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重庆地区汉族人 PTPN22基因多态性与 Graves病的关联研究 

郑瑞芝，张素华，李 蓉，汪志红，汪茂荣，万小莉，梁 松 

(重庆医科大学附属第一医院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨重庆地区汉族人Graves病(GD)与蛋白酪氨酸磷酸酶非受体型22(PTPN22)基因外显子 14 C1858T多态性的 

相关性。方法：运用 PCR—RFLP技术分析 283例 GD患者和 218例正常人 PTPN22基因 1858位点基因型，计算并比较两组基因型 

和等位基因频率。结果：PTPN22基因 1858位点 CC、CT和Tr 3种基因型分布频率在 GD组和正常组分别为97．2％、2．8％、0和 

97．7％、2．3％、0(x：分别为0．139和0．002，P值分别为0．71和 0．96 o其基因型和等位基因频率两组相比无统计学意义，未检出纯 

合子 TT基因型，极少T等位基因。结论：PTPN22基因外显子 14 C1858T多态性与重庆地区汉族人群 GD的发生无相关性。 
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Study on the relationship between polymorphism of PTPN22 and Graves’ 

disease of Han nationality in Chongqing area 

ZHENG Rui-zhi et al 

(Department of Endocrinology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the relationship between the polymorphism of PTPN22 gene exon 14 C 1 858T and Graves’ 

disease (GD)in Han Group in Chongqing area．Methods：The PTPN22 gene C 1 858T alleles were typed by polymerase chain 

reaction based restriction fragment length polymorphism (PCR—RFLP)method in 283 GD patients and 218 normal subjects．The 

comparisons of genotype and allele frequencies were made between GD patients and norm al group．Results：Th e frequencies of 

CC、CT and Tr genotype in GD patients and norm al group were 97．2％，2．8％，0％ respectively，Th eir X were 0．139 and 0．002 

respectively，and P were 0．7 1 and 0．96 respectively．Th ere Was no significant difference of the genotypes and allele frequencies 

at position一1858 of PTPN22 in GD patients compared with those of norm al group，and there Was no Tr genotype and a few T 

alleles．Conclusion：Th ere is n
—

o correlation between the polymorphism of PTPN22 gene exonl4 C1858T and GD patients in 

Han nationality of Chongqing． 

【Key words】Graves’disease；Protein tyrosine phosphatase non—receptor22；Polymorphism 

Graves病(Graves’disease，GD)是一种常见的 

器官特异性 自身免疫性疾病 ，其病因复杂，是遗传 

和环境相互作用的结果。由于易感基因受种族和地 

理环境因素的影响，目前尚未发现一种特异性遗传 

学标志可以预测 GD的发生。有证据显示 ：PTPN22 

基因外显子 l4多态性(rs2 476 601，C1 858T)与GD 

相关，为 GD的易感基因i1】，但报道不一。本研究运用 

聚合酶链反应 一限制性 片段长度多态 性分析 

(PCR—RFLP)技术研究 PTPN22基因外显子 l4第 
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1 858位点 c／r的多态性，探讨是否为中国重庆地 

区汉族人 GD的易感基因。 

1 对象与方法 

1，1 研究对象 

GD组为重庆医科大学 附属第一医院 内分泌门诊于 

2005年 4月 ～2006年 12月就诊的无亲缘关系的 GD患者。 

其诊断依据为：(1)高代谢症候群的临床症状 ，(2)弥漫性甲 

状腺肿和(或)突眼体征，(3)血浆游离甲状腺素 (Fq'3、Fq'4) 

升高和(或)总甲状腺素(Tr3、Tr4)升高和超敏促甲状腺激素 

水平(uTSH)降低 ，(4)TRAb阳性，并排除其它原因引起的甲 

状腺功能亢进者。对照组为无血缘关系的同一所医院门诊的 

健康体检者。2组均为汉族。均排除其它 自身免疫性疾病和严 
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重心、肝、肾疾病。GD患者 283例，男88例，女 195例，平均 

年龄(39±13)岁(11～70岁)，病程 0～20年。其中初发甲亢 55 

例，TRAb阳性者41例(74．5％)，有家族史85例，有突眼体征 

者 156例。正常对照 218人，男 77人，女 141人 ，平均年龄 

(41±12)岁(15 58岁)。两组年龄，性别差异无统计学意义。 

1．2 实验 方法 

1I2 1 病史采集 研究方案经院伦理委员会批准，受试者签 

署书面的知情同意书。对所有研究对象按照统一制定的表格 

进行详细的病史询问及体格检查。 

1．2．2 生化指标的测定 对研究对象进行甲状腺功能测定 

(uTSH、m 、FT4和(或) rr3、 rr4)．初发 GD患者行 TRAb测 

定，全部 GD患者行 TgAb(甲状腺球蛋白抗体)和TPOAb(甲 

状腺过氧化物酶抗体)测定，除TRAb用放免法外，余均用化 

学发光法测定。 

1．2．3 PCR扩增反应及基因分型 

1．2．3．1 基因组 DNA的提取 取受试者 EDTA抗凝的外周 

血 1ml，经蛋白酶 K和 RNA酶消化，酚 一氯仿法抽提，无水 

乙醇沉淀，提取外周血白细胞基因组 DNA，紫外分光光度仪 

定量。 

1．2．3．2 PCR扩增反应 上游引物 ：5’一TCACCAGCTTCCT— 

CAACCAC一3’，下游弓l物 ：5’一ACTGATAATGTTGCTTCA一3’， 

引物由上海英俊公司合成。目的片段为 218bp。反应体 系 

25 l，包括：10 X PCR Buffer 2．5 l；MgCI2(25mmol／L)1．5 l； 

dNTP(2．5mmol／L)2．0 l；上 、下 游 引物 (20pmol／ 1)各 为 

0．4 l；DNA模板 1．5 l；Taq酶(5U／ 1)0．2 l；ddH20(双蒸 

水 )16．5 l。94℃预变性 5min，94℃变性 30s，58．5℃退 火 

30s，72℃延伸 30s，35个循环 ，最后 72℃延伸 5min，4℃保 

存。产物于 1％琼脂糖凝胶电泳检测。 

1 2．3 3 PCR产物进行基因分型 一RFLP方法 消化体系为 

15 l，限制性内切酶 凰ⅡI(百萃生物科技有限公司)0．4 l 

(4U)，Buffer 1．5 l，PCR产物 8 l，ddH2O 11．1 l，37℃温 

浴 16b。酶切产物于 2．5％琼脂糖凝胶电泳检测，EB染色进行 

基因型鉴定。 

1．3 统计学处理 

运用 x z检验判断多态位点的基因型频率分布是否符 

合 Hardy—Weinberg平衡 )，计量资料采用 ±s表示 ，计数资 

料用率表示 ，运用 SPSS10．0对数据进行处理，两组间比较采 

用 t检验和 x z检验，P值<0．05认为有统计学意义。 

2 结 果 

酶切电泳结果有 3种基因型，其中 1Tr基因型 

产 生 218bp 1个片段 ，CC基 因型产生 176bp和 

42bp 2个片段。杂合子 cT基因产生 218bp、176 bp 

和42bp 3个片段，42bp小片段电泳未显示，电泳结 

果见图 1和图2。 

表 1 PTPN22基因外显子 14C 1858T基因型和等位基因分布的比较 

P<0．05有统计学意义 

218b 

1 2 3 4 5 6 

1～8泳道为PCR扩增产物 

图 1 部分样本 PTPN22基因外显子 14 PCR 

产物琼脂糖凝胶检测结果 
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1、2、3、5、6、7泳道有 1个片段(CC基因型 )， 

4泳道有 218bp和 176bp 2个片段(CT基因型) 

图2 1～7泳道为 RsⅡI酶切产物 
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3 讨 论 

GD以遗传易感为背景，感染和(或)精神等因 

素下诱发体内的免疫功能紊乱 ，免疫耐受 、识别和 

调节功能减退，抗原特异性 Ts功能缺陷而导致的自 

身免疫性疾病。 

PTPN22基因位于 1P13．3～13．1，包含 16个外 

显子和 15个内含子，其编码的淋巴酪氨酸磷酸酶 

(LYP)属于酪氨酸磷酸酶(PTPs)家族。LYP通过与 

Src酪氨酸激酶 C端(Csk)相互作用，使已磷酸化 

的Src家族 Lck，Fyn和 Zap一70酪氨酸激酶脱磷 

酸化 ，使其失活，中断 T细胞激活信号通路 ，从而 

下调 T细胞信号[21。另外，LYP还通过与 Csk结合 

协同抑制 T细胞信号，与转接分子生长因子受体 

连接蛋白2(Grb2)相互作用，在 T细胞信号中起负 

调节作用【21。1 858位点 C T错义突变，引起 LYP 

蛋白620位密码子由精氨酸(1 858C)突变为色氨 

酸(1 858T)，导致其功能改变，与 Csk亲和力明显 

降低 ，对 T细胞激活信号通路抑制不足，从而引起 

T细胞活性增强 ，可能诱发 自身免疫性疾病 1。 

Velaga等【 1对英国人群研究发现 PTPN22 1 858T等 

位基因是 GD的主效易感等位基因。Skorkat41在波 

兰人群中研究发现，PTPN22 1 858T与 GD相关 ， 

且与发病年龄呈负相关，rrr基因型发病年龄最早 

20．8岁，CT基因型次之 35岁，CC基因型发病年龄 

最迟42岁(均为平均年龄)。研究发现 PN22 1 858T 

等位基因与 1型糖尿病(T DM)l51、类风湿性关节炎 

(RA)l 6l、系统性红斑狼疮(SLE)[61等多种 自身免疫 

性疾病相关。 

但研究发现，重庆地区汉族人群中PTPN22基 

因外显子 14第 1 858位点 CC、CT和 种基因 

型分布频 率在 GD组 和正常组分 别为 97．2％、 

2．8％、0和 97．7％、2．3％、0(x 分别 为 0．139和 

0．002，P值分别为 0．71和 0．96)，仅存在极少 T等 

位基因，没检出突变的纯合子 rrr基因型。Ray等[71 

对亚洲印度人研究 PTPN22基因多态性与特发性 

甲状旁腺功能减退症的关系，发现 PTPN22 1 858T 

等位基因在亚洲人群出现频率很低，病例组和对 

照组分别为 4／160(2．5％)和 5／386(1．3％)，与研究 

结果相似。对不同人群的研究表明，1 858T等位 

基因频率在地理位置上差异较大，在健康人群中， 

1 858T等位基因频率在欧洲由北向南降低，在英 

国和芬兰人群中约 12．5％，而在意大利和西班牙 

人群 中 6％，在非洲中部和亚洲人群中几乎不存 

在。研究统计结果显示 ，PTPN22基因 1 858位点基 

因型和等位基因频率分布与对照组相 比，无统计 

学意义，提示该位点多态性与重庆地区汉族人群 

GD无相关性。Criswell等【s1对来 自多重自身免疫性 

疾病遗传协会 (MADGC)的 265个家庭的研究发 

现，PTPN22 1 858T与桥本甲状腺炎(HT)明显相关， 

但与 GD无显著相关；日本也报道 PTPN22基因 

C1 858T多态性与 GD 无相关性[91，与本研究结论 

相似。PTPN22 1 858T等位基因不是重庆地区汉族 

人群 GD的易感基因，除种族和地理因素外 ，可能 

与亚洲人群 PTPN22 1 858T等位基因出现频率极 

低有关 ，应进一步扩大样本量，在其它地区和族群 

中进一步验证。 
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力，从而易于发生浸润、转移[1l1。本研究用直线加速 

器产生的x射线照射 A549细胞，试图增加细胞膜 

上 E—cadherin与 B—catenin的表达 ，进而减弱其体 

外侵袭力，从根本上抑制 A549细胞的远处转移。实 

验结果显示，射线照射后，贴壁细胞脱落增加，细胞 

变圆，体积缩小，核固缩出现，核颜色加深，折光性增 

强，随着照射剂量增加和照射后时间的推移，上述形 

态表现越明显。x射线对 A549细胞增殖的抑制作用 

是随着照射剂量的增加而增加的。x射线照射后，胞 

膜和胞质上的 E—cadherin和 B—catenin的表达均有 

不同程度的增加，并随着照射剂量的增加而增加，说 

明x射线影响了 E—cadherin／B—catenin在细胞中的 

分布，这可能是因为 B—catenin的“胞内库”由2部 

分构成，射线照射后与 E一钙粘蛋白结合的胞膜部分 

增加，而胞核中参与细胞增殖、分化的部分减少。x 

射线照射后，抑制了 A549细胞的生长，并通过上调 

胞膜上 E一钙粘蛋白与 B—catenin的表达，降低其体 

外侵袭力，最终有效抑制 A549细胞的远处转移。本 

研究从粘附分子角度探寻了放疗抑制肿瘤转移的机 

制，并证实放射对于肺腺癌治疗是有效的，它可以通 

过上调 E一钙粘蛋白和 B—catenin在细胞中的表达， 

增加细胞间的粘附力，降低肿瘤细胞的侵袭力，最终 

抑制肿瘤细胞的侵袭和转移。这为临床运用放射治 

疗抑制肿瘤转移提供了重要的实验依据。 
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