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位点基因分型!以观察各位点不同基因型和等位基因频率

在哮喘组和对照组中的分布差异$显性和隐性遗传模型用来比较哮喘组和正常组
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位点基因型之间的差异$结果
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纳入支气管哮喘患儿
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位点在哮喘组和对照组等位基因频率比较!差异有统计学意义
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位点等位基因
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频率高于对照组$通过隐性遗传模型分析发现!
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支气管哮喘是一种与环境因素相关的具有家族聚集倾向

的多基因疾病'目前发现许多免疫学机制参与支气管哮喘发

病'辅助性
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细胞
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$

1H9

%偏移机制仍是过敏体质和支气管

哮喘等喘息性疾病发病的主要免疫学机制#因此关于
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偏

移遗传背景研究是支气管哮喘遗传背景研究的重要内容'
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基因位于染色体
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#由
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个内含子共
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碱基构成'目前大多数研究发现#
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基因主要在肿瘤的发

病和预后中发挥重要作用(
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%在小鼠模型中能够调节机体白细胞

介素
0%
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%的表达水平#从而与
1H9

偏移相关的疾病$如支

气管哮喘*寄生虫感染等%发病相关'而
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基因位点的
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是否与人类
1H9

偏移疾病的发病有关#目前国内尚未见

报道'因此本课题组采取病例对照方法对
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基因
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与

重庆地区儿童变应性哮喘之间的关联进行研究'
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资料与方法
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例$哮喘组%'诊断哮喘的依据为全球哮喘防治创议
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'收集同期因为骨

科小手术到该医院住院治疗患儿
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例$对照组%#均无过敏性

疾病史和
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级亲属过敏性疾病家族史'所有研究对象均为汉

族'本研究得到重庆医科大学附属儿童医院伦理委员会支持'
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采集枸橼酸钠抗凝外周静脉血
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冰箱保存#以备提取
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提取试剂盒购自德

国天根公司#所有操作步骤均按照说明书进行'
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多态位点的选择
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'采用成对标签方法#
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$国际人类基因组单体型图计
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#就认为这些位点可以相互替代#即是标
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基因多态位点
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引物和单碱基延伸引物序列

基因位点 上游 下游

4+:57:689 6]0,A=11==,1===,,11==11=1,==,=,,=08] 6]0,A=11==,1=1AA1A1,1 =A1AA,,=,=1A08]

4+'787%:'? 6]0,A=11==,1===,,=AA1,,1,A,,,A11==08] 6]0,A=11==,1==,==,,11,=A1=,==AA1=08]

4+'6899&? 6]0,A=11==,1=AAA,,=,A,1A1,A1,AA1=08] 6]0,A=11==,1==,A1A,,11,,,=,1=A,==08]

4+589&5' 6]0,A=11==,1===A,=A1,A1=,,,,,=,,A08] 6]0,A=11==,1===1A111,,1, ,=,1=,==1A08]

4+589&75 6]0,A=11==,1=,,AA1=,=AAAA1,,=,,1=08] 6]0,A=11==,1==A,,,A,,1,==A,=A11,=08]

4+%5678&% 6]0,A=11==,1=AA,=1111AAA1A1==,11=08] 6]0,A=11==,1=1=1,,A,,==11=AAA,=,A08]
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#
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79Z
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'
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扩增后#针对
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的单碱基延伸反应在下列条件下进行!
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后
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技术最终结果由
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软件系统$版本号
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位点有
9

个等位基因
$

和
S

#主要

基因纯合型
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和杂合型
$S

#以及次要基因纯合型
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#被依次

标记为$

&

*

'

和
9

%'因此隐性遗传是用模型来比较
$$

型和
$S

>SS

基因型之间的差异'显性遗传模型用来比较
$$>$S

型

和
SS

型之间基因型的差异'所有统计分析采用
(*(('7<&

和
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软件进行'以
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&
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为差异有统计学意义'
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基因型采用卡方检验进行比较分析'计算

结果用相对危险度$
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一般资料
!

哮喘组
9&9

例#平均年龄$
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%岁#男

女比例为
'&?

"
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#所有患儿均至少
'

项过敏原为
(*1+

阳性'

对照组
':'

例#平均年龄$

5<'%`8<'8

%岁#男女比例
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"
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'

两组一般资料比较差异无统计学意义 $
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不同
()*+

位点基因型和等位基因分布频率与儿童变应

性哮喘的关系
!

经
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G
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平衡检验#所有位点均符

合
R$4B

G

0_I"#SI4

L

平衡定律'哮喘组
4+%5678&%

位点等位基

因
1

分布频率高于对照组$
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#
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#

:6@A/;

'<&?9
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9<&69

%'而其余位点等位基因频率和基因型分布在哮

喘组和对照组比较#差异均无统计学意义 $
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表
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哮喘组和对照组连锁不平衡方块和单倍体频率比较
!

连

锁不平衡分析提示在
?

个
!"#$

基因
()*+

位点中#有
%

个位

点形成单倍型#并分别位于
9

个单倍型方块中$
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%#见图
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'其中
4+589&75

和
4+'6899&?

位点位于
WMCJY'

#

4+'787%:'?

和
4+:57:689

位于
WMCJY9

'单倍型分析提示哮喘组和对照组

之间倍体频率比较差异无统计学意义$
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%'两组之间

频率超过
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的主要单倍型见表
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'

表
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不同
()*+

位点基因型和等位基因分布频率
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与儿童变应性哮喘的关系#
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基因位点 基因型及等位基因 哮喘组 对照组
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$
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%
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$
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$
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#与对照组比较'

@<B

!

4+%5678&%

位点主要等位基因纯合型与其他基因型频数

在哮喘组和正常组之间的比较
!

通过隐性遗传模型分析发现#

4+%5678&%

位点主要等位基因
1

纯合型#即
11

型和
==>=1

型频数#

9

组相比差异有统计学意义$

!;&<&959

#

"#;'<6?5

#
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重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期
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9<8%?

%#见表
%

'而显性遗传模型分析发现#

主要等位基因纯合及杂合型即
11>=1

型与其他基因型即

==

型的基因频数#在哮喘组和对照组比较差异无统计学意义

$

!;&<'%'

#

"#;&<%::

#

:6@A/;&<':6

!

'<95&

%'

表
8

!!

哮喘组和对照组
!"#$

基因的单倍体频率比较

WMCJY

单倍体
频率$

@

%

哮喘组 对照组
E !

WMCJY' A, &<6&6 <68% &<??% &<%'6'

A= &<868 &<88% &<8'9 &<67?9

1= &<'%8 &<'89 &<'?: &<?5&7

WMCJY9 ,1 &<7&7 &<?:6 &<'97 &<79'6

,A &<'57 &<'?8 &<78? &<8:&:

=A &<'&? &<'%' 9<9'% &<'8?5

!!

不同的
()*+

位点用相应的
4+

号标注他们在染色体的位置于该图

顶部'采用黑色加粗的方框标注单倍体'小方框图块用不同的颜色代

表连锁不平衡程度'红色!

=

9

;'

#代表完全连锁&过渡颜色!

&

&

=

9

&

'

#

代表不完全连锁&白色!

=

9

;&

#没有连锁遗传关系'

图
'

!!

()*+

位点在染色体的分布和位置

表
%

!!

4+%5678&%

位点主要等位基因纯合型与

!

其他基因型频数比较分析#

'

$

@

%&

组别
11 ==>=1

基因型
'98

$

&<?'5

%

"

7?

$

&<859

%

哮喘组
:7

$

&<6&5

%

:%

$

&<%:9

%

!!

"

!

!

&

&<&6

#与对照组比较'

A

!

讨
!!

论

过敏体质与支气管哮喘发病具有密切关联(

7

)

'关于过敏

体质与哮喘的相关性研究是支气管哮喘发病机制研究的重要

内容(

50:

)

'本研究选取
!"#$

基因研究其基因多态性与哮喘的

关联#可以帮助理解
1H9

偏移机制在哮喘发病中的作用'

!"#$

基因编码蛋白为
!"#$68

(

'&

)

#该蛋白主要位于细胞核

中#参与
A0O

G

J

诱导的细胞生长'

A0O

G

J

是目前广泛研究的

原癌基因(

''0'9

)

'目前日本和美国科学家发现
!"#$68

蛋白参

与调节初始
1

淋巴细胞
/-0%

的生成#且
!"#$

蛋白的表达量与

/-0%

的表达成剂量依赖负相关关系(

'8

)

'而机体
!"#$68

蛋白

表达量与
!"#$

基因启动子区域
()*+

直接相关#所以推测

!"#$

基因多态性参与
1H9

相关疾病#如支气管哮喘等'

研究结果显
!"#$

基因所有
?

个位点中#仅
4+%5678&%

位

点的
1

等位基因在哮喘组频率高于正常组频率#但
9

组比较

差异无统计学意义#提示其可能参与哮喘发病'进一步通过隐

性遗传模型分析发现#

4+%5678&%

位点主要等位基因
1

纯合

型#即
11

型和
==>=1

型频数#在
9

组相比较差异有统计学

意义$

!;&<&959

#

"#;'<6?5

#

:6@A/;'<&%5

!

9<8%?

%#提示

在隐性遗传模型下
!"#$

基因
4+%5678&%

的基因多态性参与变

应性哮喘发病'

关于变应性哮喘目前已发现很多易感基因#只有很少的基

因位点能够被重复研究#因此可能该类研究对于哮喘这样一种

具有复杂表型的疾病#单个基因或位点难以解释支气管哮喘相

关疾病的发病机制(

'%

)

#而进一步选取
/-0%

基因等
1H9

偏移相

关基因进行多基因*多位点以及基因
0

基因之间交互作用(

'6

)

#

甚至进一步的基因
0

环境因素研究对该类疾病研究意义重

大(

'?

)

'此外结合显性或隐性遗传模型等遗传方法学的分析#

可以进一步帮助理解基因位点多态性在复杂表型疾病发病中

的作用'
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二硫键共价结合而成的异源二聚体(

5

)

'一级结构
*%&

有
8&?

个氨基酸#含
%

个理论糖基化位点和
'&

个半胱氨酸&

*86

有

':7

个氨基酸#含
8

个理论糖基化位点和
7

个半胱氨酸(

:

)

'

H+/-0'9

是一个多功能的免疫调节因子#具有较强的抗肿瘤和

抗转移的作用(

'&

)

#而且不良反应小'

提高蛋白表达量的首要因素#是选择适合的载体与宿主

菌(

''

)

'本研究选用了
17

表达系统中的
N

[195$

表达载体'

N

[1

系列载体以
17

为启动子#可使目的基因得到高效转录与

翻译'由于该表达系统在目的表达产物的
)

端融合了一段
?

个组氨酸标签序列#有利于天然条件下用金属鳌合层析进行融

合蛋白的纯化#本实验使用
)"

9>

0)1,

纯化目的蛋白#

)"

9>与

组氨酸结合#在纯化过程中分辨率高*选择性好*操作方便#可

获得的重组蛋白纯度高'而组氨酸标签相对分子质量小#无生

物活性#一般对重组蛋白的功能无影响'与其他表达系统相

比#大肠杆菌表达系统蛋白表达量高#容易纯化#且具有遗传背

景清楚*成本低*培养周期短*抗污染能力强等特点(

'9

)

'

本实验成功将
H+J/-0'9

克隆入原核表达载体
N

[195$

$

>

%中#在大肠杆菌
W-9'

$

.[8

%获得高效表达'表达产物以

包涵体的形式存在#包涵体的形成#可使在胞内表达的外源蛋

白不易被细菌的蛋白酶所降解#同时也有利于重组蛋白的分离

纯化'包涵体经过洗涤*溶解*

)"

9>

0)1,

纯化以及蛋白质的

复性等步骤后#获得了纯度约为
:6@

的重组
H+J/-0'9

蛋白#

蛋白质印迹表明重组蛋白具有
H+J/-0'9

抗原活性'经纯化*

复性后的表达产物进行体外实验表明#表达
H+J/-0'9

能刺激

*W!A

产生
/3)0

&

#提示该重组蛋白具有生物学活性'本研究

成功实现
H+J/-0'9

蛋白在原核系统中的表达#为其进一步的

理论研究和临床应用奠定基础'
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