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云南汉族人群Ｔｉｍ１外显子４上５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ
基因多态性与类风湿关节炎关联性研究
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　　摘　要：目的　探讨Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ基因多态性与云南高原地区汉族人群类风湿关节炎（ＲＡ）的遗传

易感性有无关联。方法　采用ＰＣＲＤＮＡ测序法对１９６名云南汉族ＲＡ患者和１９０名健康体检者Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９

５５１１ｄｅｌＣＡＡ基因多态性进行检测，同时采用间接免疫荧光法检测其类风湿因子（ＲＦ）、抗环瓜氨酸肽（ＣＣＰ）、抗角蛋白抗体

（ＡＫＡ）３种自身抗体。结果　ＲＡ组和对照组Ｔｉｍ１外显子４上多态性位点５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ的基因型及等位基因频率差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；ＲＡ组Ｔｉｍ１外显子４上５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点不同基因型中３种自身抗体，ＲＦ、ＣＣＰ阳性率检测的差

异无统计学意义（犘＞０．０５），而ＡＫＡ阳性率检测的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　云南汉族人群Ｔｉｍ１外显子４上的

５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点存在多态性变异，且其多态性变异与ＲＡ遗传易感性相关，其不同基因型不会影响ＲＡ相关自身抗体ＲＦ、

ＣＣＰ的表达，而对ＡＫＡ的表达有影响。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）是一种常见的以关节滑膜炎为特征的

慢性自身免疫性疾病，病因至今尚未完全清楚，一般认为免疫、

遗传、感染、内分泌等为其发病诱因，而Ｔ细胞一直被认为与

ＲＡ有密切的联系，因为它们代表滑膜浸润细胞中主要细胞亚

群。实验证明Ｔ细胞尤其是ＣＤ４＋Ｔ细胞参与ＲＡ的激发与

延续［１］。

Ｔ细胞免疫球蛋白域黏蛋白域蛋白（Ｔｉｍ）基因家族是

ＭｃＩｎｔｉｒｅ等于２００１年通过定位克隆技术发现的一个新的基因

家族。小鼠Ｔｉｍ家族基因共有８个成员（Ｔｉｍ１～８），人Ｔｉｍ家

族基因与小鼠有高度的同源性，在人类Ｔｉｍ家族发现只有３

个基因分别为：Ｔｉｍ１、Ｔｉｍ３和Ｔｉｍ４，无Ｔｉｍ２，定位于染色

体５ｑ３３．２区域
［２］。Ｔｉｍ１基因是Ｔｉｍ基因家族第一个被发现

的成员，许多研究表明Ｔｉｍ１是重要的免疫调节分子，在自身

免疫病、过敏性疾病等 Ｔｈ１／Ｔｈ２相关性疾病中发挥重要作

用［３］。

近年来，国内外的研究显示人类Ｔｉｍ１的启动子区和编码

区均存在多态性的变化［４８］，这些多态性与哮喘、过敏性鼻炎和

ＲＡ等疾病的相关性因种族、地区、民族的差异而不尽相同。

因此，对 Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ基因多态性

与云南高原地区汉族人群ＲＡ的遗传易感性多态性进行研究，

为探索ＲＡ易感的遗传因素提供数据支持，为揭示ＲＡ发病机

理提供新的依据。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　ＲＡ患者１９６例，其中男性７２例，女性１２４

例，年龄２５～７５岁。ＲＡ患者符合２００９年美国风湿病协会修

订的ＲＡ诊断标准。对照组为１９０名云南地区健康体检者，其

中男性８７例，女性１０３例，年龄２２～６７岁，无自身免疫性疾病

相关病史。所有对象均为３代以内居住在云南本地汉族居民，

所有对象均无血缘关系。

１．２　仪器与试剂　仪器主要有ＰＣＲ扩增仪（ＤＡ７６００公司）、

电泳仪（美国的Ｂｉｏｒａｄ公司）、凝胶成像系统（美国的Ｂｉｏｒａｄ

公司）、荧光显微镜（德国的 Ｌｅｉｃａ公司）、测序仪（美国的

ＡＢＩ３７３０公司）。试剂有人全血基因ＤＮＡ提取试剂盒（美国

的Ａｘｙｇｅｎ公司）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ（美国的Ｏｍｅｇａ公司）、

ｄＮＴＰｓ（美国的 Ｏｍｅｇａ公司）、琼脂糖（西班牙的 Ｂｉｏｗｅｓｔ公

司）、荧光染料（美国的ＥＢ公司）、荧光免疫印迹试剂盒（德国

的Ｏｍｏｎ公司）、测序试剂盒（美国的ＡＢＩ公司）。

１．３　方法

１．３．１　模板ＤＮＡ提取　在知情同意的原则下，采集ＲＡ患者

及健康体检者ＥＤＴＡ抗凝静脉血２ｍＬ。ＲＡ组及对照组均采

用荧光免疫印迹试剂盒检测３种自身抗体：类风湿因子（ＲＦ）、

抗环瓜氨酸肽（ＣＣＰ）、抗角蛋白抗体（ＡＫＡ）。采用人全血基

因ＤＮＡ提取试剂盒提取 ＲＡ患者及健康体检者外周血基因

组ＤＮＡ，方法严格按照试剂盒的说明书进行，提取产物溶于

ＴＥ缓冲液，－２０℃保存。

１．３．２　ＰＣＲ反应　参照 ＧｅｎＢａｎｋ中Ｔｉｍ１ＤＮＡ序列（编号

ＡＣ０２６７７７），利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件自行设计合成一对

引物：Ｐ１：５′ＧＡＡＣＧＡＧＣＡＣＣＡＣＴＧＴＴＣＣＡ３′；Ｐ２：５′

ＴＴＡＣＣＴＧＧＴＴＣＡＴＧＧＴＴＣＴＧ３′。ＰＣＲ反应体系总体

积２５μＬ，包括基因组ＤＮＡ１００ｎｇ，１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，

２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋、ｄＮＴＰｓ各１０ｎｍｏＬ，引物Ｐ１和Ｐ２各１５

ｐｍｏＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ，不足体积用灭菌双蒸水补充至２５

μＬ。ＰＣＲ反应循环参数：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃４０ｓ，５５℃

４０ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．３．３　电泳　ＰＣＲ产物用２％琼脂糖电泳、ＥＢ染色，紫外凝

胶成像系统成像，观察条带纯度。

１．３．４　测序　高纯度的ＰＣＲ产物送上海生物工程公司测序。

１．４　统计学处理　采用测序分析软件ＤＮＡＳｔａｒ对测序结果

进行分析，计算基因型和等位基因频率，进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

平衡检验，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ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行χ
２ 检验分

析，以犘＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增　Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ多态

性采用ＰＣＲＤＮＡ测序方法分析，ＰＣＲ扩增产物长度为２２９

ｂｐ，见图１。

　　１：标志物；２～８：ＰＣＲ产物（２２９ｂｐ）

图１　　５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点ＰＣＲ产物电泳图

２．２　 基 因 型 测 序 分 析 图 　Ｔｉｍ１ 外 显 子 ４ 上 的 ５５０９

５５１１ｄｅｌＣＡＡ不同基因型测序分析图，见图２。

　　（１）基因类型１：ｉｎｓ／ｉｎｓ纯合子型 （２）基因类型２：ｄｅｌ／ｄｅｌ纯合子

型 （３）基因类型３：ｄｅｌ／ｉｎｓ杂合子型

图２　　５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点不同基因型测序分析图

２．３　基因型与等位基因频率分布　采用测序分析软件ＤＮＡ

Ｓｔａｒ对测序结果进行分析，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。５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位

点基因型频数分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡定律，达到

遗传平衡，具有群体代表性，见表１。χ
２ 检验结果显示，ＲＡ组

与健康对照组５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点基因型和等位基因频率

分布差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表１　　Ｔｉｍ１基因外显子４上５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ基因型频数分布的 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验

基因型
ＲＡ组

实际频数（狀） 理论频数（狀）
χ
２ 犘

对照组

实际频数（狀） 理论频数（狀）
χ
２ 犘

ｉｎｓ／ｉｎｓ １５６ １５３．５８ １６９ １６８．６３

ｄｅｌ／ｉｎｓ ３５ ３９．８３ ２．８８６ ０．２３６ ２０ ２０．７３ ０．２３３ ０．８８９

ｄｅｌ／ｄｅｌ ５ ２．５８ １ ０．６４

表２　　Ｔｉｍ１基因外显子４上５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点基因型及等位基因频率分布

组别 狀

基因型分布［狀（％）］

ｉｎｓ／ｉｎｓ ｄｅｌ／ｉｎｓ ｄｅｌ／ｄｅｌ
χ
２ 犘

等位基因频率［狀（％）］

ｉｎｓ ｄｅｌ
χ
２ 犘

ＲＡ组 １９６ １５６（７９．５９） ３５（１７．８６） ５（２．５５） ７．２８２ ０．０２６ ３４７（８８．５２） ４５（１１．４８） ７．８８３ ０．００５

对照组 ２００ １６９（８８．９４） ２０（１０．５３） １（０．５３） ３５８（９４．２１） ２２（５．７９）
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２．４　３种ＲＡ相关自身抗体（ＲＦ、ＣＣＰ、ＡＫＡ）检测结果表明，

ＲＡ组３种自身抗体检测阳性率均高于对照组，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。经χ
２ 检验，ＲＡ组中ＲＦ、ＣＣＰ检测阳性率与

Ｔｉｍ１基因外显子４上５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点基因分型均无

相关性（犘＞０．０５）。抗角蛋白抗体ＡＫＡ检测阳性率与Ｔｉｍ１

基因外显子４上５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ位点基因分型显著相关（犘

＜０．０５），见表４。

表３　　ＲＡ组和对照组三种自身抗体检测阳性率比较（％）

组别 ＲＦ ＣＣＰ ＡＫＡ

ＲＡ组 ９０．１４ ６９．５１ ６１．５０

对照组 ２．００ ０．００ ０．００

表４　　ＲＡ组各基因型中３种自身抗体检测结果［狀（％）］

基因型
ＲＦ

阴性 阳性

ＣＣＰ

阴性 阳性

ＡＫＡ

阴性 阳性

ｉｎｓ／ｉｎｓ ６（３．８５） １５０（９６．１５） ５８（３７．１８） ９８（６２．８２） ４２（２６．９２） １１４（７３．０８）

ｄｅｌ／ｉｎｓ ２（５．７１） ３３（９４．２９） １２（３４．２９） ２３（６５．７１） １７（４８．５７） １８（５１．４３）

ｄｅｌ／ｄｅｌ １（２０．００） ４（８０．００） １（２０．００） ４（８０．００） ２（４０．００） ３（６０．００）

３　讨　　论

人类基因组单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）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１０００个碱基就有１个

ＳＮＰ。ＳＮＰ作为第３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愈来愈重要的作用。这种多态性

在不同种族群体具有差异性。近年来，很多学者相继提出遗传

因素在自身免疫性疾病发病因素中占据重要位置［９］。许多研

究均表明Ｔｉｍ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［１０１４］。

本研究通过ＰＣＲＤＮＡ测序技术对１９６名云南高原地区

汉族ＲＡ患者和２００名健康人群的Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９

５５１１ｄｅｌＣＡＡ 多 态 性 进 行 分 析。ＲＡ 组 与 对 照 组 ５５０９

５５１１ｄｅｌＣＡＡ基因型分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ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（犘＜０．０５），表明云南

汉族人群 Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ 多态性与

ＲＡ的遗传易感性相关。这与马荣红等
［１５］研究结果一致。

在ＲＡ众多相关自身抗体中，ＲＦ、ＣＣＰ、ＡＫＡ３种抗体的

检测意义尤为明显，它们可能与疾病发病机制、疾病严重程度

等密切相关［１６］，，本研究发现ＲＡ组３种自身抗体检测阳性率

均高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。另外，ＲＡ组３

种自身抗体中 ＲＦ、ＣＣＰ检测阳性率与 Ｔｉｍ１外显子４上的

５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ基因分型均无明显相关性，而抗角蛋白抗体

ＡＫＡ检测阳性率与 Ｔｉｍ１外显子４上的５５０９５５１１ｄｅｌＣＡＡ

基因 分 型 显 著 相 关，说 明 Ｔｉｍ１ 外 显 子 ４ 上 的 ５５０９

５５１１ｄｅｌＣＡＡ不同基因型不会影响 ＲＦ、ＣＣＰ的表达，而对

ＡＫＡ的 表 达 有 影 响。因 此，Ｔｉｍ１ 外 显 子 ４ 上 的 ５５０９

５５１１ｄｅｌＣＡＡ不同基因型是否与ＲＡ病情严重程度相关以及其

通过何种途径影响 ＡＫＡ抗体的表达都有待于进一步研究证

实。
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