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%&长江学者和创新团队发展计划资助项目$
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%

作者单位#

#4

新疆医科大学第一附属医院呼吸一科$乌鲁木齐
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!4

新疆医科大学第一附属医院普外科
<

乌鲁木齐
%$""##=

&

$4

新疆医

科大学维吾尔医药系$乌鲁木齐
%$""##

%

通讯作者#哈木拉提!吾甫尔"

)>3

#
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维医异常黑胆质型哮喘患者
(K

#

:

基因

多态性的变化特点

克丽别娜!吐尔逊#

$地力木拉提!艾斯木吐拉!

$米合热古力!司马义#

迪丽努尔!乌甫尔#

$哈木拉提!吾甫尔$

摘要$目的$探讨新疆维吾尔族异常黑胆质型哮喘与白细胞介素 "

:

"

(K

#

:

#基因多态性间的关系$

方法$对
7?

例哮喘患者按维医体液论进行辨证分型%其中异常黑胆质型哮喘组
$"

例%非异常黑胆质型哮

喘组
:?

例%并与健康对照组
%6

名进行对照%采用聚合酶链反应 "限制性片段长度多态性"

L&;

#

;MKL

#技

术检测各组
(K

#

:

基因启动子区"

9%6

"

&J)

#位点的多态性$ 结果$异常黑胆质型哮喘组
(K

#

:

基因启动子

区"

9%6

"

&J)

#位点
&)

基因型分布频率明显高于非异常黑胆质型哮喘组和健康对照组%差异有统计学意义

"

L N"

!

"#

#&非异常黑胆质型哮喘组
&)

基因型分布频率明显高于健康对照组"

L N"

!

"9

#&

$

组
&&

'

))

基因

型分布频率以及等位基因
&

'

)

的分布频率比较%差异均无统计学意义"

L O"

!

"9

#$ 结论$新疆维吾尔族异

常黑胆质型哮喘可能与
(K

#

:

基因的启动子区"

9%6

"

&J)

#位点多态性有关$

关键词$维吾尔医学&异常黑胆质型&支气管哮喘&基因多态性&白细胞介素"
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$$支气管哮喘$简称哮喘%是一种以气道高反应性

为特征的气道慢性炎症性疾病"具有明显的遗传倾向"

细胞因子对气道炎症的形成有着极为重要的影响' 人

类染色体
9_

$#

"

$$区域内含有多个与哮喘发病相关的

候选基因(

#

)

' 这些基因对
(.@

的调节以及在哮喘的炎

症发生*发展过程中均起着非常重要的作用"包括细胞

因子簇
(K

#

:

*

(K

#

6

*

(K

#

#$

*

!

!

肾上腺素能受体$

!

!

#

BU

#

E>G>E.CX E>X>P02E

"

!

!

#

,;

%等基因(

!

)

'

(K

#

:

在哮喘

发生的各个环节均起重要作用"它促进
)D"

分化为

)D!

"从而产生大量的细胞因子"并抑制
)D"

转化为

)D#

"且抑制
)D#

的功能"促进
8

细胞增殖和生长"增

加
(.@

的产生和效应"从而可间接或直接诱导肥大细

胞$

+&

%和嗜酸性粒细胞脱颗粒产生气道高反应性及

炎症(

$

)

'

维吾尔医学认为体液是人类生命及生理活动过程

的基本物质"包括血液质*黏液质*胆液质*黑胆质体

液"是自然界四大物质在人体内的具体表现' 人体健

康与
:

种体液密切相关' 体液超出在肝脏时的正常状

态"数量和质量发生改变"成为对人体无益或有损的体

液"称为异常体液"包括异常胆液质*异常血液质*异常

黏液质和异常黑胆质"其中异常黑胆质体液引起的疾

病最为复杂"顽固难治(

:

)

' 笔者以新疆维吾尔族正常

人和哮喘患者为研究对象"将哮喘患者按维医体液论

辨证分型后"分为异常黑胆质型哮喘和非异常黑胆质

型哮喘$包括异常血液质型哮喘*异常黏液质型哮喘*

异常胆液质型哮喘%"其中异常黑胆质型哮喘是哮喘

中的重症"且较其他类型多见' 应用聚合酶链反应 "

限制性片段长度多态性 $

P23WA>EB/> XDBCG E>BX

#

0C2G

#

E>/0ECX0C2G ZEB.A>G0 3>G.0D P23WA2EPDC/A

"

L&;

#

;MKL

%技术"对目前已知的可能涉及哮喘发病

的
(K

#

:

基因多态性进行检测分析"旨在了解
(K

#

:

基

因多态性与异常黑胆质型哮喘的关系"探索异常黑胆

质型哮喘患者的遗传易感性'

资料与方法

#

$诊断标准$支气管哮喘诊断分级标准参照中

华医学会呼吸病学分会哮喘学组$

!""$

年%制订的

+支气管哮喘防治指南$支气管哮喘的定义*诊断*治

疗及教育和管理方案%,

(

9

)

'

!

$维医辨证分型标准$参照新疆维吾尔医药高

等学校教材-维吾尔医诊断学.

(

?

)

*-维吾尔医气质*体

液论及其现代研究.

(

7

)

"对哮喘患者进行辨证分型"分

为异常黑胆质型哮喘和非异常黑胆质型哮喘$包括异

常血液质型哮喘*异常黏液质型哮喘*异常胆液质型哮

喘%"具体分型标准如下'

!

!

#

$异常黑胆质型$喉中哮鸣有声"胸膈满闷"

喘咳无痰"或少痰呈泡沫样"口渴喜热饮"饮不解渴"但

欲漱口不欲咽"面色萎白而发干"唇色淡白而枯燥"舌

质淡扪之涩"舌形瘦"舌涎少"舌苔薄白而不润"大便干

结而色淡不臭"小便清而短少'

!

!

!

$异常黏液质型$喉中哮鸣有声"胸膈满闷"

咳痰稀白"不易咯出"口不干"面色白泽或晦黄"唇色淡

白"舌质淡"舌形胖"舌涎多"舌苔薄而润"或白腻"大便

溏薄"色淡黄"气腥臭"小便清长'

!

!

$

$异常胆液质型$烦扰气促"无痰或少痰"痰

不易咯出"痰少而黏或带血丝如粉线"咽干鼻燥"面干

唇色红或紫而燥"舌质深红"扪之糙"舌形瘦"舌涎少"

舌苔色深黄而薄"大便干燥"色深黄气臭"小便短赤'

!

!

:

$异常血液质型$喉中哮鸣如吼"气粗息涌"

胸膈烦闷"呛咳阵作"痰黄黏稠"排吐不利"口干喜冷

饮"面色淡黄"润而有光"唇色红紫而不枯燥"舌质红"

舌液多"舌苔厚腻而黄"或罩深黑色于上"大便时溏时

结深黄气臭"小便黄'

$

$纳入及排除标准$纳入标准#符合西*维医支

气管哮喘的诊断*分型标准"年龄
#7

%

7!

岁"急性发

作期患者' 排除标准#$

#

%经检查证实为结核*矽肺*

真菌*肿瘤等因素所致的慢性咳嗽*喘息患者&$

!

%合

并有心血管*肾*肝脏疾病"糖尿病或造血系统等严重

原发性疾病及精神病患者'

:

$一般资料$收集
!""6

年
$

月/

!"##

年
9

月

新疆和田地区第一人民医院
7?

例哮喘患者"其中重度

哮喘
!7

例&中度哮喘
$$

例&轻度哮喘
#?

例' 按维医辨

证分型分为异常黑胆质型哮喘组和非异常黑胆质型哮

喘组' 异常黑胆质型哮喘组
$"

例"男性
#:

例"女性
#?

例&年龄
#7

%

7!

岁"平均年龄$

$%

!

:%

&

6

!

:9

%岁&病程

$

%

!:

年"平均病程$

#$

!

$9

&

6

!

7!

%年' 非异常黑胆质

型哮喘组
:?

例"男性
#$

例"女性
$$

例&年龄
#7

%

7!

岁"平均年龄$

$%

!

##

&

6

!

#:

%岁&病程
:

%

!$

年"平均病

程$

#$

!

:!

&

6

!

#$

%年' 两组患者性别*年龄*病程等比

较"差异均无统计学意义$

L O"

!

"9

%' 另任选
%6

名健

康成年人作为健康对照组"均来自新疆和田地区"经询

问病史及各项检查证实为健康者' 其中男性
:#

名"女

性
:%

名"年龄
#%

%

7"

岁"平均$

$%

!

#!

&

%

!

!$

%岁' 健

康对照组
#

个月内无急性上呼吸道感染"胸部
]

线检查

未见异常"均无哮喘病史*哮喘病家族史及典型过敏史

$包括湿疹*过敏性鼻炎*过敏性皮炎%"本组亲属中未问

及有哮喘病患者'

$

组均为长期生活在新疆和田地区

$

$

代或以上%未与其他民族通婚的维吾尔族人群"近期
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未用糖皮质激素'

9

$主要仪器$聚合酶链反应$

L&;

%扩增仪为

Y>G> ,AP L&; SW/0>A 67""

$美国
L@

公司%&紫

外分光光度仪为
+BXE2 1-> 1C/

#

!"

型$荷兰安米德

有限公司%和
Y>G> c-BG0 )+ "

型 $美国
,A>E

#

/DBA LBEABXCB 8C20>XD

公司%&高速冷冻台式离心

机为
IP0CAB`3

#

#"" [

型$美国
8>XaABG

%&凝胶成像

仪*旋转混匀器
;B0B02E

*漩涡混合器*恒温箱
CGX-QB

#

02E $7

'*医用低温$ "

!"

' %"

7"

'%冰箱$日本

SBGW2

公司%&水浴缸&微波炉&分析天平&

\?

"微型

及各种型号的电泳仪&微量加样器*各种规格枪头'

?

$主要试剂$饱和酚*蛋白酶
[

*

#"" QP H5,

KBUU>E

等购自华美生物工程公司' 饱和酚(氯仿(异

戊醇)

!9

(

!:

(

#

"华美生物工程公司产品' 脱氧核苷

三磷酸$

U5)L

%和
)B_ H5,

聚合酶"

L&;

扩增缓冲

液为宝生物工程大连有限公司产品'

7

$

L&;

#

;MKL

技术

7

!

#

标本采集$所有患者于住院次日清晨采血'

使用真空
SS)

管采集受检者肘静脉血
9 AK

"乙二胺四

乙酸$

@H),

%抗凝&离心机
$ 9"" EJACG

离心后去上清"

将底物$红细胞和白细胞%用移液枪移至冻存管中"迅速

$

! D

内%放入"

7"

'冰箱贮存待测'

7

!

!

$样本基因组
H5,

提取$采用酚
J

氯仿抽提

核酸法提取
H5,

'

7

!

$

$

L&;

扩增

7

!

$

!

#

$

L&;

引物序列$引物序列参考文献(

%

"

6

)设计"由
)B[B;B

生物工程$大连%有限公司合成'

(K

#

:

基因启动子区 "

9%6

$

&J)

%上游引物#

9

*#

)YYY

#

),,YY,&&)),)YY,&&

#

$

*"核甘酸序列位置
G-

#

X3>20CU>/

#

?%$ 02

#

??$

&下游引物#

9

*#

YY)YY&,)

&))YY,,,&)Y)

#

$

*"核甘酸序列位置
G-X3>20CU>/

#

:%? 02

#

9"9

'

7

!

$

!

!

$

L&;

扩增$在
"

!

! AK

薄壁反应管中加

入
#"

倍稀释的
L&;

缓冲液
! #K

"

H5)L #

!

? #K

"上

游引物
"

!

! #K

"下游引物
"

!

! #K

"

)B.H5,

聚合酶

"

!

# #K

"模板
H5, "

!

$ #K

"

+.&K

!

# #K

"去离子水

#9

!

7 #K

'

#" """ E JACG

离心
#" /

混匀"将反应管置

L&;

扩增仪上"

6:

'变性
9 ACG

"

6:

'延伸
# ACG

"

97

'

# ACG

"

?%

'

# ACG

"共
$9

个循环"最后
?%

'延

伸
7 ACG

"自动降至
:

'保存'

7

!

$

!

$

$酶切分析$

(K

#

:

基因做酶切分析"取

#9 #K

上述
L&;

反应产物加入限制性内切酶
8/AM#

!

!

" #K

*

58K #"

+

5@ 8-ZZ>E 5I

!

: !

!

9 #K

*

58K

#""

+

8S, "

!

$ #K

&加水至终体积
!9 #K

"于
$7

'水

浴中反应
! D

'

7

!

:

$电泳分析$各取
? #K

上述
L&;

扩增液与

# #K

溴酚兰混匀后"加入预先铺好的含溴化乙锭

$

@8

%的
#

!

%d

琼脂糖凝胶$

,.BE2/> .>0

%样品孔内"

#"" 1

电泳
%" ACG

"取下凝胶"用瑞典法玛西亚公司

(AB.> +B/0>E ; 1HS

在
$"" GA

紫外灯下观察结

果"观察电泳条带"确定受试者基因型'

7

!

9

$确定基因型$

(K

#

:

基因启动子区 "

9%6

$

&J)

%位点酶切分析结果有
$

种酶切位点#在
#6% QP

处存在
#

条电泳带为
)

纯合子$

))

%"在
#!" QP

处存在

#

条电泳带为
&

纯合子$

&&

%"在
#6% QP

与
#!" QP

处

存在
!

条电泳带的为杂合子$

&)

%"见图
#

%

$

'

%

$统计学方法$应用
SLSS #9

!

"

统计软件包'

计量资料用
0

检验"计数资料用
$

! 检验"先统计各组

各位点基因型及等位基因频率分布"确认其符合
\BE

#

UW

#

*>CGQ>E.

平衡' 基因型采用直接计数法&等位基

因频率)$该基因纯合子个体数 +

!

,该基因杂合子

数%

J

总个体数+

!

'

L N"

!

"9

为差异有统计学意义'

图
#

%异常黑胆质型哮喘组
(K

#

:

基因启动子区"

9%6

$

&J )

%位点基因多态性电泳结果

图
!

%非异常黑胆质型哮喘组
(K

#

:

基因启动子区"

9%6

$

&J)

%位点基因多态性电泳结果
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图
$

%健康对照组
(K

#

:

基因启动子区"

9%6

$

&J )

%位点基因多态性电泳结果

结$$果

#

$各组
(K

#

:

基因启动子区 "

9%6

$

&J)

%位点基

因型频率分布比较$表
#

%$异常黑胆质型哮喘组
(K

#

:

基因启动子区 "

9%6

$

&J)

%位点
&)

基因型分布频率

明显高于非异常黑胆质型哮喘组和健康对照组"差异

有统计学意义$

L N "

!

"#

%' 非异常黑胆质型哮喘组

&)

基因型分布频率明显高于健康对照组$

L N"

!

"9

%'

$

组
&&

*

))

基因型频率分布比较"差异均无统计学意

义$

L O"

!

"9

%'

表
#

%各组
(K

#

:

基因启动子区"

9%6

$

&J)

%位点

基因型频率分布比较$(例$

d

%)

组别$$ 例数
&&

$$

&)

$$

))

$$

异黑$$

$" 9

$

#?

%

#7

$

97

%

!!"

%

$

!7

%

非异黑$

:? #9

$

$$

%

#6

$

:#

%

!

#!

$

!?

%

健康对照
%6 $9

$

$6

%

!%

$

$#

%

!?

$

!6

%

$$注#+异黑,为异常黑胆质型哮喘组"+非异黑,为非异常黑胆质型

哮喘组&表
!

同&与健康对照组比较"

!

L

-

"

.

"9

"

!!

L

-

"

.

"#

&与非异常

黑胆质型哮喘组比较"

"

L

-

"

.

"#

!

$各组
(K

#

:

基因启动子区 "

9%6

$

&J)

%位点等

位基因频率分布比较$表
!

%$

$

组
(K

#

:

基因启动子

区"

9%6

$

&J)

%位点等位基因
&

*

)

的频率分布比较"

差异均无统计学意义$

L O"

!

"9

%'

表
!

%各组
(K

#

:

基因启动子区"

9%6

$

&J)

%位点等位

基因频率分布比较$(例$

d

%)

组别$$ 例数 染色体数$$

& )

$$

异黑$$

$" ?" !7

$

:9

%

$$

$

99

%

非异黑$

:? 6! :6

$

9$

%

:$

$

:7

%

健康对照
%6 #7% 6%

$

99

%

%"

$

:9

%

讨$$论

维吾尔医学认为"哮喘是多种因素复合作用所致

的顽固性难治性疾病' 其中异常黑胆质型哮喘是因患

者长期大量服用干寒属性的饮食*药物"情绪低落*过

度伤心*犹豫*悲伤*压抑沉思等情志失常"长期过度从

事脑力和体力劳动"长期居住干寒环境和过度地受到

干寒空气的影响"严重环境污染等"常引起体内体液异

常"日久未祛"其在+热,的作用下+燃烧,导致异常黑

胆质的产生' 若异常黑胆质沉积在气道"使原本气质

属于干寒的气道其干寒特点进一步亢盛"异常黑胆质

向气道间隙渗透"并刺激气道使气道痉挛引发哮喘疾

病' 黑胆质异常所引起的哮喘临床上常表现为重症

哮喘(

#"

)

'

现代医学认为"哮喘是一种具有多基因遗传倾向

的疾病' 人类染色体
9_

$#

"

$$区域内含有多个与哮喘

发病相关的候选基因"主要候选基因有
!

!

#

,;

和
(K

#

:

等' 由激活的辅助性
)

淋巴细胞中
)D!

细胞亚群所

分泌的
(K

#

:

是细胞因子的一种"在哮喘发病中起重要

作用' 已有研究证明"哮喘急性发作期患者的
(K

#

:

分

泌明显高于缓解期患者和正常对照组(

##

)

'

(K

#

:

可促

进和诱导
8

细胞合成分泌
(.@

"是
(.@

合成中必不可

少的细胞因子' 而
(.@

是哮喘发病的重要抗体"血循

环中
(.@

水平与哮喘严重程度和气道高反应性相关'

(.@

产生后黏附于支气管黏膜下肥大细胞或血循环中

的嗜碱性细胞的细胞膜上"使这些效应细胞致敏' 当

(.@

与变应原结合"能激活效应细胞"产生细胞脱颗粒

等生化效应"释放各种生物活性介质如白三烯$

K)

%*

组胺$

\

%*血小板活化因子$

L,M

%*缓激肽$

8[

%*前

列腺素$

LY

%*血栓素
,!

$

)],!

%等"引起气道平滑肌

收缩*黏膜水肿和黏液分泌增加"导致气道狭窄和哮喘

发作(

#!

"

#$

)

'

本研究结果显示"非异常黑胆质型哮喘组
(K

#

:

基

因启动子区"

9%6

$

&J)

%位点
&)

基因型分布频率明

显高于健康对照组$

L N"

!

"9

%"异常黑胆质型哮喘组

&)

基因型分布频率明显高于非异常黑胆质型哮喘组

和健康对照组$

L N "

!

"#

%' 推测
(K

#

:

基因启动子

区"

9%6

$

&J)

%位点具有
&)

杂合子基因型的个体与

异常黑胆质型哮喘易感性相关"

(K

#

:

基因启动子区 "

9%6

$

&J)

%位点多态性与异常黑胆质型哮喘有一定的

相关性'

$

组等位基因
&

*

)

的频率分布比较"差异均

无统计学意义$

L O"

!

"9

%"提示异常黑胆质型哮喘的

发病可能与其无关'

维吾尔医在临床实践中"对异常体液性疾病的

治疗经常采用维吾尔医独具特色的成熟和清除疗

法' 经辨证分型属异常黑胆质证者"首先使用异常

黑胆质成熟剂$

+-GeC_

"由破布木果*红枣*牛舌草*
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%

蜜蜂花*甘草根*薰衣草*铁线蕨*小茴香*地锦草*刺

糖等单味药组成的复方制剂%

(

#:

)对异常黑胆质体液

进行调理$对失调的异常黑胆质体液的质量或数量

进行调整%和堆积$将所调理的异常黑胆质体液聚集

在肠黏膜*血液及组织间隙等处"便于排出%"然后使

用异常黑胆质清除剂$

+-/C3

"以清泻山豆*刺糖*菟

丝草*西青果*番泻叶等
!#

味药材按比例配制"按每

味药材的不同特性及工艺要求"陆续加入"进行煎

煮*浸泡*静置*再煎煮*过滤*稀释"然后制成成

药%

(

#:

)使已成熟好的异常黑胆质体液排出体外"从

而使气质复原"体液平衡"为治疗奠定基础"最后针

对具体的病因进行相应治疗' 在维医哮喘分型中"

非异常黑胆质型哮喘可能是异常黑胆质型哮喘的前

一阶段"若治疗不当则可能向异常黑胆质型哮喘转

化"异常黑胆质型哮喘可能是其他类型哮喘的最终

结果' 为防止哮喘向重度发展"建议提前使用异常

黑胆质成熟剂和清除剂'
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