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  【摘要】 目的 探讨长沙地区汉族吸烟人群中维生素D受体 (VDR)基因多态性与慢性

阻塞性肺疾病 (COPD)易感性的关系。方法 针对长沙地区汉族吸烟人群,共收集50例在长

沙市第三医院呼吸内科门诊就诊的有吸烟史的COPD稳定期患者,设为吸烟COPD组;同时收

集50例在同院同期体检中心体检的吸烟健康者,设为吸烟对照组。采用聚合酶链反应-限制性片

段长度多态性 (PCR-RFLP)法检测VDR基因多态位点ApaI、BsmI以及TaqI的基因型,探

讨VDR基因多态性与COPD易感性的关系。结果 吸烟COPD组与吸烟对照组之间ApaI位点

的aa、Aa、AA基因型频率分布差异有统计学意义 (P<0 05)。以Aa+AA基因型做参照,携

带aa基因型可能增加吸烟人群COPD的发病风险 (OR =2 786,95%CI:1 215~6 389)。2
组的a、A等位基因频率分布差异有统计学意义 (P <0 05),且与携带等位基因A相比,携带

等位基因a的个体可能增加吸烟人群 COPD的发病风险 (OR =1 897,95%CI:1 042~
3 457)。2组BsmI与TaqI位点的基因型频率分布差异无统计学意义 (P >0 05)。结论 Apa

I的基因多态性可能增加吸烟人群COPD的易感性,而BsmI以及TaqI位点多态性可能与吸烟

人群COPD的易感性无关联。
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【Abstract】 Objective TodetectthecorrelationsbetweenpolymorphismsofvitaminD
receptor VDR genesandchronicobstructivepulmonarydisease COPD insmokers Methods 
Fiftysmoking COPD patients and fifty smoking volunteers were enrolledin the study 
PolymorphismsofVDRgenesincludingApaI BsmIandTaqIweredetectedbyusingpolymerase
chainreaction-restrictionfragmentslengthpolymorphism PCR-RFLP  CorrelationsbetweenVDR

genepolymorphismsandthesusceptibilitytoCOPDinsmokerswereanalyzed Results Therewas
astatisticallysignificantdifferenceinthefrequencydistributionsofaa AaandAAgenotypes
betweenthesmokingCOPDgroupandthesmokingcontrolgroup P <0 05  UsingtheAa+AA

genotypeasareference individualscarryingtheaagenotypeincreasedtheriskofCOPDinsmokers

 OR =2 786 95%CI 1 215-6 389  Therewasastatisticallysignificantdifferenceinthe
frequencydistributionsofaandAallelesbetweenthetwogroups P <0 05  Comparedwith
carryingalleleA individualscarryingalleleaincreasedtheriskofCOPDinsmokers OR=1 897 
95%CI 1 042-3 457  Therewasnostatisticallysignificantdifferenceingenotypefrequency
distributionofBsmIandTaqIbetweenthetwogroups Conclusions ApaIgenepolymorphism
mayincreasethesusceptibilityofCOPDinsmokers whileBsmIandTaqIgenepolymorphisms
maynotbeassociatedwiththesusceptibilityofCOPDinsmokers 
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COPD是一种以持续性呼吸道症状和气流受限

为特征的常见呼吸系统疾病,常与暴露于有毒颗粒

或气体后引起的气道和/或肺泡异常有关。COPD
在全世界范围内有着高发病率和高病死率,虽然

COPD可防可治,但目前尚无药物或治疗方法逆转

COPD患者肺功能进 行 性 下 降,因 此 如 何 防 治

COPD一直是难点。COPD的发病机制尚不明确,
一般认为主要受遗传基因和环境因素两方面的影

响。吸烟是COPD目前公认的最常见的危险致病

因素。目前认为COPD可能是一种多基因遗传性

疾病,因此寻找COPD的易感基因是目前研究的

热点。目前发现维生素D与COPD的发病机制存

在关联[1]。维生素 D 受体 (vitaminDreceptor,

VDR)是维生素D代谢途径中的关键位点,VDR
基因可作为COPD研究的候选易感基因。本研究

选择目前研究较多的3个VDR基因多态位点ApaI、

BsmI以及TaqI,探讨VDR基因多态性与吸烟人

群COPD易感性的关系,以进一步探求 VDR在

COPD发生、发展过程中的具体潜在机制。

1 对象与方法

1 1 研究对象 本研究采用病例对照研究。研究

对象收集时间为2016年1月至2016年12月,针

对长沙地区汉族吸烟人群,共收集50例在长沙市

第三医院呼吸内科门诊就诊的有吸烟史的COPD
稳定期患者,设为吸烟COPD组;同时收集50例

在同院同期体检中心体检的吸烟健康者,设为吸烟

对照组。入选标准: (1)吸烟COPD组须符合中

国 《慢性阻塞性肺疾病诊治指南 (2013年修订

版)》中的 COPD 诊断标准[2]:即有呼吸困难、
慢性咳嗽或多痰;有危险因素暴露史;吸入支气管

扩张药之后行肺功能检查示第1秒用力呼气容积

(forced expiratory volume in one second,

FEV1)/FVC<0 70;(2)所有研究对象经肺功能

检查、X线胸片或胸部CT等检查证实无支气管哮

喘、充血性心力衰竭、支气管扩张、肺结核、弥漫

性泛细支气管炎等疾病史;(3)对照组除无上述疾

病外,无COPD病史; (4)肝肾功能正常。本研

究吸烟人群纳入标准为吸烟严重度指数≥2分

者[3]。本研究经长沙市第三医院伦理委员会批准

(2016EC-002),所有研究对象均经充分知情后签

署知情同意书。

1 2 临床资料的收集 收集所有研究对象的一般

资料:包括性别、年龄、居住地、民族、危险因素

接触史 (包括吸烟史和职业史等)、既往史、家族

史等;并同时收集临床资料:包括症状、体征、X
线胸片或胸部CT等。对所有研究对象测量身高、
体质量,并计算体质量指数。体质量指数=体质

量/身高2 (kg/m2)。所有研究对象休息30min后

在专业做肺功能检查的医师指导下测定肺功能,检

测FEV1%pred、FEV1/FVC等指标。

1 3 研究方法

1 3 1 血样的采集与DNA的提取 所有研究对

象于清晨空腹抽取静脉血4ml,选用北京天根生

化科技有限公司提供的DNA提取试剂盒提取人白

细胞基因组DNA。

1 3 2 VDR基因分型 本研究采用聚合酶链反应

-限制性片段长度多态性 (PCR-RFLP)法。由于

ApaI和TaqI位于同一扩增片段上,因此 VDR
这2个多态位点可共用一对引物:上游引物为5'-
CTAAATGCACGGAGAAGTCACTG-3',下游引

物为5'-TTCTGGATCATCTTGGCATAGAG-3'。

BsmI的上游引物为5'-ATAAGGAAATACCTA-
CTTTGCTGG-3',下游引物为5'-CGCAAGAAA-
CCTCAAATAACAGCG-3'。PCR 反应条件 为 预

变性95℃5min,变性95℃30s,退火58℃
45s,延伸72 ℃ 60s,共计30个循环。最后,

72℃终止延伸6min。PCR扩增后,应用限制性

内切酶 (立陶宛Fermentas公司)酶切,然后对酶

切产物电泳。

1 4 结果判断 目的片段产物经ApaI、BsmI或

TaqI限制性内切酶酶切后电泳条带可能出现3种

情况:(1)等位基因没有酶切位点的纯合子出现1
个条带,分别以2个对应内切酶的第一个大写字母

表示其基因型 (AA、BB或TT); (2)只有一个

酶切位点的杂合子出现3个条带,分别以对应内切

酶的第一个大小写字母表示其基因型 (Aa、Bb或

Tt);(3)有2个酶切位点的纯合子出现2个条带,
分别以2个对应内切酶的第1个小写字母表示其基

因型 (aa、bb或tt)。

1 5 统计学分析 数据分析应用SPSS21 0统计
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软件进行。计量资料以x-±s表示,吸烟COPD组

与吸烟对照组间的计量资料比较采用t检验。计数

资料以例数表示。基因频率采用基因计数法计算。
基因型分布及组间等位基因频率的差异比较采用

χ2 检验。分析各基因型与COPD发病风险的关联

以计算比值比 (oddsratio,OR )及其95%的置信

区间 (confidenceinterval,CI)表示。P <0 05为

差异有统计学意义。

2 结果

2 1 2组间一般资料的比较 吸烟COPD组与吸

烟对照组在性别构成、年龄、体质量指数方面差异

无统计学意义 (P >0 05),见表1。

表1 2组研究对象一般资料的比较

组别 例数
性别 (例)
男 女

年龄 (岁,
x-±s)

体质量指数
(kg/m2,x-±s)

吸烟对照组 50 38 12 60 37±10 51 22 17±3 27
吸烟COPD组 50 40 10 62 05±10 79 20 46±3 05
统计值 χ2=0 233 t=0 602 0 591
P 值 0 810 0 551 0 598

吸 烟 严 重 度 指 数 方 面,吸 烟 COPD 组 为

(2 26±0 44)分,吸烟对照组为 (2 76±0 47)
分,两者差异有统计学意义 (t =2 409,P =
0 021)。

依据GOLD2018修订的 COPD综合评估工

具[4],COPD组综合评估分布情况为:A组为11
例,B组为33例,C组为6例。

2 2 酶切后电泳结果 ApaI、BsmI和TaqI的

各基因型的条带数目及位置分别见图1、2、3。

注:M为 Marker;1为AA基因型;2为aa基因型;3为

Aa基因型;VDR为维生素D受体

图1 VDR基因ApaI位点电泳结果图

2 3 2组间VDR的ApaI、BsmI及TaqI基因多

态性分布 吸烟COPD组与吸烟对照组之间ApaI

基因型频率比较差异有统计学意义 (χ2=6 000,

P <0 05);而2组之间BsmI及TaqI基因型频

率比较差异无统计学意义 (χ2=0 250、1 507,P
值均>0 05)。见表2。

注:M为 Marker;1为Bb基因型;2为bb基因型;3为

BB基因型;VDR为维生素D受体

图2 VDR基因BsmI位点电泳结果图

注:M为 Marker;1为 Tt基因型;2为tt基因型;3为

TT基因型;VDR为维生素D受体

图3 VDR基因TaqI位点电泳结果图

2 4 2组研究对象VDR基因3个位点基因型及等

位基因的频率分布 吸烟COPD组与吸烟对照组

ApaI位点的aa、Aa、AA基因型频率分布差异有

统计学意义 (χ2=6 000,P <0 05)。以Aa+AA
基因型做参照,携带aa基因型可能会增加吸烟人

群COPD 的发病风险 (OR =2 786,95%CI:
1 215~6 389)。2组的a、A等位基因频率分布差

异有统计学意义 (χ2=4 432,P <0 05),且与携

带等位基因A相比,携带等位基因a的个体可能

会 增 加 吸 烟 人 群COPD的 发 病 风 险 (OR =
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表2 2组研究对象VDR的ApaI、BsmI及TaqI基因多态性分布 (例)

组别 例数
ApaI

AA Aa aa
BsmI

BB Bb bb
TaqI

TT Tt tt
吸烟对照组 50 4 32 14 0 9 41 37 13 0
吸烟COPD组 50 2 22 26 0 11 39 42 8 0
χ2 值 6 000 0 250 1 507
P 值 0 014 0 617 0 220

  注:VDR为维生素D受体

1 897,95%CI:1 042~3 457)。2组BsmI位

点的bb、Bb基因型频率分布差异无统计学意义

(χ2=0 250,P >0 05);2组的b、B等位基因频

率分 布 差 异 无 统 计 学 意 义 (χ2=0 222,P >
0 05)。2组TaqI位点的Tt、TT基因型频率分布

差异无统计学意义 (χ2=1 507,P >0 05);2组

的t、T等位基因频率分布差异无统计学意义 (χ2=
1 330,P >0 05)。见表3。

表3 2组研究对象VDR基因3个位点基因型及等位基因的频率分布 [个 (%)]

组别
ApaI

aa Aa AA a A
吸烟COPD组 26 52 0 22 44 0 2 4 0 74 74 0 26 26 0 
吸烟对照组 14 28 0 32 64 0 4 8 0 60 60 0 40 40 0 
χ2 值 6 000 4 432
P 值 0 014 0 035
OR 值 2 786 1 1 897 1
95%CI 1 215~6 389 1 042~3 457

组别
BsmI

bb Bb b B
TaqI

Tt TT t T
吸烟COPD组 39 78 0 11 22 0 89 89 0 11 11 0 8 16 0 42 84 0 8 8 0 92 92 0 
吸烟对照组 41 82 0 9 18 0 91 91 0 9 9 0 13 26 0 37 74 0 13 13 0 87 87 0 
χ2 值 0 250 0 222 1 507 1 330
P 值 0 617 0 637 0 220 0 249
OR 值 0 778 1 0 800 1 0 542 1 0 582 1
95%CI 0 291~2 082 0 316~2 024 0 202~1 452 0 230~1 472

  注:VDR为维生素D受体

3 讨论

很多COPD患者确实存在血清25-羟维生素D
水平降低[5]。越来越多的证据表明,低水平的维生

素D与FEV1 下降、免疫功能紊乱、气道炎症增

加密切相关[1]。维生素D在体内经过两步羟化后

转变为具有活性的1,25-二羟维生素D,通过与靶

细胞内特异性受体-VDR结合形成激素-受体复合

物,从而发挥各种生理作用。因此VDR是维生素

D代谢途径中的重要位点。VDR除存在于肠道、
肾脏和骨骼以外,还存在于许多其他组织,1,25-
二羟维生素D作用于这些组织细胞内的 VDR后,
发挥许多非经典作用。目前已有研究发现,VDR
基因多态性与COPD存在关联。Kim 等[6]研究表

明,VDR基因多态性与COPD患者骨质疏松的发

生存在显著相关性。Hopkinson等[7]发现,VDR
基因多态性影响COPD患者的股四头肌肌力从而

增加COPD患者跌倒的风险。有研究发现,VDR-
ApaI基因可能是COPD的易感基因[8]。

吸烟是COPD最重要的环境危险因素。本研

究显示,COPD组吸烟严重度指数与对照组的差异

有统计学意义,提示吸烟严重度可能与COPD发

病相关。目前免疫方面的研究是COPD发病机制

研究中的热点。近来有学者提出COPD肺气肿患

者肺内存在免疫调节异常,T细胞介导的获得性免

疫启动并参与了COPD肺气肿的发病过程[9]。吸

烟的COPD患者肺内存在寡克隆CD4+T细胞聚

集[10],COPD可能是一种由烟草烟雾诱发、CD4+

T细胞参与的炎症反应及自身免疫病[11]。维生素

D可通过增强吞噬作用、氧化应激、趋化性和抗菌

肽的生成,从而阻止呼吸道上皮细胞、单核细胞、
巨噬细胞和树突细胞的过度产生炎症细胞因子[12]。
通过小鼠模型发现,暴露在烟草环境中维生素D
缺乏的小鼠肺组织有大量巨噬细胞浸润,气道内有

CD4、CD8T细胞浸润,同时炎症介质也明显增

多,在补充维生素D后这种情况就被抑制了[13]。
烟草暴露可能引起COPD炎症反应加剧以及免疫

受损,而维生素D可能参与免疫调节,具有改善
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COPD患者免疫功能及炎症反应的作用。
本研究针对长沙地区汉族吸烟人群,选取与

COPD可能相关的VDR基因多态酶切位点ApaI、

BsmI以及TaqI,探求VDR基因多态性与吸烟人

群COPD易感性的关系。结果显示吸烟COPD患

者与吸烟对照组之间ApaI位点的aa、Aa、AA基

因型频率分布差异有统计学意义;以 Aa+AA基

因型做参照,携带aa基因型可能会增加吸烟人群

COPD的发病风险。2组的a、A等位基因频率分

布差异有统计学意义;且与携带等位基因A相比,
携带等位基因a的个体可能会增加吸烟人群COPD
的发病风险。而2组中BsmI和TaqI基因型和等

位基因频率差异无统计学意义。这表明在VDR基

因多态位点中,ApaI的基因多态性可能增加吸烟

人群COPD的易感性,而BsmI以及TaqI位点多

态性可能与吸烟人群COPD的易感性无关联。
研究VDR基因多态性与COPD易感性的关系

对于探索COPD的发生机制、筛选其易感人群、
增强COPD的防控等均有重要意义。通过本研究,
表明VDR基因ApaI位点与长沙地区汉族吸烟人

群COPD的易感性可能有关,而与BsmI和TaqI
位点可能无关。有研究证实,VDR基因多态性位

点突变会直接影响受体与1,25-二羟维生素D的

结合能力,从而会造成受体严重的功能缺失[14]。

COPD是一种慢性气道炎症性疾病。Ishii等[15]研

究发现,VDR表达是影响小鼠肺组织抗炎反应的

重要因素。这可能是VDR参与COPD发生、发展

过程的一种机制。但VDR基因多态性具体通过何

种机制参与COPD的发生、发展过程,以及吸烟

是否会引起 VDR基因突变从而导致 VDR功能缺

失,还有待于在今后的研究工作中进一步证实。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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