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８０ 例山西汉族先天性巨结肠症患儿 ＲＥＴ基因
单核苷酸多态性分析
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　　【摘要】　目的　研究 ８０例山西汉族先天性巨结肠症（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）患儿 ＲＥＴ 基
因 ７、１２、１３、１５ 号外显子的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ，ＳＮＰｓ）与 ＨＳＣＲ发病的关
系。 方法　通过测序及序列比对的方法，对山西省 ８０ 例汉族散发性 ＨＳＣＲ 患者和 ８０ 例汉族健康儿
童进行 ＲＥＴ基因外显子序列分析，比较基因多态性位点等位基因频率在两组的差异。 结果　 ＲＥＴ基
因 ７号外显子 Ａ４３２Ａ（ＧＣＡ→ＧＣＧ）位点存在多态性，病例组和对照组中该位点的等位基因分布频率
存在显著性差异（χ２ ＝５畅６６８，P ＜０畅０５），风险等位基因为 Ｇ 等位基因，OR ＝３畅０５，９５％可信区间为
１畅２１８ ～７畅６３９；ＲＥＴ基因 １３号外显子 Ｌ７６９Ｌ（ＣＣＴ→ＣＴＡ）位点存在多态性，病例组和对照组中该位点
的等位基因分布频率存在显著差异（χ２ ＝３７畅４５８，P ＜０畅０１），风险等位基因为 Ｇ 等位基因，OR ＝
４畅６３２，９５％可信区间为 ２畅８３２ ～７畅５７７。 ７号外显子 Ｄ４８９Ｎ（ＧＡＣ→ＡＡＣ），１５ 号外显子 Ｓ９０４Ｓ（ＴＣＣ→
ＴＣＧ）存在多态位点，病例组与对照组中 P＞０畅０５，该位点与疾病无显著相关性。 其余已报道多态位
点本次试验未发现。 结论　 ＲＥＴ密码子 Ａ４３２Ａ、Ｌ７６９Ｌ的基因多态性与 ８０例山西汉族 ＨＳＣＲ患儿的
发生密切相关。

【关键词】　Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ 病；　原癌基因蛋白质 ｃ唱ｒｅｔ；　多态性，单核苷酸

　　先天性巨结肠症（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）又称肠无神经节细胞症，是小儿外科常见的消化道症状。 其主要特征为结
肠或直肠的肌层及黏膜下层神经节细胞缺失，肠道神经调节紊乱，以致受累肠段痉挛收缩，其近端结肠代偿性扩张与肥厚，形
成巨结肠，从而导致小儿严重的肠梗阻及便秘等消化道症状。 ＨＳＣＲ的发病率约为 １／５０００，其中以高加索人群最低，亚洲人最
高，男女发病率约为 ４∶１［１］ 。

目前多认为遗传背景的差异与 ＨＳＣＲ 的发病关系较环境等因素更为密切。 经证实的与 ＨＳＣＲ 相关的最主要的基因是
ＲＥＴ原癌基因（ＲＥＴ ｐｒｏｔｏ唱ｏｎｃｏｇｅｎ）。 约 ５０％的家族性和 １０％～２０％的散发性 ＨＳＣＲ存在 ＲＥＴ基因的突变。 ＲＥＴ原癌基因定
位于染色体 １０ｑ１１畅２，共有 ２１个外显子，编码酪氨酸激酶受体［２］ 。 研究学者推测含有 ＲＥＴ基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）和单倍
型可能作为基因修饰因子存在，从而增加 ＨＳＣＲ患病风险［３］ 。

目前，已证实在高加索人群中，Ａ４５Ａ、Ｌ７６９Ｌ、Ｇ６９１Ｓ、Ｓ８３６Ｓ、Ｓ９０４Ｓ 等编码区 ＳＮＰｓ 与 ＨＳＣＲ 相关。 在汉族人口中，天津
市［３］ 、浙江省［４］ 、湖北省［５］等已证实 Ａ４５Ａ、Ｌ７６９Ｌ多态性可能与该地区汉族人群 ＨＳＣＲ相关。 刘翠平［４］通过 ＲＥＴ基因 ５′末端
和 ３′末端的 ２个单体型与 ＨＳＣＲ存在显著关联，提示 ＲＥＴ基因是中国汉族 ＨＳＣＲ患儿的主要易感基因。 Ｔｏｕ等［６］通过唱５Ｇ ＞
Ａ（ｒｓ１０９００２９６），唱１Ａ＞Ｃ（ｒｓ１０９００２９７），ｃ１３５Ｇ＞Ａ（ ｒｓ１８００８５８），ｃ１２９６Ａ＞Ｇ（ ｒｓ１８００８６０）以及 ｃ２３０７Ｔ ＞Ｇ（ ｒｓ１８００８６１）构建单倍
型并证实其与 ＨＳＣＲ的发生有相关性。 Ｒｏｂｅｒｔ 等［７］研究表明 Ａ４５Ａ 多态性改变与 ＨＳＣＲ 临床表现的严重程度密切相关，
Ｇ６９１Ｓ和 Ｓ９０４Ｓ与 ＨＳＣＲ狭窄段的长度有一定关系。

由于遗传背景等方面的差异，不同的人种和种族中多态性存在不同。 目前还无山西省汉族 ＨＳＣＲ相关基因多态位点的研
究报道。 本试验分析了 ８０ 例散发性 ＨＳＣＲ 汉族患儿和 ８０ 例正常汉族儿童 ＲＥＴ 基因 ７、１２、１３、１５ 号外显子的基因多态性
情况。

一、对象与方法
１畅研究对象：收集 ２００８ 年 １月至 ２０１０ 年 １２ 月山西省儿童医院就诊术后病理切片证实的 ＨＳＣＲ汉族患者 ８０ 例，其中男

６６例，女 １４例，平均年龄为（２畅３ ±０畅７）岁。 均为散发性，无家族遗传史；收集同期山西省儿童医院体检健康汉族儿童男 ６５
人，女 １５人，平均年龄为（３畅５ ±０畅６）岁，均取静脉血 ３ ｍｌ，枸橼酸钠抗凝。

２畅研究方法：（１）ＤＮＡ提取模板：使用全血基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒（北京索来宝科技有限公司）常规蛋白酶 Ｋ，酚／
氯仿／异丙醇法提取样品 ＤＮＡ，ＴＥ溶解，经 １％琼脂糖电泳检测， －２０ ℃保存备用。 （２）ＰＣＲ扩增：所提取 ＤＮＡ分别进行 ＲＥＴ

ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４唱０７８５．２０１１．１９．０４７
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基因第 ７、１２、１３和 １５号外显子的 ＰＣＲ扩增。 其中第 ７、１２和 １５号外显子引物序列参考文献［８］ ，１３号引物应用 Ｐｒｉｍｅｒ软件自
行设计。 引物由上海基康生物技术有限公司合成（表 １）。 ５０ μｌ 的 ＰＣＲ 反应体系：１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ，２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ ５ μｌ，
２畅５ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ ５ μｌ，１０ μｍｏｌ／Ｌ引物各２ μｌ，１ Ｕ／μｌ Ｔａｑ酶 ２ μｌ，１００ ｎｇ ＤＮＡ模版２ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ２７ μｌ。 上述试剂由 Ｔａｋａｒａ公
司提供。 外显子反应条件为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６２ ～６６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 １畅０％的琼脂糖凝胶
电泳观察扩增结果。

表 1　 ＲＥＴ基因 第 ７、１２、１３、１５外显子引物序列

外显子 　　　引物序列 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ）
７ 寣Ｆ：５′唱ＧＡＡＴＣＴＣＴＡＣＣＣＴＣＡＧＧＣＣＡＴＴ唱３′

Ｒ：５′唱ＡＣＣＣＴＣＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧ 唱３′ ６４ (３５８  
１２ 牋Ｆ：５′唱ＣＴＴＴＴＣＣＣＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣ唱３′

Ｒ：５′唱ＧＣＡＴＴＧＧＧＧＧＣＴＣＴＴＣＡＧＧＧＴ 唱３′ ６４ (２９３  
１３ 牋Ｆ：５′唱ＧＡＣＣＴＧＧＴＡＴＧＧＴＣＡＴＧＧ 唱３′

Ｒ：５′唱ＡＡＧＡＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＣＴＧ唱３′ ６２ (２５４  
１５ 牋Ｆ：５′唱ＣＣＣＣＣＧＧＣＣＣＡＧＧＴＣＴＣＡＣ 唱３′

Ｒ：５′唱ＧＣＴＣＣＡＣＴＡＡＴＣＴＴＣＧＧＴＡＴＣＴＴＴ唱３′ ６６ (３５８  

表 2　ＲＥＴ基因 ７号外显子 Ａ４３２Ａ位点基因频数和等位基因频率分布
组别

基因型（频数）

ＡＡ ＡＧ ＧＧ 合计

等位基因频率［频数，（％）］

Ａ Ｇ 合计

ＨＳＣＲ 组 ０ 篌６ 1７４ 儍８０ 亮６（３ 祆祆畅７５） １５４（９６ ff畅２５） １６０（１００）

对照组 ０ 篌１７ E６３ 儍８０ 亮１７（１０   畅６２） １４３（８９ ff畅３８） １６０（１００）

　　注：与对照组比较，χ２ ＝５畅６６８，P ＜０畅０５

表 3　ＲＥＴ基因 １３号外显子 Ｌ７６９Ｌ位点基因频数和等位基因频率分布
组别

基因型（频数）

ＴＴ ＴＧ ＧＧ 合计

等位基因频率［频数，（％）］

Ｔ Ｇ 合计

ＨＳＣＲ 组 ４ 篌２１ E５５ 儍８０ 亮２９（１８   畅１２） １３１（８１ ff畅８８） １６０（１００）

对照组 １７  ４７ E１６ 儍８０ 亮８１（５０   畅６３） ７９（４９ RR畅３７） １６０（１００）

　　注：与对照组比较，χ２ ＝３７畅４５８，P ＜０畅０１

表 4　ＲＥＴ基因 ７号外显子 Ｄ４８９Ｎ位点基因频数和等位基因频率分布
组别

基因型（频数）

ＧＧ ＡＧ ＡＡ 合计

等位基因频率［频数，（％）］

Ｇ Ａ 合计

ＨＳＣＲ 组 ７４  ６ 1０ o８０ 亮１５４（９６ ((畅２５） ６（３ **畅７５） １６０（１００）

对照组 ７９  １ 1０ o８０ 亮１５９（９９ ((畅３８） １（０ **畅６２） １６０（１００）

　　注：与对照组比较，χ２ ＝２畅３３７，P ＞０畅０５

表 5　ＲＥＴ基因 １５号外显子 Ｓ９０４Ｓ位点基因频数和等位基因频率分布
组别

基因型（频数）

ＣＣ ＣＧ ＧＧ 合计

等位基因频率［频数，（％）］

Ｃ Ｇ 合计

ＨＳＣＲ 组 ７０  １０ E０ o８０ 亮１５０（９３ ((畅７５） １０（６ >>畅２５） １６０（１００）

对照组 ７４  ６ 1０ o８０ 亮１５４（９６ ((畅２５） ６（３ **畅７５） １６０（１００）

　　注：与对照组比较，χ２ ＝１畅０５３，P ＞０畅０５
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　　３畅测序：采用 ＰＣＲ产物直接进行正反向测序的方法，样品纯化及序列分析由生工生物工程（上海）有限公司完成。 所得
序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中正常人基因组序列比对，确定多态性位点。

４畅统计学分析：选择卡方检验（χ２），检验水准α＝０畅０５，相对危险度（OR）以及 ９５％可信区间，应用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件
进行分析。
　　二、结果

８０例 ＨＳＣＲ汉族患儿和 ８０ 例对照汉族儿童 ＲＥＴ 基因第 ７、１２、１３、１５ 号外显子序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＲＥＴ基因 ＤＮＡ序列
（ＮＧ＿００７４８９）比对，发现在患儿和正常儿童中出现四种多态位点。 分别是 ７ 号外显子 Ａ４３２Ａ（ＧＣＡ→ＧＣＧ），Ｄ４８９Ｎ（ＧＡＣ→
ＡＡＣ），１３号外显子 Ｌ７６９Ｌ（ＣＣＴ→ＣＴＡ）以及 １５号外显子 Ｓ９０４Ｓ（ＴＣＣ→ＴＣＧ）（图 １ ～４）。

其中，７号外显子 Ａ４３２Ａ（ＧＣＡ→ＧＣＧ）位点对照组和病例组等位基因分布频率存在显著性差异，χ２ ＝５畅６６８，P＜０畅０５，风
险等位基因为 Ｇ等位基因，OR＝３畅０５，９５％可信区间（１畅２１８ ～７畅６３９）（表 ２）。 １３ 号外显子 Ｌ７６９Ｌ（ＣＣＴ→ＣＴＡ）位点对照组和
病例组等位基因分布频率存在显著性差异，χ２ ＝３７畅４５８，P ＜０畅０１，风险等位基因为 Ｇ 等位基因，OR ＝４畅６３２，９５％可信区间
（２畅８３２ ～７畅５７７）（表３）。 ７号外显子Ｄ４８９Ｎ（ＧＡＣ→ＡＡＣ）（表４），１５号外显子 Ｓ９０４Ｓ（ＴＣＣ→ＴＣＧ）（表５）病例组和对照组比较
无统计学差异，P＞０畅０５。 ＳＮＰ 数据库已报道的 ＲＥＴ 基因 ７ 号、１２ 号、１３ 号外显子多态位点 Ｇ４４６Ｒ、Ｖ４５４Ｖ、Ｌ７４６Ｒ、Ｒ７４９Ｔ、
Ｐ７８５Ｐ本次试验尚未发现。

三、讨论
ＨＳＣＲ以肠道末端神经节细胞完全缺失的消化道发育畸形为特征。 迄今为止，ＨＳＣＲ的病因尚未完全明了，研究表明疾病

发生与遗传和环境等因素相关。 在遗传因素中，ＨＳＣＲ 表现为多基因疾病，与之相关的基因有 ＲＥＴ、ＧＤＮＦ、ＮＴＮ、ＥＤＮ３ 等 １０
余种［１］ 。 其中最主要的是 ＲＥＴ原癌基因。 迄今已发现多种 ＲＥＴ基因突变，以及 ２１ 个外显子中常见的 ７ 个基因多态性，分别
为 Ａ４５Ａ、Ｖ１２５Ｖ、Ａ４３２Ａ、Ｇ６９１Ｓ、 Ｌ７６９Ｌ、Ｓ８３６Ｓ、Ｓ９０４Ｓ，其中，Ａ４５Ａ、Ｌ７６９Ｌ的基因多态性与 ＨＳＣＲ显著相关［９］ 。

由于遗传和环境对 ＨＳＣＲ的重要作用，可能在不同种族和人群中基因发挥着不同的作用。 本次研究结果显示，Ａ４３２Ａ、
Ｌ７６９Ｌ基因多态性分布在正常组和对照组差异有统计学意义，风险等位基因均为 Ｇ，说明这两个基因多态性可能与山西汉族
人群的 ＨＳＣＲ存在一定的相关性。 而 Ｄ４８９Ｎ，Ｓ９０４Ｓ基因多态性分布在对照组和病例组之间无统计学意义，推测该多态性位
点可能与山西汉族 ＨＳＣＲ的发展无关。 已有文献报道，Ｂｏｒｒｅｇｏ等［１０］首先发现 Ｌ７６９Ｌ等位基因分布在 ＨＳＣＲ 中和对照组中的
有显著差异，认为该位点可能与 ＨＳＣＲ发病相关。 Ｌａｎｔｉｅｒｉ等［１１］发现高加索人中，Ｌ７６９Ｌ与 Ｓ９０４Ｓ与 ＨＳＣＲ发病相关。 Ｇａｒｃｉａ唱
Ｂａｒｃｅｌｏ等［１２］发现中国香港人群中，ＲＥＴ基因多态位点 Ａ４３２Ａ、Ｌ７６９Ｌ、Ｓ９０４Ｓ在病例组和对照组中等位基因分布有显著差异。
刘翠平［４］的研究发现 Ｓ９０４Ｓ基因多态性与 ＨＳＣＲ有关。 该位点在中国浙江人群中为保护性因素。 而杜寒松等［５］证实湖北地

区 Ｌ７６９Ｌ等基因变异是一个普遍多态性，但未发现 Ｓ９０４Ｓ多态性。 Ｃｈｉｎ等［８］发现台湾地区有 Ｄ４８９Ｎ多态性，但未报道该位点
与疾病的相关性。 推测这可能由种族地域等遗传环境不同造成。 本次试验未发现数据库已报道 ７、１２、１３、１５ 号外显子
Ｇ４４６Ｒ、Ｖ４５４Ｖ、Ｌ７４６Ｒ、Ｒ７４９Ｔ、Ｐ７８５Ｐ多态性改变。

本次研究结果与 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ畅ｎｃｂｉ畅ｇｌｍ畅ｎｉｈ畅ｇｏｖ／ｓｎｐ／数据库比对，未发现新的多态位点，还需扩大样本进一步研究分析确
认是否山西省汉族无此多态位点。 同时，本次研究通过 ８０例山西汉族 ＨＳＣＲ 患儿 ＲＥＴ基因多态性分析，首次提供中国山西
省汉族人群 ＲＥＴ基因 ７、１２、１３、１５外显子基因多态性的遗传分布资料，为以后的关联分析，单倍型分析提供参考。

本次试验仅研究了山西汉族人群 ８０例 ＨＳＣＲ患儿 ＲＥＴ 基因部分外显子多态位与疾病的相关性。 Ｙｕｎｉａ 等［１３］研究表明

部分内含子影响 ＲＥＴ基因的表达，因此还需对余下的外显子及内含子多态位点以及更广泛的人群进行分析，构建单倍型，以
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了解 ＲＥＴ基因多态性与中国人群 ＨＳＣＲ的相关性。
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