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  摘 要:目的 探讨自噬相关基因-5(ATG5)单核苷酸多态性与中国西南地区汉族人群肺结核发病风险的

相关性。方法 2014年1月至2016年2月,纳入四川大学华西医院的900例活动性肺结核患者(肺结核组)和

1
 

534例健康对照者(健康对照组)进行研究。采用新型多重酶连接反应基因分型技术对ATG5基因上的9个

单核 苷 酸 多 态 性 (SNP)位 点 (rs10484575、rs11754416、rs9486302、rs2284193、rs117827198、rs633724、

rs79454666、rs77441653、rs3804338)进行基因分型。比较9个SNP位点的等位基因频率、基因型及遗传模型分

布在肺结核组和健康对照组之间的差异,并采用Haploview
 

4.2软件进行连锁不平衡及单倍型分析。结果 肺

结核组与健康对照组ATG5基因rs10484575、rs11754416基因型频率差异有统计学意义(P=0.035、0.045),
rs10484575携带A等位基因的个体患肺结核的风险降低(OR=0.711,95%CI:0.546~0.926,P=0.011),
rs11754416携带A等位基因的个体患肺结核的风险降低(OR=0.717,95%CI:0.549~0.936,P=0.014)。遗

传模型分析 显 示,rs10484575、rs11754416加 性 和 显 性 模 型 与 肺 结 核 易 感 性 降 低 有 关。同 时,rs10484575、
rs11754416之间存在强连锁不平衡(r2>96%),两种单倍型模型分布差异有统计学意义(P=0.011、0.016)。
ATG5其余7个SNP位点在肺结核组和健康对照组中差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 ATG5的基因

SNP
 

rs10484575、rs11754416可能与中国西南地区汉族人群肺结核易感性有关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

autophagy
 

associated
 

gene-5
 

(ATG5)
 

single
 

nu-
cleotide

 

polymorphisms
 

and
 

the
 

risk
 

of
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

in
 

the
 

Han
 

population
 

in
 

Southwest
 

China.
Methods From

 

January
 

2014
 

to
 

February
 

2016,900
 

patients
 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

(tuberculosis
 

group)
 

and
 

1
 

534
 

healthy
 

controls
 

(healthy
 

control
 

group)
 

in
 

West
 

China
 

Hospital,Sichuan
 

University
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.Nine
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

(SNP)
 

loci
 

(rs10484575,rs11754416,rs9486302,

rs2284193,rs117827198,rs633724,rs79454666,rs77441653,rs3804338)
 

of
 

ATG5
 

gene
 

were
 

identified
 

by
  

a
 

no-
vel

 

multi-enzyme
 

binding
 

reaction
 

genotyping
 

technique.The
 

distribution
 

differences
 

of
 

allele
 

frequencies,gen-
otypes

 

and
 

genetic
 

models
 

of
 

the
 

9
 

SNP
 

loci
 

between
 

the
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

were
 

compared,and
 

Haploview
 

4.2
 

software
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

linkage
 

disequilibrium
 

and
 

haplo-
type.Results The

 

genotype
 

frequencies
 

of
 

ATG5
 

gene
 

rs10484575
 

and
 

rs11754416
 

in
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P=0.035,0.045),rs10484575
 

carrying
 

the
 

A
 

allele
 

had
 

a
 

reduced
 

risk
 

of
 

tuberculosis
 

(OR=0.711,95%CI:0.546-0.926,P=0.011),rs11754416
 

carrying
 

the
 

A
 

allele
 

had
 

a
 

reduced
 

risk
 

of
 

tuberculosis
 

(OR=0.717,95%CI:0.549-0.936,P=0.014).Genetic
 

model
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

additive
 

and
 

dominant
 

models
 

of
 

rs10484575
 

and
 

rs11754416
 

were
 

associated
 

with
 

re-
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duced
 

susceptibility
 

to
 

pulmonary
 

tuberculosis.At
 

the
 

same
 

time,rs10484575
 

and
 

rs11754416
 

had
 

strong
 

link-
age

 

disequilibrium
 

(r2
 

>
 

96%),and
 

the
 

distribution
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

haplotype
 

models
 

was
 

statisti-
cally

 

significant
 

(P=0.011,0.016).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

other
 

7
 

SNPS
 

of
 

ATG5
 

be-
tween

 

the
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P>0.05).Conclusion The
 

SNPS
 

rs10484575
 

and
 

rs11754416
 

of
 

ATG5
 

genes
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

susceptibility
 

of
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

in
 

the
 

Han
 

population
 

in
 

southwest
 

China.
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  结核病是严重影响公共卫生的重大传染病,是仅

次于新型冠状病毒的第二大“单一感染源”致死原因。
其中,肺结核占所有结核病的80%以上。结核分枝杆

菌是导致结核病的主要因素,感染结核分枝杆菌的人

数约占世界总人口的四分之一[1]。但是由于个体的

差异,只有5%~10%发展为活动性肺结核[2]。宿主

遗传因素在结核病易感性中起着重要作用[3]。宿主

遗传因素对结核病感染人群的免疫反应和表型变异

的贡献高达71%[4]。然而,结核分枝杆菌感染机体的

发病机制在很大程度上仍然未知,进一步研究结核病

感染的有关遗传因素,将有助于了解结核病的发病

机制。
自噬是一种细胞内保守的降解过程,在细胞的更

新、循环中起着核心作用,以维持细胞内营养物质和

能量的稳态[5]。有研究表明,自噬和自噬相关基因缺

失的小鼠更容易感染结核分枝杆菌[6-7]。参与自噬途

径的基因变异可能会影响宿主对结核分枝杆菌感染

的应答,这提示自噬相关基因多态性可能与结核病易

感性有关[8-9]。自噬相关基因-5(ATG5)主要参与自

噬小体的双层膜弯曲,对自噬的发生起决定性作用,
可调节自噬体的形成。然而,ATG5与肺结核易感性

相关研究较少。本研究采用病例对照设计对我国西

南地区汉族人群ATG5基因的9个单核苷酸多态性

(SNP)进行分型,以探讨ATG5基因多态性与结核病

的相关性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 随机纳入2014年1月至2016年2
月四川大学华西医院的900例活动性肺结核患者(肺
结核组)和1

 

534例健康对照者(健康对照组)进行研

究。健康对照组诊断与纳入标准:(1)未感染过结核

病;(2)痰涂片及结核分枝杆菌核酸检测等结果为阴

性;(3)体检结果为健康个体;(4)影像学检查结果显

示为正常;(5)中国西南地区汉族人群。肺结核组纳

入标准:(1)根据我国肺结核病诊断标准[10],具有结核

病的相关症状及临床表现,结核分枝杆菌病原学检查

(涂片抗酸杆菌检查、结核分枝杆菌培养、菌种鉴定及

药敏试验、结核分枝杆菌核酸检测)、病理学、影像学、
血清学、结核菌纯蛋白衍生物(PPD)试验、γ干扰素释

放试验等方法试验结果为阳性;(2)中国西南地区汉

族人群。排除标准:(1)其他呼吸系统疾病,如肺部感

染、支气管扩张、慢性阻塞性肺疾病、肺心病、肺癌等;
(2)其他感染性疾病,如艾滋病、支原体/衣原体感染、
肝炎病毒等;(3)自身免疫性疾病,如系统性红斑狼

疮、系统性血管炎等;(4)合并其他基础疾病;(5)使用

过免疫抑制剂或增强剂。本研究获得四川大学华西

医院临床试验与生物医学伦理专委会批准[审批号:
2014年审(198)号)],所有受试者均签署知情同意书,
自愿参与研究。本研究的所有数据均来自四川大学

华西医院检验科“结核病研究”生物库。
1.2 方法 采集受试者5

 

mL乙二胺四乙酸(ED-
TA)抗凝全血,血液标本均储存于生物资源库中。采

用滤柱法进行全血基因组DNA提取(Qiagen,德国),
并采用新型多重酶连接反应(iMLDR)基因分型技术

对 ATG5 基 因 的 9 个 SNP 位 点 (rs10484575、
rs11754416、rs9486302、rs2284193、rs117827198、rs633724、
rs79454666

 

、rs77441653、rs3804338)进行基因分型。实

验过程中以双蒸水为阴性对照,并对标本进行随机分

组。同时,对随机选取的10%的样品进行重复基因分

型,结果为符合率100%,确保基因分型准确。
1.3 统计学处理 采用SPSS24.0软件对所有数据

进行统计分析。符合正态分布的定量数据以x±s描

述,组间比较采用t检验;定性数据采用率或构成比

描述,组间比较采用χ2 检验。遗传平衡检验使用

Hardy-Weinberg平衡(HWE)检验。9个SNP与中

国西南地区肺结核易感性的关系分析使用PLINK
 

1.09软件完成,通过两组间SNP等位基因频率、基因

型、遗传模型(加性模型、显性模型、隐性模型)的比值

比(OR)及其95%置信区间(95%CI)来表示。所有

SNP间的连锁不平衡检验使用 Haploview
 

4.2软件,
单倍型分析使用D'置信区间法。检验标准α=0.05,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 
 

研 究 人 群 基 本 特 征 肺 结 核 组 男542例

(60.22%)、女358例(39.78%),平均年龄(42.5±
14.5)岁;健康对照组男821例(53.52%)、女713例

(46.48%),平均年龄(38.0±14.2)岁。肺结核组男

性比例高于健康对照组,平均年龄高于对照组,差异

均有统计学意义(P=0.001)。
2.2 

 

ATG5基因SNP分布情况 ATG5基因的9
个 SNP 满 足 Hardy-Weinberg 平 衡 (HWE-P >
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0.05),9个SNP位点的基本信息及分布情况见表1。
2.3 ATG5基因单核苷酸多态性与肺结核易感性的

关联分析 肺结核组和健康对照组等位基因分布,经
过 年 龄 和 性 别 校 正 后,ATG5 基 因 的 位 点

rs10484575、rs11754416等位基因和基因型频率分布

差异有统计学意义(P=0.011、0.035)。在3种遗传

模型中,对于rs10484575位点,在加性模型下显示与

肺结核相关,提示AA基因型携带者患肺结核的风险

降低;在显性模型下显示与肺结核相关,提示 AA+
GG基因型患肺结核的风险降低。对于rs11754416
位点,在加性模型下显示与结核病相关,提示 AA基

因型携带者患肺结核的风险降低;在显性模型下显示

与肺结核相关,提示 AA+GG基因型患肺结核的风

险降低。见表2、3。
表1  9个SNP基本信息及分布情况

SNP 突变类型 染色体位置
最小等位

基因频率
HWE-P

rs10484575 G>A 106631860 0.057 0.392

rs11754416 G>A 106641708 0.056 0.826

rs9486302 G>A 106642208 0.091 0.637

rs2284193 A>G 106642304 0.420 0.793

rs117827198 G>A 106706646 0.060 0.646

rs633724 G>A 106734040 0.453 1.000

rs79454666 G>A 106740289 0.023 0.257

rs77441653 G>A 106747591 0.051 1.000

rs3804338 G>A 106772773 0.135 0.058

表2  ATG5基因的9个SNP位点在肺结核组和健康对照组之间的等位基因和基因型分析

SNP位点 n
等位基因

“1” “2”
OR(95%CI) P

基因型

“11” “12” “22”
P

rs10484575
 

G>A 0.711(0.546~0.926) 0.011# 0.035

 肺结核组 900 83(4.61) 1
 

717(95.39) 2(0.22) 79(8.78) 819(91.00)

 健康对照组 1
 

531 195(6.31) 2
 

867(93.69) 8(0.52) 179(11.69) 1
 

344(87.79)

rs11754416
 

G>A 0.717(0.549~0.936) 0.014## 0.045

 肺结核组 900 81(4.5) 1
 

719(95.5) 2(0.22) 77(8.56) 821(91.22)

 健康对照组 1
 

532 189(6.17) 2
 

875(93.83) 6(0.39) 177(11.55) 1
 

349(88.05)

rs9486302
 

G>A 1.056(0.864~1.292) 0.593 0.350

 肺结核组 899 169(9.4) 1
 

629(90.6) 11(1.22) 147(16.35) 741(82.43)

 健康对照组 1
 

532 274(8.94) 2
 

790(91.06) 10(0.65) 254(16.58) 1
 

268(82.77)

rs2284193
 

A>G 1.01(0.898~1.137) 0.864 0.670

 肺结核组 897 757(42.20) 1
 

037(57.80) 150(16.72) 457(50.95) 290(32.33)

 健康对照组 1
 

533 1
 

286(41.94) 1
 

780(58.06) 267(17.42) 752(49.05) 514(33.53)

rs117827198
 

G>A 1.064(0.834~1.357) 0.620 0.270

 肺结核组 899 112(6.23) 1
 

686(93.77) 1(0.11) 110(12.24) 788(87.65)

 健康对照组 1
 

531 180(5.88) 2
 

882(94.12) 6(0.39) 168(10.97) 1
 

357(80.63)

rs633724
   

G>A 0.948(0.843~1.065) 0.368 0.410

 肺结核组 897 797(44.43) 997(55.57) 168(18.73) 461(51.39) 268(29.88)

 健康对照组 1
 

532 1
 

402(45.76) 1
 

662(54.24) 321(20.95) 760(49.61) 451(29.44)

rs79454666
 

G>A 0.738(0.491~1.109) 0.142 0.190

 肺结核组 899 34(1.89) 1
 

764(98.11) 0(0.00) 34(3.78) 865(96.22)

 健康对照组 1
 

532 78(2.55) 2
 

986(97.45) 2(0.13) 74(4.83) 1
 

456(95.04)

rs77441653
 

G>A 1.107(0.852~1.439) 0.447 0.750

 肺结核组 899 97(5.39) 150(4.90) 2(0.22) 93(10.34) 804(89.43)

 健康对照组 1
 

532 1
 

701(94.61) 2
 

912(95.04) 3(0.20) 144(9.40) 1
 

384(90.34)

rs3804338
 

G>A 1.047(0.884~1.241) 0.595 0.540

 肺结核组 897 248(13.82) 1
 

546(86.18) 18(2.00) 212(23.63) 667(74.36)

 健康对照组 1
 

532 407(13.28) 2
 

657(86.72) 36(2.35) 335(21.87) 1
 

161(75.78)

  注:“1”表示突变等位基因,“2”表示野生等位基因;“11”表示突变纯合子,“12”表示杂合子,“22”表示野生型纯合子;采用Logistic回归进行性

别、年龄校正后,#P=0.022,采用Logistic回归进行性别、年龄构成后,##P=0.025。

2.4 ATG5基因多态性的单倍型与肺结核易感性关

联性分析 用Haploview
 

4.2软件对ATG5基因上9
个SNP位点进行连锁不平衡分析,r2>80%视为强连

锁不平衡,其中rs10484575、rs11754416之间存在强

连锁 不 平 衡(r2>96%)。本 研 究 构 建 了 一 个 由

rs10484575和rs11754416组成的LD图(图1),2个
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SNP形成GG、AA
 

2种单倍型。构建的两种单倍型

模型分布差异有统计学意义(P<0.05)。形成的单倍

型GG个体患肺结核的风险增高(OR=1.407),形成

的单倍 型 AA 个 体 患 肺 结 核 的 风 险 降 低(OR=
0.720)。见表4。

表3  ATG5基因的9个SNP位点在肺结核组和健康对照组之间的遗传模型分析

SNP
加性模型

OR(95%CI) P

显性模型

OR(95%CI) P

隐性模型

OR(95%CI) P

rs10484575
  

G>A 0.714(0.549~0.928) 0.012 0.711(0.540~0.936) 0.015# 0.424(0.09~2.001) 0.279#

rs11754416
  

G>A 0.717(0.549~0.937) 0.015 0.709(0.537~0.936) 0.015# 0.566(0.114~2.812) 0.487##

rs9486302
   

G>A 1.056(0.864~1.291) 0.594 1.024(0.824~1.272) 0.830 1.885(0.798~4.457) 0.149

rs2284193
     

A>G 1.011(0.897~1.139) 0.862 1.056(0.886~1.258) 0.544 0.952(0.765~1.186) 0.661

rs117827198
 

G>A 1.064(0.833~1.360) 0.617 1.099(0.852~1.416) 0.468 0.283(0.034~2.355) 0.243

rs633724
   

G>A 0.947(0.842~1.066) 0.365 0.979(0.818~1.173) 0.819 0.869(0.707~1.07) 0.187

rs79454666
 

G>A 0.740(0.494~1.110) 0.146 0.753(0.498~1.138) 0.178 0 1.000

rs77441653
 

G>A 1.108(0.851~1.443) 0.445 1.112(0.847~1.461) 0.443 1.136(0.189~6.809) 0.890

rs3804338
 

G>A 1.046(0.885~1.236) 0.600 1.079(0.892~1.305) 0.433 0.851(0.48~1.508) 0.580

  注:显性模型采用Logistic回归进行性别校正后,#P=0.028,隐性模型采用Logistic回归进行性别、年龄校正后,#P=0.279,隐性模型采用

Logistic回归进行性别、年龄校正后,##P=0.432。

图1  ATG5基因上9个SNP之间连锁不平衡示意图

表4  rs10484575、rs11754416形成的单倍型与

  结核病的关系

单倍型 频率 OR(95%CI) P

GG 0.943 1.407(1.081~1.832) 0.011

AA 0.055 0.720(0.551~0.941) 0.016

3 讨  论

  自噬是一种细胞内分解代谢过程,有助于维持体

内平衡,并通过溶酶体降解过程去除病原体[11]。研究

表明,自噬是一种关键保护过程,可限制结核分枝杆

菌在宿主细胞中生长[12~13],自噬基因IRGM1多态性

与结核分枝杆菌的保护性机制有关[14-15]。既往研究

中,一些与自噬密切相关的基因(如 P2X7、VDR、
NOD2、TLR8)已被作为结核病患者的候选检测基

因[16]。在东南亚[17]、印度[18]受试者中发现自噬基因

CP2X7多态性与肺结核易感性密切相关。自噬与分

枝杆菌有复杂的相互作用:它既影响直接抗分枝杆菌

宿主防御机制,也影响分枝杆菌感染的炎症反应,在
清除结核分枝杆菌中起着关键作用[16]。因此自噬在

结核分枝杆菌感染中的作用值得关注。
自噬相关基因ATG5,在细胞自噬与凋亡的发生

和发展中起重要的调控作用,被称为细胞自噬和凋亡

的转换“开关”[19]。有研究证实,西南地区人群中,
PRDM1和ATG5基因间的SNP位点rs548234与原

发性肺结核有显著关联,在感染结核杆菌的小鼠模型

中,敲除
 

ATG5后小鼠存活不足
 

30
 

d,表明ATG5在

抵抗结核杆菌时发挥了关键保护效应[20]。另外也有

研究证明,miR-1958
 

通过作用于ATG5
 

的3'UTR
 

区

调节自噬,进而抑制结核杆菌的生长;相反,miR-1958
 

降低可增加
 

ATG5
 

表达,调节自噬活性,最终影响结

核杆菌的存活[21]。因此本研究推测ATG5基因多态

性可能与结核病易感性相关。本研究结果显示,位点

rs10484575(位于ATG5基因下游)的携带 A等位基

因的个体患肺结核的风险潜在性降低;在加性模型、
显性模型rs10484575的AA基因型对结核病易感性

显著 降 低。尽 管 采 用 了 不 同 的 分 析 方 法,但 在

rs10484575位点上观察到相似的统计学意义,表明

SNP
 

rs10484575可能是中国汉族西南地区肺结核感

染的一个易感位点。位点rs11754416位于ATG5基

因内含子上,SNP
 

rs11754416
 

A等位基因可能是肺

结核感染的保护因素,在加性模型、显性模型下显示

出AA基因型对结核病易感性显著降低。同时,2个

位点(rs10484575、rs11754416)之间存在强连锁不平

衡(r2>96%),构建的2种单倍型模型的分布差异均
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有统计学意义(P=0.011、0.016),形成的单倍型GG
个体患肺结核的风险增高(OR=1.407),形成的单倍

型AA个体患肺结核的风险降低(OR=0.720)。这

与单个SNP关联分析一致,为这2个SNP对肺结核

感染起保护作用提供了依据。
本研究的不足之处在于:纳入的对象样本量相对

较大,但纳入研究的人群仅限于中国西南地区汉族,
这可能会减少由群体混合引起的选择偏差,但也可能

在其他种族人群中得到不同的结果。另外,本研究仅

进行了ATG5基因上9个SNP位点与结核病易感性

的关联研究,未进一步进行基因与环境、基因与基因

之间相互作用的研究。
综上所述,本研究发现ATG5基因的rs10484575

携带 A 等 位 基 因 的 个 体 患 肺 结 核 的 风 险 降 低、
rs11754416携带A等位基因的个体患肺结核的风险

降低,其余7个位点在中国西南地区汉族人群中与肺

结核易 感 性 没 有 关 联 性。后 续 可 以 进 一 步 分 析

ATG5基因上多个位点突变对基因表达水平的影响,
并在其他人群中进一步研究该基因与肺结核易感性

之间的关系。
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