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ＩＬ１７基因启动子区单核苷酸多态性与儿童哮喘的关系

王　娟，周　娟，蔺丽慧，李　佳，彭　霞，李　莉

上海交通大学医学院附属上海市第一人民医院检验科，上海２０００８０

　　［摘要］　目的　探讨ＩＬ１７基因启动子区单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与儿童哮喘及患儿血清总ＩｇＥ水平之间的关系。
方法　提取２８７例哮喘患儿和２１７例健康儿童外周血基因组ＤＮＡ，采用ＰＣＲＬＤＲ技术检测了ＩＬ１７基因启动子区的４个
ＳＮＰｓ位点（ｒｓ４７１１９９８、ｒｓ８１９３０３６、ｒｓ３８１９０２４和ｒｓ２２７５９１３），与ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＩＬ１７基因序列（ＮＴ＿００７９５２．１５ＧＩ：２２４５１４６６８）比

较，分析其在两组儿童中的基因型及等位基因频率的分布，以及哮喘患儿血清总ＩｇＥ水平及其在不同基因型中的差异。

结果　两组ｒｓ４７１１９９８位点基因型分布差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３），哮喘组ＧＧ纯合子基因频率为９．６％，明显高于健康对照
儿童组（４．１％）；ｒｓ８１９３０３６、ｒｓ３８１９０２４、ｒｓ２２７５９１３三个ＳＮＰ位点的基因型分布在两组间差异无统计学意义。哮喘组血清总ＩｇＥ

水平在４个ＳＮＰ位点基因型间的分布差异均无统计学意义。结论　ＩＬ１７基因启动子区ＳＮＰｒｓ４７１１９９８可能是儿童哮喘易感
位点，其中ｒｓ４７１１９９８ＧＧ纯合子基因型与哮喘发病密切相关。
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　　过敏性哮喘是一种以呼吸道高反应性和慢性过
敏性炎症为主要特征并反复发作的呼吸道常见

病［１］。Ｔｈ细胞在过敏性哮喘中发挥着重要的免疫
调节作用，Ｔｈ２占优势的Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡是过敏性哮
喘发病的一个重要机制。近年来发现Ｔｈ１７细胞及

ＩＬ１７也与过敏性哮喘密切相关，研究认为ＩＬ１７可
能通过多种机制调节哮喘患者的肺部炎症和全身免

疫反应［２］。ＩＬ１７基因定位于人类染色体６ｐ１２．１［３］，
其单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点多位于非编码区，其中
位于基因启动子区域的ＳＮＰ位点可能引起基因转录
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活性改变，造成该基因的表达变化，最终导致机体的
反应差异，具有重要的生物学意义。但国内对于ＩＬ
１７基因多态性与过敏性哮喘的相关性研究鲜见报道。
本研究旨在通过分析ＩＬ１７基因启动子区中４个ＳＮＰ
位点在哮喘患儿与健康儿童的差异，探讨ＩＬ１７基因
启动子区ＳＮＰ与儿童哮喘及其血清总ＩｇＥ水平之间
的关系，以期寻找过敏性疾病的易感基因。

１　对象和方法

１．１　研究对象　哮喘患儿共２８７例，来自上海市新
华医院儿科哮喘专家门诊和上海市儿童医院，其中
男１７１例，女１１６例，年龄１～１２岁，平均（４±３）岁。
诊断符合２００６年全球哮喘防治创议委员会（Ｔｈｅ
ＧｌｏｂａｌＩｎｉｔｉａｔｉｖｅｆｏｒＡｓｔｈｍａ，ＧＩＮＡ）修订的儿童哮
喘诊断标准。健康儿童对照组来自上海市儿童医学
中心，共２１７例，其中男１１９例，女９８例，年龄１～１２
岁，平均（８±２）岁，经问卷调查明确患儿及直系亲属
中无哮喘或其他反复发作的过敏性疾病史。患儿和
监护人均知情同意，并签署知情同意书。采集外周
静脉血液标本，收集血清，－２０℃冻存，分别用于提
取ＤＮＡ和ＩｇＥ检测。

１．２　ＳＮＰ位点的选择　根据ＳｅａｔｔｌｅＳＮＰｓ网站（ｈｔ
ｔｐ：／／ｐｇａ．ｍｂｔ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．ｅｄｕ／ｅｄｕｃａｔｉｏｎ．ｈｔｍｌ）已
报道的中国人群ＩＬ１７基因ＳＮＰ位点，共有１１个候
选 ＳＮＰ 位点，其中 ４ 个 ＳＮＰ 位点 （ｒｓ４７１１９９８、

ｒｓ８１９３０３６、ｒｓ３８１９０２４和ｒｓ２２７５９１３）位于ＩＬ１７启动
子区，位置分别为－８３２、－６９２、－３９９、－１５２（以ＩＬ
１７ｍＲＮＡ起始位置为０），选取这４个ＳＮＰ位点进
行基因分型。

１．３　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＩＬ１７基因序

列设计ＩＬ１７启动子区ＰＣＲ引物各一对。序列为：

ｒｓ４７１１９９８上游引物５′ＣＣＣＣＣＧ ＡＧＴＴＡＧ ＣＡＴ

ＧＴＡＧＡ３′，下游引物５′ＣＡＴＧＡＴＧＧＧＧＧＡＡＡＧ

ＡＧＡＧＡ３′；ｒｓ８１９３０３６上游引物５′ＣＣＴＴＣＴＣＴＣ

ＴＴＴＣＣＣＣＣＡＴＣ３′，下游引物５′ＴＧＴＴＡＡ ＡＧＧ

ＣＡＴＧＴＴＣＣＡＡＣＣ３′；ｒｓ３８１９０２４上游引物５′ＴＧＡ

ＧＣＡＧＡＧＴＡＧＡＴＡ ＴＴＣＡＡＣＡＡＡＡ３′，下游引

物５′ＴＴＴＡＡＴＧＧＴＴＣＡＴＧＡＧＧＡＡＧＡＡＡ３′；

ｒｓ２２７５９１３上游引物５′ＧＣＡ ＧＣＴＣＴＧＣＴＣＡＧＣ

ＴＴＣＴＡＡ３′，下游引物５′ＧＧＧＣＴＴＴＴＣＴＣＣＴＴＣ

ＴＧＴＧＧ３′。多重ＰＣＲ引物和ＬＤＲ探针由Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ生物公司合成。

１．４　基因组ＤＮＡ抽提　采集全血样本，基因组抽
提参照ＡｘｙＰｒｅｐ血基因组ＤＮＡ小量试剂盒［爱思
进生物技术（杭州）有限公司］说明书进行，所有

ＤＮＡ样本置于－２０℃保存。

１．５　目的基因ＳＮＰ检测　采用ＰＣＲＬＤＲ（ｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ，聚合酶链
反应高温连接酶检测反应）技术检测样本ＤＮＡ目的
序列。

　　ＰＣＲ反应体系２０μｌ，反应条件：９５℃预变性１５
ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５６℃退火９０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，

３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。将ＰＣＲ扩增产物加样
至３％琼脂糖凝胶电泳检测，观察效果，确定其作为
模板在ＬＤＲ反应中加入的量。

　　ＬＤＲ反应体系１０μｌ，反应条件：９５℃预变性２
ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５６℃退火２ｍｉｎ、７２℃延伸１ｍｉｎ，

３０个循环。取１μｌ产物于９５℃变性３ｍｉｎ后立即冰
水浴，然后用 ＡＢＩ３７７型ＤＮＡ测序仪（美国 ＡＢＩ公
司）测序分型，结果采用ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ软件分析（图１）。

图１　ＰＣＲＬＤＲ基因分型结果 （以Ａ／Ｇ为例）

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｂｙＰＣＲＬＤＲ（Ａ／Ｇ）

ＰＣＲＬＤＲ：Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

１．６　检测血清总ＩｇＥ　哮喘组和健康对照组血清总

ＩｇＥ浓度采用颗粒增强免疫散射比浊法，经全自动特
定蛋白分析仪（ＢＮⅡ型，Ｓｉｍｅｎｓ公司）检测。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析。样本的群体代表性经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡
检测确认；组间基因型分布和基因型组合均采用χ

２

检验分析。血清总ＩｇＥ水平组间比较采用Ｋｒｕｓｋａｌ
Ｗａｌｌｉｓ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　哮喘组和健康对照组ＩＬ１７基因型和等位基因
频率分布　实验过程中受试者的个别位点基因型检
测不出，不纳入分析。经χ

２检验，哮喘组和健康对照
组ＩＬ１７基因型启动子区各ＳＮＰ位点基因型及等位
基因频率分布符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律，表明其
基因频率已达到遗传平衡，具有群体代表性。由表１、
表２可见，哮喘组ｒｓ８１９３０３６、ｒｓ３８１９０２４、ｒｓ２２７５９１３基
因型及等位基因分布频率与对照组比较差异无统计
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学意义。两组间ｒｓ４７１１９９８位点等位基因频率无明显
差异，但基因型分布差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３），哮

喘组ＧＧ纯合子基因型频率（９．６％，２７／２８１）是健康对
照组（４．１％，９／２１７）的２．３倍。

表１　哮喘儿童组和健康儿童组ＩＬ１７单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）位点基因型分布

Ｔａｂ１　ＧｅｎｏｔｙｐｅｏｆＩＬ１７ＳＮＰｓｂｅｔｗｅｅｎａｓｔｈｍａｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｊｅｃｔｓ
（ｎ）

Ｇｒｏｕｐ
ｒｓ４７１１９９８

ＡＡ ＡＧ ＧＧ
ｒｓ８１９３０３６

ＣＣ ＣＴ ＴＴ
ｒｓ３８１９０２４

ＡＡ ＡＧ ＧＧ
ｒｓ２２７５９１３

ＡＡ ＡＧ ＧＧ
Ａｓｔｈｍａ １６８ ８６ ２７ １５６ １０３ ２５ ７０ １４７ ６３ ５９ １５１ ７１
Ｃｏｎｔｒｏｌ １２７ ８１ ９ １１４ ９０ １３ ５１ １０９ ５７ ５３ １１０ ５３
Ｐｖａｌｕｅ ０．０３ ０．３２ ０．６２ ０．６４

表２　哮喘儿童组和健康儿童组ＩＬ１７单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）位点等位基因频率分布比较

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＩＬ１７ＳＮＰｓｂｅｔｗｅｅｎａｓｔｈｍａｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｊｅｃｔｓ
（％）

Ｇｒｏｕｐ
ｒｓ４７１１９９８

Ａ Ｇ
ｒｓ８１９３０３６

Ｃ Ｔ
ｒｓ３８１９０２４

Ａ Ｇ
ｒｓ２２７５９１３

Ａ Ｇ
Ａｓｔｈｍａ ７５．９ ２４．１ ７３．８ ２７．２ ５１．２ ４８．８ ４７．９ ５２．１
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７７．２ ２２．８ ７３．３ ２６．７ ４８．６ ５１．４ ５０．０ ５０．０
Ｐｖａｌｕｅ ０．６４ ０．９４ ０．６９ ０．５４

２．２　ＩＬ１７基因型与哮喘组血清总ＩｇＥ水平的关
系　在２８７例患儿中共有２５７例能够检测到血清

ＩｇＥ水平，其余患儿因收集血清量偏低，未能检测到
其血清总ＩｇＥ浓度。经正态检验结果表明哮喘组血
清总ＩｇＥ水平不符合正态分布（Ｐ＜０．０５），故采用

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，结果显示哮喘组血清总ＩｇＥ
水平在ＩＬ１７基因４个位点基因型间差异均无统计
学意义（图２）。

图２　血清总ＩｇＥ水平在不同基因型人群中的分布
Ｆｉｇ２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｔｏｔａｌＩｇＥ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ａ：ｒｓ４７１１９９８，Ｐ＝０．７６；Ｂ：ｒｓ８１９３０３６，Ｐ＝０．９９；Ｃ：ｒｓ３８１９０２４，
Ｐ＝０．９０；Ｄ：ｒｓ２２７５９１３，Ｐ＝０．２２

３　讨　论

　　过敏性哮喘属于Ⅰ型变态反应性疾病，发病机
制与ＩｇＥ有关。当过敏原初次进入机体后，诱导Ｂ
细胞产生特异性ＩｇＥ抗体。ＩｇＥ与肥大细胞、嗜碱
粒细胞表面高度亲和力受体ＦｃεＲⅠ结合，使机体处
于致敏状态。当相同的抗原再次进入机体，多价抗
原与活化效应细胞表面相邻的ＩｇＥ结合，使膜ＦｃεＲ

Ⅰ受体发生交联，激活信号下传，触发肥大细胞和嗜
碱性粒细胞脱颗粒，释放及合成生物活性介质，从而
引起哮喘发作。大多数儿童哮喘都属于这一类型，
此外还有极少数属于内源性哮喘。ＩＬ１７是主要由

Ｔｈ１７细胞产生的促炎性细胞因子，通过与其受体

ＩＬ１７ＲＡ和ＩＬ１７ＲＣ结合促进ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、

ＧＭＣＳＦ与 ＧＣＳＦ等一系列细胞因子的产生［４］。
越来越多的研究发现并证实ＩＬ１７与哮喘关系密
切，如哮喘患者的血清、肺泡灌洗液可溶性细胞因子
检测和支气管活检免疫组化检测均表明ＩＬ１７蛋白
合成和（或）ＩＬ１７ｍＲＮＡ表达增加，这种升高状态
与患者呼吸道嗜酸性粒细胞数量以及气道高反应性

的严重程度相关［５］，研究者认为ＩＬ１７在促进过敏
性哮喘患者气道中性粒细胞募集过程中发挥重要作

用。因此，ＩＬ１７高表达是哮喘易发因素之一。

　　多基因扫描显示染色体组６ｐ区域基因与哮喘
及哮喘相关表型密切相关［６］。ＩＬ１７基因位于染色

体６ｐ１２．１［３］，已有报道ＩＬ１７基因多态性位点与哮

喘有关，可能是哮喘易感性的候选基因［７８］。据此，
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ＩＬ１７基因变异与过敏反应的相关性引起关注。有
研究表明ＩＬ１７ＳＮＰｒｓ２２７５９１３Ａ－１５２Ｇ变异与日
本人溃疡性结肠炎和白种人类风湿性关节炎［９］发生

率密切相关外，ＩＬ１７基因启动子区多态性与儿童哮
喘发病的相关研究不断有报道。如，Ｃｈｅｎ等［７］报道

ＩＬ１７基因ｒｓ２２７５９１３－１５２Ａ＞Ｇ与儿童哮喘发生
率相关；Ｗａｎｇ等［８］研究认为ｒｓ８１９３０３６－６９２Ｃ＞Ｔ
而非ｒｓ２２７５９１３Ａ－１５２Ｇ与儿童哮喘相关。ＳＮＰ
ｒｓ４７１１９９８位于ＩＬ１７ｍＲＮＡ起始位点上游－８３２
碱基处（Ａ－８３２Ｇ）［３］，目前尚未发现该位点与哮喘
发病率之间具有相关性。

　　人类认识和研究过敏反应已有１００多年的历
史，目前认为过敏性疾病是一类受多基因遗传和环
境因素影响的免疫性疾病。大量的致力于解释“过
敏体质”本质的研究均集中在探寻过敏反应的易感
基因。如有学者发现ＦｃεＲⅠα近端启动子区两个重
要的 ＳＮＰ 位点 －６６Ｔ＞Ｃ（ｒｓ２２５１７４６）和 －３１５
Ｃ＞Ｔ（ｒｓ２４２７８２７）的基因变异与过敏性疾病或血清
中总ＩｇＥ水平相关［１０１１］。－３１５Ｃ＞Ｔ基因变异产生
新的转录因子结合基序，能够促进ＦｃεＲⅠα转录激
活，并且与血清总ＩｇＥ水平密切相关，证实了ＦｃεＲ
Ⅰ表达水平对ＩｇＥ表达的调节作用。本课题组也发
现位于 ＦｃεＲⅠα 外显子 １Ａ 上游启动子区的

ｒｓ２４２７８２７基因突变与特应性皮炎的发生密切相关，

ｒｓ２４２７８２７低频等位基因Ａ增加特应性皮炎发生的
风险［１２］。

　　为深入探寻过敏的遗传易感基因，结合ＩＬ１７
与过敏性疾病的密切关系，本实验分析了ＩＬ１７基
因多态性与儿童哮喘的相关性。结果发现ＩＬ１７基
因ＳＮＰ位点ｒｓ４７１１９９８Ａ／Ｇ与儿童哮喘密切相关，
哮喘组ＧＧ纯合子的频率明显高于健康对照组；同
时对儿童哮喘组基因型间血清总ＩｇＥ水平的比较分
析表明ＩＬ１７基因多态性与血清总ＩｇＥ水平无明显
相关。ｒｓ４７１１９９８Ａ－８３２Ｇ基因型在哮喘组和对照
组间的差异显著，哮喘组ＧＧ纯合子的频率是对照
组的２．３倍，但等位基因频率则在两组间无差别
（Ｐ＝０．６４），其可能原因是：（１）等位基因Ｇ为隐性，
基因型为 ＧＧ 时哮喘的发病率显著升高；（２）

ｒｓ４７１１９９８位点位于ＩＬ１７的启动子区，当该位点基
因型为由Ａ变异为 Ｇ后可能导致ＩＬ１７转录水平
的改变，进一步导致ＩＬ１７蛋白表达水平的变化从
而影响哮喘的发生发展。本研究发现哮喘发病与

ＩＬ１７基因ＳＮＰＡ－８３２Ｇ的关联与 Ｃｈｅｎ等［７］和

Ｗａｎｇ等［８］研究结果不同，其可能的原因是研究受
到样本代表的群体性及样本量的影响。

　　ＩｇＥ与其高亲和力受体ＦｃεＲⅠ结合是过敏性哮喘

发病机制中至关重要的环节，因此本次实验同时检测
了哮喘组患儿血清总ＩｇＥ水平，以期了解ＩＬ１７对

ＩｇＥ是否具有调节作用。结果未发现ＩＬ１７ＳＮＰ位点
其基因型与血清总ＩｇＥ水平之间的相关性，这与Ｃｈｅｎ
等［７］研究结果相一致，目前尚未见ＩＬ１７影响患者血
清总ＩｇＥ水平的报道。推测ＩＬ１７对过敏反应的调节
作用与其基因变异无关，或许是通过调节细胞因子的
表达从而间接调节过敏反应。本次研究结果再次佐
证了ＩＬ１７极可能是一个儿童哮喘的易感基因，但ＩＬ
１７基因在哮喘发病机制中的作用及其是否调节ＩＬ１７
表达水平有待进一步研究。
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