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转化生长因子 -β基因多态性与煤工尘肺相关性研究
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　　摘要:目的　探讨转化生长因子-β (TGF-β)基因多态性与煤工尘肺的关系。方法　采用 1∶1配对的病例对照研究

方法 , 病例组为确诊的 40例Ⅰ期煤工尘肺病人 , 对照组与煤工尘肺组同性别 、 同民族 、 同一工作车间或相同采掘工作

面 、 年龄差 <5岁、 开始接尘时间和累积接尘工龄差 <2年的接尘工人。 应用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性

(PCR-RFLP)技术对 TGF-β 启动区的 -509C/T位点和第一外显子的 +869T/C、 +915G/C位点的基因多态性进行检测。

结果　煤工尘肺组 TGF-β 启动区的 -509C/T、 +869T/C、 +915G/C三位点等位基因和基因型频率与对照组比较 , 差异

均无统计学意义 (P>0.05)。结论　TGF-β 基因多态性在煤工尘肺的发病中不起主要作用。
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Relationshipbetweengeneticpolymorphismoftransforminggrowthfactor-β

andsusceptibilityofcoalworkerspneumoconiosis
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Abstract:Objective　Toexploretherelationbetweengeneticpolymorphismoftransforminggrowthfactor-β (TGF-β)

andsusceptibilityofcoalworkerspneumoconiosis(CWP).Methods　The1∶1 pairedcase-controlstudywasapplied.The

pneumoconiosisgroupconsistedof40 workerswiththefirstphaseofCWP, thecontrolgroupconsistedof40 workerswithout

CWP, therewasnoobviousdifferencebetweenthetwogroupsinsex, nationality, workshoporworksite, andthedifferencesin

ageandcumulativeexposuretimebetweenthetwogroupswerelessthan5 yearsand2 years, respectively.Polymerasechains

reaction-restrictionfragmentlengthpolymorphism(PCR-RFLP)wasusedtodetectthepolymorphismofTGF-β.Results　The

differencesof-509C/T, +869T/Cand+915G/CfrequenciesinTGF-β genotypebetweenthecaseandcontrolgroupwerenot

significant(P>0.05).Conclusion　ThegeneticpolymorphismofTGF-β doesnotplayadominantroleinthesusceptibilityof

coalworkerspneumoconiosis.
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　　煤工尘肺 (coalworkerspneumoconiosis, CWP)

是长期吸入煤矿无机粉尘所致的以肺组织纤维化为主

的严重职业病 , 以煤矽肺居多 。转化生长因子-β

(transforminggrowthfactor-β , TGF-β)在纤维化中起

着重要的作用 , 它可以调控肺成纤维细胞分裂 、增殖

及胶原蛋白的合成与降解 , 在纤维化性疾病中表达水

平增高
[ 1, 2]
。调查发现 , 煤工尘肺发病存在着很大的

个体差异 , 本文拟探讨 TGF-β基因多态性与 CWP的

关系 , 揭示其在 CWP发生发展中遗传易感性的作用 ,

为进一步防治 CWP奠定理论基础 。

1　对象与方法

1.1　对象

本研究在对开滦 (集团)有限责任公司下属某

煤矿 800名接尘工人进行健康检查基础上 , 详细核实

每名工人的职业史 , 调查其接尘性质及累积接尘工

龄 , 全部拍摄后前位胸大片 , 由尘肺诊断组按 《尘

肺病诊断标准》 (GBZ70— 2002)确诊的煤工尘肺病

人为研究对象。从受检工人中选择与病例年龄差 <5

岁 、同性别 、同民族 、开始接尘时间及累积接尘工龄

差 <2年 、 在同一车间或同一采掘工作面工作的非尘

肺接尘工人为对照组 , 与病例组进行 1∶1配对 。

选择男性 、汉族 Ⅰ期煤工尘肺患者 40例为病例

组 。平均年龄为 (55.9±9.4)岁 (43 ～ 81岁), 平

均发病年龄为 (51.4 ±8.2)岁 (25 ～ 75岁), 平均

发病工龄为 (26.5 ±7.3)年 (3 ～ 46年);对照组

的性别 、 民族与煤工尘肺组相同 , 平均年龄为

(55.6±9.4)岁 (39 ～ 80岁)。

对影响煤工尘肺的主要因素进行均衡性检验表

明 , 其开始接尘年龄 、 开始接尘时间 、 累积接尘工
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龄 、吸烟情况和血型等 , 两组差异均无统计学意义 。

1.2　方法

1.2.1　样品采集　现场采集空腹静脉血 5 ml, 取 1

滴用于血型测定 , 其余用 2%EDTA抗凝。采用低渗

溶血法分离白细胞 , 酚-氯仿-异戊醇法抽提 DNA, 于

4℃冻存备用 。

1.2.2　TGF-β基因多态性检测　 (1)目的基因片

段的扩增:PCR引物设计参照文献 [ 3、 4] 。 (2)

PCR扩增体系及循环体系:总体系是 25 μl, 内含模

板 DNA50 ng, 上下游引物各 40pmol/L, 50mmol/L

KCl, 1.5 mmol/LMgCl2 , 200μmol/LdNTP, 1UTaq

DNA聚合酶 。 PCR反应条件为 95℃预变性 4 min,

94℃变性 30s、 57℃退火 30s(-509)/60℃退火 30

s(+869) /59℃退火 30s(+915), 72℃延伸 1min

为 1个循环 , 共扩增 30个循环 , 结束后于 72℃延伸

5 min。 (3)RFLP法检测基因型:TGF-β -509位点

扩增出 120 bp的产物 , 通过 DdeⅠ内切酶识别 , 酶

切成 74 bp和 46 bp片段; +869位点扩增出 153 bp

的产物 , 被 PvuⅡ内切酶切成 135 bp和 18 bp;

+915位点扩增出 224 bp的产物 , 通过 Crf13Ⅰ内切

酶识别 , 酶切成 124 bp和 100 bp片段 。TGF-β各点

引物序列详见表 1。
表 1　TGF-β 各点引物序列

基因位点 前引物 后引物

TGF-β -509 5-GGAGAGCAATTCTTACAGGTG-3 5-TAGGAGAAGGAGGGTCTGTC-3'

TGF-β +869 5-TCCGGGCTGCGGCTGCAGCTGCT-3 5-CAGGATCTGGCCGCGGATGG-3'

TGF-β +915 5-ACCACACCAGCCCTGTTCGC-3 5-AGCTTGGACAGGATCTGGCC-3

1.3　统计学处理

用 Excel建库 , SPS11.5进行数据分析。定量资料

选用 1∶1配对 t检验;多分类有序及无序资料采用行 ×

列表 χ
2
检验;配对计数资料采用 1∶1配对 χ

2
检验。

2　结果

2.1　病例组和对照组开始接尘年龄 、 累计接尘工龄

及接尘时间的比较

由于环境因素对尘肺的影响极大 , 我们对配对的

病例组和对照组的开始接尘年龄 、累计接尘工龄及接

尘时间进行了比较 , 结果显示差异均无统计学意义

(P>0.05), 结果见表 2。
表 2　病例组和对照组开始接尘年龄 、 累计接尘

工龄及接尘时间的比较

组别

开始接尘年龄(年) 开始接尘年代 累计接尘工龄(年)

x s ≤1959 1960 ～ 1970 ～ 1987 x s

CWP组 21.64 3.49 25 23 69 27.96 5.51

对照组 21.56 3.51 27 30 60 28.73 5.73

t=0.201 P=0.833 χ2=1.629　P=0.443 t=1.331 P=0.653

2.2　TGF-β基因多态性与煤工尘肺之间的关系

CWP组和对照组 TGF-β 3个基因位点的基因型

进行比较 , 结果显示 , 煤工尘肺组 TGF-β -509、

+915、 +869位点的基因型频率与对照组比较 , 差

异均无统计学意义 (P>0.05), 见表 3。

　　对 TGF-β 3个位点等位基因携带率进行比较 , 结

果显示 , 煤工尘肺组 TGF-β -509、 +915、 +869位

点的等位基因频率与对照组比较 , 差异均无统计学意

义 (P>0.05), 见表 4。

表 3　煤工尘肺组与对照组 TGF-β 基因型频率的比较

基因

位点

基
因
型

CWP 对照组

例数 比 (%)例数 比 (%)
χ2 值 OR值

-509 (C/T)CC 12 30.0 16 40.0

CT 15 37.5 18 45.0 3.423 1.238

TT 13 32.5 6 15.0

+869 (T/C)TT 9 22.5 14 35.0

TC 18 45.0 17 42.5 1.843 1.334

CC 13 32.5 9 22.5

+915 (G/C)GG 32 80.0 34 85.0

GC 8 20.0 6 15.0 0.346 1.202

CC 0 0.0 0 0.0

表 4　煤工尘肺组与对照组 TGF-β 等位基因频率的比较

等位基因
CWP 对照组

例数 比 (%) 例数 比 (%)
χ2 值 OR值

-509＊C 39 48.8 50 62.5

-509＊T 41 51.2 30 37.5
3.064 1.330

+869＊T 36 45.0 45 56.3

+869＊C 44 55.0 35 43.7
2.025 1.254

+915＊G 72 90.0 74 92.5

+915＊C 8 10.0 6 7.5
0.313 1.183

　　考虑到同一基因不同位点之间可能存在着相互作

用 , 我们对煤工尘肺组中 -509位点和 +915位点的

基因型进行协同分析 , 结果显示 , 煤工尘肺组同时携

带有 -509CC基因型和 +915GG基因型频率低于对照

组 , 差异无统计学意义 (P>0.05), 见表 5。
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表 5　煤工尘肺组与对照组同时携带 TGF-β (-509和 +915)

两位点基因型和等位基因频率的比较

基因型 /

等位基因

CWP 对照组

例数 比 (%) 例数 比 (%)
χ2 值 OR值

CC/GG 7 17.5 12 30.0 1.726 0.189

CT/GC 1 2.5 2 5.0 0.346 0.556

TT/GC 2 5.0 0 0 2.051 0.152
-509C+915G 27 33.8 34 42.5 1.298 0.255

-509T+915C 3 3.8 1 2.5 1.026 0.311

2.3　PCR产物及酶切产物结果判定

图 1是 PCR扩增产物经酶切电泳图 。图 (a)是

-509位点由内切酶 DdeⅠ酶切后 , 电泳显示 3条带

的是杂合子 CT, 2条带的是纯合子 CC, 显示 1条带

的是 TT纯合子;图 (b)是 +869位点由 PvuⅡ酶切

后 , 电泳显示 2条带的是杂合子 TC, 1条带的 (153

bp)是纯合子 CC, 显示 1条带的 (135bp)是 TT纯

合子;图 (c)是 +915位点由内切酶 Crf13Ⅰ酶切

后 , 电泳显示 3条带的是杂合子 GC, 显示 1条带的

是 GG纯合子。

3　讨论

煤工尘肺是由于长期吸入煤尘所引起的肺纤维化

疾病 , 基本病变是煤尘斑 、灶周肺气肿及弥漫性纤维

化 , 发病工龄多在 15 ～ 20年 , 病变发展较快 , 危害

较重 , 同一工作环境 , 煤工尘肺发生率也存在着个体

差异。

TGF-β位于人类染色体 19q13, 包含 6个内含子

和 7个外显子 , 它的启动区有 2个重要位点 , 来启动

转录并具有多种调节机制 , 编码区主要有 2个基因多

态性位点引起编码蛋白的差异 , 可影响疾病的产生或

严重程度;必须在严格控制其他因素的情况下 , 才能

研究基因多态性对煤工尘肺发病的作用。本研究结果

表明 , 两组间开始接尘年龄 、 累计接尘工龄及接尘时

间差异均无统计学意义 (P>0.05);两组的吸烟率

及直接反映吸烟情况的吸烟指数差异均无统计学意

义 , 煤工尘肺组与对照组间血型的构成差异无统计学

意义。

TGF-β基因 -509 (C/T)突变的意义目前还不

十分清楚 , 有人认为 , TGF-β -509 (C※T)是一个

功能性的变异 , 因这个变异位于 TGF-β基因启动子

区域 , 所以它可能产生或破坏一个转录因子结合位

点 , 从而导致 TGF-β异常表达;TGF-β -509T变异

与真正起作用的多态现象存在连锁不平衡;-509位

点与血浆中 TGF-β的浓度有着密切的关系
[ 5]
, 对免

疫系统有一定的影响 , 与重度哮喘有关
[ 6]
, 与 IgE水

平增高
[ 7]
有关 。有研究报道 , 携带 -509＊T等位基

因人群血浆中 TGF-β的浓度增高
[ 8]
。 TGF-β在体内

产生量的多少可能是由编码 10和 25密码子的 +869、

+915位点的基因多态性造成
[ 7]
, 当 +869位点碱基

T被 C取代时 , 密码子 10编码的氨基酸从亮氨酸

(Leu)变成脯氨酸 (Pro), 如果编码的氨基酸为 Pro

时 , 机体合成 TGF-β 量较多
[ 9]
。然而 Suthamthiran

等
[ 10]
研究报道 , +869＊T等位基因与 TGF-β合成有

关 , 而不是 C等位基因。另有报道 , 10密码子基因

型为 TC和 CC患者纤维化的发生率是基因型为 TT的

3倍
[ 11]
;然而 Arkwright等研究 TGF-β基因多态性与

囊性肺纤维化的关系时发现 , +869基因型为 TT的

囊性肺纤维化患者比基因型为 TC、 CC的患者更易发

生急性肺功能损伤
[ 12]
, +915GC基因型与 TGF-β分

泌量增多有关
[ 13]
。 Gewaltig等在研究肝纤维化时发

现 , 25密码子杂合子 (GC)基因型发展成为纤维化

比纯合子 (GG)基因型更快
[ 14]
。

本研究显示 , TGF-β (-509、 +869、 +915)

三个位点的基因型与等位基因的频率在煤工尘肺的研
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究中 , 病例组和对照组 , 差异均无统计学意义 (P>

0.05)。也有其他研究报道 , TGF-β等细胞因子的基

因多态性与尘肺缺乏联系
[ 15]
。

综上 , 可以假设 , 在煤工尘肺的发病中 TGF-β

基因多态性可能不扮有主要角色;另外 , 过去认为煤

工尘肺的纤维化是煤尘中的二氧化硅所致 , 现在已肯

定煤尘本身可至肺纤维化 , 但致病能力较弱 , 故可能

不会导致人类基因的改变 , 具体的原因还需要进一步

研究探讨。
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(上接第 334页)

　　对于尘肺肺功能损伤与影像学改变间的关系 , 本

文见不规则小阴影中肺功能异常率较圆形小阴影高 ,

这与不规则小阴影的间质纤维化病理基础是一致的。

此时胸膜下 、小叶间隔 、 小血管周围以及肺泡间隔的

纤维组织增生致使这些部位增宽变厚 、互相连接形成

弥漫性网格 , 肺泡体积缩小 , 必然会影响肺通气功能

和氧的弥散 。有大阴影改变者较仅有小阴影时肺功能

异常率高 , 说明随尘肺病变严重 、期别增高 , 肺功能

损伤明显。本文尘肺肺功能损伤程度与影像学改变间

未见有统计学意义的相关结果 , 从组织病理生理学基

础看两者间总体上应一致 , 但临床上有时不完全平

行 , 或许与个体的肺代偿情况不同 , 或是与不同病变

类型 、 发生部位以及合并症的有无等均有关系 。此外

功能性改变较影像学改变更早些 , 如何从影像学 、 肺

功能两方面更客观地评价生产性粉尘对作业工人的健

康危害值得深入研究 。
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