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·实验研究·

中国北方汉族人基质金属蛋白酶1、9、12基因
多态性与慢性阻塞性肺疾病易感性的研究

张荣葆何权瀛杨瑞红卢冰冰刘玉京

【摘要】 目的探讨基质金属蛋白酶(matrix metaII叩I；Dteinases，MMPs)基因多态性与慢性阻塞

性肺疾病(coPD)易感性的关系。方法 采用病例对照研究方法，收集147例吸烟coPD患者和120

名吸烟非COPD正常对照。调查研究对象的性别、年龄、吸烟史、职业粉尘接触史、临床症状、体格检

查、测定肺通气功能和支气管舒张试验。应用聚合酶链反应、限制性内切酶分析法比较MMP-9

(一1562 C／T)、MMP一1(一1607 1 G／2G)、MMP-12(一82刖G)、MMP-12(一357 A5n／Ser)基因多态性在coPD

组和吸烟非cOPD对照组的差异。结果 MMP．12基因型A刮Asn和CT／AsnAsn可增加患coPD的

危险性。oR值分别为2 361(95％a：1 369～4 017)和2 433(95％a：1．159～5．342)；cc／1G1G／

SerSer对00PD患病有保护作用。oR值为0 457(95％口：0 231～O 911)。结论CT和ASnAsn两

基因型同时存在，可增加coPD的易感性，cC、GG和serser三基因型同时存在对患cOPD有防护作

用；多基因联合作用对多基因遗传病发病的影响比单个易感基因的作用更重要。

【关键词】慢性阻塞性肺疾病；基质金属蛋白酶；基因多态性
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【Abstr解t】 objectjve To study the association between the functional pohnorphism of rnatrix

metalloprotdnaseS(MMPs)and the devdopment d chronic obstn|ctive pulmonary disease(COPD)
Methods 147 COPD patlents and 120 healthy smoklng contr01swereselected Spirometry and chest

X—rays had been taken．Questionnaires including sex，age，sm。king history，0ccupational exposure were

c0瑚pleted MMP一9(一1562 c／T)，MMP-1(一1607 l G／2G)，MMpl2(-82 A／G)，MMP一12(一357 Asn，

Ser)alldes were detemined using PcR—RFLP method．Ind印end朗t samples T test a11alySis was carried伽t

to compare patients’age，smoking index，FEVl，Fvc，FEVl％pred with that of heaIthy controlled group

The frequencies 0f genotypes and alldes between groups were anal”ed by chi—square tests 8nd multilogistlc

rtgre翱on R幅uI招 MMPl2 A如／Asn．(刑AsnAsn were risk factorS for smoking—induced cOPD The oRs

were 2 361(95％a：1 369—4 017)and 2 433(95％a：1．159—5．342)鹇pectivelv while cc，1G1 G，

SerSer se锄ed to be a pmtectlve factor for smoklng_induced CoPD，with oR as 0 457 and 95％C，as

0 23l 0 9“c咖d憾ion As州Asn，cr／AsrlAsn might be susc印tible genotypes while cc／GG／serSer

might serve as protectIve genotype．

【Key words】 Chr。nlc obstructive pulmonary dIsease；Matdx me【alloproteInases；floly协orphisms

吸烟是引起慢性阻塞性肺疾病(COPD)的最主

要危险因素。有80％～90％的COPD是由长期、大

量吸烟引起的⋯。然而，在重度吸烟者中最终仅有

20％会发生cOPD”1，大部分人即使终生吸烟也不

会罹患cOPD，这提示吸烟者中存在coPD易感者。

基质金属蛋白酶(MMPs)主要参与正常和异常组织

的重建、修复和炎症反应，在cOPD的发病中起重

作者单位：100044北京大学人民医院呼吸内科

要作用，MMPs基因多态性可以影响其表达。本研

究的目的是探讨MMPs 1、9、12基因多态性与

coPD易感性的关系。

对象与方法

1．对象：147例cOPD患者(coPD组)为2002

年11月至2003年8月在我院门诊就诊和呼吸科病

房住院的患者。2002年11月至2003年11月在我

院门诊体检筛查的肺功能正常的吸烟者120人作为
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对照组。

2．临床调查方法：通过COPD门诊经问卷调查

了解coPD筛查者的病史、吸烟史，进行体检、x线

胸片检查、基础肺功能和支气管舒张试验测定。

coPD组的人选标准为符合2002年中华医学会呼

吸病学分会制定的《慢性阻塞性肺疾病诊治指南》的

诊断标准”1，并需排除哮喘、肺间质纤维化、支气管

扩张等肺部疾病，无肺部及其他部位恶性肿瘤史。

对照组人选标准为有长期吸烟史，肺功能正常，并排

除哮喘、肺间质纤维化、支气管扩张等肺部疾病，无

肺部及其他部位恶性肿瘤史。吸烟程度用吸烟指数

来评价，吸烟指数为吸烟年数×每日吸烟量(包数)，

用包·年表示。

3．分子遗传研究方法：所有受试者抽取外周静

脉血5 ml，酚。氯仿法提取基因组DNA；聚合酶链反

应一限制性片段长度多态性(PcR．RFLP)法检测

MMP一1基因启动子区域第1607位G插入和缺失

多态(1G／2G)；MMP一9基因第1562位C／T多态；

MMP。12基因第82位～G多态；MMP一12基因第

357位Asn／ser多态。25肛l PcR反应体系包括：

22“l master mix(购自天为时代公司)，100 ng／pl上、

下游引物各1 pl，1 p1(浓度为100 ndpl)基因组

DNA。MMPs 1、9、12基因多态性位点的引物序列

及酶切片段长度见表1，反应条件为94℃预变性

4 min；94℃20 s、54℃30 s、72℃30 s，共35个循

环；72℃延伸2 min。MMP一1 1607(1G／2G)、MMP．9

1562(c／T)、MMP—12 82(A／G)、MMP一12 357(Asn／

ser)扩增产物分别用Alu I、Bbu I、PvuⅡ、Mun I

限制性内切酶进行酶切；取酶切产物20 pl电泳，紫

外灯下观察结果并照相分析。

4．统计学分析：应用SPSs 10 O统计软件分析，

以非配对￡检验比较coPD组和对照组间年龄、吸

烟指数、FEVl／FVc、FEV。％pre的差异；以f检验
分析两组间的基因型频率的差异；以是否患CoPD

作为因变量，以年龄、吸烟指数、MMPs基因型作为

自变量经logistic多元回归分析比较在各种混杂因

素同时存在的情况下何种因素与coPD的发病有

关系。

结 果

1．cOPD组和对照组的一般情况比较：coPD

组147例，处于临床稳定期，对照组120人，两组均

为北方汉族人。经统计学分析，两组性别、吸烟指数

的差异无统计学意义。对照组年龄较cOPD组小2

岁多，P值为O．003(表2)。

2．Hardy—weinberg平衡检验结果：MMP一1 G／

2G x2=O．044，”=2，P>0．5；MMP一9 c／T x。=

2 62，”=2，P>O．25；MMP一12～G Y2=0．032，

n=2，P>O．5；MMP．12 Asn／Ser一=O．416，n=2，

P>O．5；差异均无统计学意义。

3对照组与COPD组MMPs基因多态性比较

结果：对照组中MMP一1基因1607位基因型1G／1G

显著多于cOPD组(矿=11．317，P=o．001)。

MMP一9 1562位C／T基因型在COPD组的分布显著

多于对照组(矿=6 378，P=0．012)。MMP一12 82

位各基因型在两组间分布差异无统计学意义(P>

O 05)。MMP一12 357位Asn／Asn基因型在COPD

组的分布多于对照组(r=10．179，P=0 001)。

Ser／Ser基因型在对照组的分布多于coPD组(Y2=

11 085，P=O 001)。cT与AsrlAsn同时存在的情

况出现在cOPD组的频率高于对照(Y2-8．475，

P<0 05)。CC、GG与SerSer基因型同时存在的情

况出现在对照高于cOPD组(Y2=8．儿6，P<O 05)

(表3)。

表i MMPs 1、9、12基因多态性位点引物序列及酶切片段长度
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表2 COPD组和对照组一般情况比较(j±5)

4．MMPs基因型与COPD的关系：应用多元

logistic回归分析考虑年龄、性别、吸烟指数混杂因

素的影响，MMP—12 Asn／Asn、CT／AsnAsn、CC／

1G1G／serser与cOPD患病存在相关性。其中

MMP一12 Asn／Asn、CT／AsnAsn可增加罹患COPD

的危险性，()R值分别为2．361和2 433，95％c1分

别为1．369～4．017、1 159～5．342。cc／1G1 G／

serSer对cOPD患病有保护作用，oR值为0．457，

95％CJ为0．231～O 911(表4)。

讨 论

MMPs参与正常和异常组织重建、修复和炎症

反应，是蛋白酶抗蛋白酶系统的重要组成部分，目前

已经成为备受关注的coPD候选基因。很多学者

对cOPD患者肺内MMPs的表达和活性进行了研
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究。研究发现吸烟的COPD患者BALF中MMP一1、

MMP。9的表达水平比非吸烟、吸烟非COPD者

高”1。把MMP一12基因敲除的野生小鼠和基因来敲

除小鼠放人吸烟箱内6个月，结果基因未敲除小鼠

肺组织出现肺气肿病变，而基因敲除的野生小鼠无

肺气肿发生，证明MMP一12在吸烟肺气肿发病中起

关键作用”1。将人胶原酶基因(MMPl)植入动物肺

内，可使动物发生肺气肿的改变，MMP+l转基因小

鼠肺脏病理与人肺气肿病理改变惊人的相似“j。

MMPs基因多态性可以影响基因的表达。

MMP—l基因启动子区域在1607G位插入鸟嘌呤

(G)创建了一个转录因子的结合位点”1。基因型为

1607 2G时MMP．1的表达水平增高。我们的研究

未发现高分泌型MMP一1 1607 2G／2G与c0PD的

发病有关。MMP一1 1 G／lG(MMP正常分泌型)主要

分布于对照组，对c0PD发病可能有保护作用。但

是当考虑到吸烟、年龄对患病的影响时则无法确定

这种保护作用。

MMP一9 C一1562T的T等位基因与MMP一9基因

表达的升高有关-s·，这是因为T等位基因与转录抑

制因子的亲和性降低。本研究发现∞PD组
MMP一9 1562 c／T型较对照组明显增多，但在考虑

表3 O(”D组和对照组MMPs l、9、12基因型频率分布

基因型
COPD组 对照组

例数 构成比(％) 人数 构成比(％)
f值 P值oR值(95％c，)

MMP．1

1(并1G

1G／2G

2G／2G

MMP．9

()c

cr

TT

MMPl2

AA

AG

GG

MMP．12

15 10 20

62 42 18

70 47 62

106 72 1l

4l 27 89

0 O

31 25 83

40 33 33

49 40 84

98 81 67

19 15 83

3 2 50

1l 317 0 001 O 395(0 224～0 697】

2 189 0 139 1 265(O 922～1 736)

1 231 0 267 1 166(0 887～1 534)

3 348 0 067 O 883(0 774～1 007)

6 378 0 012 1 859(1．129～3 062)

3 717 O 054 1 026(0．997～l 055)

140 95 24 114 95 00 0 008 0．928 1 024(0 611～1 714)

7 4 76 6 5 00

0 O O O

AsT】／^曲 131 89 12 89 74．17 10 179 0 001 1 202(1 066～l 354)

Asn／ser 15 10 20 20 16 67 2 423 0 120 0 612(O 328～l 143)

se州ser 1 0 68 11 9．17 11 085 0 001 0 074(0 100～0 567)

cT／AsnAsn两基因型同时存在 38 25 85 14 11 67 8 475 O 004 2 640(1 353～5 151)

cC／GG／serser三基因型同时存在 ll 7 48 23 19 17 8 116 O 004 0 554(0 337～O 912)

表4 ODPD组和对照组MMPs 1、9、12基因型频率分布(多元logistic回归分析)
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吸烟和年龄的影响后，此差异无统计学意义。

MMP一9表达增高型MMP一9 1562 T／T在两组的分

布差异无统计学意义，可能与携带此基因型的个体

过少(两组共有3例)有关，不足依据此结果说明该

基因型对cOPD发病无影响。MMP-12 A一82G多

态性中的A等位基因与转录活化蛋白(AP一1)有更

高的亲和性，使MMP—12的表达升高”1。但在我们

的研究中，MMP一12各基因型在两组的分布均无差

异，提示MMP一12 A82G与c0PD的发病可能无关。

MMP．12 Asn357Ser多态性已经证实，但它对

蛋白质功能表达的影响尚不清楚“⋯。然而，它是在

非保守区的氨基酸的替换，用酸性侧链(Asn)代替

羟基侧链(Ser)，因此可能会对蛋白溶解活性有影

响。我们的研究发现AstAsn与CoPD发病有关，

而serSer对COPD患病有保护作用，而且考虑吸烟

和年龄的影响后仍肯定基因型AsnAsn与00PD发

病有关。

Joos等““对590名长期吸烟者的MMPs基因

多态性(MMP一1、MMP一9、MMP。12)进行了研究，他

们发现MMP一1 1607 2G2G基因型与肺功能快速下

降呈负相关。这不仅与我们的结果不同，而且与

MMP一1 1607 2G2G基因型在COPD患者肺内高表

达相矛盾。分析两者不同的原因可能为：①研究的

临床表型不同，我们研究的是cOPD患病与否，即

cOPD的易感性与MMPs的关系，而Joos等研究的

是肺功能快速下降与否即疾病进展的严重程度与

MMPs的关系，两者有明显的不同；②我们研究的对

象是中国北方汉族人，而Joos等研究对象是高加索

人，两者的遗传背景明显不同。

coPD是一种复杂的多基因遗传病，与单基因

疾病不同，并非一种基因决定一种性状。coPD的

性状一慢性、进行性气流受限，除受多种基因影响外，

也受外界环境因素的影响，并且二者间存在复杂的

相互作用。发现COPD易感基因和探索多基因多

态性的联合方式，正是揭示cOPD这一复杂多基因

遗传病形成奥秘的最重要的策略。对于多基因疾

病，每个基因对遗传性状、疾病形成的贡献是不同

的，如果单独去考察单个基因的作用，它对于遗传性

状的影响作用可能是微弱的，然而当多个基因的多

态性联合在一起时即可最终决定了疾病的发生和发

展。在遗传易感性的研究中，不仅要尽可能地了解

引发疾病的各种易感基因，还需要评价多个基因多

个多态性问相互作用的方式和结果，以及在COPD

发病中所起的作用，只有这样才能最终揭示03PD

这一复杂多基因遗传病遗传易感性的全貌。

本研究对MMPs多基因的联合作用与coPD

易感性的关系进行了初步探讨，cT和AsnAsn基因

型同时存在的情况于coPD组显著增多。CC、

lGlG和serser基因型同时存在的情况于对照组显

著增多，对cOPD有保护作用。考虑吸烟和年龄的

混杂因素后，CT／AsllAsn型、CC／1GlG／serSer型与

coPD仍有明显的相关性。这比单个易感基因的发

现更为重要，更符合多基因遗传病的特点。但

MMPs多基因型间的相互作用方式尚待进一步

探讨。

本研究发现了一些与COPD患病有关的MMPs

基因，它们本身有可能是致病基因，还有可能是这些

基因与真正致病基因位点处于连锁不平衡，即检测

基因与致病基因在染色体上位置较近，遗传至多代

后，两个基因位点仍然紧密相关，因此应继续深入研

究以揭示真正的致病基因。本研究仅仅是从COPD

发病机制中蛋白酶抗蛋白酶失衡这一方面人手，选

择MMPs基因多态性作为00PD易感性研究的方

向，因此尚有一定局限性。
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