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脑源性神经营养因子基因多态性与注意缺陷多动障碍的关联性研究
曹银利 唐成和 李树军 常 晓 崔勤涛
（新乡医学院第一附属医院小儿内科 河南新乡 453101）

摘要 目的：探讨脑源性神经营养因子(Brain-derived neurotrophic factor, BDNF) G196A、C270T及 Val66Met 3个单核苷酸多态性
（SNP）位点与注意缺陷多动障碍（ADHD）的关系。方法：选取无亲缘关系的 ADHD患者共 114例，健康对照共 96例。采用聚合酶
链反应 -限制性片段长度多态性（PCR-RFLP）技术检测 G196A、C270T和 Val66Met 3个多态性位点的多态性，采用 HaploView4.0
及 SPSS13.0软件进行连锁不平衡分析并比较两组基因型分布和等位基因频率。结果：BDNF三个多态性位点基因型及等位基因
频率分布均符合 Hardy-Weinberg定律。ADHD组 G196A和 C270T多态性位点分布与正常对照组比较差异无统计学意义，而
BDNF基因 Val66Met位点的基因型及等位基因频率分布在 ADHD组与对照组存在显著性差异 (p<0.05)，ADHD组 Val66Met位
点的等位基因 G（Val）频率显著高于正常对照组。结论：BDNF基因 Val66Met多态性可能与 ADHD发病有关，携带有 Val66Met
多态性位点 G等位基因的个体可能更容易产生 ADHD。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between the G196A, C270T and Val66Met polymorphisms of Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) gene and attention deficit hyperactivity disorder(ADHD). Methods: Genomic DNA was isolated from the
venous blood leukocytes of 114 unrelated patients with ADHD based on DSM-IV criteria and 96 healthy unrelated individuals (control
group). Polymorphism of G196A, C270T and Val66Met, were genotyped by PCR-restriction fragment length polymorphisms
(PCR-RFLP). The software HaploView4.0 and SPSS13.0 was used to detect the linkage disequilibrium, Genotype and allele frequencies
of the SNPs of BDNF gene in the ADHD and control group. Results: The genotypic distributions of these 3 SNPs did not deviate signifi-
cantly from Hardy-Weinberg equilibrium (p>0.05). There were significant differences in both allele and genotype frequencies of
Val66Met between the ADHD and control group (p<0.05). The allele G of Val66Met was significantly higher than that of controls
(x2=9.714, p=0.002，OR=0.522, 95%CI=0.347～0.788). No significant differences in both allele and genotype frequencies of G196A and
C270T was found between the ADHD and control group (p>0.05). Conclusion: There was reltionship between Val66Met polymor- phism
and ADHD. The individuals with G (Val) allele of Val66Met were susceptible to ADHD.
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前言

注意缺陷多动障碍 (attention deficit hyperactivity disorder,
ADHD)是一种神经发育障碍性疾病，影响大约 3%~5%的学龄
儿童，尤以男性多见[1,2]。它以注意力分散、活动过度和冲动行为
为核心症状，显著影响儿童的社会能力、教育状况以及心理健
康。对于基于家系、双胞胎以及寄养子的遗传分析研究表明遗
传因素对于 ADHD的发病起到了重要作用[3,4]。近来的关联研
究表明多巴胺、儿茶酚胺、5-羟色胺以及谷氨酸系统多个基因
参与了 ADHD的发病过程，但这些致病基因并不能完全解释

ADHD具有的全部特征，提示应该有更多的基因参与了 AD-
HD的发生发展[5]。

由于 ADHD与神经发育密切相关，作为对神经元生长、分
化和发育起到关键作用的神经生长因子家族的脑源性神经营
养因子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)可能参与了该
病的发病过程[6]。有证据表明 BDNF参与了大脑发育过程中多
巴胺能神经元的生存和分化以及谷氨酸能神经元的可塑性，这
些大脑发育过程中的异常在 ADHD的病因中发挥着一定的作
用[4,7]。中枢神经系统 5-羟色胺活动减少是引发冲动行为的重
要因素，而动物实验表明内源性 BDNF是具有正常发育和功能
中枢 5-羟色胺能神经元的关键调控因子，也是冲动行为控制
的间接调节点[8,9]。

基于上述原因，为了开展 BDNF基因与中国人群 ADHD
的相关性研究，我们通过采用聚合酶链反应 -限制性片段长度
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多态性(PCR-Polymorphism Restriction Fragment, PCR-RFLP)技
术检测 G196A, C270T和 Val66Met 3个多态性位点的基因型，
将 114例 ADHD和 96例健康儿童，用病例 -对照研究方法对
BDNF基因的这 3个 SNP位点的基因型及等位基因与 ADHD
的相关性进行了研究。

1 材料与方法

1.1 实验对象
114例 ADHD患者来自 2006~2010年到新乡医学院第一

附属医院小儿内科就诊的门诊患者，汉族，其中男性 86 例
(75.44%)，女性 28例(24.56%)，年龄 6~16岁，平均(8.4±2.9)岁，
符合美国精神障碍诊断与统计手册第 4版 (DSM-IV) 制定的
ADHD诊断标准，韦式儿童智力测查 IQ≥70，经系统检查未见
明显异常并排除常见儿童神经精神疾病及其他严重器质性疾
病。同时收集 96例汉族，智力正常，经检查无躯体精神疾病的
6~16岁儿童，平均年龄(8.8±3.5)岁，其中男 62例(64.58%)，女
34例(35.42%)，作为对照组。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 基因分型 采用 EDTA 抗凝真空采血管收集外周血
5mL，采用北京天根公司基因组 DNA提取试剂盒提取基因组
DNA，-20℃储存备用。PCR 扩增采用 25μl 反应体系，含
300~1000ng 基因组 DNA，1×PCR 缓冲液，15mmol/L MgCl2，
5μmol/L引物，1.5U Tag酶。BDNF基因多态性位点的引物设
计参照文献[14, 15]。G196A引物为上游：5'- ACT CTG GAG AGC
GTG AAT -3'，下游 5'- ATA CTG TCA CAC ACG CTC -3'。PCR
扩增循环参数如下：95℃预变性 5min，95℃变性 30s，60℃退火
30s，72℃延伸 30s，30 个循环，72℃总延伸 15min，4℃保存。
10μl PCR反应产物用 10U NlaIII限制性内切酶 37℃过夜消
化；C270T 引物为上游：5'- CAG AGG AGC CAG CCC GGT
GCG -3'，下游 5'- CTC CTG CAC CAAGCC CCA TTC -3'。PCR
扩增循环参数如下：95℃预变性 5min，95℃变性 30s，64℃退火
30s，72℃延伸 30s，30 个循环，72℃总延伸 15min，4℃保存。
10μl PCR 反应产物用 10U HinfI限制性内切酶 37℃过夜消
化；Val66Met引物为上游：5'- ATC CGA GGA CAA GGT GGC
-3'，下游：5'- CCT CAT GGA CAT GTT TGC AG -3'。PCR扩增
循环参数如下：95℃预变性 5min，95℃变性 30s，60℃退火
30s，72℃延伸 30s，30 个循环，72℃总延伸 15min，4℃保存。
10μl PCR 反应产物用 10U PmlI 限制性内切酶 37℃过夜消
化。PCR及酶切产物用 2~4%琼脂糖凝胶电泳，经 BIO-RAD凝
胶成像仪系统处理后进行基因分型判读。
1.2.2 统计学分析 采用 HaploView4.0 软件进行 Hardy-Wein-
berg平衡检验，计算病例组和对照组间基因型频率和等位基因
频率。采用 SPSS13.0软件进行 x2检验，统计分析等位基因及基
因型频率分布差异，p<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 PCR检验结果
BDNF基因 G196A位点扩增产物为单一的 308 bp条带，

NlaIII酶切后等位基因片段结果如下：GG型为 243 bp，59 bp，6
bp；AG 型为 243 bp，168 bp，75 bp，59 bp，6 bp；AA 型为 168

bp，75 bp，59 bp，6 bp。BDNF基因 C270T位点扩增产物为单一
的 223 bp条带，HinfI酶切后等位基因片段结果如下：CC型为
127 bp、78 bp 和 18 bp；CT 型为 127 bp、78 bp、65 bp、18 bp 和
15 bp；TT 型为 127 bp、65 bp、18 bp 和 15 bp。BDNF 基因
Val66Met位点扩增产物为单一的 300 bp条带，PmlI酶切后等
位基因片段结果如下：GG型为 180 bp和 120 bp；AG型为 300
bp，180 bp和 120 bp；AA型为 300 bp。
2.2 ADHD组及正常对照组 BDNF基因 3个 SNP位点基因型
及等位基因频率分布

BDNF基因 G196A、C270T和 Val66Met 3个 SNP多态性
位点的基因型及等位基因频率分布均符合 Hard-Weinberg平
衡定律。这些多态性位点的基因型、等位基因频率在 ADHD组
和对照组中的分布及统计结果见表 1。

BDNF基因 Val66Met位点的基因型及等位基因频率分布
在 ADHD组与正常对照组存在显著性差异(p<0.05)，而 ADHD
组的 Val66Met位点的等位基因 G频率显著高于正常对照组
(x2=9.714, p=0.002，OR=0.522, 95%CI=0.347～0.788)。G196A
和 C270T位点的基因型及等位基因频率分布在两组之间并没
有显著性差异 (p>0.05)。这些结果提示，BDNF基因 Val66Met
位点多态性可能与 ADHD的发病有关，携带有 Val66Met多态
性位点 G (Val) 等位基因的个体可能更容易产生 ADHD，而
G196A和 C270T位点可能与 ADHD的发生发展没有明显的
关联性。

3 讨论

ADHD是一个复杂的多基因遗传病[3]。在该病的发病过程
中，遗传因素占很大的比重，目前已发现有多个 ADHD易感基
因，包括多巴胺系统、谷氨酸系统、儿茶酚胺系统以及 5-羟色
胺系统中的多个基因[10-13]。但是目前已发现的这些易感基因都
无法解释 ADHD的所有特征。有研究表明，在发育过程中的大
脑中，神经营养因子家族的 BDNF对多巴胺能神经元的存活和
分化非常关键，由于阻滞多巴胺能神经传递对于 ADHD产生
明显的治疗效果，所以 BDNF可能在 ADHD的发病过程中起
到十分关键的作用[5,7]。本研究选取 BDNF基因 G196A、C270T
和 Val66Met等 3个 SNP位点研究 BDNF基因多态性与儿童
ADHD的关联性，结果发现 Val66Met位点和 ADHD可能存在
关联，而 G196A和 C270T与 ADHD的发病没有明显关系。这
些发现在国内属首次报道。

本研究结果显示，BDNF 三个 SNP 位点 Hardy-Weinberg
平衡检验差异无显著性，表明入组的 ADHD患者和健康对照
儿童具备群体代表性。Val66Met是位于 BDNF基因 66号编码
区的一个功能多态性位点(G/A)，可使缬氨酸(valine)转变为甲
硫氨酸(methionine)。本研究发现，BDNF基因 Val66Met位点的
基因型及等位基因频率分布在 ADHD组与对照组存在显著性
差异(p<0.05)，该位点多态性的基因型和等位基因频率分布可
能与 ADHD的发生发展相关，ADHD组 Val66Met位点的等位
基因 G频率显著高于正常对照组(p=0.002，OR=0.522)，提示等
位基因 G有可能是 ADHD发病的危险因子，携带有 Val66Met
多态性位点 G等位基因的个体可能在儿童时期更易患有 AD-
HD。以往有家系研究发现 BDNF基因 Val66Met位点 G等位
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基因存在的父系偏移传递，并与 ADHD的发病具有很强的关
联性 [14]。而本研究结果进一步提示至少在中国汉族人群中，
Val66Met位点的 G等位基因以及 GG基因型可能增加儿童罹
患 ADHD的危险性，考虑到不同地域群体的基因频率分布普
遍存在差异以及 ADHD的临床异质性，采用更大样本量以及

不同群体对该位点与 ADHD的关系进行进一步的确证很有必
要。另外，ADHD的发病存在明显的性别差异，男性患病率显著
高于女性[4]，但由于本次研究群体中女性样本较少，无法按性别
将该阳性位点的等位基因进行分层研究，这也是未来研究中需
着力解决的问题。

表 1 BDNF基因 3个 SNPs基因型及等位基因频率在 ADHD及对照组的分布
Table1 Genotype and allele frequencies of G196A, C270T and Val66Met of the BDNF gene in ADHD and control group

position genotying control(n,%) ADHD(n,%)

G196A genotype

AA 26(27.54) 29(25.07)

AG 47(48.84) 59(51.37)

GG 23(23.62) 26(23.56)

x2,p 0.164, 0.921

G196A allele

A 99(51.56) 117(51.32)

G 93(48.44) 111(48.68)

x2,p,OR,CI 0.003, 0.960, 1.010, 0.688～1.483

C270T genotype

CC 86(89.65) 104(91.21)

CT 2(2.21) 5(4.17)

TT 8(8.14) 5(4.62)

x2,p 2.156, 0.340

C270T allele

C 174(90.63) 213(93.42)

T 18(9.38) 15(6.58)

x2,p,OR,CI 1.126, 0.289, 0.681, 0.333～1.390

Val66Met genotype

ValVal 38(39.58) 65(57.02)

ValMet 37(38.54) 37(32.46)

MetMet 21(21.88) 12(10.53)

x2,p 8.048, 0.018

Val66Met allele

Val 113(58.85) 167(73.25)

Met 79(41.15) 61(26.75)

x2,p,OR,CI 9.714, 0.002, 0.522, 0.347～0.788

G196A是位于 BDNF编码区，C270T是位于 BDNF内含
子区的 SNP多态性位点。有证据发现这两个位点与某些认知
功能障碍相关疾病例如 Alzheimer病存在一定的关联性[15]。不
过这些位点与 ADHD的相关性的研究在学界尚未展开。我们
的研究表明，G196A以及 C270C位点的基因型和等位基因频
率在 ADHD组和健康对照组之间均不存在显著性差异，这说
明，至少在中国汉族群体中，BDNF基因 G196A和 C270T单个
位点的多态性与 ADHD可能不存在明显关联关系。不过要得
到明确的结论，仍需在不同人种、地区及人群中进行进一步研
究证实。由于 ADHD具有临床异质性，所以针对不同症状进行
分层研究也是很有必要的，不能排除这些位点只与 ADHD其
中的某些症状，例如冲动行为或是注意力易分散，存在一定关
联的可能性。

我们的研究与以往的研究共同表明：BDNF基因在 ADHD
的发生过程中发挥一定的作用，特别是 Val66Met位点与 AD-
HD发生存在明显相关。不过 BDNF基因 Val66Met的多态性

位点是如何影响 BDNF蛋白的表达并引发 ADHD 和 ADHD
相应的注意力易分散、活动过度以及冲动行为等核心症状，有
待于更深入的机制研究。我们的研究结果为后续研究作出了重
要的提示。需要指出的是，BDNF基因多态性位点与 ADHD的
研究仍处于起步阶段，尚需更大的样本量以及其他地域和民族
的基础数据，这些多态性位点以及它们构成的单倍型与 ADHD
关系在不同人群和地区仍需进一步研究确证，同时针对不同性
别和症状的分层研究也是阐明 ADHD遗传特征的重要手段。
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