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人Ⅰ型胶原基因ＣＯＬ１Ａ１启动子区多态性与肝硬化疾病的相关性
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［摘要］　目的：研究人Ⅰ型胶原基因ＣＯＬ１Ａ１基因启动子区多态性与肝硬化性疾病的相关性。方法：在１１１例乙型肝炎病

毒感染后慢性肝硬化患者和９５例正常对照中，用直接测序法对ＣＯＬ１Ａ１基因启动子区３个多态性位点进行基因分型。分析

单个位点的等位基因和基因型频率是否与肝硬化相关，并用单倍型推测软件计算上述位点单倍型频率的分布，分析这些单倍

型是否与肝硬化的发生有关。结果：在ＣＯＬ１Ａ１基因启动子区的３个多态性位点中，－１６６２ｄｅｌ／ｉｎｓＴ多态性在疾病组和对照

组中均未发现，－１９９７Ｇ＞Ｔ和－１３６３Ｃ＞Ｇ多态性在疾病及正常组间没有差异，但－１９９７Ｔ／－１３６３Ｃ单倍型分布频率在疾病

组中显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论：Ⅰ型胶原基因启动子区－１９９７Ｇ＞Ｔ和－１３６３Ｃ＞Ｇ多态性与肝硬化的发生可能存

在一定相关性。
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　　肝纤维化是慢性肝病重要的病理特征，因慢性

肝病患者大多数都伴有肝纤维化。肝纤维化是肝细

胞坏死或损伤后常见的反应，任何破坏肝脏内环境

稳定的过程均可引起肝纤维化，尤其是炎症、化学毒

性损害、肝血流改变、感染（病毒、细菌、真菌、寄生

虫）等。肝纤维化的物质基础是细胞外间质的异常

过度沉积，胶原蛋白是这种细胞外间质的主要成分，

其中Ⅰ型胶原属于成纤维胶原，在人体胶原中含量

最丰富。在正常肝脏中Ⅰ型胶原所占的比例很少，

但肝纤维化时，Ⅰ型胶原迅速增加，成为纤维（硬化）

的主要间质。因此，Ⅰ型胶原的研究对整个细胞外

间质成分的研究具有代表性。Ⅰ型胶原由两条α１链

及一条α２链构成，分别由ＣＯＬ１Ａ１和ＣＯＬ１Ａ２基因

编码［１］。研究表明，Ⅰ型胶原基因存在约２００种变

异，包括点突变、缺失和插入突变［２］。因此Ⅰ型胶原

基因存在较多的多态性，但多数基因多态性与疾病

没有密切关系，且与疾病关系密切的基因多态性中，

大部分是与骨质疏松症或成骨不全等疾病相关［３５］，

而在纤维化疾病中Ⅰ型胶原基因多态性的研究未见

报道。本课题中我们主要研究由乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染引起的肝硬化患者和正常人ＣＯＬ１Ａ１
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基因启动子区域的单核苷酸多态性（ＳＮＰ），探索与

肝硬化的相关性。

１　材料和方法

１．１　标本　本课题选取１１１例 ＨＢＶ感染的慢性

肝病肝硬化患者的血液样本作为研究对象，临床标

本主要来源于中国人民解放军第８５医院感染科、第

二军医大学长征医院感染科和第二军医大学长海医

院感染科。患者的入选标准为：（１）年龄２７～６８岁，

包括男性患者７１例，女性患者４０例；（２）患者的肝

硬化诊断大多基于临床特征性表现（比如出现腹水、

食管静脉曲张等症状）、实验室检验项目（比如肝功

能检测、ＨＢＶ标志物检测等）和Ｂ超检查，其中９例

患者通过肝组织学鉴定确诊，４０例患者通过Ｘ线断

层扫描（ＣＴ）或核磁共振（ＭＲＩ）检测确诊，患者的主

要临床及实验室特征详见表１；（３）排除人类免疫缺

陷病毒、丙型肝炎病毒等除 ＨＢＶ感染之外的其他

病原感染；（４）排除患有自身免疫性疾病（如抗核抗

体浓度大于１１６０）的患者。选取９５例正常对照

的血液样本，样本取自上海市血液中心，平均年龄为

（３０．５±１０．５）岁，包括男性５８例，女性３７例。

表１　入选本研究的疾病及

正常对照者的临床及实验室特征

Ｔａｂ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｄａｔａｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎ２ｇｒｏｕｐｓ

Ｉｎｄｅｘ Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ
ｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｃａｓｅｎｕｍｂｅｒ ９５ １１１
Ｓｅｘ（Ｍ／Ｆ） ５８／３７ ７１／４０
Ａｇｅ（ｔ／ｙｅａｒ）

　　珚ｘ±ｓ ３０．５±１０．１ ４４．６±８．８

　　Ｒａｎｇｅ １９５３ ２２６８
Ｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｔｅｓｔｓ（珚ｘ±ｓ）

　　ＴＢＩＬ（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１） ４．９±２．６ ７０．５±５１．６

　　ＡＬＢ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ４３．９±６．３ ３０．２±６．５

　　ＡＬＴ（ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１） １０．９±４．３ １３４．２±６７．５
ＨＢＶｓｅｒｏｌｏｇｙｔｅｓｔｓ（ｎ／Ｎ）

　　ＨＢｓＡｇｐｏｓｉｔｉｖｅ ０／９５ １１１／１１１

　　ＨＢｅＡｇｐｏｓｉｔｉｖｅ ０／９５ １１１／１１１

　　ＨＢＶＤＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅ ０／９５ １１１／１１１
Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ（ｎ／Ｎ）

　　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ９／１１１

　　Ｉｍａｇｅ（ＣＴｏｒＭＲＩ） ４０／１１１

　　Ｉｍａｇｅ（Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ） １１１／１１１
ＣｈｉｌｄＰｕｇｈｓｃｏｒｅ［珚ｘ±ｓ（Ｒａｎｇｅ）］

　　ＧｒａｄｅＡ ５．８±０．９（５６）

　　ＧｒａｄｅＢ ７．４±０．５（７９）

　　ＧｒａｄｅＣ １３．２±２．７（１０１５）

　ＴＢＩＬ：Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ＡＬＢ：Ａｌｂｕｍｉｎ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ

１．２　外周血细胞基因组ＤＮＡ的提取　将实验组

和对照组的血液样本用ＱＩＡａｍｐ全血细胞ＤＮＡ抽

提试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）提取基因组

ＤＮＡ，紫外分光光度计测定所抽基因组 ＤＮＡ 的

Ｄ２６０及Ｄ２８０值，－２０℃保存待用。

１．３　ＰＣＲ　按照人 ＣＯＬ１Ａ１基因启动子区基因

（－２０４９～－１３０６）序列设计相应的引物［ＨＷ００１：

（－２０４９）５′ＴＡＡＡＴＧＴＣＴＧＴＴＣＣＣＴＣＣＡＡ

３′；ＨＷ００２：（－１３０６）５′ＴＡＣ ＡＣＴ ＣＴＧ ＡＡＡ

ＧＧＧＴＣＴＧＧ３′］，片段长度为７４４ｂｐ，依据文献报

道，上述序列中包含３个ＳＮＰ位点，分别为－１９９７

Ｇ＞Ｔ、－１６６２ｄｅｌ／ｉｎｓＴ、－１３６３Ｃ＞Ｇ。５０μｌＰＣＲ
反应体系为：基因组ＤＮＡ模板３μｌ，上下游引物各

０．５μｌ（１μｍｏｌ／Ｌ），５×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ１０μｌ，ｄＮＴＰ

ｍｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，ＴａＫａＲａＴａｑ酶（５
Ｕ／μｌ）０．５μｌ，加灭菌去离子水至５０μｌ。ＰＣＲ反应

条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，

５５℃退火６０ｓ，７２℃延伸７５ｓ，共３５个循环，之后

７２℃ 延 伸 ５ ｍｉｎ，使 用 ＨｉｇｈｆｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲ 系 统

（Ｒｏｃｈｅ）按常规方法进行ＰＣＲ（ＰＥ９６００ＰＣＲ扩增

仪）。

１．４　ＰＣＲ产物纯化及基因序列分析　用胶回收试

剂盒（上海华舜生物工程有限公司）对所得ＰＣＲ产

物进行胶回收纯化，操作步骤按试剂盒说明书操作。

ＰＣＲ纯化产物送往上海市南方人类基因组学中心

进行测序分析，根据测序结果判断特定位点是否存

在基因多态性及其基因型。

１．５　统计学处理　用在线软件计算 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ

ｂｅｒｇ平衡（ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＨＷＥ）（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｕｒｓｕｓ．ｋｖｌ．ｄｋ／ｓｈａｒｅｓ／ｖｅｔｇｅｎ／＿Ｐｏｐｇｅｎ／

ｇｅｎｅｔｉｋ／ａｐｐｌｅｔｓ／ｋｉｔｅｓｔ．ｈｔｍ）。用ＳＰＳＳ１１．０软件计算
单位点等位基因、基因型的χ

２、Ｐ值、比数比（ｏｄｄｓｒａ
ｔｉｏ，ＯＲ）及其９５％的可信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌｓ，

ＣＩ）。用ＥＭＬＤ软件分析各位点间的连锁不平衡情

况，计算Ｄ’和ｒ２值。单倍型分析采用 ＵＮＰＨＡＳＥＤ
３．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｒｃｂｓｕ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｐｅｒｓｏｎａｌ／

ｆｒａｎｋ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｕｎｐｈａｓｅｄ／）［６］。

２　结　果

　　经测序分析发现，在人ＣＯＬ１Ａ１基因启动子区

－２０４９～－１３０６序列包含的３个ＳＮＰ位点中，在

正常人及肝硬化组中均不存在－１６６２ｄｅｌ／ｉｎｓＴ多态

性。－１９９７Ｇ＞Ｔ、－１３６３Ｃ＞Ｇ虽然存在多态性改
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变，但其基因型及等位基因频率在疾病和正常组中

均没有显著差异，结果见表２。正常对照组中两位

点之间连锁不平衡的Ｄ’值为０．９６８，ｒ２值为０．６５７，

疾病组中Ｄ’值为０．８４６，ｒ２为０．５３０，可认为两位点

间呈强连锁不平衡。单倍型分析结果显示－１９９７Ｇ

＞Ｔ、－１３６３Ｇ＞Ｃ的特殊单倍型－１９９７Ｔ／－１３６３Ｃ
在疾病组中的频率显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），结

果见表３。

表２　肝纤维化中Ⅰ型胶原基因多态性－１９９７（Ｔ＞Ｇ）、－１３６３（Ｇ＞Ｃ）的基因型和等位基因频率

Ｔａｂ２　ＧｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＣＯＬ１Ａ１ｇｅｎｅ

－１９９７（Ｔ＞Ｇ）ａｎｄ－１３６３（Ｇ＞Ｃ）ｉｎｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ

ＳＮＰ
Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ
［ｎ（％）］

Ｃｏｎｔｒｏｌ
［ｎ（％）］

Ｐｖａｌｕｅ
（ｄｆ＝２）

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ａｌｌｅｌｅ Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［ｎ（％）］
Ｃｏｎｔｒｏｌ
［ｎ（％）］

Ｐｖａｌｕｅ
（ｄｆ＝１）

ＯＲ
［９５％ＣＩ］

－１９９７ Ｇ／Ｇ ５５（４９．６） ４７（４９．５） ０．７０９ Ｇ １５３（６８．９） １３４（７０．５） ０．７２４ ０．９２７［０．６０８１．４１３］

Ｇ／Ｔ ４３（３８．７） ４０（４２．１） Ｔ ６９（３１．１） ５６（２９．５）

Ｔ／Ｔ １３（１１．７） ８（８．４）

ＨＷＥ（Ｐ） ０．３１３ ０．９０１

－１３６３ Ｃ／Ｃ ４４（３９．６） ３３（３４．７） ０．２３５ Ｃ １３８（６２．２） １１９（６２．６） ０．９２２ ０．９９１［０．６５７１．４６２］

Ｇ／Ｃ ５０（４５．０） ５３（５５．８） Ｇ ８４（３７．８） ７１（３７．４）

Ｇ／Ｇ １７（１５．４） ９（９．５）

ＨＷＥ（Ｐ） ０．６５５ ０．０６１

表３　肝纤维化和对照组中单倍型频率分布比较

Ｔａｂ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｓｔｉｍａｔｅｄｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎｈｅｐａｔｉｃｃｉｒｒｈｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ＳＮＰ

－１９９７ －１３６３
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｐａｔｉｅｎｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｐｖａｌｕｅ

１ Ｇ Ｃ １３１．４（０．５９１９） １１７．９（０．６２０５） ０．５７３２

２ Ｇ Ｇ ２１．６（０．０９７３） １６．１（０．０８４８） ０．７０６７

３ Ｔ Ｃ ６．６（０．０２９７） １．１（０．００５８） ０．０２３３

４ Ｔ Ｇ ６２．４（０．２８１１） ５４．９（０．２８８９） ０．９０４８

３　讨　论

　　胶原是人体最主要的蛋白之一，Ⅰ型胶原作为

人体内重要的细胞外间质的主要成分，在器官纤维

化进程中发挥着极其重要的作用。在我国，每年因

感染 ＨＢＶ导致的肝纤维化／硬化等疾病引起的死

亡率居高不下，因此针对肝纤维化／硬化的临床早期

诊断以及给予患者正确的治疗措施显得尤为重要。

纤维化的形成从细胞外间质（ＥＣＭ，主要为Ⅰ型胶

原）各组分基因激活、转录、翻译、酶解、分泌，到

ＥＣＭ的过度沉积，最终导致器官纤维化历经多个环

节，大量的国内外研究均集中在中、下游蛋白质及

ｍＲＮＡ的研究，虽为临床肝纤维化（典型例证）的早

期诊断指标的选择、细胞和基因分子水平的机制研

究提供了理论依据和实验基础，但这显然不足以在

分子水平揭示纤维化形成的机制［７］。因此进一步对

胶原基因转录激活机制，特别是对这些基因的顺式

调控元件与反式作用因子进行研究，是器官纤维化

进程研究中非常重要的一环，为建立分子水平筛选

抗纤维化药物提供技术平台和广阔的应用前景。

　　近年来的研究发现胶原基因存在多态性，但多数

基因多态性与疾病没有密切关系，与疾病相关紧密的

基因多态性中，大部分报道是与骨质疏松症或成骨不

全、骨关节炎等骨性疾病相关［８１０］，并且Ⅰ型胶原多态

性与疾病的关系在不同国家、不同地区、不同种族人

群之间存在着差异［１１］。目前除与基质代谢有关的基

质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）基因调控区ＳＮＰ与疾病相关、

α２（Ⅰ）型胶原基因微卫星与系统硬化症有关的报道

外［１２１３］，尚无器官纤维化、硬化性疾病与胶原基因多

态性相关的研究报道。本课题在既往对ＣＯＬ１Ａ１基

因启动子区转录调控系列分析的基础上，进一步研究

其ＳＮＰ，寻找硬化性疾病与Ⅰ型胶原基因异常的相关

性。我们研究了１１１例ＨＢＶ感染的慢性肝硬化患者

和９５例正常人，结果发现在人ＣＯＬ１Ａ１基因启动子

区－２０４９～－１３０６存在的３个基因多态性中，在正常

对照组及肝硬化组中均不存在－１６６２ｄｅｌ／ｉｎｓＴ多态
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性。－１９９７Ｇ＞Ｔ、－１３６３Ｃ＞Ｇ虽然存在多态性改

变，但其基因型及等位基因频率在疾病和正常组中均

没有显著差异。－１９９７Ｇ＞Ｔ和－１３６３Ｇ＞Ｃ的特殊

单倍型－１９９７Ｔ／－１３６３Ｃ在疾病组中的频率高于对

照组，因此我们初步推测－１９９７Ｇ＞Ｔ、－１３６３Ｃ＞Ｇ
的多态性可能与肝硬化的发生存在一定相关性，但由

于在本研究所涉及的共２０６例样本中以－１９９７Ｔ／

－１３６３Ｃ单倍体形式存在的频率极低，这种单倍型的

临床意义尚有待于进一步扩大研究。在我们后期的

研究中我们针对－１９９７Ｇ＞Ｔ、－１３６３Ｇ＞Ｃ多态性对

于ＣＯＬ１Ａ１转录调控活性的影响研究已经证实了这

种－１９９７Ｔ／－１３６３Ｃ单倍型具有较高的转录调控活

性（另文发表）。

　　纤维化、硬化性疾病属多基因疾病，目前疾病相

关基因多态性在纤维硬化性疾病中的研究尚处于初

级阶段，相信随着技术手段的进步以及研究工作的

深入，胶原基因多态性将在纤维化、硬化性疾病的相

关机制研究及临床早期诊断、疾病预测和治疗中发

挥重要作用。
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·消　息·
第二军医大学基础部成功举办“第七届长三角生理科学论坛暨两省一市生理学学
术研讨会”

　　为了促进长三角生理学领域科研人员之间的交流，第七届长三角生理科学论坛暨两省一市生理学学术研讨会于２００７年

１２月９日在第二军医大学科技馆顺利召开。此次会议由上海生理科学会主办，第二军医大学基础部生理学教研室承办，参会

代表２２０余人。会议围绕近年来生理学领域的热点领域开展，包括：分子神经生物学，肾移植排斥反应的细胞治疗与基因治

疗，心交感传入反射与慢性心力衰竭等。会议由著名的生理学家陈宜张院士做大会的重点报告，还邀请了复旦大学上海医学

院陈思锋教授和浙江省、江苏省多位著名教授就其近年有重大突破的研究成果进行专题报告。


