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  摘 要:目的 探讨Nrf2基因多态性与维吾尔族慢性阻塞性肺疾病发生、发展的关系。方法 选择203
例维吾尔族慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者作为病例组,另选取199例维吾尔族体检健康者作为对照组。采用

Sequenom-MassARRAY单核苷酸多态性技术对样本在 Nrf2基因启动子区域中的两个位点(rs35652124、
rs6721961)进行基因型鉴定,并分析不同基因型与COPD的相关性。结果 多因素Logistic回归分析结果显示

rs35652124(C/T)、rs6721961(G/T)位点的基因型和等位基因与COPD的关系差异均无统计学意义(P>0.05)。
结论 Nrf2启动子区域基因位点rs35652124、rs6721961单核苷酸多态性均与维吾尔族人群COPD不相关。
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  慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种可防、可治的

常见病[1]。我国COPD的疾病负担重,患病率呈逐年

上升趋势[2]。COPD病因和发病机制复杂,受环境和

遗传因素共同影响[3]。目前,研究结果表明COPD的

分子发病机制主要是气道炎性反应,且氧化应激可促

使炎性反应相关基因表达[4]。Nrf2的激活是机体抵

抗氧化应激的关键,它可调节多个抗氧化酶来保护细

胞免受氧化损伤[5]。近年来研究发现,Nrf2启动子区

域的多态性与COPD易感性有关,围绕 Nrf2遗传变

异的研究可能开辟未来治疗COPD的重要途径[6],然
而,关于Nrf2基因多态性与维吾尔族人群COPD的

相关性研究报道较少。本研究旨在评估Nrf2基因位

点rs35652124、rs6721961单核苷酸多态性(SNP)与
维吾尔族人群COPD易感性的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2017年9月至2019年9月在

新疆维吾尔自治区喀什地区第一人民医院接受治疗

的203例COPD患者作为病例组,COPD的诊断符合
《慢性阻塞性肺疾病诊断、治疗与预防全球倡议》
(GOLD)标准[1]。同期选择新疆维吾尔自治区喀什地

区第一人民医院199例维吾尔族体检健康者作为对

照组,均满足以下条件:(1)胸部CT检查结果显示无

器质性病变;(2)肺功能正常,第1秒用力呼气容积占

预计值百分比(FEV1%
 

Pred)>80%,吸入400
 

μg沙

丁胺醇30
 

min后第1秒用力呼气容积与用力肺活量

比(FEV1/FVC)>70%。所有研究对象均符合以下

标准:(1)排除与氧化应激有关的疾病,如支气管扩

张、肺结核、肺间质纤维化、结节病、支气管哮喘、糖尿

病、心脏病等;(2)排除有各系统肿瘤病史;(3)均为维

吾尔族,至少3代长期居住于喀什地区,各研究对象

之间无任何血缘关系,且无外族通婚史。本研究通过

新疆维吾尔自治区喀什地区第一人民医院伦理委员

会审核批准,所有研究对象均签署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 DNA提取 采集所有研究对象清晨空腹外

周静脉血,使用Greiner
 

基因组DNA提取试剂盒(德
国,Greiner)按 照 说 明 书 步 骤 从 全 血 标 本 中 提 取

DNA。
1.2.2 SNP选择 使用Sequenom公司Genotyping

 

Tools
 

及 MassARRAY
 

Assay
 

Design软件设计待测

SNP位点的PCR扩增引物及单碱基延伸引物,并送

至中国上海天昊生物技术有限公司进行PCR扩增,
引物序列见表1。
1.2.3 基因检测 采用多重PCR技术,在以下反应

条件下扩增所选位点的基因序列:94
 

℃预变性3
 

min,94
 

℃变性30
 

s,56
 

℃退火25
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,
循环40次,最后72

 

℃延伸3
 

min;然后将扩增产物用

虾碱性磷酸酶处理以除去反应中的dNTPs,再经过单

碱基延伸引物(约20
 

bp)扩增SNP位点及树脂纯化,
最后 采 用 Sequenom-MassARRAY

 

SNP 技 术 进 行

SNP分型检测[7]。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理及统计分析,采用 Hardy-Weinberg平衡定律

检验样本的群体代表性。呈正态分布、方差齐的计量

资料以x±s表示,组间比较采用t检验;计数资料以

例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验;采用多因

素Logistic回归分析法校正性别、年龄、体质量指数
(BMI)、吸烟指数(SI)等混杂因素,评估 Nrf2基因
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rs6721961、rs35652124位点 SNP与 COPD 的相关 性。以P<0.05为差异有统计学意义。

表1  Nrf2基因多态性位点引物序列

SNP基因位点 引物序列 熔解温度(℃)
  

Nrf2
 

rs35652124 上游引物:TTGGTGGGAAGAGGTTCTC 57.6
下游引物:AAGAGTTGTTTGCGAAGGTC

 

57.0
Nrf2

 

rs6721961 上游引物:GCTTTGGTGGGAAGAGGTT 59.1
下游引物:AGTTCGGACGCTTTGAAAC 57.9

2 结  果

2.1 Hardy-Weinberg平衡检验 分别对两组研究

对象中所检测到的Nrf2基因多态性位点(rs6721961、
rs35652124)的基因型分布频率进行

 

Hardy-Weinberg
平衡检验,结果显示这两个位点的基因分布均符合

Hardy-Weinberg
 

遗传平衡(P>0.05),具有群体代

表性。
2.2 病例组与对照组基线资料比较 病例组与对照

组在性别、BMI、吸烟、动物粉尘暴露方面比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。两组间年龄、SI、FEV1%Pred、
用力肺活量占预计值百分比(FVC%Pred)比较,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表2。
2.3 两组Nrf2基因多态位点的基因型及等位基因

分布频率比较 病例组与对照组rs6721961(G/T)、
rs35652124(C/T)的基因型和等位基因分布频率比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。

表2  两组的基线资料比较

组别 n
性别

[n(%)]
年龄

(x±s,岁)
BMI

(x±s,kg/m2)
吸烟

[n(%)]
SI>400
[n(%)]

动物粉尘暴露#

[n(%)]
FEV1%Pred
(x±s)

FVC%Pred
(x±s)

对照组 199 89(44.7) 55.4±11.1 25.3±4.2 28(14.1) 3(1.5) 72(36.2) 80.18±19.7 83.6±21.0
病例组 203 99(48.8) 65.0±9.2 25.6±4.8 32(15.8) 17(8.4) 78(38.4) 71.4±16.1 73.6±20.2
χ2/t 0.660 0.898 9.436 0.584 5.351 0.216 4.878 4.851
P 0.416 <0.001 0.560 0.634 0.021 0.642 <0.001 <0.001

  注:#鸽子;SI=每天吸烟支数×吸烟年数。

表3  两组Nrf2基因多态位点的基因型和等位基因分布频率比较[n(%)]

基因位点 n
rs35652124

CC TC TT C T

对照组 199 41(20.6) 111(55.8) 47(23.6) 193(48.5) 205(51.5)
病例组 203 40(19.7) 102(50.2) 61

 

(30.1) 182(44.8) 224(55.2)

χ2 - 0.053 0.937 - 1.085
OR(95%CI) - 0.942(0.565~1.571)1.330(0.746~2.372) - 1.159(0.878~1.529)

P - 0.819 0.333 - 0.298

基因位点 n
rs6721961

GG GT TT G T

对照组 199 105(52.8) 86(43.2) 8(4.0) 296(74.4) 102(25.6)
病例组 203 124

 

(61.1) 71(35.0) 8(3.9) 319(78.6) 87(21.4)

χ2 - 2.968 0.104 - 1.971
OR(95%CI) - 0.699(0.465~1.051)0.847(0.307~2.334) - 0.791(0.571~1.097)

P - 0.085 0.748 - 0.160

  注:-为无数据。

2.4 多因素Logistic回归分析 在校正性别、年龄、
吸烟等混杂因素后,结果显示rs35652124、rs6721961
位点的基因型和等位基因分布频率与COPD的关系

差异均无统计学意义(P>0.05),见表4。
表4  多因素Logistic回归分析

 

变量
rs35652124
OR(95%CI)

rs6721961
OR(95%CI)

β性别 0.871(0.554~1.369) 0.885(0.564~1.390)

β年龄 1.095(1.070~1.119)* 1.092(1.068~1.117)*

βBMI 1.019(0.969~1.071) 1.018(0.969~1.070)

βSI>400 5.974(1.583~22.548) 6.298(1.659~23.911)

续表4  多因素Logistic回归分析
 

变量
rs35652124
OR(95%CI)

rs6721961
OR(95%CI)

β动物粉尘暴露 1.096(0.694~1.730) 1.085(0.687~1.715)

βCC 1.311(0.729~2.357) -
βTC 1.697(0.880~3.273) -
βC 1.276(0.934~1.745) -
βGG - 0.902(0.568~1.433)

βGT - 1.330(0.420~4.207)

βG - 0.988(0.684~1.428)

  注:与对照组比较,*P<0.05;-为无数据。
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3 讨  论

  氧化应激损伤和抗氧化防御机制在COPD的发

生、发展中起着重要作用,Nrf2是维持肺组织增生和

存活最重要的抗氧化分子之一[8]。在氧化应激状态

下,位于细胞质的 Nrf2分子转移至细胞核内与抗氧

化反应元件(ARE)结合,促进抗氧化剂基因表达[9],
进而发挥稳定抗氧化作用。近年来研究发现,Nrf2

 

表

达下调可能是 COPD 发病的重要原因之一,激活

Nrf2表达可能是未来治疗COPD的重要途径[10]。
  SNP是人类遗传变异最常见的来源,当关键区域

突变时可能会影响基因功能。近年来,国内外已开展

多项关于 Nrf2启动子区域SNP与COPD易感性的

研究。例如,美国学者研究发现,Nrf2启动子区域的

rs6721961(C/C)与极低出生体质量(VLBW)新生儿

重度支气管肺发育不良(BPD)风险降低有关[11],而事

实上幼年时期肺发育不良是COPD的重要危险因素

之一[12]。此前,国内针对内蒙古地区蒙古族人群的研

究发现,rs6721961位点与 COPD 遗传易感性不相

关[13]。但周小果[14]的研究却发现,rs6721961(C/A)
的A等位基因频率是我国汉族COPD的危险因素。
此外,Nrf2启动子区域的rs35652124位点也显示出

与氧化应激性疾病风险的相关性,俄罗斯最近的一项

研究发现,rs35652124位点SNP是吸烟人群COPD
的危险因素,该位点 AA 基因型与 FEV1明显 相

关[15]。有趣的是,本研究证实Nrf2启动子区基因位

点rs35652124(C/T)、rs6721961(G/T)SNP与COPD
的关系差异无统计学意义(P>0.05)。本研究强调了

不同人群COPD易感性的遗传异质性。
  本研究是首次在维吾尔族人群中进行Nrf2基因

多态性与COPD相关性的研究,由于样本地理来源的

局限性,研究结果仅表明这两个基因位点在喀什地区

维吾尔族人群中存在差异。但由于本研究样本有限,
结果可能存在偏差。鉴于本研究得到的阴性结果,未
来的研究将增加样本量以充分了解更多的遗传异

质性。
  综上所述,本研究显示 Nrf2启动子区基因位点

rs35652124和rs6721961SNP与维吾尔族人群COPD
发病无关,表明遗传与环境等因素共同影响着COPD
的发生、发展,基因多态性与疾病的相关性因地域或

种族不同而存在一定差异,有待进一步深入研究。
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