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　　摘　要：目的　探讨热休克蛋白（ＨＳＰ）７０基因启动子区ｒｓ１００８４３８位点单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与高原肺水肿（ＨＡＰＥ）之间

的关系。方法　采用ＰＣＲＤＮＡ直接测序法检测１００例 ＨＡＰＥ组、２００例健康对照组个体基因组ｒｓ１００８４３８位点的基因分布，分

析不同基因型与 ＨＡＰＥ的关系；运用ＥＬＩＳＡ法检测不同基因型ＨＡＰＥ组和健康对照组白细胞细胞质和细胞核ＨＳＰ７０蛋白含量

变化；应用蛋白质芯片技术和ＥＶＩＤＥＮＣＥ１８０全自动芯片仪分析 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６表达水平。结果　ＨＡＰＥ组，健康对照组

ｒｓ１００８４３８的ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ的基因型频率分别是７６．０％、２０．０％、４．０％，９３．０％、６．５％、０．５％。统计处理显示，ＨＡＰＥ组ＴＴ基因

型频率明显低于健康对照组（犘＜０．０５）；ＧＴ、ＧＧ基因型患 ＨＡＰＥ的危险性是ＴＴ基因型的４．１９５倍，Ｇ等位基因相对Ｔ等位基

因也能明显增加 ＨＡＰＥ的发病风险（犗犚＝４．１７８）；ＥＬＩＳＡ检测结果显示，不同基因型 ＨＡＰＥ组 ＨＳＰ７０含量均高于健康对照组，

且ＨＳＰ７０细胞核／细胞质比值ＴＴ基因型高于ＧＴ／ＧＧ基因型；蛋白质芯片检测表明，ＨＡＰＥ组血清中的ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６表达

水平均明显高于健康对照组。结论　ｒｓ１００８４３８位点多态性与 ＨＡＰＥ易感性相关，这种相关性可能是由于突变型在基因转录水

平通过影响启动子活性而增强 ＨＳＰ７０表达，从而导致 ＨＡＰＥ的发生。
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　　高原肺水肿（ｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｄｅｍａ，ＨＡＰＥ）是指

近期抵达高原（一般指海拔３０００ｍ以上），出现静息时呼吸困

难、胸闷压塞感、咳嗽、咳白色或粉红色泡沫痰，患者感觉全身

乏力或活动能力减低的疾病，是遗传和环境因素共同作用的结

果。近年来，对于 ＨＡＰＥ的研究热点涉及体内多个系统，如细

胞离子转运系统、内皮系统等［１４］。热休克蛋白（ＨＳＰ）是一组

细胞在应激环境诱导下生成的一组蛋白质。人快速进入高原

环境时，体内的 ＨＳＰ会迅速增高来提高细胞的应激能力，抵抗

外部的不利因素，其中一个机制为调节 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶的活

性，防止水分进入肺泡，引起 ＨＡＰＥ
［５］。Ｑｉ等

［６］对修建青藏铁

路的中国工人进行了调查，观察了１４８名 ＨＡＰＥ患者和４３８

名健 康 者，结 果 表 明 ＨＳＰ７０ 的 ｒｓ１０６１５８１、ｒｓ１０４３６１８ 和
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ｒｓ１００８４３８位点的多态性可能与 ＨＡＰＥ 易感性相关，尤其

ｒｓ１００８４３８通过改变 ＨＳＰＡ１Ａ的启动子活性对 ＨＡＰＥ的发

生、发展起重要作用。

作者通过生物信息学分析的方法发现 ＨＳＰ７０基因启动子

区ｒｓ１００８４３８位点位于转录因子结合区域，且在国际人类基因

组单体型图计划（ｗｗｗ．Ｈａｐｍａｐ．ｏｒｇ）中查询到在中国汉族人

群中等位基因频率大于１２％，推测其可能影响 ＨＳＰ７０基因的

表达，从而导致 ＨＡＰＥ的发生。本研究通过对临床 ＨＡＰＥ病

例及健康人群的研究，探讨ｒｓ１００８４３８多态性与 ＨＡＰＥ的关

系，以深入认识 ＨＡＰＥ发生、发展的遗传基础，为临床 ＨＡＰＥ

患者的预防提供客观依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　新入伍战士１２００人，汉族，所有研究对象均

为男性，年龄１８～２０岁，入伍前经体检身体健康。分别从２３、

１１０、３９６ｍ和８９１ｍ的４个不同海拔地乘火车抵达海拔５０５ｍ

（成都）集结地，休整７ｄ后乘飞机到达海拔３６５８ｍ高原（拉

萨）。除非特指，本研究中平原海拔高度为５０５ｍ，高原海拔高

度为３６５８ｍ。从本次受试者符合急性高原反应评分量表

（ＡＭＳＬａｋｅＬｏｕｌｓｅ）评分诊断标准的 ＨＡＰＥ患者中选取１００

名患者作为 ＨＡＰＥ组，从未达到诊断标准的人群中随机选取

２００名作为健康对照组，两组人员除观察因素外其他一般资料

（服役时间、身高、体质量、身体状况、祖籍地）基本均衡。

１．２　主要实验材料　高保真ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅＰＣＲ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ（逆转录）ＰＣＲ试剂盒、ＳＹＢＲ

ｐｒｅｍｉｘＥＸｔａｑ荧光定量ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）；ＤＮＡ胶

回收纯化试剂盒、柱式总 ＲＮＡ提取试剂盒及所有引物合成

（上海生工生物技术有限公司）；ＨＳＰ７０ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｓｔｒｅｓｓ

ｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｎａｄａ）；蛋白质 芯 片 试 剂 盒 和 ＥＶＩ

ＤＥＮＣＥ１８０全自动芯片仪（Ｒａｎｄｏｘ，ＵＫ）。

１．３　基因分型

１．３．１　基因组ＤＮＡ提取　清晨空腹状态下采集各组人群外

周静脉全血，乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝。基因组

ＤＮＡ提取使用酚氯仿法，ｎａｎｏ２０００超微量分光光度计测定

Ａ２６０及Ａ２８０，判断基因组ＤＮＡ的纯度和浓度。

１．３．２　目的基因的ＰＣＲ扩增及纯化　ＡＢＩ２７２０ＰＣＲ仪用于

目的片段的扩增，上游引物５′ＧＴＧ ＡＣＡ ＣＴＣＴＧＣＴＣＣ

ＡＡＡＣＴＴＣＴ３′，下游引物５′ＣＣＣＣＴＴ ＧＴＣＴＡＴ ＴＴＣ

ＴＧＣＴＣＡＣ３′。反应体系含２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＧＣＢｕｆｆｅｒ２５．０

μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，２．５ｍＭｄＮＴＰｓ

Ｍｉｘｔｕｒｅ４．０μＬ，１０．０μＭ 引物各１．０μＬ，ＤＮＡ模板１．０μＬ，

双蒸水补足５０．０μＬ。反应条件：预变性９５℃３ｍｉｎ，变性９４

℃３０ｓ，退火５９℃３５ｓ，延伸７２℃５０ｓ，共３５个循环，最后７２

℃延伸５ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶电泳ＰＣＲ扩增产物，用柱式

ＤＮＡ胶回收试剂盒进行切胶纯化回收。ＰＣＲ纯化产物测序

美国ＡＢＩ公司３７３０测序列分析仪测序。

１．４　ＨＳＰ７０含量测定　患者和健康组均取清晨空腹血２ｍＬ

（ＥＤＴＡＫ２ 抗凝）用于 ＨＳＰ７０检测。血样标本用红细胞裂解

液破坏红细胞并用ＰＢＳ洗涤１次（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），计数

５×１０６ 个细胞，用蛋白提取试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ）分别抽提细胞质蛋

白和细胞核蛋白，置于－７０℃待测。ＨＳＰ７０用 ＥＬＩＳＡ试剂盒

检测，具体操作严格按试剂盒说明书进行。

１．５　细胞因子检测　运用蛋白质芯片技术和Ｅｖｉｄｅｎｃｅ１８０全

自动芯片仪检测并分析 ＨＡＰＥ组和健康对照组血清中细胞因

子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的表达水平。两组人群清晨空腹抽血５

ｍＬ于分离胶管（ＢＤ公司生产），室温放置３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，分离血清，置于－８０℃冰箱贮存待检。具体方法

及操作过程参见文献［７］。

１．６　统计学处理　各组均采用χ
２ 检验进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

遗传平衡检验；采用ＳＰＳＳ１３．０行统计学分析，采用χ
２ 检验及

Ｆｉｓｈｅｒ精确检验分析病例对照之间的基因型分布并计算优势

比犗犚值和９５％犆犐。荧光定量ＰＣＲ数据通过２－△△ＣＴ法
［４］换

算成相对含量并进行分析，ＨＳＰ７０表达及细胞因子间比较利

用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｒｓ１００８４３８基因型分布

２．１．１　ＲＴＰＣＲ直接测序法分型结果　如图１所示，测序峰

清晰，无明显杂峰，结果稳定，能明显区分ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ３种基

因型。健康对照组２００例标本中，ＨＳＰ７０启动子ｒｓ１００８４３８位

点基因型为 ＧＧ的１例（０．５％）、ＧＴ的１３例（６．５％）、ＴＴ的

１８６例（９３．０％）；ＨＡＰＥ 组 １００ 例标本中，ＨＳＰ７０ 启动子

ｒｓ１００８４３８位点基因型为 ＧＧ 的４例（４．０％）、ＧＴ 的２０例

（２０．０％）、ＴＴ的７６例（７６．０％）。由 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡计

算得到两组的Ｐ值分别为０．３１、０．１６，均大于０．０５，说明各组

人群都符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ，样本选择具有代表性。

图１　　ＨＳＰ７０基因启动子区ｒｓ１００８４３８位点测序峰图

表１　　各组 ＨＳＰ７０基因ｒｓ１００８４３８位点基因型及等位基因频率分布［狀（％）］

组别 狀

基因型

ＴＴ ＧＴ ＧＧ

等位基因

Ｔ Ｇ

ＨＡＰＥ组 １００ ７６（７６．０）ａ ２０（２０．０）ａ ４（４．０）ａ １７２（８６．０）ａ ２８（１４．０）ａ

健康对照组 ２００ １８６（９３．０） １３（６．５） １（０．５） ３８５（９６．３） １５（３．７）

　　ａ：犘＜０．０５，与健康对照组比较。
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２．１．２　各基因型及等位基因频率分布情况　各组等位基因均

以Ｔ等位基因最为常见，突变型 ＧＴ基因型及 ＧＧ基因型罕

见。ＨＡＰＥ组 ＴＴ 基因型频率明显低于健康对照组（犘＜

０．０５），而ＧＴ和 ＧＧ基因型则明显高于健康对照组（均犘＜

０．０５）；等位基因频率分析同样显示 ＨＡＰＥ组Ｇ等位基因频率

明显高于健康对照组（犘＜０．０５），见表１。对基因易感性分析

发现，ＧＴ、ＧＧ 基因型患 ＨＡＰＥ的危险性是 ＴＴ 基因型的

４．１９５倍（犗犚＝４．１９５，９５％犆犐：３．７６７～４．６２２），Ｇ等位基因相

对Ｔ等位基因也能明显增加 ＨＡＰＥ的发病风险（犗犚＝４．１７８，

９５％犆犐：３．７５０～４．６０６）。

２．２　ＨＳＰ７０含量测定实验　不同基因型 ＨＡＰＥ组和健康对

照组白细胞细胞质和细胞核 ＨＳＰ７０蛋白含量测定结果见表

２。对于 ＨＡＰＥ组，ＨＳＰ７０含量在细胞核和细胞质中的比值

（细胞核／细胞质），ＴＴ基因型明显高于ＧＴ、ＧＧ基因型；并且

ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ在细胞核中的绝对含量也均高于细胞质，ＧＴ、ＧＧ

基因型与ＴＴ基因型比较，表现尤为明显。对于健康对照组，

则没有上述表现。另外，健康对照组与 ＨＡＰＥ组比较，ＧＴ、

ＧＧ基因型 ＨＳＰ７０含量明显低于ＴＴ型。

表２　　不同基因型 ＨＡＰＥ组和健康对照组白细胞细胞质和

　　　细胞核 ＨＳＰ７０蛋白比较（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

基因型 ＨＡＰＥ组 健康对照组

ＴＴ（野生型）

　细胞质 １．５４±０．４６ ２．６１±０．５８

　细胞核 ５．９８±０．５５ ２．７２±０．５７

ＧＴ、ＧＧ（突变型）

　细胞质 ４．９２±０．５４ １．１４±０．５４

　细胞核 １３．７６±０．５１ １．３２±０．４９

２．３　细胞因子水平表达　健康组与 ＨＡＰＥ组比较，ＨＡＰＥ组

血清中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６表达水平明显增高，见图２。

　　Ａ：ＴＮＦα；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＩＬ６；
ａ：犘＜０．０５，与健康对照组比较。

图２　　ＨＡＰＥ组和健康对照组血清中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６含量比较

３　讨　　论

ＨＳＰ７０是进化上最保守的蛋白质之一，相对分子质量约

７０×１０３，主要由一个 Ｎ端高度保守的４４ｋｕＡＴＰａｓｅ功能域

（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ）和一个相对分子质量为２５ｋｕ的Ｃ端区

域组成［８］。其具有（１）分子伴侣功能：在细胞中执行最基本的

生理功能，如蛋白质折叠、伸展、转运、寡聚体的形成和解聚等，

维持细胞的生存和功能，在应激的不利条件下，提高细胞的抵

抗力，起到应激保护作用；（２）协同免疫作用：正常情况下

ＨＳＰ７０在细胞内呈基础表达，表达水平较低；而在高温及各种

有害应激状态下，ＨＳＰ７０的合成速度明显增加，一般数分钟内

即可达到最高水平，而原来的蛋白质合成则减少，以提高生物

体的抗应激能力［９１２］。Ｑｉ等
［６］的研究证实在正常情况下

ＨＳＰ７０位于细胞质内，当细胞遭受应激作用时，如高温、高湿

等极端环境，人体会迅速动员细胞质中的 ＨＳＰ７０到细胞核内

并包围核仁，细胞质内只有少量存在，以此来抵御外来的不利

因素，维持人体正常的功能。本研究表明 ＨＡＰＥ患者 ＨＳＰ７０

含量细胞核／细胞质，ＴＴ基因型明显高于ＧＴ、ＧＧ基因型。这

可能提示突变型ＧＴ、ＧＧ基因型及Ｇ等位基因更易患ＨＡＰＥ。

同时，在 ＨＡＰＥ组中，细胞核中的 ＨＳＰ７０的绝对含量也明显

高于细胞质，这可能是因为人为了适应高原的极端环境，在极

短时间内，人体动员大量细胞质中的 ＨＳＰ７０到细胞核以此抵

御外来不利因素而产生的一种自卫表现。同时，蛋白质芯片技

术检测表明，ＨＡＰＥ组和健康对照组血清中细胞因子ＴＮＦα、

ＩＬ１β、ＩＬ６的表达水平存在明显差异，前者远远高于后者（犘＜

０．０５）。这可能是因为 ＨＡＰＥ组的 ＨＳＰ７０增高所致。Ａｓｅａ

等［１３１４］研究表明 ＨＳＰ７０会上调ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等细胞因

子的表达水平。这进一步证明了 ＨＳＰ７０与 ＨＡＰＥ有很大的

关联。这也表明 ＨＡＰＥ患者为了抵御外来的不利因素，在短

时间内，迅速动员相关细胞因子，激活或者沉默某些免疫途径，

以此来维护生命的稳定。

借助病例对照试验，作者还分析了 ＨＡＰＥ组和健康对照

组基因型ｒｓ１００８３４８位点的多态性，结果显示健康对照组Ｔ等

位基因频率９６．３％，与 Ｈａｐｍａｐ中记录的ＣＨＢ人群Ｔ等位基

因频率接近［１５］；且病例组无论在基因型频率还是在等位基因

频率分布上与健康组相比均有明显差异，野生型ＴＴ纯合子频

率明显低于健康组。而且从基因型频率的易感性分析发现，

ＧＴ／ＧＧ基因型及Ｇ等位基因明显增加 ＨＡＰＥ发生的风险。

上述发现表明ｒｓ１００８３４８位点Ｇ等位基因与 ＨＡＰＥ的发生密

切相关。

综上所述，ＨＳＰ７０启动子ｒｓ１００８４３８ＧＴ、ＧＧ基因型及Ｇ

等位基因与 ＨＡＰＥ的发生明显相关，且经过对 ＨＡＰＥ组和健

康对照组血清中细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的含量测定，初

步分析验证上过观点，为更深入认识 ＨＡＰＥ发生的分子机制

在基因和蛋白水平上奠定了基础。
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氟后期ＲＢＣ仍减少，Ｈｂ、ＨＣＴ、ＭＣＶ、ＭＣＨ却均增高，ＭＣＨＣ

正常，显示染氟后期的氟中毒表现为大ＲＢＣ高色素性形态改

变，这与巨幼细胞性贫血的ＲＢＣ形态分类特点很相似，提示氟

中毒晚期可能影响叶酸、ＶｉｔＢ１２吸收，使其造血原料不足，ＲＢＣ

ＤＮＡ合成减慢，细胞核分裂迟缓，造成细胞分裂障碍而引起大

ＲＢＣ高色素性贫血，这未见文献报道，还需要研究进一步证

实。

３．６　氟中毒对ＰＬＴ的影响　氟中毒对雌鼠ＰＬＴ无明显毒性

作用，这与采国敬等［４］用ＮａＣｌ溶液连续灌胃５ｄ，观察獭兔氟

中毒后ＰＬＴ数目明显减少的报道不相吻合，这可能与研究对

象、造模方式、染氟时间不同有关。

综上所述，氟中毒对ＳＤ雌鼠的血细胞有不同程度的影

响，尤其对ＲＢＣ系统的影响最大，染氟早、中期氟中毒表现为

小ＲＢＣ高色素贫血的改变。染氟晚期氟中毒表现为大 ＲＢＣ

高色素贫血的改变。
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