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摘 要
:

[ 目的 ] 探讨细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原
一 4 (

e y t o ot x i e
T l y m Ph

o e y t e a s s
oc ia t e d a n t i g e n 4 )基因第一

外显子 A/ G (49 )多态性与中国南方汉族人群 Gr Va es
’

病的关系
。

[方法」用 PC R一 RF LP 确定 C T L A一 基因第 1

外显子 49 位点基因型
,

分析广东地区汉族人 lG va e S ’

病患者 ( C D 组 ) 12 0 例及 123 名正常人 (对照组 )C T L A礴 基

因多态性
。

并把 GD 患者按性别
、

家族史
、
T R A b

、

突眼等分别分两亚组后分析 C T LA
一4 基因第 1外显子 A49 G 位

点基因型及等位基因的频率
。

【结果】c T LA
一 4 基因第 1外显子 49 位点 G 等位基因频率在 GD 组为 .0 704

,

对照

组为 .0 679
,

A 等位基因频率在 G D 组为 0 2 %
,

对照组为 0
.

32 1
,

基因型频率 G G 在 G D 组为 .0 4 83
,

对照组为

住科 7
,

AA 在 G D 组为 .0 0 89
,

对照组为 0
.

075
,

二组间均无统计学差异
,

p 值均 >0
一

05
。

在 G D 组
,

按性别
、

家族史
、

TRA b 及突眼进行分亚组后分析
,

c T LA
一 4 基因 A 49 G 位点的基因型

、

等位基因频率也没有表现出差异 (P 值均 >

a 05 )
。

I结论】C T LA一 基因第一外显子 A/ (G 4 9) 多态性可能不是中国南方汉族人 G ar ve
s ’

病的主要易感因素
。
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细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 基因型与中国南方人群 rG va e s ’

病的关系 6 5 5

rG va es
’

病 (G )D 是一种常见的器官特异性 自身

免疫性疾病
,

是自身免疫性甲状腺病之一
。

G D 病的

发病机制和病因未明
,

与大多数自身免疫性疾病一

样
,

易感性由遗传因素和环境因素共同决定的
。

尽

管已进行了大量的研究
,

G D 发病的遗传学机制至

今尚未阐明
。

近年来一些种族的研究发现
,

细胞毒

性 T 淋巴细胞相关抗原 4 ( C IT 汰一
4) 基因与 G D 的

发病有关联
,

认为可能是 G D 的易感基因 l1]
。

C T LA -

4 是一种跨膜蛋 白
,

表达于活化的 T 细胞表面
,

对 T

细胞的扩增起到抑制作用
,

保持免疫应答的平衡状

态
。

由于遗传异质性的存在
,

相同的等位基因在不

同的民族可能所起的作用不同
,

本研究旨在探讨

C T LA
一 4 基因与广东地区汉族人 GD 发病及临床表

现之间的关系
。

1 对象与方法

587骥434

74
内j246

内,,l门,目U222
j.l..盆

23098980

1
.

1 对 象

G D 组共有 12 0 例
,

收集于我院门诊及病房就

诊的无亲缘关系的 G D 患者
,

均为广东地区汉族

人
。

其中男 35 例
,

女 85 例
,

年龄 ( 36 石士 12
.

8 )岁
,

体

质量指数 ( b
o d y m a s s i n d e x ,

BM I ) ( 19
.

8 7士 2
.

8 3 ) kg/

m Z,

其中 31 例有 G D 家族史
,

36 例伴突眼
,

87 例

T RA b 阳性
。

G D 诊断根据临床有 甲亢表现及甲状

腺功能检测确诊
,

排除 l 型糖尿病
、

桥本甲状腺炎
、

系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病
。

正常对照组

(对照组 )共 12 3 例
,

均来自我院公开招募的健康志

愿者
,

均无 G D 及 1型糖尿病
、

桥本甲状腺炎
、

系统

性红斑狼疮等自身免疫性疾病家族史
,

彼此之间无

亲缘关系
,

男 46 例
,

女 77 例
,

年龄 ( 52 .4 士 13
.

6) 岁
,

BMI (21
.

45 上1
.

78 ) k岁澎
,

均无甲亢临床症状
,

甲状腺

功能检测正常
,

T R Ab 检测均为阴性
。

1
.

2 D N A 提取

取外周静脉血 4 mL
,

柠檬酸钠抗凝
,

用酚 /氯仿

法提取白细胞 DN A
。

1
.

3 C T L A一 基因第 1 外显子 49 位点基因多态

性检测

用 P CR一 R F廿 确定 C T L卜 4 基因第 1外显子

49 位点基因型
,

上游引物 5
`一 GC T C T A CTT C C T G A

AG A C C T 一 3
` ,

下 游 引 物 5
’ 一 A GT C T CA CCT A C C

竹 T G CA G一 3
` ,

引物由上海生物工程公司合成
。

P CR

反应体系包括基因组 DN A 3
.

o 林L
,

l o x
缓冲液 2

.

5

卜L
,

2 5 m m o ll L M g C 1
2 1

.

5 林 L
,

2 m m o UL d N T PO
.

5 林 L
,

2 0 林m o

讥 上游引物 0
.

6 卜L
,

2 0 p m o

讥下游引物 0
.

6

林L
,

7h g 酶 .2 O U
,

总体积 25
.

0 林L
。

经 94 ℃预变性 5

m i n 后再进人循环
,

94 ℃变性 3 0 。 ,

5 6℃退火 30 5 ,

7 2 ℃延伸 40
5 ,

共 35 个循环
,

末次循环后于 72 ℃延

伸 10 m in
,

最后 4 ℃保存
。

P C R 扩增产物的 B b o l 酶

切
: PC R 扩增产物 .8 0 林 L

,

去离子三蒸水 .4 5 林L,

l o x
缓冲液 1

.

5 林 L
,

限制性内切酶 召b: I (N E B 公司 ) 2

U
,

总体积 巧
.

0 林 L
。

37 ℃酶切 16 h
。

酶切产物用 6%

非变性聚丙烯酞胺凝胶进行电泳
,

硝酸银染色进行

基因型鉴定
。

1
.

4 基因型分析

分析 G D 患者按性别
、

家族史
、
T RA b 情况

、

有

无突眼等分组后 C TLA
一 4 基因 A 49 G位点基因型

、

等位基因频率等的特点
。

1
.

5 统计学方法

研究样本的群体代表性用 Hadr y 一W ie bn
e gr 平

衡检验确认
,

计量资料以均数土标准差表示
,

组间基

因型频率
、

等位基因频率的比较用丫检验
,

统计学

处理采用 SSP S 1 1
.

0 fo r W i n d o w s
软件

。

2 结 果

2
.

1 C T L A一 4 基因第 1 外显子 49 位点基因型

含 A 4 9G 位点的 P CR 扩增产物作琼脂糖电泳
,

扩增 片段长度为 16 2 b p
,

4 9 位点基因型为 G IG

时
,

16 2 b p 的 p C R 产物被消化为 8 8 b p 和 7 4 b p Z

个片断 ;而 49 位点为刀 A 时则不能被酶切
,

电泳后

只有 1条 16 2 b p 片断 ;若 49 位点为 AG/ 时
,

则有 3

条片断
,

分别是 7 4 b p
、

88 p 和 16 2 b p (见图 l )
。

并且

P CR 产物在 3 7 7 DN A S e q u e n e e
(A B l p R ISM玛仪上

M ar k e r 1 2 Mar ke r 3 4 5

8 8

74

图 1

F i g
,

1

C T L A一 基因扩增结果

P C R r e s ul t o f C T L A一 g e n e

l
,

2 : 16 2 b p P C R p拍 d u e t ,

3
,

4
,

5 : B bo l d i罗 s t e d ; 3 :

AA
,

4 : A G
,

5 : G G
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进行测序
,

检测的结果与 G en aB
n k 已知序列相符

。

根据实际观察值和期望值代人 H ar d y 一Wie bn er g 平
.

衡公式进行检验

户艺
(期望值一观察值 )

“

期望值

正常对照组犷
二 .0 4 85

,

尸 >0
.

25
,

G D 组犷
= .0 239

,

尸 >0 .5
,

p 值均大于 .0 05
,

说明基因型实际频数与期

望频数的差异没有统计学意义
,

三个基因型其分布

符合 H a dr y一 W ie bn
e gr 遗传平衡

。

2
.

2 C T L A一 基因 A 4 9G 位点基因型及等位基因

频率

正常对照组与 G D 病组 C T I
J

A一 4 基因 A49 C 位

点基因型频率
、

等位基因频率及丫检验
,

结果见表

l 和表 2
0

x ,
检验结果显示

,

在正常对照组与 G D 组就

表 1 正常对照组与 G D 组 C TLA
一4 A 4 9G 基因型频率的比较

T ab le 1 hT
e

fer q u e n e ie s Of ht e g e n o yt 伴
5 i n e x o n

1
o
f th e C TLA

一4 A4 9G g e n e in G D 『 o u p an d e o n

tIDI 脚
u p

G功 u P

C
o n

加1 1 2 3

1 20

1 1 ( 0
.

0 8 9 )

9 (0
.

07 5 )

57 ( 0
.

4 63 )

53 ( 0
.

44 2 )

55 (0
.

科7 )

5 8 (0
.

4 83 )
0

.

38 8 0
.

82 3

表 2 正常对照组与 G D 组 C T IA
一 4 A 4 9 G 等位基因频率的比较

Tab l e 2 hT
e

fer q u e n e ie s o f ht e
all

e
l
e s o

f ht
e

A/ G p o ly m o rp h i
s m in e x o n 1 o

f th
e

Cl l
J

A神 g e n e i n G D
sor

u p a n
d

e o n

加 1脚
u p

G or u P

C o n

trD I

O R ( 95% C I )

12 3

1 2 0

7 9 (0
,

32 1 )

7 1 ( 0 2 96 )

16 7 (0
.

67 9 )

1 69 ( 0
.

704 )

0
.

36 5 0
.

54 6 1
.

12 6 (0
.

766
,

1
.

6 55 )

O R : od ds ar Uo ; C l : co inf d e n t ial in t e Vr al

C T LA 一4 A /G ` 的基因型和等位基因频率进行比较

时
,

尸值均大于 .0 05
,

差异无统计学意义
。

且两组之

间携带 G拍等位基因的优势比的 95 %置信区间为

(0
.

7 6 6
,

1
.

6 5 5 )
,

接受零假设
,

总体优势 比为 l
,

进一

步说明两组之间无统计学差异
。

提示 俨 等位基因

在所研究群体的 G D 发病中并不起主要决定性的

作用
,

不是发病所必需的易感基因
。

2
.

3 G D 按性别分组后 C T L A 一4 基因型

G D 按性别分组后 C TLA 一 基因 A49 G 位点基

因型
、

等位基因频率及无统计学检验
,

结果见表

3
。

在 G D 患者中
,

进行组内对照
,

比较不同性别

表 3 G D按性别分组后 C T LA一基因外显子 I A49 G 位点基因型及等位基因频率

T
a b le 3 hT

e

fer q u e n e
i
e s of ht e g e n o ty P e s a n d all

e l e s in e x o n
l

o f ht e C TL A一 4 A 4 9G g e n e
i
n GD g功 u

那d by sex

eG
n o ty ep

s ’ )

A A A C C C

A U e le s

. . . . . . . . . . . . . . . .

A Z ) 户

M al e

F
e m al

e

l ( 0
.

029 )

8 ( 0
.

0 94 )

13 (0
.

37 1 )

4 0 (0
.

47 1 )

2 1 ( 0
.

6X() )

37 ( 0
.

4 35 )

1 5 (0
.

2 14 )

5 6 ( 0
.

32 9 )

55 (0
.

786 )

1 14 (0
.

67 1 )

5
ōj2口只

1 )
尹

扩
二 3

.

6 0 9
,

尸任0
.

16 5 ; 2 )户3
.

2 80
,

凡 0 07

C TL A一4 基因 A49 G位点基因型
、

等位基因频率了

检验结果显示 尸值均大于 .0 05
,

无统计学差异
。

组

内比较进一步说明 G D 发病与等位基因 G 49 在所研

究的群体中不存在性别关联
。

.2 4 G D 按家族史分组后 C T L A闷 基因型

GD 按家族史分组后 C T L A 一 4 基 因 外显 子

I A49 G 位点基因型及等位基因的比较及犷检验
,

结

果见表 4
。

在 G D 患者中按家族史分组后
,

比较 C TLA
一 4

基因 A 49 G 位点基因型
、

等位基因频率扩 检验结果

显示 尸值均大于 .0 05
,

无统计学差异
。

.2 5 G D 按 T R A b 分组后 C T L A 一4 基因型

G D 按 T R A b 分组后 C TLA
一 4 基因外显子 1

4A 9G 位点基因型及等位基因的比较及犷检验
,

结

果见表 5
。

G D 患者按 TR Ab 的检测结果进行分组
,

比较 C T L A一4 基因 A 49 G 位点基因型
、

等位基因的

频率扩检验结果显示 尸值均大于 .0 05
,

无统计学

差异
。

说明 T RA b 阳性组未携带更多的易感基因
。
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表 4

T a
b l

e 4 T h
e

fer q u e n e ie s o
f t h e g e n o士y p e s a n

d all
e
l
e s

I n e X O n 1 o f th e
C T LA

一 4 A 4 9G g e n e in G D g r o u P e
d b y fa m il ial h is t o叮

F a m ili
a
l h i

s t o yr

—
A A

G e n o ry p e s ’ ) A ll
e
l
e s Z)

AG G G A G

Y e s
( 89 )

N 。
( 3 1 )

l ) 户 1
.

1 6 3
,

凡0 4 4 6 :

8 ( O刀 90 )

l ( O
,

0 32 )

4 0 (0
.

4 4 9 )

1 3 (0 4 1 9 )

4 1 (0
,

4 6 1 )

17 (0
.

5 4 8 )

5 6 ( 0 3 15 )

1 5 ( 0
.

2 4 2 )

1 2 2 ( 0
.

6 8 5 )

4 7 ( 0
.

7 58 )

2 )广 1
.

19 7
,

凡0 2 7 4

2
.

6 G D 按有无突眼分组后 C T L A 一4 基因型

GD 按有无突眼分组后 C T LA 一 4 基因外显子 1

A 4 9G 位点基因型及等位基因的比较及 x Z

检验
,

结

果见表 6
。

为了明确突眼的患者是否携带更多的

G刃 等位基因
,

以患 G D 但不伴有突眼作为对照
,

比

较 C T LA
一 4 基 因 A49 G 位点基因型

、

等位基因的频

率
,

才检验结果显示 尸值均大于 .0 05
,

无统计学差

异
。

说明在所研究的群体中
,

GD 伴有突眼的患者和

G D 不伴有突眼的患者等位基因的携带水平并不存

在统计差异
。

表 5 G D 按 T RA b 分组后 C T LA
一 4 基因 A49 G 位点基因型及等位基因频率的比较

T a
b l

e 5 Th
e fr e q u e n e i e s o

f t h
e g e n o t y p e s a n

d
a
ll

e
l
e s in e x o n 1 o f th e

C T L A一4 A 4 9G g e n e in G D脚
u p e

d b y RT A b

诀
n o t y p e s l ) A ll

e
l
e s Z )

T R A b

AA AG GG A G

N
e g a t iV e

P
o s i ti v e

1 ) 万笼 0石 74
,

(33 )

( 87 )

3 ( 0 0 9 1 )

6 ( 0 0 69 )

16 ( O
,

4 8 5 )

37 ( 0
.

4 2 5 )

14 ( 0
.

4 2 4 )

44 ( 0
.

5 0 6 )

2 2 (0 3 3 3 )

4 9 (0 2 82 )

科 ( 0
.

667 )

1 2 5 (0
.

7 1 8 )

凡O刀14 ; 2 ) 广0石06
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凡0 4 3 6

表 6 GD 组按突眼分组后 C T LA
一4 基因 A49 G 位点基因型及等位基因频率的比较
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3 讨 论

3
.

1 C T L A 一 4 基因第 1 外显子 49 位点基因多态
I

性与 G D 的关系

GD 的发病率越来越高
,

它的发病与遗传
、

免疫

及环境因素有关
。

这方面研究较多的是 HLA 等位

基因
,

但随着研究的深入
,

发现 H-lA 等位基因与

G D 的相关性较弱冈
,

提示 G D 可能还同其他基因有

关
。

许多研究均证明
,

C T LA
一 4 基 因存在多态性

,

与

GD 等自身免疫性疾病密切相关
,

国内也有 G D 病

与 CT LA
一 4 基因多态性之间关系研究的报道

,

如王

巧宏等3l[ 分别在东
、

西部中国汉族人群中用病例对

照的方法研究发现 C r l…
J

A 一 4 基因多态性与 G D 有

关
,

但金迎等回为了确定位于染色体 2 q 3 1一 q 33 区的

C T LA一 4 基因是否是中国北方汉族人 G D 的主要易

感基因
。

采用家系连锁分析的方法进行研究
,

结果

显示染色体 2 q 3卜 q 33 区的 C T LA
一4 基因不存在与

中国北方汉族 G D 相连锁的基因位点
。

本研究则在

中国南方人群对 12 0 名 G D 病患者及 123 名正常

对照者用病例对照的方法研究发现 C T LA
一 4 基因

外显 子 l 区 G 等位基 因频率在 G D 患者 中为

.0 70 4
,

在正常对照组为 .0 679
,

A 等位基因频率在

G D 患者中为 .0 2%
,

在正常对照组为 .0 犯 1
,

基因型

频率 G G 在 rG va e S ’

病患者中为 0 .4 83
,

在正常对照

组为 0 4 47
,

A A 在 G ar ve S ’

病患者中为 .0 089
,

在正

常对照组为 .0 0 75
,

二组间均无统计学差异
,

尸值

均 > .0 05
。

这与国内东
、

西部中国汉族人群研究的结

果不同
,

提示 C T LA
一4 基因 1号外显子 A49 G 多态

性与广东汉族人 (中国南方人群 ) G D 无明显关联
。

3
.

2 C T L A一 4 基因多态性与 G D 患者性别
、

家族

史
、

突眼等的关系
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由于 C D发病女性明显高于男性
,

oD nn
e r

等匀的

研究结果认为 G D 患者与正常对照的等位基因携带

水平有着明显的性别差异
,

P< .0 00 2
,

我国青岛的研究

也进行了性别的比较回
,

未发现统计学差异
。

我们在

G D 患者中
,

比较不同性别 C T LA 碎基因 A49 G 位点

基因型
、

等位基因频率
,

经犷检验结果显示 尸值均大

于 a 05
,

无统计学差异
,

说明 GD 发病与等位基因 G的

在所研究的群体中不存在性别关联
。

GD 的发病呈现明显的家族聚集现象
,

G D 家庭

成员患病率明显高于普通人群
,

同卵双胞患病率高达

6%0
。

我们所研究的群体
,

家族史阳性率为 25
.

8%
,

家

族聚集现象常提示疾病的遗传倾向明显
,

这种遗传因

素是否就是 C T LA 井 基因多态性所致抑或与其他基

因有关? 为了明确有家族史的患者所携带的 C T LA书

等位基因与无家族史的患者是否不同
,

在 G D 患者中

按家族史分组后
,

比较 c T LA 碎基因 A49 G 位点基因

型
、

等位基因频率
,

才检躺跨吉果显示 尸值均大于 .0 05
,

无统计学差异
。

家族史的比较说明本组 G D 患者中
,

有家族史的 G D 患者所携带的 C TL A碎 基因与无家

族史的 GD 患者比无明显差异
。

G D 是器官特异性的自身免疫性疾病
,

T R A b 是

人类特有的一种直接抗促甲状腺激素受体的自身抗

体
,

由 B 淋巴细胞产生的不均一性的多克隆抗体
。

免

疫指标的异常对疾病的诊断
、

预后均有重要的意义
。

我们所研究的群体
,

T R A b 阳性率为 72 .5%
,

为了明确

T R A b 阳性的患者所携带的等位基因与 T RA b 阴性

的患者是否不同
,

在 G D 患者中按 T RA b 的检测结果

进行分组
,

比较 C T L A一 基因 A49 c 位点基因型
、

等

位基因的频率
,

才检验结果显示 尸值均大于 .0 05
,

无

统计学差异
。

说明 T RA b 阳性组与 TR A b 阴性的患者

相比 C T LA书 基因 A 4 9G 位点基因型无明显差别
。

GD 患者中
,

约有 25 叹卜5洲拌有眼征
,

G D 患者突

眼的发生与遗传因素有一定关联
。

B ij a y es w a :

字
习
研

究了 27 8 例 G D 伴突眼
、

GD 无突眼及正常对照组人

群 C T LA 碎 基因 A 49 G位点基因型
、

等位基因的频率
,

发现 G D 伴突眼患者 C C
、

A C 基因型频率明显高于

G D 无突眼患者口毛习
.

01 2)
。

而且结果提示 G几 A G 基

因型频率与突眼严重程度明显相关
,

ATA (美国甲状

腺协会 )分级突眼度在 5巧 级
、

3礴级及 l一 级患者分

别与 O级 G D 患者比较其 O R 及 95 % CI 分别是 3
.

06

(1
.

5 4巧
.

0 8
,

p =0
.

0 0 1)
、
1

.

6 7 (1
.

0 1一0 7
,

p习
.

0 3 0) 及 1
.

4 9

.(0 8 1一.2 7 3挤闭
.

12句
。

在本研究中所选的突眼患者均表

现有 G D 的其它特征
,

并且同时排除了由于其它疾病

引起突眼的可能
,

在 120 例患者中有 36 例伴有突眼
,

占 3 .0既
。

为了明确本组 G D 伴突眼的患者是否携带

更多的 G 49 等位基因
,

以患 G D 但不伴有突眼作为对

照
,

比较 c T L A碑基因 A 49 G 位点基因型
、

荆立基因的

频率
,

经犷检验结果显示 尸值均大于 a 05
,

无统计学

差异
。

说明在所研究的群体中
,

G D 伴有突眼的患者和

GD 不伴有突眼的患者 C T LA 一等位基因的携带水平

并不存在统卜于差异
,

说明遗传异质性的存在
。

因此
,

本研究结果显示定位于染色体 Zq 31 月 33

区 C T L A一 基因可能不是中国广东地区汉族人 G D

的主要易感基因
,

同一基因在不同种族中所起的作用

可能有所不同
。

在 G D 组
,

按哇别
、

家族史
、

T R A b 及突

眼进行分组研究
,

CTLA 碎基因 A 49 G 位点基因型
、

等

位基因的频率也没有表现出差异
,

进一步说明

C T LA碎 基因第 1外显子 49 位点基因多态性可能不

是中国广东地区汉族人 rG va e S
病的主要易感基因

。
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