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NOD2/CARD15基因R702W、G908R及L1007fs多态性
与广西壮族人群炎症性肠病的相关性

林美娇, 吕小平, 陈 兰, 詹灵凌
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■背景资料
研究发现遗传易
感性在炎症性肠
病 ( I B D ) 发 病 中
起 着 重 要 作 用 . 
NOD2/CARD15基
因是第1个被发现
的CD易感基因, 已
证实该基因上的3
个SNPs(R702W、
G908R和L1007fs)
与西方白种人CD
有显著相关性, 但
在亚洲人群中未
得到证实. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
R702W, G908R and L1007fs polymorphisms of 
the NOD2/CARD15 gene and susceptibility to 

inflammatory bowel disease (IBD) in a Zhuang 
population in Guangxi, China. 

METHODS: Intestinal tissue samples of 70 
Zhuang and 76 Han unrelated IBD patients and 
80 Zhuang and 84 Han unrelated healthy people 
were collected in Guangxi from February 2007 to 
October 2010. Genomic DNA was prepared from 
these intestinal samples and used to genotype the 
R702W, G908R and L1007fs polymorphisms of 
the NOD2/CARD15 gene by polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP).

RESULTS: None of the patients with IBD and 
healthy controls had heterozygous or homozy-
gous SNP variants. The distributions of genotype 
and allele frequencies were not significantly dif-
ferent between the IBD group and healthy control 
group. No significant differences were noted in 
the NOD2/CARD15 gene R702W, G908R and 
L1007fs polymorphisms among patients with 
Crohn’s disease, ulcerative colitis and control 
subjects in Zhuang and Han populations in 
Guangxi (all P > 0.05). Gene mutation genotypes 
of the NOD2/CARD15 gene R702W, G908R and 
L1007fs polymorphisms were not found in these 
populations.

CONCLUSION: R702W, G908R and L1007fs 
polymorphisms of the NOD2/CARD15 gene are 
not associated with susceptibility to IBD in the 
Zhuang population in Guangxi.
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摘要
目的: 探讨我国广西壮族人群NOD2/CARD15
基因R702W、G908R及L1007fs的遗传多态性
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■研发前沿
I B D 是一种复杂
的多基因疾病, 其
易感性涉及多个
基因位点, 且有着
显著的种族、地
域和人群差异性, 
其具体的发生机
制及如何将其运
用于 I B D 患者的
诊断和治疗尚待
进一步研究. 迄今
为止, 还没有找到
与我国乃至亚洲
I B D 人群明显相
关的基因和SNP
位点.

与炎症性肠病的相关性. 

方法: 分别收集2007-02/2010-10在广西地区无
亲缘关系的壮族(n  = 70)和汉族(n  = 76)IBD患
者及壮族(n  = 80)和汉族(n  = 84)正常对照者的
肠黏膜组织. 采用酚氯仿法提取各组织样本
DNA, 采用聚合酶链反应-限制性片段长度多
态性分析(PCR-RFLP)方法对NOD2/CARD15
基因R702W、G908R及L1007fs进行检测, 统
计基因型及等位基因频率, 分析上述3个多态
性位点与广西壮族人群炎症性肠病的相关性. 

结果: 广西壮族和汉族IBD患者与正常对照
者均未发现NOD2/CARD15基因R702W、

G908R及L1007fs突变型基因型, 所有多态性
位点上的基因型全部为野生型纯合子, 其基因
型频率和等位基因频率分布在IBD患者和正
常对照者中差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: NOD2/CARD15基因R702W、G908R及
L1007fs多态性与广西壮族人群炎症性肠病无
明显相关性. 

关键词: 炎症性肠病; NOD2/CARD15基因; 单核苷

酸多态性
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(Ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD)两种临床类型. 目前关于

炎症性肠病的病因和发病机制尚未有定论, 大
多数学者的观点是携带遗传易感基因的人群在

环境因素、细菌感染及自身免疫等多种因素的

共同作用下, 引起肠道黏膜慢性感染, 黏膜抗原

屏障缺陷, 自身免疫功能失衡最终导致疾病的

发生[1,2]. 其中, 遗传易感性在IBD发病中起着重

要作用. 迄今, 已发现多个与西方白人IBD发病

相关的易感基因和易感单核苷酸多态性(single 
nucleotide polymorphism, SNP)位点[3-5]. NOD2/
CARD15基因是第1个被发现的CD易感基因, 已
证实该基因上的3个SNPs(R702W、G908R和

L1007fs)与西方白种人CD有显著相关性[6,7], 但
在亚洲人群中未得到证实[8-10]. 在广西壮族人群

中, NOD2/CARD15基因变异与IBD的相关性如

何目前尚未见报道. 因此, 本研究以广西壮族人

群为研究样本, 通过聚合酶链限制性片段分析

(polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism, PCR-RFLP)方法对NOD2
基因的多态性位点进行检测, 从分子水平上探

讨该基因多态性与广西壮族人群炎症性肠病的

相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-02/2010-10广西医科大学第

一附属医院消化内科就诊的广西地区无亲缘关

系的IBD患者146例, 男74例, 女72例, 年龄38岁
±11岁, UC患者86例, CD患者60例, 其中壮族患

者70例, 汉族患者76例. UC及CD诊断参照2007
年中华医学会消化病学分会制定的标准[9], 并除

外合并其他自身免疫性疾病. 另取广西地区无

亲缘关系的健康对照者164例, 男81例, 女83例, 
年龄42岁±9岁, 其中壮族80例, 汉族84例. IBD
组和健康对照组间年龄及性别比较差异无统计

学意义(P >0.05). 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA的提取: 收集两组新鲜的肠黏

膜组织约30-50 mg, 保存于液氮灌中. 将新鲜

标本用生理盐水清洗干净、剪碎, 加入450 µL 
TES、50 µL 10%SDS和5 µL蛋白酶K(20 g/L), 
混匀后置于56 ℃水浴4-6 h, 加入等体积苯酚, 
混匀后4 ℃, 12 000 r/min离心10 min; 提取上

清液于另一试管, 加入等体积酚、氯仿和异戊

醇(25∶24∶1), 混匀后4 ℃, 12 000 r/min离心

10 min; 提取上清液于另一试管, 加入等体积氯

仿和异戊醇(24∶1), 混匀后4 ℃, 12 000 r/min离
心10 min. 提取上清液移至另一试管中, 加入2.5
倍体积无水乙醇, 反复抽吸直至看到白色絮状

沉淀完全析出; 在白色絮状物中加入75%乙醇

混匀洗涤2次, 4 ℃, 12 000 r/min离心5 min, 去
掉上清液, 放置于冰箱挥干, 将挥干的DNA加

入50-100 μL TE溶解, -20 ℃保存, 并测定DNA
纯度与浓度. 
1.2.2 PCR扩增目的片段: 采用限制性片段长度

PCR技术扩增NOD2/CARD15目的基因. 引物序

列参考文献[10]设计, 由上海生工生物工程技术

有限公司合成(表1). PCR反应总体系为25 µL, 包
括10×PCR buffer 2.5 µL, 2×Taq 酶1 U, dNTP 
mix 0.5 µL, 上下游引物各1 µL, DNA模版1 µL, 
ddH2O补足至25 µL. PCR扩增反应条件: 94 ℃
预变性5 min; 94 ℃变性35 s, 退火40 s(温度见

表1), 72 ℃延伸50 s, 35个循环; 72 ℃终末延伸
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■创新盘点
本研究通过PCR-
RFLP分析方法发
现NOD2/CARD15
基 因 R 7 0 2 W 、
G908W及L1007fs
的单核苷酸多态
性位点与中国广
西壮族人群IBD发
病的易感性无相
关性, 而与西方白
种人CD有显著相
关性, 提示IBD基
因单核苷酸多态
性位点突变有着
显著的种族和地
域差异性.

5 min. PCR产物置4 ℃冰箱保存, 取PCR产物

于2%琼脂糖凝胶电泳, 并在紫外分析仪下分析

鉴定. 
1.2.3 PCR-RFLP: 取PCR产物10 µL, 分别加入

10×Buffer缓冲液1.5 µL, 限制性内切酶1 µL, 灭
菌双蒸水1.5 µL, 使反应总体系为15 µL, 混匀后

1 000 r/min离心1 min, 置于37 ℃的恒温水浴箱

中酶切消化10 h. 将酶切好的PCR产物10 µL, 加样

到含有核酸染料(Goldview)的3%琼脂糖凝胶中, 
以1×TBE为电泳缓冲液, 100 V电泳40-60 min, 在
紫外分析成像仪上拍照并保存图像(各位点对应

的内切酶及酶切后片段大小见表2). 
统计学处理 采用统计学软件SPSS15.0进行

分析, 用计数法计算R702W、g908R及L1007fs 3
个多态性位点基因型频率和等位基因频率, 并
进行Hardy-Weinberg遗传平衡检验, 比较各组

间基因型及等位基因分布的差异采用χ2检验, 
P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 P C R扩增目的片段的鉴定 所有研究对象

的P C R产物与目的片段大小一致 ,  R702W、

G908R、L1007fs位点扩增的目的长度分别为

313 bp、131 bp、151 bp(图1), 说明扩增成功. 
2.2 酶切产物电泳

2.2.1 R702W位点: PCR扩增产物长度为313 bp, 
被限制性内切酶MspⅠ酶切后, CC纯合子可被

酶切成259 bp、20 bp和34 bp 3个片段, CT杂合

子可被酶切成259 bp、20 bp、34 bp、130 bp、
183 bp和313 bp 6个片段, TT纯合子则被切割成

130 bp和183 bp 2个片段. 图2A为R702W位点的

酶切电泳结果, 均为CC纯合子基因型, 未发现突

变型基因型(因20 bp和34 bp片段过小, 电泳后已

移到凝胶以外). 
2.2.2 G908R位点: PCR扩增产物长度为131 bp, 
被限制性内切酶BstUⅠ酶切后, CC纯合子可被

酶切成109 bp和22 bp 2个片段, GC杂合子可被

酶切成22 bp、109 bp和131 bp 3个片段, GG纯合

子则不能被切割. 图2B为G908R的酶切电泳图, 
均为GG纯合子. 
2.2.3 L1007fs位点: PCR产物长度为151 bp, 经限

制性内切酶ApaⅠ酶切后, 纯合子突变型可被酶

切成20 bp和131 bp 2个片段, 杂合子突变型可被

酶切成20 bp、131 bp和151 bp 3个片段, 纯合子

野生型则不能被切割. 图2C为L1007fs酶切电泳

图结果, 均为纯合子野生型. 
2 .3  基因型及等位基因频率分布  对N O D2/
C A R D15基因的3个S N P(R702W、G908R和

L1007fs)位点的基因型和等位基因频率分布进

行Hardy-Weinberg平衡检验, 各组间差异无统计

学意义(χ2 = 0.000, P  = 1.000, P >0.05), 说明病例

组和对照组均是达到遗传平衡的群体, 具有群

体代表性. 在IBD患者和正常对照者中, NOD2/
CARD15基因3个常见多态性位点的基因型均为

野生型纯合子, 未发现突变型基因型; IBD患者

与正常对照组NOD/CARD15基因的3个等位基

因携带频率比较差异无统计学意义(均P >0.05, 
表3), 提示N O D2/C A R D15基因的R702W、

G908R及L1007fs位点的多态性可能与中国广西

壮族自治区的IBD无明显相关性. 

表  1  NOD2/CARD15基因目的片段PCR引物

     SNPs                      引物序列 片段长度(bp) 退火温度(℃)

R702W F: 5'TTCAGATCACAGCAGCCTTC3'       313        53

R: 5'CCCACACTGCAAAATGTCAAC3'

G908R F: 5'TCTGGCTGGGACTGCAGAGG3'       131        56

R: 5'CCCCTCGTCACCCACTCTGTCGC3'

3020insC F: 5'GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGCC3'       151        63

R: 5'CCTCAAAATTCTGCCATTCC3'

表  2  NOD2/CARD15基因3个SNP位点的限制性内切酶及酶切片段

     SNP         突变点        内切酶    野生型酶切片段(bp) 突变型酶切片段

R702W     2104C→T         MspⅠ          34, 20, 259      130, 183

G908R     2722G→C        BstUⅠ              131       109, 22

1007finsC     3020insC        ApaⅠ              151        20, 131
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■应用要点
IBD基因单核苷酸
多态性位点突变
有着显著的种族
和地域差异性. 因
此, 在我国人群中
应展开大规模的
易感基因及易感
突变位点的筛查.

3  讨论

人类NOD2/CARD15基因位于16q12, 编码的

NOD2蛋白包含2个N末端caspase征集区(caspase 
recruitment domain, CARD), 1个中央核酸结合域

(nucleotide binding domain, NBD)和1个C末端富

含亮氨酸重复区(Leucine rich repeat, LRR), LRR
区域具有结合脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)和
胞壁酰二态(muramyl dipeptide, MDP)等微生物

成分的活性. NOD2蛋白是参与细胞凋亡调控的

Apaf-ced4超家族的第3成员, 主要在外周血单核

巨噬细胞中表达, 其功能包括介导细胞凋亡、

诱导核因子(nuclear transcription factor-κB, NF-
κB)活化以及影响肠道先天性防御功能如小肠

潘氏细胞防御素的表达[11]. NOD2蛋白的功能与

自身结构密切相关, 当基因发生突变时, 其编码

的蛋白功能也将发生改变. NOD2通过激活NF-
κB而参与应答细菌LPS和PGNs的免疫反应, 然

后通过信号转导途径诱导一系列炎性细胞因

子如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、白介素及抗炎因子的转录和表达, 这
些炎性因子可引起炎性细胞向病原体侵入部位

作趋化运动并释放炎性介质, 引起局部防御性

炎性改变[12]. NOD2/CARD15基因发生突变时均

可降低NF-κB的活性, 使人体对细菌产物的先

天性免疫反应减弱, 受到未及时清除的细胞成

分及细菌产物的损害, 导致CD特征性的肠道改

变[13]. 有研究发现转染野生型NOD2的Caco2细
胞清除细菌的能力明显强于转染突变型NOD2
的细胞, 机制可能是CARD15通过LRR识别细

菌肽聚糖MDP, 后刺激包括α防御素等抗微生

物肽的分泌来保护机体[13], 在CD患者体内防御

素水平下降, 尤其是携带NOD2基因变异的患者

体内下降更明显, 这也支持了NOD2基因突变与

CD发病相关的结论. 大多数研究表明, NOD2基

500 bp
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500 bp
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图  1  广西壮族、汉族人群IBD患者及对照组中R702W、
G908R及L1007fs PCR产物电泳图. A: R702W; B: G908R; C: 

L1007fs. M: Marker; 1, 2: 正常对照组; 3, 4: 汉族人UC、CD

组; 5, 6: 壮族人UC、CD组.
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图  2  广西壮族、汉族人群IBD患者及对照组中R702W、
G908R及L1007fs酶切产物电泳图. A: R702W; B: G908R; C: 

L1007fs. M: Marker; 1, 2: 正常对照组; 3, 4: 汉族人UC、CD

组; 5, 6: 壮族人UC、CD组.

表  3  NOD2/CARD15基因R702W、G908R、L1007fs基因型和等位基因分布

     SNPs 基因型  IBD(壮族, n )  IBD(汉族, n ) 正常对照组(n )

R702W C/C        70        76        164

C/T          0          0            0

T/T          0          0            0

T等位基因频率(%)          0          0            0

G908R G/G        70        76        164

G/C          0          0            0

C/C          0          0            0

C等位基因频率(%)          0          0            0 

1007finsC WT/WT        70        76        164

WT/M          0          0            0

M/M          0          0            0

insC等位基因频率(%)          0          0            0
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因的3个多态性只与CD相关, 而与UC无关, 并
且与CD患者的发病年龄、发病部位、病情严

重程度及是否有并发症密切相关[14-16], 说明了

UC和CD为IBD的2种不同临床类型. 
对比多个国内外的研究结果, 发现NOD2/

CARD15基因3个SNP位点的基因型和等位基

因携带频率分布均存在明显的地域、种族及

人群的差异, 即研究样本的种族和遗传背景不

同, 研究结果也不一致. 在高加索白人IBD患者

中, NOD2基因的3个等位基因携带频率分别为

R702W 3.5%-12.9%, G908W 0.8%-6.0%, L1007fs 
1.7%-13.7%, 而在挪威3个等位基因的携带率相

对较低[15-17]. 普遍认为, NOD2突变率在北美、

欧洲中部和西部发生率较高(19.1%-29.0%), 而
非裔美国人的突变率却较低(2.6%)[18-21]. NOD2
基因多态性与亚洲人群的相关性研究与西方国

家研究结果不一致, NOD2基因3个SNP的突变

率在亚洲人群中(包括日本、中国浙江、香港和

韩国[10,22-24])不存在或者极低. 另外, 对巴西IBD
患者的研究发现R702W突变率(9.63%)与欧洲人

群相似, 而3020insC突变率(3.47%)却比西欧、

北美国家低(6%-16%)低, 这一现象在芬兰、苏

格兰、西班牙也可观察到[25-29]. 这些充分说明不

同的基因突变型对不同种族和不同地区人群的

IBD发病易感性的影响不同, 种族差异性是遗传

异质性的分子基础之一, 验证了基因多态性作

为疾病易感性遗传标记的复杂性. 
本研究通过PCR-RFLP分析方法对NOD2/

CARD15的3个单核苷酸多态性位点与中国广西

壮族IBD患者的相关性进行检测. 在146例IBD患

者和164例健康对照者中均未能检测到NOD2/
CARD15基因R702W、G908W及L1007fs的突

变, 提示这3个西方白种人常见的NOD2基因多

态性位点发生率在中国广西壮族人群中极低或

者不存在, 说明NOD2/CARD15基因R702W、

G908W及L1007fs多态性可能与中国广西壮族

人群IBD发病的易感性无相关性. 而在其他国家

和地区报道他们与IBD发病的易感性有相关性, 
可能是由于明显的地域、种族及人群的差异性

所致. 
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■同行评价
本研究提示NOD-
2/CARD15基因的
3个单核苷酸多态
性位点可能与中
国广西壮族人群
I B D 发病的易感
性无相关性, 这对
于研究我国壮族
人群 I B D 遗传易
感基因有较重要
的临床意义, 具有
较好的实用性.
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