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细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原鄄4 基因多态性

与 Graves 病复发的相关性研究

查秀婧1,毕娅欣2

[摘要]目的:探讨细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原(CTLA)鄄4 基因多态性与 Graves 病(GD)复发的相关性。 方法:选择 102 例

GD 复发患者(A 组 60 例为停药 3 年内复发 60 例,B 组为 3 年后复发 42 例)、40 例 GD 初发患者和 80 名健康人群(正常对照

组),应用聚合酶链反应 -限制性内切酶片段长度多态技术进行 CTLA鄄4 基因外显子 1 第 17 密码子 49 位点 A / G 多态性检测。
结果:CTLA - 4 基因第一外显子 49 位点基因型及等位基因的频率分布显示,GD 初发组患者 GG 基因型频率及 G 等位基因频

率均高于正常对照组(P < 0. 01)。 GD 复发 A 组 GG 基因型频率均高于 B 组和初发组(P < 0. 01),B 组 GG 基因型频率高于

GD 初发组(P < 0. 01)。 结论:CTLA鄄4 基因外显子 1 第 17 密码子 49 位点 A / G 多态性与 GD 的发生存在相关性,该位点 GG 基

因型可能是 GD 患者对抗甲状腺药物疗效差及早期复发的原因。
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The correlation of the polymorphism of cytotoxic T lymphocyte associated
antigen鄄4 gene and recurrence of Graves忆 disease

ZHA Xiu鄄jing,BI Ya鄄xin
(1. Department of Endocrinology,The Second Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233040;

2. Department of Endocrinology,The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233004,China)

[Abstract] Objective:To explore the correlation of the polymorphism of cytotoxic T lymphocyte associated antigen鄄4(CTLA鄄4) gene
and recurrence of Graves爷 disease(GD). Methods:The A / G polymorphisms of CTLA鄄4 gene exon seventeenth codon 49 locus in 102
patients with GD recurrence,who included 60 recurrence cases within 3 years of withdrawal drug(A group) and 42 recurrence cases
after 3 years of withdrawal drug(B group),40 primary GD patients(primary group) and 80 healthy people(normal control group) were
detected using polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism. Results:The frequency distribution of genotype and
allele in CTLA鄄4 gene exon 1 of 49 locus showed that the frequency of GG genotype and G allele in primary GD patients were higher
than those in normal control group(P < 0. 01),the frequency of GG genotype in A group was higher than that in B group and primary
group(P < 0. 01),and the frequency of GG genotype in B group was higher than that in primary group(P < 0. 01). Conclusions:The
A / G polymorphism of CTLA鄄4 gene exon seventeenth codon 49 locus is related to the GD occurrence,the GG genotype of which may be
the reason of the poor effect of antithyroid drugs and early recurrence in GD patients.
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摇 摇 Graves 病(Graves忆 disease,GD)是内分泌系统

的常见疾病,是自身免疫性甲状腺病的一种,大量的

流行病证据[1 - 2]表明,遗传因素在发病中起重要作

用。 细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 ( cytotoxic T
lymphocyte associated antigen,CTLA鄄4)基因与 GD 发

病的关系近年来日益受到重视。CTLA鄄4
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性导致的分子表达和功能缺陷,可能参与了 GD 的

发病、缓解及复发过程。 本研究旨在探讨 CTLA鄄4
第 1 外显子 49 位点 A / G 多态性与 GD 的相关性,以
及与 GD 患者抗甲状腺药物治疗后复发的相关性。

1摇 资料与方法

1. 1 摇 病例选择 摇 选择蚌埠医学院第一附属医院

102 例 GD 复发患者、40 例 GD 初发患者及 80 名健

康人群。 102 例 GD 复发患者中男 26 例,女 76 例;
中位年龄 32. 2 岁;有 GD 病史,经抗甲状腺药物正

规治疗 1 年半以上,停药至少 6 个月后复发患者,其
中根据停药后的复发时间分为两个亚组:停药 3 年

内复发者 60 例为 A 组,3 年后复发者 42 例为 B 组。
初发组 40 例患者中男 11 例,女 29 例;中位年龄

26. 0岁。 80 名健康人群(正常对照组)中男 24 名,
女 56 名;中位年龄 28. 3 岁;为体检中心的健康人群

(无甲状腺疾病及其他自身免疫性疾病)。 患者均

有明显的高代谢征候群,甲状腺弥漫性肿大,伴或不

伴突眼,游离三碘甲状腺原氨酸、游离四碘甲状腺原

氨酸升高、促甲状腺激素降低,甲状腺吸碘率增高,
排除甲状腺炎、高功能腺瘤、毒性结节性甲状腺肿、
甲状腺癌等。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 仪器及试剂摇 基因组 DNA 提取:抽取静脉

血 3 ml,EDTA鄄K2 抗凝管保存于 - 80 益超低温冰

箱,采用宝生物工程 ( 大连) 有限公司提供的

DV811A DNA 提取试剂盒提取外周血白细胞 DNA。
PCR 相关试剂及限制性内切酶 Nco玉、Msp玉由上海

生工生物技术有限公司提供。
1. 2. 2摇 引物设计及合成摇 根据 Genebank 查找到对

应基因序列,应用 Primer Premier 5. 0 软件设计上下

游引物,由上海生工生物工程有限公司合成。 上游

引物:5忆鄄CCA CGG CTT CCT TTC TCG TA鄄3忆,下游引

物:5忆鄄AGT CTC ACT CAC CTT TGC AG鄄3忆。 扩增的

目的基因片段长 327 bp。
1. 2. 3 摇 PCR 扩增反应体系 摇 PCR Master mix
(TaqDNA 聚合酶,MgCl2,dNTPs)5. 0 滋l,上游引物

(10 滋mol / L)0. 5 滋l,下游引物(10 滋mol / L)0. 5 滋l,
DNA 模板 2. 0 滋l,10 伊 TE 缓冲液 3. 0 滋l,加 dd H2O
至总体 25 滋l。 94 益预变性 5 min,后再进入循环,
94 益变性 45 s,55 益退火 45 s,72 益延伸 60 s,共
35 次循环。 末次循环 72 益 再延伸 10 min,4 益
保存。
1. 2. 4摇 限制性酶切反应摇 反应体系包含 PCR 反应

产物 8. 0 滋l,10 伊 Buffer G 1. 5 滋l,去离子水 4. 5 滋l,
BbV玉2 U,充分混匀后低速离心 15 s,37 益 温育

4 h,将反应管置于 65 益温箱 20 min,使酶失活,产
物进行琼脂糖凝胶电泳分析。
1. 3摇 统计学方法摇 采用 Hardy鄄Weinberg 遗传平衡

定律检验基因型和等位基因频率及 字2 检验。

2摇 结果

2. 1摇 CTLA鄄4 基因 PCR 和酶切产物结果 摇 CTLA鄄4
基因以上述反应体系经 PCR 反应扩增后,琼脂糖凝

胶电泳后紫外分析仪下观察,可见扩增产物为 327
bp 的片段。 CTLA鄄4 基因 PCR 产物经限制性内切酶

BbV玉酶切,GG 基因型酶切后有 88 bp、229 bp 2 个

片段,AG 基因型酶切后有 88 bp、229 bp、327 bp 3
个片段,AA 基因型只有 327 bp 1 个片段(见图 1)。

2. 2摇 各组基因型及等位基因频率比较摇 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。 研究显示,GD 初发

组患者 GG 基因型频率及 G 等位基因频率均高于正

常对照组(P < 0. 05)。 GD 复发 A 组和 B 组患者

GG 基因型频率及 G 等位基因频率亦均高于正常对

照组(P < 0. 01)。 GD 复发 A 组和 B 组 GG 基因型

频率均高于 GD 初发组(P < 0. 01),而 GD 复发 A 组

患者 GG 基因型频率亦高于 B 组(P < 0. 01) (见表

1)。

3摇 讨论

摇 摇 Graves 病是一种器官特异性自身免疫性疾病,
遗传因素在发病过程中起着至关重要的作用:GD
的发生有明显的家族聚集性,GD 患者家族成员的

患病危险性高于普通人群;同卵双生子的患病一致

率明显高于异卵双生子。 Brix 等[3]认为在 GD 的发

病中遗传因素占到 79% 的作用,但 GD 并不遵循典

型的孟德尔式遗传,其遗传易感性可能由多个外显

率不同的基因所决定,并受环境的影响,这给易感基

因的研究带来了很大困难。 但随着人类基因组序列
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摇 表 1摇 不同组间 CTLA鄄4 基因第一外显子 49 位点基因型

及等位基因的频率分布比较

分组 n
基因型

AA摇 摇 AG摇 摇 摇 GG摇
等位基因

摇 n摇 摇 A摇 摇 摇 G 摇

正常对照组 80 34摇 36 10摇 160 104摇 56摇

GD 初发组摇 40 6 21 摇 13** 摇 80 33 47**

GD 复发 A 组 60 3 25 摇 32**
驻驻 120 31 89**

GD 复发 B 组 42 3 30 摇 9**
驻驻## 摇 84 36 48**

合计 222摇 46摇 112摇 64摇 444 204摇 240 摇 摇

字2 — 55. 81 43. 97

P — <0. 01 < 0. 01

摇 摇 两两比较:与对照组比较**P <0. 01;与 GD 初发组比较 驻驻P <0. 01;与
GD 复发 A 组比较##P <0. 01

和单核苷酸多态性(SNPs)的研究发展,使 GD 易感

基因的鉴定取得了一定进展[4]。
CTLA鄄4 是一种膜蛋白,人的 CTLA鄄4 基因位于

第 2 号染色体 q33 区,有 4 个外显子和 3 个内含子。
CTLA鄄4 基因多态性可影响 CTIA鄄4 分子的表达,而
CTLA鄄4 功能和 /或表达异常可导致自身免疫性疾病

的发生、发展[5鄄7]。 Khalaf 等[8]研究认为,CTLA鄄4 外

显子 1 多态性是中国人系统性红斑狼疮的易感因

素。 由此可见 CTLA鄄4 基因和自身免疫性疾病之间

有着广泛的联系。 Vaidya 等[9]研究表明,CTLA鄄4 外

显子 1 的 49 处 G 多态和内含子 1 的多态与 GD 有

相关性,而启动子区的多态则与 GD 无相关性。 赵

玉芹等[10]发现在亚洲和欧洲人群中 CTLA鄄4 + 49 G
等位基因可能增加 GD 的发生风险。

国内 CTLA鄄4 基因多态性与 GD 的发病、发展、
缓解及复发的相关研究近年则较少,我们设计的本

实验以探求皖北地区人群两者间的相关性。 结果显

示,GD 初发组 GG 基因型比率和 G 等位基因比率均

较正常对照组高(P < 0. 01);GD 复发 A 组 GG 基因

型比率较 GD 复发 B 组高(P < 0. 01);复发 A 组 GG
基因型比率较初发组高(P < 0. 01)。 提示 CTLA鄄4
基因外显子 1 49A / G 多态性与 GD 有相关性,且影

响 GD 患者抗甲状腺药物治疗停药后缓解的持续时

间,与 GD 的早期复发有关,该结果与 Wang 等[11]的

研究结果相一致。
CTLA鄄4 多态性导致 GD 的发生、发展及复发可

能有以下几种原因:(1)外显子 1G 等位基因与机体

对 T 细胞的增殖控制减低有关,其对免疫的抑制作

用降低; (2) A / G 49 SNP Ala / Thr 的置换会导致

CTLA鄄4 蛋白的表达及糖基化的效率减低;(3)外显

子 1 A49G 的 G 等位基因的 SNP 还与甲状腺抗体、
甲状腺球蛋白及甲状腺过氧化物酶抗体的增加密切

相关;(4)外显子 1 A49G 与 3忆UTR 的 AT 重复序列

及其下游的 SNPs 如 CT60、内含子 1 C1882T 等存在

着连锁不平衡,GD 的发生可能与这些多态性改变

相关联。 总之,CTLA鄄4 基因多态性通过何种机制影

响 GD 的发生、发展及复发尚不明确,确切的机制有

待于更深入、大范围的临床研究证实。
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