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IL-17基因多态性与支气管哮喘患儿血清TIgE、ECP的关系分析
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215200)

  摘 要:目的 分析白细胞介素(IL)-17基因多态性与支气管哮喘患儿血清总IgE
 

(TIgE)、嗜酸性粒细胞

阳离子蛋白(ECP)的关系。方法 将该院2018年1—12月收治的60例哮喘患儿设为哮喘组,同期于该院行健

康体检的60例健康儿童设为对照组,采用PCR-限制性片段长度多态性分析法检测2组IL-17基因多态性,采

用免疫比浊法、酶联免疫吸附试验法分别检测其血清TIgE、ECP水平,比较2组IL-17基因多态性、TIgE和

ECP水平及不同基因型、不同等位基因型患儿血清TIgE、ECP水平。结果 哮喘组中IL-17A-152G/A位点中

AA型基因频数频率、A等位基因频数频率,IL-17F
 

7488T/C位点中TT型基因频数频率、T等位基因频数频

率,血清TIgE、ECP水平均显著高于对照组(P<0.05)。哮喘组IL-17A-152G/A位点AA型基因血清TIgE
显著高于AG、GG型(P<0.05)。IL-17A-152G/A位点A等位基因携带患儿血清TIgE显著高于非A等位基

因携带患儿(P<0.05)。哮喘组IL-17F
 

7488T/C位点不同基因型、等位基因携带者间血清TIgE、ECP与对照

组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 IL-17A-152G/A基因多态性与哮喘易感性有关,变异等位基因

A携带患儿哮喘风险更高,尤其是突变纯合子AA基因型,野生型TT纯合子与哮喘也有一定关联性;且IL-17
基因多态性虽与血清ECP均无明显关联,但血清ECP在哮喘患儿中仍明显高表达。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

interleukin-17
 

(IL-17)
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

serum
 

total
 

IgE
 

(TIgE)
 

and
 

eosinophil
 

cationic
 

protein
 

(ECP)
 

in
 

children
 

patients
 

with
 

bronchial
 

asthma.
Methods A

 

total
 

of
 

60
 

children
 

patients
 

with
 

asthma
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

set
 

as
 

asthma
 

group,and
 

60
 

healthy
 

children
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

for
 

physical
 

examination
 

at
 

the
 

same
 

period
 

were
 

set
 

as
 

control
 

group.The
 

IL-17
 

gene
 

polymorphism
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction-restriction
 

fragment
 

length
 

polymorphism.Serum
 

TIgE
 

and
 

ECP
 

were
 

detected
 

by
 

immunoturbidimetry
 

and
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.The
 

IL-17
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

levels
 

of
 

se-
rum

 

TIgE
 

and
 

ECP
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

and
 

levels
 

of
 

serum
 

TIgE
 

and
 

ECP
 

of
 

children
 

patients
 

with
 

different
 

genotypes
 

and
 

different
 

allelotypes
 

were
 

compared.Results The
 

AA
 

genotype
 

frequency
 

and
 

A
 

allele
 

frequen-
cy

 

in
 

IL-17A-152G/A
 

locus,TT
 

gene
 

frequency
 

and
 

T
 

allele
 

frequency
 

in
 

IL-17F
 

7488T/C
 

locus
 

and
 

levels
 

of
 

serum
 

TIgE
 

and
 

ECP
 

in
 

asthma
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

serum
 

TIgE
 

of
 

AA
 

gene
 

in
 

IL-17A-152G/A
 

locus
 

in
 

asthma
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

AG
 

and
 

GG
 

(P<0.05).Serum
 

TIgE
 

of
 

IL-17A-152G/A
 

locus
 

A
 

allele
 

carriers
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

non-A
 

allele
 

carriers
 

(P<0.05).There
 

were
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

serum
 

TIgE
 

and
 

ECP
 

between
 

asthma
 

group
 

and
 

control
 

group
 

with
 

different
 

genotypes
 

and
 

alleles
 

of
 

IL-17F
 

7488T/C
 

locus
 

(P>0.05).Conclusion IL-17A-152G/A
 

gene
 

polymorphism
 

is
 

associated
 

with
 

asthma
 

susceptibility.Chil-
dren

 

patients
 

with
 

high
 

variant
 

A
 

allele
 

has
 

high
 

risk
 

of
 

asthma,especially
 

the
 

homozygous
 

AA
 

genotype.Wild
 

type
 

TT
 

homozygote
 

is
 

also
 

associated
 

with
 

asthma.There
 

was
 

no
 

significant
 

association
 

between
 

IL-17
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

serum
 

ECP,but
 

serum
 

ECP
 

is
 

still
 

highly
 

expressed
 

in
 

children
 

patients
 

with
 

asthma.
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  支气管哮喘(简称哮喘)是儿科常见的气道慢性

炎症性呼吸道疾病,主要表现为支气管痉挛、可逆性

气道阻塞及气道重构,其发病机制复杂,至今仍未能
完全阐明[1]。但哮喘本身是IgE所介导的Ⅰ型变态

反应性疾病,其主要症状诱因多以过敏为主,当机体

受体接触变应原时,B淋巴细胞便可合成IgE,并与其

他效应细胞、肥大细胞表面的IgE受体结合,当再次

接触变应原时,后者则与IgE受体复合物交联结合,
触发效应细胞脱颗粒,释放组胺及其他炎性介质,导
致气道高反应性并引发哮喘[2-3]。而嗜酸性粒细胞阳

离子蛋白(ECP)则是嗜酸性粒细胞的特异性标志,其
细胞毒性作用极强,不仅可引起气道高反应性,诱导

喘息发作,并能加重变态反应炎症过程。有研究指

出,IL-17基因多态性与儿童支气管哮喘易感性具一

定关联性,但研究IL-17基因多态性与哮喘患儿血清

总IgE(TIgE)、ECP的临床报道相对少见[4-5]。鉴于

此,本研究着重探究IL-17基因多态性与哮喘患儿血

清TIgE、ECP的关系,旨在为哮喘的临床防治提供参

考意见,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将本院2018年1-12月收治的60
例哮喘患儿纳入研究,设为哮喘组;另选取同期于本

院行健康体检的60例健康儿童作为对照组。哮喘组

男38例,女22例,年龄6~12岁,平均(9.74±1.20)
岁;对照组男32例,女28例,年龄6~13岁,平均
(10.01±0.97)岁。2组研究对象性别、年龄比较,差
异无统计学意义(χ2=1.234,P=0.266;t=1.355,
P=0.177),具有可比性。
1.2 纳入、排除标准 纳入标准:(1)哮喘组患儿均

符合《儿童支气管哮喘诊断与防治指南》中哮喘诊断

要求;(2)对照组均为健康儿童,既往亦无哮喘病史及

家族史、过敏性疾病病史及家族史;(3)患儿监护人或

家属知情研究内容并自愿签署知情同意书。排除标

准:(1)炎症性肠道疾病;(2)哮喘以外的肺部疾病,如
支气管肺扩张、肺炎等;(3)非哮喘所致的免疫功能缺

陷疾病;(4)结缔组织疾病;(5)其他能引起IL-17A-
152G/A位点、IL-17F

 

7488T/C位点突变的疾病。
1.3 方法

1.3.1 IL-7基因多态性 IL-17A-152G/A位点(上
游:5'-CAG

 

AAG
 

ACC
 

TAC
 

ATG
 

TTA
 

CT-3';下
游:5'-GTA

 

GCG
 

CTA
 

TCG
 

TCT
 

CTC
 

T-3'IL-17F
 

7488T/C位点(上游:5'-GTG
 

TAG
 

GAA
 

CTT
 

GGG
 

CTG
 

CAT
 

CAA
 

T-3';下 游:5'-AGC
 

TGG
 

GAA
 

TGC
 

AAA
 

CAA
 

AC-3')引物均由北京鼎国生物技术

有限责任公司合成。采集研究对象空腹外周静脉血

后,2
 

500
 

r/min条件下离心5
 

min后吸取上清液,置
于-20

 

℃冰箱保存;巴氏滴管将余下凝血块捣碎并转

移至液化柱CX1中12
 

000
 

r/min条件下离心5
 

min,
参照文献[6]提取全血 DNA,核酸蛋白分析仪检测

DNA浓度及纯度。双面超净工作台配置PCR反应

体系,PCR 仪 为2720
 

Thermal
 

lycler
 

PCR 仪、96-

WellThermal
 

Cycler
 

PCR仪;2%琼脂糖凝胶电泳检
测IL-17A-152G/A基因PCR产物;再于双面超净工

作台配置PCR产物酶切反应体系,2%琼脂糖凝胶电

泳检测PCR产物酶切产物,G∶BOX凝胶成像系统

拍照后观察保存,并分析结果。IL-17F
 

7488T/C位

点的多态性检测参照L-17A-152G/A位点。所有步

骤均严格按试剂盒说明书、标准操作程序操作[5]。
1.3.2 血清TIgE、ECP检测 采集研究对象的空腹

外周静脉血,应用贝克曼库尔特免疫比浊试剂盒检测
血清TIgE水平,仪器为IMMAGR

 

800特定蛋白分析

仪。ECP则采用人ECP酶联免疫试剂盒检测。
1.4 观察指标 统计2组IL-17A-152G/A位点、IL-
17F

 

7488T/C位点基因型频率及等位基因频率,比较2
组血清 TIgE、ECP水平及IL-17A-152G/A位点、IL-
17F

 

7488T/C位点不同基因型间血清TIgE、ECP水平。
1.5 统计学处理 采用SPSS17.0统计学分析软件

进行统计分析,血清TIgE、ECP等计量资料以x±s
表示,若符合正态分布且方差齐则采用t检验;符合

正态分布但方差不齐采用t'检验;若不符合正态分布
且方差不齐,则采用中位数(四分位数)描述,采用非

参数秩和检验;基因多态性等计数资料以[n(%)]表
示,采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 2组基因型频率及等位基因频率比较 哮喘组

IL-17A-152G/A位点、IL-17F
 

7488T/C位点基因型

频数、等位基因频数频率比较,差异均有统计学意义
(P<0.05)。哮喘组中IL-17A-152G/A位点中 AA
基因型频数频率、A等位基因频数频率均显著高于对
照组;IL-17F

 

7488T/C位点中TT型基因频数频率、
T等位基因频数频率均显著高于对照组,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表1、2。
表1  IL-17A-152G/A位点基因型频率及等位

   基因频率[n(%),n=60]

位点
基因型

AA AG GG

等位基因

A G

哮喘组 16(26.67)29(48.33)15(25.00) 29(48.33)31(51.67)
对照组 7(11.67)33(55.00)20(33.33) 17(28.33)43(71.67)

χ2 7.038 5.076
P 0.029 0.027

表2  IL-17F
 

7488T/C位点基因型频率及等位

   基因频率[n(%),n=60]

位点
基因型

AA AG GG

等位基因

A G

哮喘组 44(73.33)15(25.00) 1(1.67) 50(83.33)10(16.67)
对照组 30(50.00)28(46.67) 2(3.33) 40(66.67)20(33.33)

χ2 6.912 4.444
P 0.031 0.035

2.2 2组血清 TIgE、ECP水平比较 哮喘组血清

TIgE、ECP水平显著高于对照组,差异有统计学意义
(P<0.05),见表3。
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2.3 IL-17A-152G/A位点不同基因型间血清TIgE、
ECP比较 哮喘组IL-17A-152G/A位点不同基因型
血清TIgE比较,差异有统计学意义(P<0.05);AA
型基因血清TIgE显著高于 AG、GG型(P<0.05),
但血清ECP比较,差异无统计学意义(P>0.05);而
对照组不同基因型血清TIgE、ECP比较,差异均无统
计学意义(P>0.05)。见表4。
2.4 IL-17A-152G/A 位 点 不 同 等 位 基 因 间 血 清

TIgE、ECP比较 IL-17A-152G/A位点 A等位基因
携带患儿血清TIgE显著高于非 A等位基因携带患
儿,差异有统计学意义(P<0.05),其余组内比较差异
无统计学意义(P>0.05),见表5。

表3  2组血清TIgE、ECP水平比较(x±s,n=60)
组别 n TIgE(IU/mL) ECP(ng/mL)
哮喘组 60 297.48±227.10

 

64.12±48.33
 

对照组 60 63.15±40.48
 

41.27±18.01
 

t/t' 7.868 3.431
P 0.000 0.000

2.5 IL-17F
 

7488T/C位点不同基因型间血清TIgE、
ECP比较 IL-17F

 

7488T/C位点不同基因型间血清

TIgE、ECP比较,差异无统计学意义(P>0.05),见
表6。

表4  IL-17A-152G/A位点不同基因型间血清TIgE、ECP比较(x±s)

组别
不同基因型间血清TIgE(IU/mL)

AA AG GG

不同基因型间血清ECP(ng/mL)

AA AG GG

哮喘组 459.38±345.12 281.37±225.48 266.48±219.66 59.28±27.12 60.37±54.08 63.12±57.19
对照组 66.37±48.12 68.01±64.23 56.27±40.11 57.40±21.33 41.28±20.28 37.25±17.09
t/t' 2.961 4.638 7.292 0.162 1.806 1.920
P 0.007 0.000 0.001 0.872 0.076 0.063

表5  IL-17A-152G/A位点位点不同等位基因间血清TIgE、ECP比较(x±s)

组别
不同等位基因型间血清TIgE(IU/mL)

A等位基因 非A等位基因

不同等位基因型间血清ECP(ng/mL)

A等位基因 非A等位基因

哮喘组 331.27±320.85 266.37±230.48 62.87±40.65 66.29±53.28
对照组 67.45±61.33 56.37±40.22 43.87±30.12 55.87±41.89
t/t' 6.255 6.52 2.908 1.190
P 0.000 0.000 0.004 0.236

表6  IL-17F
 

7488T/C位点不同基因型间血清TIgE、ECP比较(x±s)

组别
不同基因型间血清TIgE(IU/mL)

AA AG GG

不同基因型间血清ECP(ng/mL)

AA AG GG

哮喘组 302.17±295.48 351.39±307.28 109.48±100.12 61.27±38.10 62.45±53.87 71.11±55.37
对照组 271.38±156.29 354.74±153.11 73.08±49.84 45.18±30.37 45.41±13.09 42.27±41.60
t/t' 0.713 0.075 0.596 1.931 1.885 2.528
P 0.476 0.939 0.657 0.057 0.066 0.239

表7  IL-17F
 

7488T/C位点不同等位基因间血清TIgE、ECP比较(x±s)

组别
不同等位基因型间血清TIgE(IU/mL)

C等位基因 非C等位基因

不同等位基因型间血清ECP(ng/mL)

C等位基因 非C等位基因

哮喘组 302.48±251.05 317.42±240.36 69.27±44.12 61.89±39.87
对照组 271.67±212.44 296.87±221.40 55.85±29.47 44.84±30.66
t/t' 0.726 0.487 1.959 0.881
P 0.468 0.627 0.052 0.379

2.6 IL-17F
 

7488T/C位点不同等位基因间血清

TIgE、ECP比较 哮喘组IL-17F
 

7488T/C位点不同
等位基因间血清TIgE、ECP水平与对照组比较差异
无统计学意义(P>0.05),见表7。
3 讨  论

  近年来,哮喘易感基因已成为临床研究热点。IL-
17基因多态性被证实与多种疾病相关,如张海森等[7]

报道,IL-17A
 

G-197A多态性与国内汉族人群骨关节

炎的 易 感 性 相 关,阳 性 位 点rs2275913 等 位 基 因

G/A、G/G是骨关节炎高风险因素,A/A则为低风险
因素。裴芳等[8]研究显示,IL-17A基因rs2275913位
点SNP可能与中国重庆地区汉族人群病毒性心肌炎
(VMC)有关,A等位基因是 VMC的易感基因。IL-
17A基因、IL-17F基因均位于6p12,长度分别为4

 

252
 

bp、7
 

815
 

bp。前者是极具潜力的与哮喘易感性
有关的候选基因,其SNP位点多位于非编码区,与后
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者不仅在结构上极为相似,在调控、信号通路上也非
常相似。既往有研究指出,IL-17A、IL-17F可形成同
源二聚体及异二聚体并发挥相应功能[9]。

本研究所分析的IL-17A-152G/A 位点、IL-17F
 

7488T/C位点分别为IL-17A基因启动子区域、第3
个外显子区。结果显示,哮喘组中IL-17A-152G/A
位点中AA型基因频数频率、A等位基因频数频率,
IL-17F

 

7488T/C位点中TT型基因频数频率、T等位
基因频数频率均显著高于对照组(P<0.05),提示变
异等位基因A携带患儿哮喘风险更高,尤其是突变纯
合子AA基因型,野生型TT纯合子与哮喘也有一定
关联性,有C等位基因患儿或具有更低的哮喘风险。
这与罗萨[10]的报道结论存在一定差异,其认为IL-
17A-152G/A位点基因多态性与哮喘无明显相关性,
基于研究在样本数量上的差异性,IL-17A-152G/A位
点基因多态性与哮喘的关系仍有待采集更大样本量、
设计更严谨的研究方案后进一步补充及完善。

TIgE则可与炎症细胞结合后释放多种生物活性
介质,引起支气管平滑肌收缩,增加黏液分泌及血管
通透性,引起炎症细胞浸润,最终并发一系列哮喘症
状[11-12]。而ECP作为单链碱性含糖蛋白质,主要由

EOS活化、中性粒细胞活化后释放,是具细胞毒性、纤
维化的多功能蛋白物质,在变态反应中发挥重要作
用,既往研究亦指出其可引起气道上皮细胞受损、脱
落基底膜及平滑肌增厚等多种病理生理改变,最终导
致气道反应性增高、支气管痉挛及肺功能受损[13-14]。
本研究显示,哮喘组患儿TIgE、ECP水平显著高于对
照组,进一步分析不同基因型患儿血清TIgE、ECP水
平,结果显示哮喘组IL-17A-152G/A位点 AA型基
因血清TIgE显著高于AG、GG型,但血清ECP比较
差异无统计学意义,提示IL-17A 基因突变纯合子-
152AA基因型或与血清TIgE升高有关,A等位基因
携带患儿血清TIgE升高更显著,这与曾艳[15]的报道
结论相似。同时,虽哮喘患儿在IL-17F

 

7488T/C位点
基因型分布、血清TIgE及ECP水平上与对照组比较差
异有显著性,但IL-17F

 

7488T/C位点不同基因型间血
清TIgE、ECP比较差异无统计学意义,提示IL-17F

 

7488T/C位点与血清TIgE、ECP无明显关联。
4 结  论

  综上所述,IL-17A-152G/A基因多态性与哮喘易
感性有关,变异等位基因A携带患儿哮喘风险更高,
尤其是突变纯合子AA基因型,野生型TT纯合子与
哮喘也有一定关联性,值得临床重视。但基于本研究
在样本数量上的局限性,部分基因型分布例数不足10
例,可能存在一定统计学误差。因此,IL-17基因多态
性与哮喘患儿血清TIgE、ECP的相关性仍有待扩大
样本量后深入探究。
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