
一 1820 一  重庆医科大学学报 2010年第35卷第12期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．12) 

基础研究 文章编号：0253—3626(2010)12—1820-05 

NRAMP1基因多态性与重庆市汉族人群肺结核易感 

相关性研究 

熊 宇 ，李 革 

(1．重庆市疾病预防控制中心传染病防制所，重庆 400040；2．重庆医科大学公共卫生学院流行病学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究(Natural—resistance—associatedmacrophageproteinl，NRAMP1)NRAMP1基因rs17235409A／G、rs17235416TGTG／ 

(一)位点多态性与重庆地区汉族人群肺结核易患性的关系。方法：采用病例对照研究。按肺结核诊断标准(GB 15987—1995)，在 

重庆市、重庆市沙坪坝区结核病防治所选取初治、肺结核痰涂片阳性的汉族肺结核确诊病例 100例；对照为同样诊断标准排 

除肺结核等疾病的汉族正常人，共 106例。用聚合酶链反应 一限制性片段长度多态性的方法对 NRAMPI基因rs17235409A／G、 

17235416TGTG／(一)进行基因分型，用检验分析这 2个位点多态性与结核病易患性的关系，数据分析利用 SAS8．2软件进行。 

结果：病例组中NRAMP1基因rs17235409 GG、GA+AA基冈型频率分别为67．00％、33．00％；对照组中分别为 87．34％、12．26％， 

组问分布差异有统计学意义， =12．694 8，P<0．05。具有 GA或(和)AA基因型的个体患肺结核的 OR为 3．523 5，OR95％Cl为 

1．762 3～7．044 9。rs17235416 TGTG／(一)多态性基因频率在病例和对照组问有显著性差异 =7．377 3，P<0．05)。拥有 TGTG／ 

(一)+TGTG(一)／(一)基因型的个体的OR值为2．340 2，OR95％CI为 1．267 0～4．322 2。结论：NRAMP1 rsl7235409A／G、NRAMP1 

17235416TGTG／(一)2个位点多态性均与重庆市汉族人群肺结核易患性相关 ，可能是重庆地区汉族人群肺结核易患性的影响 

素。NRAMP1rs17235409A等位基因、rs17235416 TGTG(一)等位基因可能足重庆市汉族人群肺结核发生的危险因素。 
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Study of the association between NRAMP1 polymorphisms and susceptibility to 

tuberculosis in Han nationality of Chongqing 

xIONG Yu．et al 

(Department ofInfectious Disease Prevention and Control，Chongqing Centerfor Disease Control and Prevention) 

【Abstrac1]Objective：To study the association between polymorphisms of rs17235409A／G、rs17235416TGTG／(一)in NRAMP1 gene and 

susc~eptibility to tuberculosis in Han nationality of Chongqing．Methods：The case—control study was adopted．According to the TB 

diagnosis standard (GB 15987—1995)，100 TB patients with positive result on sputum smear test were chosen from the tuberculosis 

hospita1 in Chongqing．1 06 healthy individuals without history of tuberculosis and other diseases were selected as controls．Genotyping of 

NRAMP1 rsl7235409A／G and rs17235416TGTG／(一)was done by PCR—RFLP．The calculation and analysis of the association between 

polymorphisms of the two sites and susceptibility to tuberculosis were performed by SAS 8．2．Results：The frequencies of NRAMP1 

rsl7235409 GG、GA+AA genotypes in cases were 67．00％ 、33．00％ ，which were 87．34％ 、12．26％ in controls，the difference between the 

(：ase and control had statistically significance =12．694 8，P<0．05)．NRAMPlrsl7235409 GA+AA genotypes had a significant 

increased risk oftuberculosis(OR=3．523 5，OR95％CI：1．762 3～7．044 9)compared to GG genotype．The frequencies ofNRAMP1rs 

17235416TGTG／(一)polymorphism had statistically significant difference between the case and control =7．377 3，P<0．05)， 

rs17235409 TGTG／(一)+ FGTG(一)，(一)genotypes had a significant increased risk oftuberculosis(OR=2．340 2，0R95％CI：1．267 0～ 

4．322 2)compared to TG3、G／TGTG genotype．Conclusion：The NRAMPI rs17235409A／G and rsl7235416TGTG／(一)polymorphisms 

were possibly associated with susceptible to tuberculosis in Han nationality ofChongqing．NRAMP1 rsl7235409A allele and 

rsl7235416TG⋯IG／(一)allele were possiblY the risk factors oftuberculosis in Han nationality ofChongqing． 
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肺结核病是由结核分枝杆菌引起的传染性疾病，它是单 

因素所致慢性疾病中死亡率最高的疾病。大范围流行病学调 

查显示，在感染结核分枝杆菌的人群中仅有 10％的人发病， 

提示个体因素在肺结核病的发病危险性上有着重要作用。 

动物实验发现鼠类 Nrampl基因对鼠类结核病发生 、发 

展有着一定的作用。而鼠Nramp1的人类同源性基因——人 

类自然抵抗相关巨噬细胞蛋白 1(Natural—resistance-associated 

macrophage protein1，NRAMP1)基因，与鼠 Nramp1有 88％的 

同源性，相关研究发现其多态现象可能与人类结核易患性相 

关。我国尚未在南方人群中开展 NRAMP1基因与肺结核易 

患性的研究。 

本研究以重庆市汉族人群为研究对象进行病例对照研究 ， 

利用聚合酶链反应 一限制性片段长度多态性的方法检测分析 

NRAMP1基因 rs17235409A／G、rs17235416TGTG／(一)多态现 

象与重庆市汉族人群肺结核易恩相关性关系。研究结果将进 

一 步阐明肺结核的发病机制，为发展可能的分子诊断、疾病 

预测模型及防治方法的研究奠定基础 ；也可为今后进一步深 

入的功能学研究提供基础资料。 

1 对象与方法 

1．1 对 象 

1．1．1 病例组 于2005年 12月 ～2006年 2月间，在重庆市 

结核病防治所和重庆市沙坪坝区结核病防治所收治患者中 

选择病例。根据既定的肺结核诊断和排除标准，选择确诊的、 

且均为初治的痰涂片阳性的汉族肺结核患者。 

1．1．2 对照组 于 2005年 12月 ～2006年 2月问，在重庆市 

九龙坡疾病预防控制中心、重庆市博爱医院以同样的肺结核 

诊断和排除标准收集汉族非肺结核人群为对照。 

1．1．3 肺结核诊断标准(GB 15987—1995)：①2次痰标本涂 

片镜检抗酸杆菌阳性或分离培养分支杆菌阳性；②胸部 x线 

摄片显示肺结核征象。 

1．1．4 排除标准 排除肺炎 、肺癌 、尘肺等具有结核相似病 

症者；排除HIV、EBV、肝炎病毒等感染及肿瘤患者；排除糖 

尿病、严重心 、肝、肾器质性病变者；排除长期使用激素、器官 

移植等免疫功能低下者。 

1．2 方法 

1．2．1 血液标本的采集 采集每个研究对象外周静脉血约 

5 ml，3．8％枸橼酸钠抗凝，一25℃保存。 

1．2．2 外周血 DNA的提取 以酚／氯仿抽提法提取 DNA。 

1．2．3 PCR反应 

1．2．3．1 引物 引物设计参照文献【1，21，用 Primer Premier5．0 

软件验证其合理胜后，由上海赛百盛生物公司完成引物合成。 

上游引物序列 5’一GCATCTCCC CAA 3TC ATG GT一3’，下游 

引物序列 5’一AAC TGT CCC ACT CTA TCC TG一3’。PCR产物 

长度 244 bp(如有 TGTG缺失为 240 bp)。 

1．2．3．2 PCR反应 采用 25 1体系 ，试剂用量及反应条件 

详见表 1、表 2。 

1．2．4 限制性内切酶图谱分析 rs17235409选择 ，4 。Ⅱ限 

制性内切酶，rs17235416选择 Fok I限制性内切酶。酶切反应 

体系总体积20 l，详细配置及反应条件见表3。 

1．2．5 统计分析 进行 Hardy—Weinberg平衡检验。满足平衡 

检验后 ，计算基因型及等位基因频率，并利用 SAS8．2统计软 

件进行检验。 

2 结 果 

2．1 一般情 况 

纳入研究的病例组研究对象 100例，其中男性 68例 ，女 

性32例，平均年龄39岁。对照组研究对象 106例，其中男性 

64例，女性42例，平均年龄37．4岁。 

病例组和对照组之间年龄、性别差异均无统计学意义， 

说明两组人群具有较好的可比性(表 4、5)。 

2．2 PCR扩增结果 

PCR扩增产物用 1．5％琼脂糖凝胶(溴化乙锭终浓度 0．5 

Ixg／m1)在 120 V电压下电泳 30 rain，以DNA Marker DL一2000 

表 1 PCR反应体系 

注：反应完成后将反应产物保存在 4 环境中 

表3 酶切反应体系 
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3 讨 论 

肺结核的发病是由遗传和环境因素共同作用的结果。结 

核杆菌侵入机体后引起的细胞免疫是人体主要的特异性免 

疫反应 ，它对肺结核的发病及预后都起着非常重要的作用。 

巨噬细胞作为细胞免疫的重要组成部分 ，在肺结核的发病中 

的作用不可忽视。 

人类 NRAMP1基因，定位于人染色体 2q35，能编码产生 

一 多向性膜蛋白，包含 550个氨基酸 、10～12个 TM区，与鼠 

Nrampl有 88％的同源性。NARMP1蛋白具有膜转运蛋白的 

特征，它位于静息巨噬细胞晚期胞腔内，在巨噬细胞吞噬病 

原体后转移到吞噬小体膜上_引。Nrampl蛋白可能作为一种新 

的转运体或通道参 Fe 、M 、Cu“、Mnz+的转运，泵出吞噬体 

内的二价阳离子，使巨噬细胞内电解质组成改变 ，从而对胞 

内的结核分枝杆菌复制产生影I1~]141。rs17235409A／G是位于 

NRAMP1基凶第 15外显子第543密码子上的错义变异，该 

变异能使蛋 白质羧基末端 的天冬氨酸改变为天冬酰胺。 

rs17235416TGTG／(一)位于 3’不翻泽区，是 NRAMP1基因第 

15外显子最后一个密码子下游的第 55个核苷酸处的TGTG 

存在或缺失变异15I。 

1998年，Bellamy等对西非冈比亚 410例痰涂片阳性的 

成人肺结核患者与 417例种族匹配的健康对照者的研究发 

现，NRAMP1 rs17235409、rsl7235416多态性与结核感染明显 

相关i61。2000年对加拿大 1987～1989年曾感染过结核的土 

著家庭的研究也发现，NRAMP1基因rs17235409A／G突变与 

结核感染明显相关 I。韩国人群中的研究也显示，rs17235416 

TGTG／(一)多态与韩国人群肺结核易患性相关，其杂合基因型 

可以使肺结核发生危险性明显增加㈣。在国内的研究中， 

NRAMP1基 因 rsl7235409AG、rs17235416TGTG／(一)基 因 型 

在北方汉族人群病例中分布频率显著高于对照组 ，提示 NRA 

MP1基因可能足中国汉族人群肺结核的易患基因 1。 

本研究发现 ：NRAMP1基因 rs17235409 GA和(或 )AA 

基因型在病例组中频率高于对照组，A等位基因频率在病例 

组中明显高于对照组；rs17235416 TGTG缺失咆括 TGTG／(一)、 

TGTG(一)／(一)2种基因型1等位基因在肺结核患者人群中出 

现频率较高。研究结果显示 NRAMP1基因 rs17235409A／G、 

rs17235416TGTG／(一)多态与重庆市汉族人群肺结核易患性 

相关 ，NRAMPlrs17235409A等位基因、rsl7235416 TGTG(一) 

等位基因可能是重庆市汉族人群肺结核的危险因子。该结果 

与其它学者的研究结果具有一致性，表明NRAMPI基因的 

多态性改变没有明显的人群差异。本次研究结果还显示 ，重 

庆市汉族人群中rs1723541 6TGTG(一)等位基因频率为 0．1 57 7， 

白种人群中为 0．01，该等位基因频率明显高于白种人，这与 

我国北方汉族人群研究的结果一致121，Bellamy等I I和 Ryu等㈣ 

在冈比亚人和朝鲜人的研究也得到类似结论 ，这可能解释为 

什么黄种人比白种人更易患肺结核。 

本次研究是第一次在重庆市人群巾开展的关于NRAMP1 

基因与肺结核易感相关性研究 ，为更全面深入了解 NRAMP1 

基因与肺结核相关的关系，可以扩大样本量进行研究 、多设 

采样点以选择更具代表性的研究对象。本次研究的2个位点 

均位于外显子区，研究结果发现其多态性与肺结核易患性相 

关 ，但这种相关性是来 自于位点多态性直接影nIh]NRAMPI 

基因功能，还是由于这些多态性位点与一些尚未发现的功能 

性多态现象存在连锁不平衡，解决这个问题还有待于我们更 

深入的研究。 
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