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#摘要$
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目的
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根据肺结核患者自噬相关基因"
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#频率分布特征探讨
:PK

位点多态性与肺结核易感相关性'方法
!

应

用
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质谱阵列技术对
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例肺结核患者"病例组#及
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例健康体检者"对照组#
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个单核苷酸多态性

"

8SU

#位点进行基因分型!统计分析各位点基因型与肺结核易感相关性'结果
!

在肺结核患者和对照组中!校正了性别$年龄等

因素后!通过二元
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回归分析发现
:PKD:

基因
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和
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位点基因型和等位基因频率分布差异有统计学意义
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#'通过体质量指数"
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#分层分析!发现这一差异在高
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人群中更为显著!且均有病例组人群分布频率低于对照组

的表现!其余
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位点差异均无统计学意义'结论
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基因
1/;"$=#&&

和
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位点多态性可能与肺结核易感性

相关联!且在高
XO9

群体中差异更显著'
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肺结核是由结核分枝杆菌持续感染导致的慢性传染病#机

体发病与否主要取决于宿主%自然环境和菌株三因素$近来众

多研究表明#基因多态性可能影响肺结核的患病风险#暗示个

体遗传因素与结核病的发生与发展密切相关*

!
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$本课题组前

期研究证实自噬相关基因!
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"位点
1/#@$!#;

的等位基因多态性与中国西南地区人群

肺结核易感性呈负相关*

&

+

-而自噬通路其他基因位点的遗传变

异可能同样在结核病免疫中扮演重要角色$故本文应用
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6.*3FO,//:11,

4

质谱阵列技术对
&@&

例肺结核患者及
&&&

例健康者
:PK

的
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个
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位点进行基因分型#统计分析各

位点基因型与肺结核易感相关性$

!
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资料与方法

!A!

!

一般资料
!

本研究血液样本由重庆医科大学附属第二医

院提供#共
&@&

例!男
!!#

例#女
#D

例"肺结核患者!病例组"纳

入分析#平均!

D&n!=

"岁#同期在参加体检的健康人群中挑选

&&&

例!男
!!"

例#女
!@=

例"进行对照研究#平均年龄!

D!n!D

"

岁$个体之间均无血缘关系#为重庆市汉族人群-征得知情同意

后签署知情同意书并通过了重庆医科大学伦理委员会的审批#

符合医学伦理学实验标准$病例组均通过痰结核菌涂片或培

养%影像学检查并结合相应的临床症状确诊为肺结核#对照组均

除外糖尿病%严重免疫系统疾病%恶性肿瘤及
\9_

等合并症$
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8SU

位点来源
!

基于课题组前期对
:PKD:

及
:PK!<7!

基因多态性与肺结核相关性研究的基础上#在
J*/.FQ(

数据库

中进行检索#收集和整理相关研究和已有报道中指示与肺结核

密切相关的
8SU

功能位点#采用
0
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GG
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G

方法#根据重

庆地区汉族人群基因型数据挑选单体标签的
8SU

#高分辨率溶

解!

\-O

"方法再次进行挑选#并对少数样本测序#最终采集肺

结核典型患者生物样本对挑选的基因及具体基因型进行验证$
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实验标本%试剂及仪器

!A#A!
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研究对象标本
!

为肺结核确诊患者和健康人群的加入

JVP:

的外周静脉血$
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重庆医学
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年
#

月第
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卷第
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期

#

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

#!!$!<&#

"-重庆市卫计委基金资助项目!

&@!&C&C=$@

"$作者简介(李颖!

!""@%

"#住院医师#硕

士#主要从事呼吸系统免疫防御机制研究$
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通信作者#
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自噬相关基因
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位点详细信息
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位点 基因 位置 等位基因 功能
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位点 基因 位置 等位基因 功能
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1/!!<#&&=< :PK!<7! '>1&
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非编码区
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K
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非翻译区
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P
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1/!D$@<!& :PK$ '>1=
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(
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错义突变
1/#@$!#& :PKD: '>1W

(
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(
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错义突变
1/#@$!#= :PKD: '>1W

(
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K
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(
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实验试剂简介
!

人淋巴细胞分离液!挪威
:Z)/C/>).(?

公司"%血基因组
VS:

提取试剂盒!北京天恩生物技术公司"%

多种
VS:

酶!日本
P,E,-,

公司"%

U'-

引物!北京奥科生物

有限责任公司"等$

!A#A#

!

实验仪器简介
!

K.*.:F

0

"$@@

型
U'-

仪!美国
:

0

C

0

().?X)3/

4

/2.F/

公司"%台式离心机!雷博尔离心机有限公

司"%全自动凝胶成胶系统!

_)Q.1736*F,2

公司"%高速台式冷

冻离心机!

'36(2.1X.+MF,*

公司"等$

!A$

!

实验方法

!A$A!

!

8SU

筛选及引物设计
!

所有研究对象均采集静脉血#

&F7

容量一式三份#分别用于实验室检测%复检和备查#采用

JVP:CE

&

抗凝#置于
%#@l

低温保存$用血液基因组提取试

剂盒!北京天根公司"提取外周血基因组
VS:

#测定
VS:

纯度

和浓度#见表
!

$

!A$A"

!

基因分型
!

利用
8.

[

6.*3FO,//:11,

4

质谱阵列技术

对
:PKD:

基因的
!#

个
8SU

位点进行基因分型$聚合酶链

式反应!

U3(

4

F.1,/.+>,)*1.,+2)3*

#

U'-

"用于扩增位于两段已

知序列之间的
VS:

区域#碱性磷酸酶!

/>1)F

0

,(M,()*.

0

>3/C

0

>,2,/.

#

8:U

"反应#去除未反应完的
?SPU

#最后进行单碱基

延伸
U'-

反应和点样及
O,//:--:Y

分析$

!AA

!

统计学处理
!

采用
8U88!"A@

进行分析$人口统计学中

的年龄差异采用独立样本
<

检验进行分析#性别差异采用
"

&

检验$病例组与对照组的基因型%等位基因分布比较采用
"

&

检验#应用二元
73

G

)/2)+

回归模型计算不同基因型相对风险度

的比值比!

VL

"及
";R

可信区间!

%&

"#检验水准
&

取值
@A@;

#

双侧概率$

"

!

结
!!

果

"A!

!

调查对象基本情况
!

两组人群在性别%年龄%吸烟史%饮

酒史等一般资料上实行了适当的匹配#保证研究对象一般资料

基本一致$

"A"

!

:PK!#

个
8SU

多态性位点具体位置
!

所有调查对象

:PK

的
8SU

多态性位点基因型频率分布符合
\,1?

4

Ca.)*C

$D@=

重庆医学
&@!$

年
#

月第
D<

卷第
&&

期



Q.1

G

平衡定律#基因型频率统计概率
!

&

@A@;

$本次研究所检

测的
:PK!#

个
8SU

多态性位点具体位置见表
&

$

"A#

!

:PK

的
8SU

多态性位点基因型和肺结核易感性的关

系
!

分段比较两组对象
!#

个
8SU

位点等位基因及基因型的

差异#结果显示病例组
1/;"$=#&&

位点
KK

基因型!

K

等位基

因"的频率!

=A;R

"显著低于对照组!

#A<R

"#差异有统计学意

义!

!^@A@!<

"-病例组
1/#@$!#;

位点
:P

基因型!

:

等位基

因"的频率!

&DA#R

"显著低于对照组!

=;A<R

"#差异有统计学

意义!

! @̂A@@"

"$其他位点基因型及等位基因频率分布在两

组对象中差异无统计学意义!

!

&

@A@;

"$见表
=

$

"A$

!

两组对象中
1/;"$=#&&

和
1/#@$!#;

位点等位基因及基因

型频率在不同体质量指数!

XO9

"对象中的分布
!

XO9

"

!#A;

M

G

)

F

& 的对象比较#

1/#@$!#;

和
1/;"$=#&&

基因位点频率分布

差异均无统计学意义!

!

&

@A@;

"$

XO9

&

!#A;M

G

)

F

& 的人群

1/#@$!#;

基因位点的
:

等位基因!

!^@A@&!

#

VL^@A;#@

#

";R%&@A=<;

!

@A"&&

"和
:P

基因型!

! @̂A@@"

#

VL @̂AD=D

#

";R%&@A&=@

!

@A#!<

"差异有统计学意义#

1/;"$=#&&

基因位

点的
K

等位基因!

!^@A@=D

#

VL^@A<@<

#

";R%&@A=#!

!

@A"<;

"和
KK

基因型!

! @̂A@="

#

VL @̂A=@&

#

";R%&@A@"&

!

@A"#"

"差异有统计学意义$见表
D

$

表
=
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#

!

讨
!!

论

自噬是真核细胞中普遍存在的防御机制*

=

+

#能依赖溶酶体

直接杀伤胞内病原体#并协助抗原提呈#在天然免疫和特异性

免疫中发挥重要作用*

D

+

$自噬功能障碍继发的免疫反应和结

核病的发生与发展密切相关*

;

+

$自噬体的形成是自噬过程的

关键环节#依赖众多自噬基因协调配合#其中包括
:PK!&C

:PK;

和微管相关蛋白轻链
C

磷脂酰乙醇胺!

:PK#CUJ

"两套泛

素化连接系统*

<

+

$

:PKD:

是
'C;D

家族中的一种半胱氨酸蛋

白酶#通过控制
:PK#

的裂解进而调控其与
:PK#CUJ

的共价

结合与解离而影响自噬体的形成*

$

+

$本课题组前期研究已证

实#

:PKD:

基因
1/#@$!#;

位点多态性与肺结核易感性呈负相

关#但自噬通路其他基因多态性与结核病的相关性仍少见报

道$因此#笔者扩大研究#深入探讨
:PK

频率分布特征与肺

结核易感相关性$

本次研究通过对比分析健康者与肺结核患者
!#

个
8SU

位点等位基因及基因型频率#发现
:PKD:

基因
1/#@$!#;

和

1/;"$=#&&

位点多态性与肺结核的发病风险相关联#其中

1/;"$=#&&8SU

位于
=kC̀ P-/

!非翻译区"#其多态性可能影响

基因表达水平#

1/#@$!#;8SU

位于内含子区域$目前有多项

研究证实#内含子可能涉及
F-S:

转录%翻译及组织特异性表

达*

#C!@

+

$因此#笔者推测
1/#@$!#;

和
1/;"$=#&&

位点多态性可

能通过影响自噬功能进而影响细胞免疫反应-其余
!<

个
8SU

位点多态性与肺结核发病风险无明显相关性#考虑与样本数量

不足#检测方法局限及种族地域性差异有关$

分层研究显示#

:PKD:

基因
1/#@$!#;

和
1/;"$=#&&

位点

多态性与高
XO9

人群结核病患病风险关联性更大$

XO9

是营

养状况的反映指标#高
XO9

人群日常可能摄取高能量和高蛋

白#免疫功能增强#降低机体对结核病的易感性*

!!C!&

+

$而

XO9

"

!#A;M

G

)

F

& 被认定为营养不良*

!=

+

#常伴随常量营养素

及微量营养素缺乏-通过加速胸腺%淋巴组织萎缩#扰乱单核巨

噬细胞%

P

淋巴细胞和细胞因子的相互作用*

!D

+

#从而降低免疫

应答#增加宿主对结核杆菌的感染风险#加快潜伏性感染进展

为活动性肺结核进程*

!;

+

$

综上所述#笔者考虑
:PKD:1/#@$!#;

和
1/;"$=#&&

位点

多态性可能降低结核病发病风险#且在高
XO9

群体中更为显

著$但本次研究仍有许多不足之处#后期笔者将会扩大样本

量#检测更多的自噬相关基因#设计有效的功能试验#为结核病

的风险预测%诊断及治疗提供理论基础$
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