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[摘要]         目的   研究转化生长因子-β1（TGF-β1）-509T/C位点与白细胞介素-10（IL-10）-1082A/G位点的单核苷酸

多态性与复发性口腔溃疡（RAU）易感性的相关性。方法   采用限制性片段长度多态性-聚合酶链式反应（RFLP-

PCR）法和序列特异性引物-聚合酶链式反应（SSP-PCR）法对138例RAU患者和124例健康对照者进行TGF-β1-509

位点与IL-10-1082位点的单核苷酸多态性的检测分析，用比值比（OR）和95%可信区间（95%CI）估计相对危险

度。结果   TGF-β1-509位点与IL-10-1082位点在基因型频率与等位基因频率的分布上，病例组与正常对照组之间均

存在明显差异（P<0.05）。TGF-β1-509位点基因型CT（OR=1.231，95%CI=0.702~2.160）与TT（OR=2.482，95%CI=

1.250~4.927）为高风险基因型，T等位基因为高风险等位基因（OR=1.465，95%CI=1.036~2.074）。IL-10-1082位点

基因型AG（OR=1.391，95%CI=0.808~2.396）与GG（OR=4.165，95%CI=1.944~8.924）为高风险基因型，G等位基

因为高风险等位基因（OR=2.134，95%CI=1.474~3.089）。结论   TGF-β1-509位点与IL-10-1082位点是RAU患者的

易感基因位点。TGF-β1-509位点携带T等位基因患RAU的风险性是携带C等位基因者的1.465倍。IL-10-1082位点携

带G等位基因患RAU的风险性是携带A等位基因者的2.134倍。
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[Abstract]     Objective   To explore the possible relationship between recurrent aphthous ulcer (RAU) and single nucleotide 

polymorphism (SNP) of transforming growth factor-β1 (TGF-β1) -509T/C and interleukin-10 (IL-10) -1082A/G sites. Methods   

A total of 138 RAU patients were recruited for this study. The control group consisted of 124 subjects. TGF-β1-509T/C and 

IL-10-1082A/G sites were detected by restriction fragment length polymorphism-polymerase chain reaction (RFLP-PCR) 

and sequence specific primer-polymerase chain reaction (SSP-PCR). Relative risk ratios were estimated by odds ratios (OR) 

and 95% confidence interval (95%CI). Results     Significant differences were found in the genotype frequencies or allele

frequencies of TGF-β1-509T/C and IL-10-1082A/G sites between the RAU patients and controls (P<0.05). CT genotype 

(OR=1.231, 95%CI=0.702–2.160), TT genotype (OR=2.482, 95%CI=1.250–4.927), and T allele (OR=1.465, 95%CI=1.036–

2.074) at the TGF-β1-509 site exhibited high risks. AG genotype (OR=1.391, 95%CI=0.808–2.396), GG genotype (OR=4.165, 

95%CI=1.944–8.924), and G allele (OR=2.134, 95%CI=1.474–3.089) at  the IL-10-1082A/G site also showed high risks. 

Conclusion   TGF-β1-509T/C and IL-10-1082A/G sites are associated with the risk of RAU. The TGF-β1 gene-509T allele 

and IL-10 gene-1082G allele may serve as genetic determi-

nants for RAU.
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复发性口腔溃疡（recurrent aphthous ulcer，RAU）

是常见的口腔黏膜疾病，患病率可高达20%。目前

国内外学者普遍认为RAU发病是遗传、环境及免疫

综合作用，即遗传背景加上适当的环境引发异常的

免疫反应而出现RAU特征性病损。研究[1]已表明：

RAU患者出现T淋巴细胞介导的细胞免疫反应的下

降，其中以CD4、CD4/CD8的水平均出现不同程度

的降低。转化生长因子-β1（transforming growth factor-
β1，TGF-β1）和白细胞介素-10（interleukin-10，IL-
10）是由调节性T细胞产生，可以抑制多种细胞因子

的合成，对T细胞免疫有着负性调节的作用。有研究

表明，TGF-β1和IL-10的单核苷酸多态性与多种自身

免疫性疾病密切相关，位于启动子区的TGF-β1-509
位点[2]与IL-10-1082位点[3]的基因多态性与这2个因

子的转录水平和循环浓度有关。前期研究[4]发现RAU
患者外周血中TGF-β1和IL-10处于高表达水平，提示

TGF-β1和IL-10可能与RAU发病有一定的关系。本研

究通过对RAU患者与健康对照组TGF-β1-509位点与

IL-10-1082位点的单核苷酸多态性进行检测，旨在探

讨这2个位点与RAU易感性的关系，为RAU发病机

制提供新的理论依据。

1   材料和方法

1.1   研究对象 
选取2012年6月—2014年12月在宁夏医科大学总

医院口腔医院口腔黏膜病科就诊的138例RAU患者，

其中男72例，女66例，年龄（43.45±31.34）岁，其

诊断标准均符合第4版的《口腔黏膜病学》。同时选

取124例健康者为正常对照组，其中男60例，女64
例，年龄（44.01±28.50）岁。2组年龄、性别、民族

均衡可比（P性别>0.540；P年龄>0.781；P民>0.415），

且组间汉族与其他民族2个位点各个基因型构成比

比较均无统计学差异（P>0.05）。病例组及正常对

照组均排除：各种全身系统性疾病；24 h内使用过

镇痛药，1个月内使用过抗生素，3个月内全身使用

过免疫抑制剂、皮质类固醇激素类药物等。

1.2   方法

1.2.1   全血基因组DNA提取   采集所有病例组与正常

对照组人员的外周静脉血2 mL，使用DNA提取试剂

盒（北京天根有限公司）提取DNA，具体操作按照

试剂盒说明。

1.2.2   单核苷酸多态性的检测   通过限制性片段长度

多态性-聚合酶链式反应（restriction fragment length 
polymorphism-polymerase chain reaction，RFLP-PCR）

法及序列特异性引物-聚合酶链式反应（sequence spe-
cific primer-polymerase chain reaction，SSP-PCR）法

检测TGF-β1-509T/C位点与IL-10-1082A/G位点的单

核苷酸多态性，利用特异性的引物扩增目的基因片

段。将一个样本配制25 μL聚合酶链式反应（poly-
merase chain reaction，PCR）反应体系，其配比为：

12.5 μL的2×Reaction Mix、0.5 U的Taq聚合酶、300 ng
的待测样本模板DNA。TGF-β1-509位点再加入1 μL
上游引物、1 μL下游引物（表1），剩余用ddH2O补

足体系。IL-10-1082位点再加入1 μL内参照正向引

物、1 μL内参照反向引物、1 μL通用反向引物、1 μL
特异正向引物（A管中加入引物A，G管中加入引物

G）（表1），剩余用ddH2O补足体系。反应条件：

94 ℃预变性3 min，30个循环（94 ℃变性30 s，退火

30 s，72 ℃延伸45 s），72 ℃终末延伸5 min。然后

对TGF-β1-509位点的PCR产物进行酶切，25 μL酶切

体系（5 μL PCR扩增产物、5 U限制性内切酶Bsu36
Ⅰ，2.5 μL 10×Buffer，剩余用ddH2O补足体系）在

37 ℃下孵育1 h，然后对TGF-β1-509位点的酶切PCR
产物及IL-10-1082位点的直接扩增PCR产物在3%的

琼脂糖凝胶进行120 V、20 min的电泳，在多色荧光

成像系统下拍摄照片。

表  1    各基因位点引物序列及退火温度

Tab  1    Each sequence primers of gene site and annealing temperature

                  基因位点           引物名称                          引物序列 退火温度/℃

TGF-β1-509位点 上游引物 5’-CAGACTCTAGAGACTGTCAG-3’ 58

下游引物 5’-GTCACCAGAGAAAGAGGAC-3’

IL-10-1082位点 内参照正向引物 5’-GCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3’ 60

内参照反向引物 5’-TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3’

特异正向引物A 5’-AACACTACTAAGGCTTCTTTGGGTA-3’

特异正向引物G 5’-AACACTACTAAGGCTTCTTTGGGTG-3’

通用反向引物 5’-GTAAGCTTCTGTGGCTGGAGTC-3’

1.3   统计学处理

采用Hardy-Weinberg平衡检验群体代表性。采

用SPSS 17.0软件对实验数据进行分析，运用χ2检验

计算各位点的基因型频率和等位基因频率，以P<0.05
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为差异具有统计学意义，用比值比（odds ratio，OR）

和95%可信区间（95% confidence interval，95%CI）
估计相对危险度。

2   结果

2.1   TGF-β1-509T/C位点与IL-10-1082A/G位点的基

          因型检测分析

TGF-β1-509T/C位点基因型电泳结果见图1。由

图1可见，TGF-β1-509位点的目的基因为419 bp的一

条带，经Bsu36Ⅰ限制性内切酶消化，可将等位基

因C酶切，因此TT基因型为419 bp的条带，CT基因

型为419、229、190 bp的条带，CC基因型为229、

190 bp的条带。

       M：DNA Marker；1、2：TT基因型的样本；3、4：CT基因型的

样本；5、6：CC基因型的样本。

图  1    TGF-β1-509T/C位点基因型电泳图

Fig  1    The genotype electrophoregram of TGF-β1-509T/C site

IL-10-1082位点的目的基因为161 bp的一条带，

人生长激素内参基因为429 bp的一条带。将一个样

本分为A管与G管，所有的样本中均含人生长激素

内参基因。AA基因型：A管中有161 bp的条带，G
管中没有161 bp的条带；GG基因型结果与之相反；

AG基因型：A、G两管中均有161 bp的条带，具体

见图2。

2.2   Hardy-Weinberg平衡检验

对正常对照组124人进行了Hardy-Weinberg平衡

检验群体代表性，结果显示：TGF-β1-509位点的χ2=
0.057 3，P>0.05；IL-10-1082位点的χ2=1.328，P>

0.05，符合Hardy-Weinberg平衡，具有群体代表性。

      M：DNA Marker；1、2为AA基因型的样本，1为A管、2为G管；

3、4为AG基因型的样本，3为A管、4为G管；5、6为GG基因型的样

本，5为A管、6为G管。

图  2    IL-10-1082A/G位点基因型电泳图

Fig  2    The genotype electrophoregram of IL-10-1082A/G site

2.3   TGF-β1-509T/C位点与IL-10-1082A/G位点的基

           因检测结果分析

TGF-β1-509位点与IL-10-1082位点的各等位基

因及基因型统计结果见表2、3。本研究共完成138
例RAU患者及124例健康对照者的TGF-β1-509位点

与IL-10-1082位点的检测，结果表明：病例组与正

常对照组在基因型频率与等位基因频率的分布上，

均存在明显差异（P<0.05）。2组TGF-β1-509位点

的CC、CT、TT基因型频率相比较，χ2=7.273，P=
0.026；C、T的等位基因频率相比较，χ2=4.671，P=
0.031。与基因型CC相比较，基因型CT的OR=1.231
（95%CI=0.702~2.160），基因型TT的OR=2.482
（95%CI=1.250~4.927）。以C等位基因作为标准，

T等位基因OR=1.465（95%CI=1.036~2.074）。2组

IL-10-1082位点的AA、AG、GG的基因型频率相比

较，χ2=14.569，P=0.001；A、G的等位基因频率：

χ2=16.387，P=0.000。与基因型AA相比较，基因型

AG的OR=1.391（95%CI=0.808~2.396），基因型GG
的OR=4.165（95%CI=1.944~8.924）。以A等位基因

作为标准，G等位基因OR=2.134（95%CI=1.474~
3.089）。

表  2    TGF-β1-509位点与IL-10-1082位点的基因型统计分析表

Tab  2    Genotype statistical analysis tables of TGF-β1-509 site and IL-10-1082 site

基因型 RAU患者n/% 健康者n/% χ2值 P值 OR值 95%CI

TGF-β1-509位点 CC 38/27.54 46/37.10 7.273 0.026 1 -

CT 59/42.75 58/46.77 1.231 0.702~2.160

TT 41/29.71 20/16.13 2.482 1.250~4.927

IL-10-1082位点 AA 55/39.86 70/56.45 14.569 0.001 1 -

AG 47/34.06 43/34.68 1.391 0.808~2.396

GG 36/26.09 11/8.87 4.165 1.944~8.924

M 1 2 3 4 5 6

419 bp 419 bp

229 bp

190 bp

229 bp

190 bp

500 bp
400 bp
350 bp
300 bp
250 bp
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150 bp
100 bp

50 bp

1 2 3 4 5 6

429 bp

161 bp

500 bp

400 bp
350 bp
300 bp
250 bp
200 bp
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3   讨论

TGF-β1是体内主要的负性调节因子，能抑制T
细胞的增殖与分化，引起免疫抑制。它的基因定位

于染色体19q13.1~q13.3，含有7个外显子，该基因5’
端序列包含5个明显的调控区：1个类增强子活性区，

2个负调控区和2个启动子区。研究[2]发现TGF-β1基

因的转录水平和循环浓度与-509T/C位点、-869C/T
位点和-915C/G位点的多态性相关，-509T/C位点的

T等位基因与TGF-β1高表达相关。TGF-β1-509T/C
位点的单核苷酸多态性与多种疾病的易感性相关，

其中包括：IgA肾病[5]、慢性牙周炎[6]等。本课题组

前期对RAU患者及正常对照组进行TGF-β1的血清酶

联免疫吸附实验，发现RAU患者血清中TGF-β1的含

量较正常对照组高[4]。本研究通过对RAU患者与正

常对照组TGF-β1-509位点与IL-10-1082位点的单核

苷酸多态性进行检测，结果显示，病例组与正常对

照组TGF-β1-509T/C位点的基因型频率和等位基因

频率之间均存在着明显的差异（P<0.05）。T等位

基因导致个体患RAU的风险是C等位基因的1.465
倍，提示T等位基因为易感基因，可能与RAU的发

病有一定的联系。

Babyatsky等[7]报道溃疡性结肠炎的结肠黏膜中

发现TGF-β1及TGF-β1 mRNA表达增高，且主要在

靠近腔面的固有层炎细胞中表达，提示TGF-β1可能

在抑制上皮细胞增殖与促进溃疡愈合均发挥重要作

用。口腔黏膜与结肠黏膜同属消化道黏膜，口腔溃

疡患者的TGF-β1水平升高可能会与口腔黏膜损伤及

修复有关。口腔黏膜中上皮层次的稳定性取决于基

底细胞层增殖分化的速度与角化细胞层脱落的速度

相等，当前者变慢和/或后者变快时都会导致口腔黏

膜上皮变薄，抵抗力降低，易于发生溃疡[8]。TGF-
β1的高表达能够趋化炎症细胞及组织修复细胞向溃

疡面聚集，可靠直接作用成纤维细胞促进胶原合成、

肉芽组织生长及修复期的组织改建。TGF-β1-509T/
C位点的T等位基因可能与相应的核蛋白转录因子的

结合谱改变相关[9]，从而使血清中的TGF-β1循环水

平增加，这与本研究发现的CT与TT为高风险基因型

及T为高风险等位基因的结果相一致。

IL-10是一种Th2细胞产生的免疫调节性细胞因

子，作为主要的抗炎因子、细胞因子网络的中心环

节，它具有较强的免疫抑制作用和抗炎作用，在许

多自身免疫性疾病起到至关重要的作用[10]。IL-10基

因定位于第1号染色体q31~32，包括5个外显子和4
个内含子，它的基因多态性在启动子区的转录起始

部位上游-1082（A/G）、-819（C/T）和-592（C/
A）处有3个单核苷酸多态性位点[11] 。这3处位点的

基因多态性与IL-10表达水平有密切联系，-1082G相

对于-1082A为高表达等位基因，以-1082A/G的多态

性对表达水平的影响最显著。本课题组前期对RAU
患者及正常对照组进行IL-10的血清酶联免疫吸附实

验，发现RAU患者血清中IL-10的含量较正常对照组

高[4]。本研究对IL-10-1082A/G位点的基因多态性进

行检测，结果显示：2组IL-10-1082A/G位点的基因

型频率和等位基因频率均存在着明显的差异（P<

0.001）。G等位基因导致个体患RAU的风险是A等

位基因的2.134倍，GG、AG基因型的发病机率明显

高于基因型AA，提示G等位基因可能与RAU的易感

性相关。

向晓明等[12]指出，RAU患者存在长期的细胞免

疫功能低下（发病期及间隙期均低下），某些因素

启动并加重口腔黏膜局部的免疫损伤，形成溃疡，

并使RAU反复发作。IL-10-1082位点的G等位基因

的表达使血清IL-10水平升高，可能造成口腔黏膜局

部细胞免疫反应的产生，破坏口腔黏膜部分上皮的

完整性，从而形成溃疡。这说明IL-10-1082位点单

核苷酸多态性所致的表达水平的改变，很有可能导

致RAU的发生与发展。

总之，本研究证明TGF-β1-509T/C位点与IL-10-
1082A/G位点是RAU患病的易感基因位点，携带T
等位基因与G等位基因者分别患RAU的风险比正常

对照组高出1.465倍与2.134倍。RAU是多种病因共

同导致的疾病，尤其是免疫方面的病因复杂，涉及

多种细胞因子的协同作用，单个细胞因子的作用也

仅能体现单方面病因。RAU的单核苷酸多态性研究

表  3    TGF-β1-509位点与IL-10-1082位点的等位基因统计分析表

Tab  3    Allele statistical analysis tables of TGF-β1-509 site and IL-10-1082 site

 等位基因 RAU患者n/% 健康者n/% χ2值 P值 OR值 95%CI

TGF-β1-509位点 C 135/48.91 150/60.48 4.671 0.031 1 -

T 141/51.09 98/39.52 1.465 1.036~2.074

IL-10-1082位点 A 157/56.88 183/73.79 16.387 0.000 1 -

G 119/43.12 65/26.21 2.134 1.474~3.089
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还处于起步阶段，要想深刻阐述RAU遗传与免疫的

关系，还需要对多种细胞因子的多个单核苷酸多态

性位点进行更深入研究。
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