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　　［摘要］　目的　探讨信号转导和转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）基因单核苷
酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）与重庆地区汉族儿童川崎病（ｋａｗａｓａｋｉｄｉｓｅａｓｅ，ＫＤ）易感性的关系。方法
　 用序列特异性引物聚合酶链反应（ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＳＳＰＰＣＲ）分析１３０例重庆地区汉
族川崎病患儿及１４７名健康儿童ＳＴＡＴ３基因内含子１１（ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ和ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ）的ＳＮＰ，统计学分析病例组与对照
组之间的差异。结果　 川崎病组ＳＴＡＴ３基因 ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ位点ＣＣ基因型频率（２３．８％）显著高于对照组（１０．２％），川
崎病组 ｒｓ２２９３１５２Ｃ等位基因分布频率（４５．４％）显著高于对照组（３４．０％，Ｐ＝０．００６，ＯＲ＝１．６１２，９５％ＣＩ：１．１４４～
２２７２）；而ＳＴＡＴ３ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点基因型及等位基因频率分布在川崎病组和对照组间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结论
　 重庆地区汉族儿童的ＳＴＡＴ３基因内含子１１中ｒｓ２２９３１５２位点多态性与川崎病易感性相关，携带ｒｓ２２９３１５２Ｃ等位基因
者比Ｇ等位基因携带者易罹患川崎病，而ＳＴＡＴ３ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点多态性与该地区儿童川崎病的易感性无显著相关性。
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　　川崎病（ｋａｗａｓａｋｉｄｉｓｅａｓｅ，ＫＤ）又称为皮肤黏膜淋
巴结综合征，是１９６４年由日本川崎富作医师首次报
道的一种全身血管炎综合征，临床上以不明原因发热

５ｄ以上，皮肤黏膜损害，双侧非化脓性结膜炎，肢端
硬肿，多形性红斑以及颈淋巴结非化脓性肿大为主要

表现。虽然经过医学家和免疫学家 ４０余年的研究，
但是其病因至今未明。近年来，在国内外相继有ＩＬ４、
ＩＬ１８、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ＩＬ１０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４０等基因的多态性
与ＫＤ的易感性和（或）冠状动脉损伤（ｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ
ｌｅｓｉｏｎｓ，ＣＡＬ）相关的报道［１－７］，提示基因因素在川崎

病的发生、发展中起到重要作用。现已知 ＳＴＡＴ３基因
内含子１１中ｒｓ２２９３１５２和内含子２３中 ｒｓ９５７９７０存在
ＳＮＰ。已有ＳＴＡＴ３（ｒｓ２２９３１５２）基因多态性与炎症性肠
病［８］、白塞病［９］、强直性脊柱炎［１０］等免疫相关性疾病

易感性相关的报道。过往的研究［１１］也表明同一个基

因多态性可引起共同的致病通路从而影响不同自身免

疫性疾病的发生。而目前国内有关 ＳＴＡＴ３基因多态
性与川崎病易感性的相关研究很少。本研究应用

ＳＳＰＰＣＲ检测ＳＴＡＴ３ｒｓ２２９３１５２和 ｒｓ９５７９７０两个位点
的基因型，拟揭示ＳＴＡＴ３基因多态性与川崎病易感性
的关系。

１　对象与方法

１．１　研究对象
　　依据日本ＫＤ诊断标准２００２修订版（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋａｗａｓａｋｉ
ｄｉｓｅａｓｅ．ｏｒｇ／ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）选取２０１１年２月至２０１２年
２月重庆医科大学附属儿童医院门诊随访及住院川崎病患儿
１３０例，男女比例为１．２∶１，年龄（２．１±１．２）岁。同时选取我
院门诊体检健康儿童１４７例，并除外自身免疫性疾病、过敏性
疾病、肿瘤病史及近期有发热感染病史，男女比例为１．１∶１，年
龄（４．６±２．７）岁。本研究经重庆医科大学附属儿童医院伦理
委员会批准，患儿及其家属知情同意。

１．２　研究方法
１．２．１　人基因组ＤＮＡ提取　　每例研究对象抽取２００μＬ外
周静脉血（ＥＤＴＡ抗凝），提取ＤＮＡ（天根公司，中国）并置－２０℃
保存备用。

１．２．２　ＳＳＰＰＣＲ引物设计及合成　　依据ＳＴＡＴ３在人基因库
中已知ＤＮＡ序列及 ｒｓ２２９３１５２和 ｒｓ９５７９７０位点的 ＳＮＰ设计序
列特异性引物，由上海英潍捷基公司合成 （表１）。
１．２．３　ＳＳＰＰＣＲ反应体系及条件　　ＰＣＲ体系总体积为
２５μＬ，包括１２．５μＬ２×ＰｏｗｅｒＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＢｉｏＴｅｋｅ，Ｃｈｉｎａ），

２μＬＤＮＡ，特异正向引物 Ｆ１（或 Ｆ２）０．５μＬ，内参正向引物
０．５μＬ，通用反向引物１μＬ，灭菌双蒸馏水８．５μＬ。在Ｍｙｃｙ
ｃｌｅｒ热循环仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）上完成以下反应：①ＳＴＡＴ３
ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ位点：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃
退火４０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，８个循环，９４℃变性３０ｓ，５０℃退
火３０ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，２５个循环，７２℃延伸 ５ｍｉｎ。②
ＳＴＡＴ３ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，
５１℃退火４０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。

表１　ＳＴＡＴ３基因ｒｓ２２９３１５２和ｒｓ９５７９７０位点序列特异性引物

位点 引物序列（５′→３′）
ＰＣＲ产物

长度（ｂｐ）

ｒｓ２２９３１５２特异正向引物１（Ｆ１）ＴＴＣＡＣＡＡＡＧＧＧＣＣＴＣＴＧＧＣＴＧＣＣ ２３４

特异正向引物２（Ｆ２）ＴＴＣＡＣＡＡＡＧＧＧＣＣＴＣＴＧＧＣＴＧＣＧ ２３４

内参正向引物 ＴＧＡＴＴＣＡＧＡＴＣＣＣＧＧＡＡＡＴＴＴＡＡＣ ３５６

通用反向引物 ＡＧＣＴＧＡＡＡＧＡＡＣＡＧＧＴＴＧＡＴＧＴＴＴＣ

ｒｓ９５７９７０ 特异正向引物１（Ｆ１）ＧＴＴＴＴＣＴＣＴＡＴＧＣＴＡＡＡＡＧＴＧＴＧＴＴＣＣ ２０６

特异正向引物２（Ｆ２）ＧＴＴＴＴＣＴＣＴＡＴＧＣＴＡＡＡＡＧＴＧＴＧＴＴＣＴ ２０６

内参正向引物 ＴＡＴＴＧＴＣＴＣＣＴＡＣＴＴＡＡＧＧＡＡＧＧＧＣ ２７７

通用反向引物 ＣＧＣＣＣＴＣＣＡＴＴＧＴＴＣＡＴＡＴＡＴＴＴＣ

１．２．４　ＳＳＰＰＣＲ反应产物电泳分析　　ＰＣＲ产物 ５μＬ经
１５％琼脂糖凝胶，０．５×ＴＡＥ缓冲液、稳压 １１０Ｖ，３５ｍｉｎ
电泳，在自动凝胶成像仪（ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙ，ＵＫ）观察记录电泳
结果。

１．２．５　ＳＳＰＰＣＲ反应产物测序分析　　已初步确定为杂合子
的ＤＮＡ样本２个位点分别选取３份，只用内参引物（Ｃ，Ｒ）
ＰＣＲ扩增后，产物送至上海生工生物公司进行 ＤＮＡ测序，以
验证ＳＳＰＰＣＲ方法的可靠性。

１．３　统计分析方法
　　所有 ＳＮＰｓ的遗传平衡应用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｙ遗传平衡定
律检测；两组人群各位点基因型及等位基因的频率应用直接计

数法，组间分布差异比较应用卡方检验，优势比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，
ＯＲ）评估相对危险度，计算９５％可信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，
ＣＩ）；Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．２进行单体型分析。以上统计应用ＳＰＳＳ１８．０
统计软件，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　基因型分析及产物测序结果分析
２．１．１　基因型分析　　各多态性位点同时做两管 ＰＣＲ，每管
含一序列特异性引物（Ｆ１或Ｆ２）及质控内参引物（Ｃ）。每一管
反应体系中质控引物均应扩增出产物，检验反应体系及条件

的正确性。若一样本同一位点 Ｆ１和 Ｆ２两种引物均能扩增出
产物，则表明其含有与两种序列特异引物相配对的碱基，为杂

合子；若只能扩增出１种，则样本视为其中１种纯合子（图１）。
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Ａ：ｒｓ２２９３１５２位点产物电泳结果　１：ｒｓ２２９３１５２ＣＧ基因型；
２：ｒｓ２２９３１５２ＣＣ基因型；３：ｒｓ２２９３１５２ＧＧ基因型；Ｍ：标准；
Ｂ：ｒｓ９５７９７０位点产物电泳结果　１：ｒｓ９５７９７０ＣＴ基因型；
２：ｒｓ９５７９７０ＣＣ基因型；３：ｒｓ９５７９７０ＴＴ基因型；Ｍ：标准

图１　ＳＴＡＴ３基因ＳＳＰＰＣＲ产物电泳结果

２．１．２　产物测序结果分析　　测序结果与 ＳＴＡＴ３基因 Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ已知序列完全一致，显示的基因型与ＳＳＰＰＣＲ结果一致，
说明本研究采用ＳＳＰＰＣＲ法检测ＳＴＡＴ３基因ＳＮＰ的结果可靠
（图２）。

!

"

Ａ：ｒｓ２２９３１５２位点ＣＧ杂合；Ｂ：ｒｓ９５７９７０ＣＴ杂合　↑：杂合位点
图２　ＳＴＡＴ３基因ＳＳＰＰＣＲ产物测序结果

２．２　遗传平衡检验
　　应用ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｙ遗传平衡定律检测川崎病组和对照
组ＳＴＡＴ３ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ和ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点的基因型频率，提
示达到遗传平衡（Ｐ＞０．０５），说明入选对象具有群体代表性。

２．３　基因型及等位基因频率分布分析
　　ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ位点的基因型及等位基因频率在川崎病组
和对照组之间分布差异有统计学意义，川崎病组ＣＣ基因型分
布频率（２３．８％）显著高于对照组（１０．２％，Ｐ＝０．００２，ＯＲ＝
２７５６，９５％ＣＩ为１．４１１～５．３８１）；川崎病组 ｒｓ２２９３１５２Ｃ等位

基因分布频率（４５．４％）显著高于对照组（３４．０％，Ｐ＝０．００６，
ＯＲ＝１６１２，９５％ＣＩ为１．１４４～２．２７２，表２）。ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点基
因型和等位基因频率组间分布无统计学差异（Ｐ＞０．０５，表３）。

表２　川崎病组和对照组ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ基因型和等位基因

频数分布［例（％）］

基因型 等位基因
组别 ｎ

ＣＣ ＣＧ＋ＧＧ Ｃ Ｇ
川崎病组 １３０ ３１（２３．８） ９９（７６．２） １１８（４５．４） １４２（５４．６）
对照组 １４７ １５（１０．２） １３２（８９．８） １００（３４．０） １９４（６６．０）

表３　川崎病组和对照组ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ基因型和等位基因

频数分布［例（％）］

基因型 等位基因
组别 ｎ

ＣＣ ＣＧ＋ＧＧ Ｃ Ｇ
川崎病组 １３０ ３０（２３．１） １００（７６．９） １３２（５０．８） １２８（４９．２）
对照组 １４７ ４０（２７．２） １０７（７２．８） １６０（５４．４） １３４（４５．６）

２．４　单体型分析
　　在 ＳＴＡＴ３中 ｒｓ２２９３１５２Ｃ／ｒｓ９５７９７０Ｔ单体型在川崎病组
（２１．６％）和对照组（１４．０％）间差异有统计学意义（Ｐ＝
００２０），在川崎病组中分布明显高于对照组（表４）。

表４　ＳＴＡＴ３（ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ、ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ）基因单体型

频率分布［例（％）］

单体型（ｒｓ２２９３１５２／ｒｓ９５７９７０）
组别 ｎ

Ｇ／Ｃ Ｇ／Ｔ Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ
川崎病组 １３０ ３６（２７．０） ３６（２７．６） ３１（２３．８） ２８（２１．６）
对照组 １４７ ５１（３４．５） ４６（３１．５） ２９（２０．０） ２１（１４．０）

χ２ ３．５９５ １．０１０ １．１７６ ５．４４１
Ｐ ０．０５８ ０．３１５ ０．２７８ ０．０２０

３　讨论

　　ＳＴＡＴ３由７５０～７９５个氨基酸组成，基因定位在
１２号染色体，是一类ＤＮＡ结合蛋白，在不同细胞和组
织中广泛表达［１２］。在细胞因子的刺激下，ＳＴＡＴ３发生
磷酸化，其中高度保守的ＳＲＣ同源区２（ＳＨ２）与受体上
活化的酪氨酸结合形成同源或者异源二聚体，从而进

入细胞核识别并结合特异ＤＮＡ片段调控基因的转录，
参与细胞生长分化、增殖凋亡等生理功能调节［１３］。

　　至今川崎病的发病机制仍是一个谜，但感染因素
所触发的急性炎症和免疫调节紊乱被认为是 ＫＤ发生
的关键。有研究［１４］表明：ＩＬ６通过与 ＩＬ６受体复合
物（ＩＬ６Ｒα／ｇｐ１３０）结合激活 ＳＴＡＴ３，从而诱导初始 Ｔ
淋巴细胞转化成Ｔｈ１７细胞，产生 ＩＬ１７等细胞因子，
参与各种急、慢性炎症反应。而本课题组前期［１５－１６］发

现在急性期ＫＤ患儿血清中 Ｔｈ１７和 ＩＬ６呈正相关升
高，同时 ＰＢＭＣ中 ＳＴＡＴ３和 ｐＳＴＡＴ３较正常儿童升
高。在ＫＤ患者中，同卵双胞胎同时患病的机会明显
大于异卵双胞胎，不同种族之间患病率不同；ＫＤ的父
母其后代ＫＤ发病率明显高于一般人群，并且 ＫＤ的
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发生具有家族聚集性［１７－１８］。以上均提示宿主遗传背

景与其对ＫＤ的易感性相关。而近年来也有大量的免
疫应答相关性基因被证实与 ＫＤ的易感性相关［１－７］。

这些研究发现都说明基因遗传因素在 ＫＤ的发病机制
中扮演重要角色。本研究结果也在重庆地区汉族儿童

人群中证实了 ＳＴＡＴ３基因多态性与川崎病易感性的
关系。

　　本研究的ＳＴＡＴ３基因 ｒｓ２２９３１５２Ｇ／Ｃ位点的 ＧＧ、
ＧＣ、ＣＣ基因型在重庆地区汉族儿童中分布频率分别
是４２．２％、４７．６％、１０．２％，这与 Ｓａｔｏ等［６］报道的日

本人群ｒｓ２２９３１５２Ｇ／Ｃ基因型（ＧＧ４２．０％、ＧＣ４９．５％、
ＣＣ８．５％）结果相近。ｒｓ２２９３１５２ＣＣ基因型在川崎病组
分布显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），ｒｓ２２９３１５２ＣＣ基因
型携带者罹患川崎病的概率为非 ＣＣ基因型携带者的
２．７５６倍。同时，在对ＳＴＡＴ３ｒｓ２２９３１５２Ｃ／Ｇ、ｒｓ９５７９７０Ｃ／
Ｔ进行单体型频率分析发现，川崎病组患儿
ｒｓ２２９３１５２Ｃ／ｒｓ９５７９７０Ｔ单体型频率显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。分析表明，ＳＴＡＴ３ｒｓ２２９３１５２Ｇ／Ｃ位点基
因多态性可能与川崎病的易感性相关，ｒｓ２２９３１５２Ｃ可
能是罹患川崎病的危险因素。而本研究对 ＳＴＡＴ３基
因ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点的基因型及等位基因在川崎病组
和对照组的分布频率分析中未发现统计学上显著差

异，提示ＳＴＡＴ３基因ｒｓ９５７９７０Ｃ／Ｔ位点多态性可能与
川崎病的易感性无关。对ＳＴＡＴ３基因ｒｓ２２９３１５２位点
多态性的检测，可有效预测 ＫＤ的高危人群，为采取
新型干预措施保护ＫＤ易感人群奠定基础。
　　综上所述，本研究在基因水平提示ＳＴＡＴ３与川崎
病的相关性。研究结果提示在重庆地区汉族儿童人群

中ＳＴＡＴ３基因内含子１１中 ｒｓ２２９３１５２位点多态性与
川崎病易感性相关，ＳＴＡＴ３ｒｓ２２９３１５２ＣＣ基因型携带
者比其他基因型患川崎病的可能性高；但 ＳＴＡＴ３基因
ｒｓ２２９３１５２多态性对ＳＴＡＴ３蛋白表达及功能的影响仍
需进一步的功能学试验检验，同时还需要检测 ＳＴＡＴ３
基因其他位点多态性的作用，亦需要多中心大样本的

研究资料，才能进一步揭示ＳＴＡＴ３基因多态性与川崎
病易感性的关系。
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