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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性与肝硬化发生的相关性。方法　采用聚合酶链反应和连接酶
检测反应法（ＰＣＲＬＤＲ）检测１１０例肝硬化患者及３９１例健康对照者 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性，运用ＳＰＳＳ１０．０软

件对结果进行统计学分析，并分别对男性及女性个体ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性进行分析。结果　肝硬化组与对照
组都是以ＣＴ基因型为主，ＣＣ基因型及等位基因Ｃ在肝硬化组的分布频率（０．１９１，０．４２３）低于健康对照组（０．２３５，０．４８７），但

无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；该位点基因型及等位基因在男性或女性个体中的分布趋势与整体趋势相似，相关差异也无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。结论　在中国汉族人群中，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性与肝硬化的发生并没有明显相关性。
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　　微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一些５′端带磷酸基

团、３′端带羟基，长度为二十几个核苷酸的非编码调控ＲＮＡ
家族［１］，在基因的转录后调控中发挥重要作用。大约有１０％
的人前体ｍｉＲＮＡ（ｐｒｅｍｉＲＮＡ）中存在单核苷酸多态性（ｓｉｎ

ｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰｓ）［２］。近年来研究发现，一

种ｐｒｅｍｉＲＮＡＳＮＰ（ｒｓ１１６１４９１３）通过影响成熟 ｍｉＲ１９６ａ的

表达水平从而影响包括肺癌［３］、先天性心脏病［４］、乳腺癌［５］

等多种疾病的易感性。目前该位点的多态性与肝硬化的研

究未见报道。本研究应用聚合酶链反应和连接酶检测反应

法 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｌｉｇａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲＬＤＲ）检测了中国汉族人群中３９１例健康人及１１０例肝

硬化患者 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性，并探讨其与

肝硬化发生的相关性。

１　材料和方法

１．１　研究对象和标本　１１０例肝硬化患者全血由上海交通

大学医学院附属仁济医院消化内科留取，所有病例均经肝活

检或影像学证实；３９１例无任何 ＨＢＶ感染证据的健康体检

者全血由本院留取。１１０例肝硬化患者中，男８１例，女２９
例，平均年龄（５０．３±８．８）岁；３９１例健康体检者中，男２７１
例，女１２０例，平均年龄（３５．９±９．４）岁。肝硬化患者 ＴＢＩＬ
及 ＡＬＴ 水平显著高于健康体检者［（７２．５±５０．６）ｖｓ
（１４．３±５．３）μｍｏｌ／Ｌ；（１３１．２±７０．５）ｖｓ（２０．１±１２．４）Ｕ／

Ｌ］，而ＡＬＢ水平（ｇ／Ｌ）显著低于健康体检者［（３０．８±５．５）

ｖｓ（４８．３±２．７），Ｐ＜０．０５］。所有研究对象每人留取全血５

ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝。高速离心后，吸出白细胞层，用于基因组

ＤＮＡ的提取。

１．２　ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性分析　应用ＰＣＲＬＤＲ检

测ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性。

１．２．１　ＰＣＲ扩增　ｍｉＲ１９６ａ２特异性引物：正向５′ＡＣＣ

ＣＡＧＣＡＡ ＣＣＣ ＡＡＡ ＧＴＣ ＴＡＣ３′，反向 ５′ＧＧＴ ＴＧＡ

ＧＡＧＧＡＣＧＧＣＡＴＡＡＡＧ３′。ＰＣＲ扩增反应在 ＡＢＩ９６００
荧光定量ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）内进行。２０μｌ
反应体系：２０ｎｇ基因组ＤＮＡ，１×ＰＣＲ缓冲液，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．５μｍｏｌ／Ｌ各引物和１Ｕ热启

动ＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｑｉａｇｅｎ）。循环参数：９５℃１５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ、６０℃２ｍｉｎ、７２℃６０ｓ，共３５次循环；最后７２℃充分延

伸１０ｍｉｎ。

１．２．２　ＬＤＲ检测　探针：共同探针为５′ＰＣＴＧＡＧＴＴＡＣ

ＡＴＣＡＧＴＣＧＧＴＴＴＴＣＧＴＴＴＴＴＴＴＦＡＭ３′，Ｔ特异性

探针为５′ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＡＣＡＡＧＧＣＴＣＡＧ

ＣＴＧＡＡＣＣＡＧＧＣＴＡ３′，Ｃ特异性探针为５′ＴＴＴＴＴＴ

ＴＴＴＴＴＴ ＴＴＴ ＴＴＴ ＴＴＴ ＴＴＴ ＴＧＡ ＡＣＴ ＣＧＧ ＣＡＡ

ＣＡＡＧＡＴＡＣＴＧＣ３′。共同探针的３′末端用６ｃａｒｂｏｘｙＸ

ｕｏｒｅｓｃｅｉｎ（ＦＡＭ）作荧光标记，５′末端磷酸化。各ＰＣＲ产物

的连接酶检测反应在２０μｌ反应体系内进行。反应体系：２μｌ

１０×结合缓冲液、２μｌＰＣＲ产物、１ｐｍｏｌ各识别探针、２０Ｕ

ＴａｑＤＮＡ连接酶（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ，ＵＳＡ）。反应参数：

先９４℃２ｍｉｎ，然后９４℃３０ｓ、６０℃２ｍｉｎ循环４０次。反应

结束后，将１μｌＬＤＲ反应产物与１μｌ红色荧光染料ＲＯＸ和
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１μｌ加样缓冲液混匀，再将混合液置入ＡＢＩＰｒｉｓｍ３７３ＤＮＡ
测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）测序。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件对研究数据进行统

计分析。基因频率采用基因计数法计算；组间基因型及等位

基因频率的比较采用χ
２检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学

意义。

２　结　果

２．１　ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因型及等位基因在肝硬化组及健

康对照组的分布　ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因型及等位基因在肝

硬化组及健康对照组的分布如表１所示，病例组及对照组均

符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律。两组都是以ＣＴ基因型为主，

ＣＣ基因型及等位基因Ｃ在肝硬化组的分布频率低于健康对

照组，但差异无统计学意义，说明ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态

性与肝硬化的发生并没有明显相关性。

２．２　ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性与男性或女性发生肝硬

化的关系　我们将所有研究个体按照性别分成男性及女性

个体两组，试图探讨 ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性与男性或

女性患者肝硬化的发生是否具有相关性。表２表明，同所有

研究对象一样，男性或女性个体中 ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多

态性与肝硬化的发生也没有明显相关性。

表１　肝硬化组及对照组ｍｉＲ１９６ａ２基因型及

等位基因频率分布

［ｎ（％）］

基因多态性 健康对照组
（Ｎ＝３９１）

肝硬化组
（Ｎ＝１１０） Ｐ值ａ

基因型

　　ＴＴ １０２（２６．１） ３８（３４．５） 

　　ＣＴ １９７（５０．４） ５１（４６．４） ０．４７２

　　ＣＣ ９２（２３．５） ２１（１９．１） ０．５６４
等位基因

　　Ｔ ４０１（５１．３） １２７（５７．７） 

　　Ｃ ３８１（４８．７） ９３（４２．３） ０．５２５

　ａ经年龄和性别校正后的Ｐ值

表２　肝硬化组及对照组不同性别ｍｉＲ１９６ａ２基因型及等位基因频率分布
［ｎ（％）］

基因多态性
男性

健康对照组（Ｎ＝２７１） 肝硬化组（Ｎ＝８１） Ｐ值ａ
女性

健康对照组（Ｎ＝１２０） 肝硬化组（Ｎ＝２９） Ｐ值ａ

基因型

　　ＴＴ ６７（２４．７） ２８（３４．６）  ３５（２９．２） １０（３４．５） 

　　ＣＴ １３４（４９．５） ３６（４４．４） ０．４６５ ６３（５２．５） １５（５１．７） ０．６９１

　　ＣＣ ７０（２５．８） １７（２１．０） ０．５８７ ２２（１８．３） ４（１３．８） ０．６０４
等位基因

　　Ｔ ２６８（４９．４） ９２（５６．８）  １３３（５５．４） ３５（６０．３） 

　　Ｃ ２７４（５０．５） ７０（４３．２） ０．５５３ １０７（４４．６） ２３（３９．７） ０．５８７

　ａ经年龄校正后的Ｐ值

３　讨　论

　　肝硬化是肝细胞外基质异常过度沉积的结果，其过程十

分复杂，受多种因素的影响。在我国，引起肝硬化的主要原

因是 ＨＢＶ感染，而在西方主要是长期过量饮酒。临床上可

以观察到肝硬化的形成具有一定的体质性，即不同的患者

对相同病症表现出不同的转归，这可能与患者的遗传背景有

关。

　　表观遗传学变化或者存在于ｍｉＲＮＡ初级转录产物（ｐｒｉ

ｍｉＲＮＡ）、ｐｒｅｍｉＲＮＡ或成熟ｍｉＲＮＡｓ基因序列中的ＳＮＰ能

够潜在影响ｍｉＲＮＡｓ调节的细胞功能网络，因此 ｍｉＲＮＡｓ在

疾病的发生、发展中的作用成为近年来研究的热点［６］。Ｉｗａｉ
等［７］首次发现了存在于ｐｒｅｍｉＲＮＡｓ中的ＳＮＰ。他们通过对

９６例日本人的１７３种人ｐｒｅｍｉＲＮＡｓ进行测序研究后，发现

了１０个存在于１０种ｐｒｅｍｉＲＮＡｓ发卡结构中的ＳＮＰｓ。几

个研究组对人 ｍｉＲＮＡｓ基因及其靶位点进行生物信息学分

析和实验，发现在大约６％～１０％的ｐｒｅｍｉＲＮＡ存在ＳＮＰｓ，

但成熟型的ｍｉＲＮＡｓ几乎没有ＳＮＰｓ［２，７８］；而且只有不到１％
的ＳＮＰｓ位于功能性种子区域［２］。

　　研究发现，ｐｒｅｍｉＲＮＡＳＮＰ（ｒｓ１１６１４９１３）可通过影响成

熟ｍｉＲ１９６ａ的表达水平从而影响包括肺癌［３］、先天性心脏

病［４］、乳腺癌［５］多种疾病的易感性。本研究探讨了该位点的

多态性与肝硬化的关系。结果发现，肝硬化患者和正常对照

者的 ｍｉＲ１９６ａ２都是以ＣＴ基因型为主，虽然ＣＣ基因型及

等位基因Ｃ在肝硬化组的分布频率（０．１９１，０．４２３）低于健康

对照组（０．２３５，０．４８７），但这种差异并没有统计学意义，表明

ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ基因多态性与肝硬化的发生并没有显著的

相关性。随后我们又分别对男性及女性个体中 ｍｉＲ１９６ａ２

Ｔ＞Ｃ基因多态性进行分析，发现基因型及等位基因在男性或

女性个体中的分布趋势与整体趋势相似，相关差异也没有统

计学意义。因此我们认为，在中国人群中，ｍｉＲ１９６ａ２Ｔ＞Ｃ
基因多态性与肝硬化的发生无密切关系，但该结论尚需进一

步扩大样本验证。

　　（志谢　本研究标本的获取得到了上海交通大学医学院

附属仁济医院消化内科的支持和帮助，在此表示衷心感谢！）
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