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　　摘　要：目的　探讨肿瘤坏死因子受体相关因子１（ＴＲＡＦ１）／补体５（Ｃ５）单核苷酸多态性与类风湿关节炎（ＲＡ）的相关性。

方法　提取３００例ＲＡ患者（ＲＡ组）和３００例健康者ＤＮＡ（对照组），实时荧光定量ＰＣＲ方法检测ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因ｒｓ３７６１８４７和

ｒｓ１０８１８４８８的单核苷酸多态性。结果　ＴＲＡＦ１／Ｃ５存在基因多态性，但ＲＡ组与对照组比较基因多态性位点的单倍体基因型和

等位基因频率的差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。连锁不平衡分析发现ｒｓ３７６１８４７与ｒｓ１０８１８４８８之间存在强连锁不平衡。

ｒｓ３７６１８４７位点Ａ等位基因与类风湿因子（ＲＦ）阴性（犘＝０．００１，犗犚＝０．５７，９５％犆犐：０．４１～０．７９），抗ＣＣＰ抗体（抗ＣＣＰ）阴性

（犘＝０．００１，犗犚＝０．５１，９５％犆犐：０．３５～０．７６）及抗Ｓａ抗体阴性均相关（犘＝０．０２，犗犚＝０．７２，９５％犆犐：０．５５～０．９４）；ｒｓ１０８１８４８８位

点Ｇ等位基因仅与ＲＦ阳性相关（犘＝０．０１，犗犚＝１．４０，９５％犆犐：１．０９～１．８１）。结论　ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因多态性可能与贵州汉族人

群ＲＡ的遗传易感性无关。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）是一种系统性自身免疫性疾病，其病

因尚不明确，遗传、环境和免疫因素共同发挥作用。ＲＡ作为

一种多基因遗传疾病，目前已知的ＲＡ易感基因主要有肿瘤坏

死因子（ＴＮＦ）、人类白细胞抗原（ＨＬＡ）ＤＲ、白细胞介素（ＩＬ）

及肽酰基精氨酸脱亚胺酶４（ＰＡＤＩ４）等。已有报道表明位于９

号染色体短臂３３３４位点的肿瘤坏死因子受体相关因子

（ＴＲＡＦ１）／补体５（Ｃ５）基因是ＲＡ的易感基因，且与抗环瓜氨

酸肽（ＣＣＰ）抗体阳性相关
［１］，而后者是ＲＡ早期诊断、病情评

估和疗效检测的有效指标之一。ＲＡ的遗传异质性使得不同

人种之间的遗传学研究结果常不一致。本研究首次以贵州汉

族人群为研究对象，通过实时荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）

方法检测ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因多态性，并探讨该基因与 ＲＡ患者

相关血清学指标之间的关系，旨在探讨该基因与贵州汉族人群

ＲＡ患者遗传易感性之间的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１０月至２０１３年１月贵阳医学

院附属医院肾内科门诊及病房的３００例ＲＡ患者全血，均为汉

族，其中男性７２例、女性２２８例，平均年龄（５０．３±１４．６）岁，所

有ＲＡ病例均符合美国风湿病学会（ＡＣＲ）和欧洲抗风湿联盟

（ＲＵＬＡＲ）２０１０年联合推出的类风湿性关节炎诊断标准
［２］；按
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照民族、年龄和性别匹配的原则选取健康体检者３００例作为对

照组，其中男性６６例，女性２３４例，平均年龄（５０．５±１４．１）岁，

均排除其他自身免疫性疾病及肿瘤等。所有纳入对象均为无

血缘关系的个体。

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　酚氯仿法提取受检者外周血

ＤＮＡ，检测纯度和浓度后－２０℃保存。

１．２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＳＮＰ分型　采用ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针对

ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因ｒｓ３７６１８４７和ｒｓ１０８１８４８８位点进行基因分

型，所用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ探针购自ＡＢＩ公司。在罗氏ＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ?４８０ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪上进行反应。

１．２．３　血清学指标检测　检测 ＲＡ组类风湿因子（ＲＦ）、抗

ＣＣＰ抗体（抗ＣＣＰ）和抗Ｓａ抗体（抗Ｓａ）三项血清学指标，采

用ＲＦ胶乳凝集法测定试剂盒（购自上海捷门生物技术合作公

司）检测ＲＦ水平，抗环瓜氨酸肽（ＣＣＰ）抗体酶联免疫检测试

剂盒（购自上海科新生物技术股份有限公司）检测抗ＣＣＰ水

平，抗Ｓａ抗体ＩｇＧ酶联免疫吸附法检测试剂盒（购自欧蒙医学

诊断技术有限公司）检测抗Ｓａ水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对结果进行分

析。计算两组各个基因型及等位基因频率，并进行 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验，各组基因型及等位基因频率的比较

采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义，同时计算比值比

（犗犚）和９５％置信区间（９５％犆犐）。用ＳＨＥｓｉｓ在线分析软件对

ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因ｒｓ３７６１８４７和ｒｓ１０８１８４８８两个位点进行连锁

不平衡分析。

２　结　　果

２．１　ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因与ＲＡ相关性分析　在贵州汉族ＲＡ患

者中，ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因的两个单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）位点均

符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。与对照组比较，ＲＡ组两个ＳＮＰｓ

位点基因型频率分布差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＲＡ组与对照组ＴＲＡＦ１／Ｃ５ＳＮＰｓ基因型和等位基因频率的比较

基因位点 分组 狀

单倍体基因型频率［狀（％）］

ＧＧ ＧＡ ＡＡ

等位基因频率［狀（％）］

Ｇ Ａ

ｒｓ３７６１８４７ ＲＡ组 ３００ ７５（２５．０） １５６（５２．０） ６９（２３．０） ３０６（５１．０） ２９４（４９．０）

对照组 ３００ ６３（２１．０） １４７（４９．０） ９０（３０．０） ２７３（４５．５） ３２７（５４．５）

ｒｓ１０８１８４８８ ＲＡ组 ３００ ９０（３０．０） １４４（４８．０） ６６（２２．０） ３２４（５４．０） ２７６（４６．０）

对照组 ３００ ７５（２５．０） １５３（５１．０） ７２（２４．０） ３０３（５０．５） ２９７（４９．５）

２．２　连锁不平衡和单倍体基因型分析　对ｒｓ３７６１８４７和

ｒｓ１０８１８４８８两个ＳＮＰｓ位点的基因型信息在对照组中进行连

锁不平衡分析，发现这两个位点存在高度连锁不平衡（Ｄ′＝

１．０００，狉２＝０．８５２），见附图１（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。理论上这两个位点共可组成４种单倍体基因

型，笔者对其中频率大于０．０３的３种单倍体基因型进行了进

一步的分析比较：在对照组和ＲＡ组中３种单倍体基因型的分

布无统计学差异（犘＞０．０５），见表２。

２．３　ＴＲＡＦ１／Ｃ５基因与ＲＦ、抗ＣＣＰ、抗Ｓａ水平的相关性分

析　与对照组相比，ｒｓ３７６１８４７位点 Ａ等位基因与 ＲＦ阴性

（犘＝０．００１，犗犚＝０．５７，９５％犆犐：０．４１～０．７９），抗ＣＣＰ阴性

（犘＝０．００１，犗犚＝０．５１，９５％犆犐：０．３５～０．７６）及抗Ｓａ阴性相

关（犘＝０．０２，犗犚＝０．７２，９５％犆犐：０．５５～０．９４），ｒｓ１０８１８４８８位

点Ｇ等位基因仅与ＲＦ阳性组相关（犘＝０．０１，犗犚＝１．４０，９５％

犆犐：１．０９～１．８１），见表３、４。

表２　　ＲＡ组和对照组中的单倍体基因型频率分析

单倍体

基因型

基因型频率

ＲＡ组

（狀＝３００）

对照组

（狀＝３００）

χ
２ 犘 犗犚（９５％犆犐）

ＡＡ ０．０２ ０．０４ ３．４２ ０．０７ ０．５３（０．２７～１．０５）

ＡＧ ０．４７ ０．５０ １．６１ ０．２１ ０．８６（０．６９～１．０８）

ＧＡ ０．４４ ０．４６ ０．３３ ０．５６ ０．９４（０．７５～１．１７）

　　：在ＬＤ分析时舍弃了两组中频率小于０．０３的单倍体基因型。

表３　　ＴＲＡＦ１／Ｃ５ｒｓ３７６１８４７位点基因型频率和等位基因频率的自身抗体分层比较

分组 狀

基因型［狀（％）］

ＧＧ ＧＡ ＡＡ

等位基因［狀（％）］

Ａ 犘 犗犚 ９５％犆犐

对照组 ３００ ６３（２１．０） １４７（４９．０） ９０（３０．０） ３２７（５４．５） － － －

ＲＦ阳性组 ２０４ ４２（２０．６） １０８（５２．９） ５４（２６．５） ２１６（５２．９） ０．６３ ０．９４ ０．７３～１．２１

ＲＦ阴性组 ９６ ３３（３４．４） ４８（５０．０） １５（１５．６） ７８（４０．６） ０．００１ ０．５７ ０．４１～０．７９

抗ＣＣＰ阳性组 ２３７ ４８（２０．２） １３２（５５．７） ５７（２４．１） ２４６（５１．９） ０．４０ ０．９０ ０．７１～１．１５

抗ＣＣＰ阴性组 ６３ ２７（４２．９） ２４（３８．１） １２（１９．０） ４８（３８．１） ０．００１ ０．５１ ０．３５～０．７６

抗Ｓａ阳性组 １４１ ３０（２１．３） ７５（５３．２） ３６（２５．５） １４７（５２．１） ０．５１ ０．９１ ０．６９～１．２１

抗Ｓａ阴性组 １５９ ４５（２８．３） ８１（５０．９） ３３（２０．８） １４７（５２．１） ０．０２ ０．７２ ０．５５～０．９４

　　－：无数据。

·１１３·国际检验医学杂志２０１５年２月第３６卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．３



表４　　ＴＲＡＦ１／Ｃ５ｒｓ１０８１８４８８位点基因型频率和等位基因频率的自身抗体分层比较

分组 狀

基因型［狀（％）］

ＧＧ ＧＡ ＡＡ

等位基因［狀（％）］

Ｇ 犘 犗犚 ９５％犆犐

对照组 ３００ ７２（２４．０） １５３（５１．０） ７５（２５．０） ３０３（５０．５） － － －

ＲＦ阳性组 ２０４ ３６（１７．６） ９６（４７．１） ７２（３５．３） ２４０（５８．８） ０．０１ １．４０ １．０９～１．８１

ＲＦ阴性组 ９６ ３０（３１．３） ４８（５０．０） １８（１８．７） ８４（４３．７） ０．１０ ０．７６ ０．５５～１．０６

抗ＣＣＰ阳性组 ２３７ ４２（１７．７） １２３（５１．９） ７２（３０．４） ２６７（５６．３） ０．０６ １．２６ ０．９９～１．６１

抗ＣＣＰ阴性组 ６３ ２４（３８．１） ２１（３３．０） １８（２８．６） ５７（４５．２） ０．２８ ０．８１ ０．５５～１．９１

抗Ｓａ阳性组 １４１ ３３（２３．４） ６６（４６．８） ４２（２９．８） １５０（５３．２） ０．４６ １．１１ ０．８４～１．４８

抗Ｓａ阴性组 １５９ ３３（２０．７） ７８（４９．１） ４８（３０．２） １７４（５４．７） ０．２２ １．１８ ０．９０～１．５６

　　－：无数据。

３　讨　　论

ＴＲＡＦ１介导ＴＮＦ受体１、２和ＣＤ４０参与的信号转导途

径，而ＴＮＦ是ＲＡ发病机制中的重要细胞因子
［３］。ＴＲＡＦ１还

与Ｔ细胞的活化增殖有关
［４］，ＴＲＡＦ１基因敲除的小鼠Ｔ细胞

过度增殖或受到 Ｔ细胞受体复合物刺激时过度增殖以应答

ＴＮＦ。ＴＲＡＦ１在这些信号转导途径中起到负调节作用以维持

炎症反应的环境［５］，从而在ＲＡ中发挥作用。虽然ＴＲＡＦ１在

多种受体介导的信号通路中起作用，但ＴＲＡＦ１的分子机制还

没有完全阐明，其在ＲＡ中作用有待于进一步研究。补体途径

也参与了ＲＡ的发病，Ｃ５裂解成促炎症反应的Ｃ５ａ和Ｃ５ｂ，进

而启动攻膜复合物的形成。ＲＡ患者关节滑液持续的炎症反

应与高水平的Ｃ５ａ同时存在
［６］。小鼠模型研究证实了Ｃ５基

因是ＲＡ的候补基因，同时证明了Ｃ５缺陷的小鼠可抵抗炎性

关节炎，表明了Ｃ５基因在炎症反应中的作用
［７８］。因此，Ｃ５在

ＲＡ发病机制中可能通过上调 ＲＡ患者关节腔内补体活化程

度来起作用。

本研究发现 ＴＲＡＦ１／Ｃ５的两个ＳＮＰｓ存在基因多态性，

但ＲＡ组与对照组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），可能与

贵州汉族人群ＲＡ易感性无关，这一结果与其他人种研究结果

不尽相同［１，９１０］。这一情况说明了ＲＡ的遗传异质性，不同人

种之间遗传学研究结果常不相同。经连锁不平衡分析发现

ＴＲＡＦ１／Ｃ５两个ＳＮＰｓ位点在对照组人群中呈现高度连锁不

平衡（Ｄ′＝１．０００，狉２＝０．８５２），与 ＨａｐＭａｐ发布的数据基本一

致（狉２＝１），但构建的单倍体基因型则与ＲＡ发病不相关（犘＞

０．０５）。由于国内外大量的病例对照研究均局限于验证基因

与ＲＡ患者的关联性，较少涉及这些多态性位点的单倍体基因

型，因此单倍体基因型与ＲＡ的关系有待于不同种族、大样本

量的 研 究 证 实。另 外 本 研 究 还 发 现 ＴＲＡＦ１／Ｃ５ 基 因

ｒｓ３７６１８４７位点 Ａ等位基因与ＲＦ阴性、抗ＣＣＰ阴性及抗Ｓａ

阴性相关，这表明该位点可能增加自身抗体阴性ＲＡ者的易感

性；ｒｓ１０８１８４８８位点Ｇ等位基因仅与ＲＦ阳性相关，表明该位

点可能在ＲＦ阳性者ＲＡ的发病中起重要作用，但是受到标本

量的影响，这些结果还有待于进一步加大样本量进行分析，目

前的研究结果也存在争议［１，９］。

本研究首次以贵州汉族人群为研究对象，结果显示

ＴＲＡＦ１／Ｃ５ＳＮＰｓ基因型或多态性位点可能与贵州汉族人群

ＲＡ的发病无关，可能是由于受到样本量较小，ＴＲＡＦ１／Ｃ５

ＳＮＰｓ单倍体基因型及等位基因与ＲＡ患者血清学指标之间的

关系没有得到很好的证实。
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