:BCIJ;9+'*

#电泳仪
Q-9)''R

#

凝胶成像分析仪
:FE;E9%*''

#梯度实时荧光定量聚合

酶链反应$

8:9-58

&

Z4.'

#超微量分光光度计
SFE;9

$''

#离心机
>?=D;

"

CV9Y)'%(8

#酶标板脱水仪
Z19

%

#

酶标洗板机
\T19(''4

#恒温箱
\-W94'*%QT#

#数显

水浴 恒 温 振 荡 器
:\̂ 93%

#酶 标 仪
XR81,JFV

$

QY

&#恒温金属浴
QY90%S

)

\@JFEQTP

酶联免

疫吸附试验 $

#P!1,

&检测试剂盒'

\@JFE!P9$+

#P!1,

检测试剂盒'全血基因组
YS,

提取试剂盒'

琼脂糖凝胶
YS,

回收试剂盒均购自北京天根生化科

技有限公司%

YS,-;D

M

JCIF>C

'

<S:-

'

YS, QFIOCI

'

琼脂糖粉'溴化乙啶均购于大连宝生物公司%

-58

引

物购于上海生工生物工程股份有限公司)

$&1

!

方法
!

)

组研究对象于入院后采集空腹静脉血

$

!

)JP

#将
$

"

%

血液放入乙二胺四乙酸$

#Y:,

&抗

凝无菌收集管中#置于
73'f

冰箱保存备用#留取的

标本尽量不要反复冻融#以免影响
YS,

提取%将另外

$

"

%

血液立即置于不加任何抗凝剂的干燥试管#于水

浴箱
)+f

水浴
$B

#后予以
)'''I

"

J=E

离心
$'J=E

#

分离血清置于无菌
#-

管内#放置
7%' f

冰箱保存

备用)

$&1&$

!

全血
YS,

提取
!

取出全血标本#加入
%'

&

P

-I;AC=EF>C

溶液#混匀)加入缓冲液
/T

#充分颠倒混

匀#

*.f

放置
$'J=E

)加无水乙醇#充分颠倒混匀#

将所得溶液和沉淀物都加入到吸附柱
5T)

中#

$%'''

I

"

J=E

离心
)'>

#倒掉收集管中的废液#将吸附柱
5T)

放入收集管中)向吸附柱中加入缓冲液
/Y

$需要无

水乙醇配置好备用&#

$%'''I

"

J=E

离心
)'>

#倒掉收

集管中的废液#将吸附柱放入收集管中)向吸附柱

5T)

中加入
.''

&

P

漂洗液
-]

#

$%'''I

"

J=E

离心

)'>

#倒掉收集管中的废液#将吸附柱放入收集管中)

(

%'(%

(
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$%'''I

"

J=E

离心
%J=E

#倒掉废液#将吸附柱
5T)

打

开室温放置
$'J=E

#

$%'''I

"

J=E

离心
)'>

#将吸附柱

5T)

转入
$&*JP

离心管中#向吸附膜中间位置悬空

滴入
$%'P

洗脱缓冲液
:T

#或者超纯水#室温放置
*

J=E

#

$%'''I

"

J=E

离心
%J=E

#将溶液收集到离心管

中)收集到
YS,

片段#利用微量核酸分析仪检测所

测样本的
YS,

浓度和纯度#光密度$

5<

&

%.'

"

%3'

为

$&.

!

$&3

#说明提取的
YS,

纯度较高#

YS,

浓度

$

&

"

"

JP

&

65<%.'

值$

YS,

在波长
%.'EJ

处为最大

吸收值&

i*'

"

"

JPi

稀释倍数)样本置于
7%'f

冰

箱保存以备后续使用)

$&1&/

!

QTP

基因扩增及启动子区
7%%$

位点基因型

频率的分布
!

$

$

&引物设计和限制性内切酶的确定!

QTP

启动子区
7%%$

位点存在
5

"

/

的等位基因频率

分布的差异#利用
K

I=JCI*&'

软件及参考文献#设计
%

对特异性引物*

.

+

#通过反复摸索条件#选择出扩增效

果最佳的引物)引物序列如下!上游#

*j9:// /::

//:/,5:,, //:9)j

%下游#

*j9//: ,//5,5

:,:/,: /,/59)j

)选用特定的限制性内切酶

TA

"

!

消化
QTP

启动子区
7%%$

位点扩增产物)内切

酶
TA

"

!

能够识别是
*j95

*

58[//9)j

序列#如果存在

该酶切位点#

QTP

启动子区
7%%$

位点扩增片段被切

为
43

'

%3*H

K

的
%

个片段%不存在该酶切位点时#

YS,

扩增片段不能被酶切#片段为
)3(H

K

)$

%

&扩增

体系!

-58

扩增体系设定为
%'

&

P

#

$'i-58

缓冲液
%

&

P

#

<S:-

$

%&*

&

J;D

"

P

&

%

&

P

#上游引物$

$'

&

J;D

"

P

&

'&*

&

P

#下游引物$

$'

&

J;D

"

P

&

'&*

&

P

#

I:F

a

YS,

聚

合酶
'&$%*

&

P

#

YS,

模板
'&*

&

P

#双蒸水
$(&*

&

P

补

足至
%'

&

P

)

4(f

预变性
(J=E

后#进行
)'

次循环#

每个循环条件是
4(f

条件变性
(*>

'

*.f

条件退火

(*>

'

+%f

条件延伸
$J=E

#

)'

次循环结束后在
+%f

条件再延伸
$'J=E

)将配制好的反应体系置于集合

管中#

-58

扩增仪扩增后#扩增的产物标记清楚后#备

$2

琼脂糖凝胶电泳检测)电泳后凝胶成像仪观察扩

增效果#然后将目的条带胶回收)回收后产物再进行

酶切反应)酶切反应体系如下!

-58

产物
$'

&

P

%

TA

"

!

%

&

P

%缓冲液
%

&

P

%双蒸水
.

&

P

)将以上体系混合后

)+f

水浴
%B

#再以
$2

凝胶电泳成像后检验)酶切

产物显示
)

种条带!基因型
55

$

)3(H

K

&#基因型
/5

$

43

'

%3*

'

)3(H

K

&#基因型
//

$

43

'

%3*H

K

&)

$&1&'

!

血清
QTP

'

!P9$+

检测
!

采用天根公司购买

人
QTP

'

!P9$+

的
#P!1,

试剂盒#具体操作方法见试

剂盒说明书#在波长
(*'EJ

的酶标仪上读取各自
5<

值)将结果录入
#V?CD

表中#以标准品浓度作为横坐

标$

V

&#对应
5<

值作为纵坐标$

M

&#绘制出标准曲线#

按照曲线方程计算各样本浓度)

$&2

!

统计学处理
!

所有数据录入
#V?CD%'$(

#采用

1-11%%&'

软件进行统计学分析)计量资料以
LUF

表示#组间比较采用单因素方差分析%计数资料以百

分数表示#组间比较采用
!

% 检验)以
"

$

'&'*

为差

异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/&$

!

QTP

启动子区
7%%$

位点
1S-

检测结果
!

各

组
55

'

5/

'

//

基因型的检测结果比较#差异无统计

学意义$

"

%

'&'*

&#见表
%

)

表
%

!!

各组基因型比较&

)

#

2

$'

组别
) 55 /5 //

健康对照组
)' $+

$

*.&+

&

4

$

)'&'

&

(

$

$)&)

&

喘
$

组
)' $(

$

(.&+

&

$$

$

).&+

&

*

$

$.&+

&

喘
%

组
)' $)

$

()&)

&

$%

$

('&'

&

*

$

$.&+

&

!

%

'&3(3

"

%

'&'*

/&/

!

各组儿童血清
QTP

'

!P9$+

的水平比较
!

不同

喘息次数儿童血清
QTP

水平与健康对照组相比#差

异有统计学意义$

O6$.&*'

#

"

$

'&'*

&%喘
$

组与喘
%

组儿童血清
QTP

水平之间比较#差异有统计学意义

$

A6(&()

#

"

$

'&'*

&%不同喘息次数儿童血清
!P9$+

水平与健康对照组相比#差异有统计学意义$

O6

4&*'

#

"

$

'&'*

&%喘
$

组与喘
%

组儿童血清
!P9$+

水

平比较#差异有统计学意义$

A6$'&()

#

"

$

'&'*

&)

-CFI>;E

相关分析显示#

QTP

与
!P9$+

之间呈负相关

$

!67'&4$

#

"

$

'&'*

&)见表
)

)

表
)

!!

各组儿童血清
QTP

%

!P9$+

比较#

LUF

$

组别
) QTP

$

J

"

"

P

&

!P9$+

$

E

"

"

P

&

健康对照组
)' .&$4U'&3) $$&)$U%&$+

喘
$

组
)' (&'+U'&4)

+

$)&(%U%&+.

+

喘
%

组
)' )&+.U'&+3

"

$*&4)U)&$3

"

!!

注!与健康对照组比较#

+

"

$

'&'*

%与喘
$

组比较#

"

"

$

'&'*

'

!

讨
!!

论

!!

喘息是婴幼儿呼吸道疾病常见的临床表现#主要

的发病机制是多种原因导致气道狭窄)引起喘息的

疾病很多#主要包括哮喘'毛细支气管炎'喘息性支气

管炎等*

.9+

+

)大多学者认为#无论毛细支气管炎还是

支气管炎伴有喘息者#喘息发作次数的增加将会导致

哮喘倾向的增加)而支气管炎症的出现与机体免疫

功能存在密切关系#其中自然免疫和体液免疫均占有

重要作用*

3

+

)

从自然免疫方面上来说#在感染早期#体内分泌

QTP

和
5

反应蛋白)

QTP

与细菌表面的甘露糖残

基结合#然后与丝氨酸蛋白酶结合形成
QTP

相关的

丝氨酸蛋白酶$

Q,1-

&#

Q,1-

继而水解
5(

和
5%

启

动后序的酶促连锁反应#产生一系列生物学效应和最

终发生细胞溶解作用的补体活化途径#在自然免疫中

起重要作用*

4

+

)有研究指出#反复呼吸道感染与血清

(

)'(%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.



QTP

水平密切相关#提示
QTP

下降会导致免疫力降

低*

$'

+

)人
QTP

基因位点在
$'

a

$$&%

!a

%)

#基因的变

异会导致
QTP

的变化)迄今为止影响
QTP

基因多

态性关键位置有
.

个*

$$

+

#其中启动子区
7%%$

位点区

的
/

"

5

基因频率分布差异是研究热点之一#但关于

支气管炎伴有不同喘息次数儿童的研究尚不多)本

研究结果显示#

QTP

启动子区
7%%$

位点的基因型频

率在各组的分布变化#

55

基因型在健康对照组最高#

为
*.&+2

#喘
%

组最低#为
()&)2

#

)

组之间比较差异

无统计学意义$

"

%

'&'*

&%

//

基因型在健康对照组

最低#为
$)&)2

#喘
$

'

%

组相等#均为
$.&+2

#

)

组之

间比较差异无统计学意义$

"

%

'&'*

&)从结果看#

QTP

启动子区
7%%$

位点存在基因频率分布的差异

性#但各组之间差异无统计学意义$

"

%

'&'*

&)

血清
QTP

水平在健康对照组最高#喘
$

组次之#

喘
%

组最低#差异有统计学意义$

"

$

'&'*

&#说明

QTP

缺乏是导致易发感染性疾病的重要因素之一)

本研究中
QTP

随着发作次数增多而下降#表明随着

喘息次数增多儿童
QTP

具有下降趋势)但
QTP

启

动子
7%%$

位点的多态性各组之间差异无统计学意义

$

"

%

'&'*

&#分析原因可能为!$

$

&决定
QTP

血清水

平的有多个位点的多态性变化#启动子区
7%%$

位点

只是其中之一%$

%

&纳入样本量有限#不能完全反映体

内
QTP

真实水平变化)

QTP

作用广泛#研究显示#

QTP

既具有调节固

有免疫功能#还有调节获得免疫的功能#

QTP

还可以

促进
!P9$%

的分泌*

$%

+

#但关于是否对
!P9$+

有影响的

报道较少)

!P9$+

由
:

辅助
$+

$

:B$+

&细胞产生#是一

种新的促炎细胞因子家族#其含有
.

种不同的同种型

$

!P9$+,

'

!P9$+T

'

!P9$+5

'

!P9$+Y

'

!P9$+#

和
!P9

$+_

&

*

$)

+

)

!P9$+

作为促炎细胞因子#其可以诱导某些

趋化因子'细胞因子'基质金属蛋白酶$

QQ-

&和来自

间质和骨髓细胞的抗微生物肽的释放来募集嗜中性

粒细胞和单核细胞*

$(9$*

+

)

!P9$+

能有效介导中性粒细

胞动员的兴奋过程#从而有效介导组织的炎性反应)

本研究结果显示#喘
$

组和喘
%

组血清中
!P9$+

水平

高于健康对照组#喘
%

组血清中
!P9$+

水平高于喘
$

组#差异有统计学意义$

"

$

'&'*

&)经
-CFI>;E

相关

分析#

QTP

与
!P9$+

之间呈负相关#提示
QTP

'

!P9$+

均参与了喘息发作的过程#推测患儿喘息发作期间由

于炎症因子的释放导致
:B$

"

:B%

细胞亚群功能失

衡#导致喘息的发生#随着喘息次数的增多#气道炎性

反应逐渐加重#由非过敏性喘息转变成哮喘的可能性

将增加)

本研究的局限在于仅研究了
QTP

启动子区
7

%%$

位点的多态性变化#后期需要从其他位点的多态

性分析并结合血清水平之间的相关性展开研究)
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