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谷胱甘肽过氧化物酶 1 基因多态性与川崎病的关联性分析
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨谷胱甘肽过氧化物酶 1(GPX鄄1)基因多态性与中国汉族儿童川崎病(kawasaki disease,KD)
并冠状动脉损害(CAL)的相关性。 方法摇 采用聚合酶链反应鄄限制性内切酶片段长度多态性分析(PCR鄄RFLP)检

测 92 例川崎病患儿及 108 例健康儿童 GPX鄄1 基因的 - 46C / T 位点和 599C / T 位点多态性。 结果摇 川崎病组 GPX鄄1
基因 - 46C / T 位点 CC、CT、TT 基因型分布和 C、T 等位基因频率与正常对照组比较差异无显著性意义(字2 = 0郾 174
和 0郾 166,P 均 > 0郾 05)。 川崎病组 GPX鄄1 基因 599C / T 位点 CC、CT、TT 基因型分布和 C、T 等位基因频率与正常对

照组比较差异亦无显著性意义(字2 = 0郾 429 和 0郾 368,P 均 > 0郾 05)。 川崎病患儿合并 CAL 组与无冠状动脉损害

(NCAL)组 GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点基因型分布和等位基因频率比较差异亦无显著性意义(字2 = 0郾 507 和 0郾 487,P
均 > 0郾 05)。 川崎病患儿合并 CAL 组与 NCAL 组 GPX鄄1 基因 599C / T 位点基因型分布和等位基因频率比较差异亦

无显著性意义(字2 = 0郾 635 和 0郾 535,P 均 > 0郾 05)。 结论摇 尚未发现 GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点多态性以及 599C / T
位点多态性与川崎病及其 CAL 的发生存在明显关联性。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the genetic association of glutathione peroxidase鄄1(GPX鄄1) gene polymorphism
in patients with kawasaki disease (KD), and coronary artery lesions (CAL). 摇 摇 Methods摇 There were 92 patients with
KD and 108 healthy subjects in this study. 摇 The genotype of locus - 46C / T and locus 599C / T of GPX鄄1 were detected by
polymerase chain reaction鄄restriction fragment length polymorphism (PCR鄄RFLP). 摇 摇 Results摇 For - 46C / T polymor鄄
phism and 599C / T polymorphism in GPX鄄1 gene, there were no significant differences between KD patients and the con鄄
trols in genotype frequencies of CC, CT and TT, and allele frequencies of C and T (字2 = 0郾 174 and 0郾 166, both P >
0郾 05; 字2 = 0郾 429 and 0郾 368, both P > 0郾 05); For - 46C / T polymorphism and 599C / T polymorphism in GPX鄄1 gene,
there were no significant differences between KD patients with CAL and without CAL in genotype and allele frequencies of C
and T (字2 = 0郾 507 and 0郾 487, both P > 0郾 05; 字2 = 0郾 635 and 0郾 535, both P > 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 No association
was found in - 46C / T polymorphism and 599C / T polymorphism between GPX鄄1 gene and the risk of KD or its complication
of CAL in this study.

摇 摇 川崎病(kawasaki disease,KD)是一种好发于婴

幼儿的全身性血管炎综合征。 目前 KD 患儿血管损

伤的发病机制未明,可能与氧化应激所致的血管内

皮功能障碍有关[1]。 正常情况下,机体产生少量活

性氧类物质( reactive oxygen species,ROS),体内的

抗氧化系统正常时,能够及时清除 ROS 以维持二者

之间的平衡。 但在一些损伤因素的作用下或抗氧

化系统缺陷时,体内大量的 ROS 堆积,导致氧化和
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抗氧化的失衡状态,这种状态称为氧化应激。 谷胱

甘肽过氧化物酶 1(glutathione peroxidase鄄1,GPX鄄1)
是体内最主要的抗氧化酶之一,广泛存在于机体内

各个组织,可清除组织中可溶性自由基,从而减轻

血管内皮细胞和其他生物组织的过氧化损伤,维持

体内氧化和抗氧化之间的平衡[2,3]。 近年研究证

实,高血压、动脉粥样硬化、高脂血症、糖尿病及冠

心病等存在的系统性血管内皮功能障碍与 GPX鄄1
基因多态性密切相关[4鄄7],而是否与 KD 所存在血管

病变有关,国内外尚未见研究报道。 本研究通过聚

合酶链反应鄄限制性内切酶片段长度多态性分析

(PCR鄄RFLP)方法检测 KD 患儿 GPX鄄1 基因多态性

的分布,探讨 GPX鄄1 基因多态性与 KD 之间的关系。

1摇 对象与方法

1郾 1摇 研究对象

摇 摇 2006 年 ~ 2014 年在本院就诊的 92 例 KD 患

儿,均符合《诸福棠实用儿科学》KD 诊断标准[8]。
所有患儿均为汉族,年龄 4 月 ~ 7 岁,其中男 66 例,
女 26 例,平均年龄 2郾 49 依 1郾 49 岁。 所有患儿均调

查其年龄、性别,同时检测血常规、血清免疫球蛋

白、补体 C3、肝功能、C 反应蛋白(C鄄reactive protein,
CRP)、血红细胞沉降率 ( erythrocyte sedimentation
rate,ESR),并进行动态心脏彩超多普勒检查(表

1)。 其中 KD 合并冠状动脉损害(coronary artery le鄄
sions,CAL)的诊断指标参考日本 KD 研究委员会标

准: < 2 岁,冠状动脉主干内径逸2郾 5 mm; < 5 岁,冠
状动脉主干内径逸3郾 0 mm;逸5 岁,冠状动脉主干内

径逸4郾 0 mm;某段管径为邻近段的 1郾 5 倍及以上;
冠状动脉内径与主动脉根部内径之比 > 0郾 3;管壁明

显不规则[9]。 根据有无合并 CAL,将 KD 组患儿分

为 KD 合并 CAL 组和无冠状动脉损害组 (NCAL
组)。

108 例在本院体检的中国汉族儿童为健康对照

组,排除感染性疾病、心血管疾病、风湿性疾病以及

既往 KD 病史等,年龄 1 岁至 6 岁 4 月,其中男 56
例,女 52 例,平均年龄 2郾 62 依 2郾 02 岁。
1郾 2摇 基因组 DNA 的提取

应用 Pure Gene DNA 提取试剂盒,提取各组外

周血基因 DNA,贮存于 - 20益冰箱备用。
1郾 3摇 GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点与 599C / T 位点基因

多态性检测

应用 PCR鄄RFLP 检测 GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点

与 599C / T 位点多态性,引物设计分别参照文献

[10, 11 ], 即 上 游 为 5忆鄄GATAAGTAGTACCTTGC鄄
CCCGCAGG鄄3忆, 下 游 为 5忆鄄AGACCAGACATGCCT鄄
GCTGCCTCTT鄄3忆(上海生物工程技术服务有限公司

合成) [10];及上游为 5忆鄄 CGCTCTCAGACCATTGA鄄
CACT 鄄3忆,下游为 5忆鄄 CGAGGTGGTATTTCTTGTA鄄
AGACTA 鄄3忆(上海生物工程技术服务有限公司合

成) [11]。 PCR 反应体系为 20 滋L,包括模板 DNA
1郾 6 滋L (约 200 ng ), 上下游引物各 0郾 5 滋L ( 1
滋mol / L),2 伊 Master Mix 10 滋L,去离子水加至 20
滋L。 反应在 PCR 扩增仪(美国基因公司,PCR sys鄄
tem 9700)上进行。 - 46C / T 位点的 PCR 反应条件

为 94益预变性 5 min 后,94益30s寅70益30 s寅72益
30 s(35 个循环),终末 72益 延伸 10 min。 599C / T
位点的反应条件为 94益预变性 5 min 后,94益30 s
寅60益30 s寅72益30 s(35 个循环),终末 72益延伸

10 min。 PCR 扩增产物用限制性内切酶消化后,用
琼脂糖凝胶电泳分离消化产物,Goldview 染色,参照

DNA 分子量标记确定各位点的基因型。

表 1. 92 例 KD 患儿临床资料

Table 1. The clinical data of 92 cases of children with KD

临床表现 例数(例) 百分比

发热 92 100%
四肢变化 50 54郾 3%
眼结膜充血 52 56郾 5%
多形性红斑 51 55郾 4%
口唇充血皲裂、杨梅舌 74 80郾 4%
颈部非化脓性淋巴结肿大 64 69郾 6%
血沉增快(ESR > 20 mm / h) 82 89郾 1%
CRP > 8 mg / L 64 69郾 6%
冠状动脉损害 38 41郾 3%

注:系入院 5 天内所收集的资料。

1郾 4摇 统计学分析

采用直接计数法计算出 KD 组和健康对照组

GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点与 599C / T 位点各种基因

型频率和等位基因频率,然后经 Hardy鄄Weinberg 遗

传平衡定律检验,表明各基因型频率已达遗传平

衡,具有群体代表性。 各组间构成比差异采用 字2 检

验,以 P < 0郾 05 代表差异有显著性意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点多态性的基因型

检测

GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点 PCR 扩增片段为 383
bp,PCR 产物经 HpyCH4芋酶切后,酶切产物经 3%
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琼脂糖凝胶电泳可产生 1 个片段的 TT 型(383 bp
一条电泳带),2 个片段的 CC 型(170 bp 和 213 bp
两条电泳带)和 3 个片段的杂合状态为 CT 型(170
bp、213 bp 和 383 bp 三条电泳带)(图 1)。

图 1. GPX鄄1 基因 - 46C / T 多态性酶切后电泳图 摇 摇 M 为

DNA鄄Marker,1、2、4、5 为 CC 型,3 为 CT 型。
Figure 1. Agarose gel electrophoresis of the GPX鄄1 gene
-46C / T polymorphisms

2郾 2摇 GPX鄄1 基因 599C / T 位点多态性的基因型

检测

GPX鄄1 基因 599C / T 位点 PCR 扩增片段为 197
bp,被 Hae芋酶切后,酶切产物经 3% 琼脂糖凝胶电

泳可产生 1 个片段的 TT 型(197 bp 一条电泳带),2
个片段的 CC 型(54 bp 和 143 bp 两条电泳带)和 3
个片段的杂合状态为 CT 型(197 bp、143 bp 和 54 bp
三条电泳带)(图 2)。

图 2. GPX鄄1 基因 599C / T 多态性酶切后电泳图 摇 摇 M 为

DNA鄄Marker,1 为 CT 型,2、3、4、5 为 CC 型。

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of the GPX鄄1 gene
599C / T polymorphisms

2郾 3摇 GPX鄄1 基因 - 46C / T 及 599C / T 的基因型分布

及等位基因频率

KD 组 GPX鄄1 基因 - 46C / T 位点 CC、CT、TT 基

因型分布和 C、T 等位基因频率与健康对照组比较

差异无显著性(字2 = 0郾 174 和 0郾 166,P 均 > 0郾 05);
KD 合并 CAL 组与 NCAL 组基因型分布和等位基因

频率比较差异亦无显著性(字2 = 0郾 507 和 0郾 487,P
均 > 0郾 05;表 2)。

KD 组 GPX鄄1 基因 599C / T 位点 CC、CT、TT 基

因型分布和 C、T 等位基因频率与健康对照组比较

差异无显著性(字2 = 0郾 429 和 0郾 368,P 均 > 0郾 05);
KD 合并 CAL 组与 NCAL 组基因型分布和等位基因

频率比较差异亦无显著性(字2 = 0郾 635 和 0郾 535,P
均 > 0郾 05;表 3)。

表 2. KD 组与健康对照组 GPX鄄1 基因 -46C / T 位点基因型分布及等位基因频率

Table 2. The distribution and the allele frequency of GPX鄄1 gene - 46C / T polymorphism between KD group and
control group

分摇 组 n
基因型(例)

CC CT TT

等位基因频率(例)

C T

健康对照组 108 98(90郾 7% ) 10(9郾 2% ) 0(0% ) 206(95郾 4% ) 10(4郾 6% )

KD 组 92 85(92郾 3% ) 7(7郾 6% ) 0(0% ) 177(96郾 2% ) 7(3郾 8% )

KD 合并 CAL 组 38 36(94郾 7% ) 2(5郾 3% ) 0(0% ) 74(97郾 4% ) 2(2郾 6% )

NCAL 组 54 49(90郾 7% ) 5(9郾 3% ) 0(0% ) 103(95郾 4% ) 5(4郾 6% )

表 3. KD 组与健康对照组 GPX鄄1 基因 599C / T 位点基因型分布及等位基因频率比较

Table 3. The distribution and the allele frequency of GPX鄄1 gene 599C / T polymorphism between KD group and
control group

分摇 组 n
基因型(例)

CC CT TT

等位基因频率(例)

C T

健康对照组 108 83(76郾 9% ) 25(23郾 1% ) 0(0% ) 191(88郾 4% ) 25(11郾 6% )

KD 组 92 67(72郾 8% ) 25(27郾 2% ) 0(0% ) 159(86郾 4% ) 25(13郾 6% )

KD 合并 CAL 组 38 26(68郾 4% ) 12(31郾 6% ) 0(0% ) 64(84郾 2% ) 12(15郾 8% )

NCAL 组 54 41(75郾 9% ) 13(24郾 1% ) 0(0% ) 95(88郾 0% ) 13(12郾 0% )
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3摇 讨摇 论

机体内氧化应激与抗氧化防御系统失衡在心

血管疾病中起着重要的作用[12鄄14],GPX鄄1 是一种硒

依赖性酶,广泛存在于机体各个组织中,可通过清

除过氧化氢等可溶性自由基和一些脂肪酸过氧化

物等有机过氧化物,从而减轻细胞膜多不饱和酸的

过氧化作用,具有平衡氧化应激的功能。 GPX鄄1[15]

是体内最重要的抗氧化酶,在大部分细胞中表达,
包括内皮细胞,是人体内源性抗氧化防御系统的一

个重要组成部分。 GPX鄄1 基因位于 3 号染色体的短

臂(3p21郾 3),包括 2 个外显子和 1 个内含子,迄今

研究较多的是 pro200leu(又称 pro198leu、pro197leu)
单核苷酸多态性,即在 200 密码处的 C鄄T 单核苷酸

突变会导致亮氨酸替代脯氨酸,然而大量的研究已

经发现,GPX鄄1 基因突变型酶活性远低于野生型酶

活性[15,16],这可能增加氧化应激的产生,最终导致

某些心血管疾病的发生、发展。 研究表明,GPX鄄1 基

因多态性在冠心病、动脉粥样硬化、高血压、糖尿病

血管并发症等心血管疾病的发生发展中起着重要

作用[4鄄7]。 KD 是一种全身性血管炎性疾病[17],CAL
是其主要并发症之一,因此,GPX鄄1 基因与 KD 之间

亦可能存在一定的关联。 Najafi 等[10] 研究认为,
GPX鄄1 的 - 46C / T 位点基因多态性可使 GPX鄄1 活性

下降,导致氧化和抗氧化平衡失调,可能导致各种

血管炎症事件的发生、发展。 杜训波等[18] 通过探讨

GPX鄄1 基因 pro200leu 多态性与冠心病的关系发现,
GPX鄄1 基因 pro200leu 多态性 T 等位基因可能是早

发冠心病的一个危险因素。 研究表明[19],GPX鄄1 的

599C / T 位点基因多态性,使 GPX鄄1 的含量或活性

下降,与颈动脉内膜中膜厚度、2 型糖尿病大血管病

变的发生、发展密切相关。 一项包含 636 例疑似冠

状动脉疾病的前瞻性研究表明,GPX鄄1 的活性与 5
年后复发性冠状动脉事件的风险呈负相关[20]。
Nemoto 等[21]通过对 91 例 2 型糖尿病患者采用多螺

旋 CT 评估冠状动脉钙化程度,并对所有患者进行

基因分型,结果发现,GPX鄄1 的 pro197leu 基因多态

性在 2 型糖尿病冠状动脉粥样硬化遗传易感性中起

着关键作用。 由此可见,GPX鄄1 基因多态性可导致

血管氧化损伤的易感性增加、内皮细胞功能障碍、
血管炎症以及加速冠状动脉粥样硬化的发生、发
展。 GPX鄄1 基因 - 46C / T 和 599C / T 位点多态性可

能与某些人群冠心病、动脉粥样硬化、高血压和糖

尿病血管并发症等心血管疾病有关,但目前关于

GPX鄄1 基因 - 46C / T 和 599C / T 位点多态性与 KD

的关系国内外暂无报道。
本研究利用 PCR鄄RFLP 技术对 92 例 KD 患儿

和 108 例健康儿童进行了 GPX鄄1 基因 - 46C / T 和

599C / T 位点多态性分析。 结果显示,KD 组与健康

对照组比较,基因型分布和等位基因频率差异无统

计学意义。 合并 CAL 组与 NCAL 组比较,基因型分

布和等位基因频率亦无统计学差异。 可能由于

GPX鄄1 基因的 - 46C / T 和 599C / T 位点多态性未参

与 KD 及其 CAL 的发生,亦可能受本研究样本量偏

小、种族差异、试验条件等因素所限。 因此,有关

GPX鄄1 基因多态性与 KD 及其 CAL 的关系有待进一

步深入研究。
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