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Abstract
AIM: To establish a polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method to detect the polymorphism of 
C-509T at the promoter region of transforming 
growth factor (TGF) β1 gene and explore its 
probable role in liver fibrosis.

METHODS: Patients with chronic hepatitis B (n 
= 50) and liver cirrhosis (n = 46) were involved 
in this study. A polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) was established. A set of primers was 
designed according to the promoter region of 
TGF-β1 gene. Around C-509T was the enzyme 
digestion site for restriction endonuclease Bsu36
Ⅰ. C or T was assured based on the enzymatic 
result of the polymerase chain reaction (PCR) 

products..

RESULTS: Sequencing revealed 99% homoge-
neity between the two homozygous strains and 
the promoter region of TGF-β1 gene. The antici-
pated mutations appeared at position C-509T. 
The CT genotype prevailed in both the hepatitis 
and the liver fibrosis patients. The frequency 
of CC genotype (28.3%) was higher than that 
(19.6%) of TT genotype in liver fibrosis patients 
while the frequency of TT genotype (22%) was 
higher than that (4%) of CC genotype in hepa-
titis patients. There were significant differences 
between all the groups (P < 0.01).

CONCLUSION: The established method may 
be applied to detect the C-509T polymorphism 
at the promoter region of TGF-β1 gene. The CC 
genotype may be involved in liver fibrosis.
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摘要
目的: 建立多聚酶链式反应-限制性片段长度
多态分析(PCR-RFLP)法检测转化生长因子
β1(TGF-β1)启动子区C-509T位点的变异并探
讨其在肝纤维化中的作用. 

方法: 根据TGF-β1启动子区基因设计引物, 
在C-509T位设计Bsu 36 Ⅰ酶切位点, 根据PCR
产物酶切结果判断该位点为C或T. 观察对象
为慢性乙型肝炎患者50例, 乙型肝炎后肝硬化
患者46例. 

结果: 测序显示本文两株纯合子与TGF-β1启
动子区序列同源性在99%以上, 并在C-509T
位点出现预期变异; 乙型肝炎和乙型肝炎后
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■背景资料
TGF-β可以刺激
间质细胞分泌细
胞外基质, 在组织
纤维化发生过程
中具有关键性调
控作用. 慢性乙型
肝炎为我国最常
见的传染病, 进展
性肝纤维化是决
定患者预后的关
键 因 素 之 一 .  但
TGF-β基因多态
性与HBV感染后
肝硬化之间的关
系仍未明确.

 wcjd@wjgnet.com 
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肝硬化两组都是以CT基因型为主, 但是肝硬
化组CC基因型(28.3%)高于TT基因型(19.6%),
而肝炎组TT基因型(22%)高于CC基因型(4%), 
几组之间有显著性差异(P <0.01).

结论: 本文建立的方法可用于TGF-β1启动子
区C-509T位点基因多态性的检测, 该位点CC
基因型可能与肝纤维化有关.

关键词�� 多聚酶链式反应; 限制性片段长度多态性分

析; 纤维化; 转化生长因子β1
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0  引言

近年研究表明, 转化生长因子β(TGF-β)是与肝

纤维化发病密切相关的关键细胞因子[1-2], 而且

可以通过刺激细胞外基质的合成并抑制其降解

而促进肝纤维化的形成[3-4]. TGF-β1基因位于人

类染色体19q13, 包含6个内含子和7个外显子, 
他的启动子区有2个重要位点来启动转录并具

有多种调节机制, 基因启动子区多态现象可引

起转录异常, 从而影响疾病的产生或严重程度, 
C-509T位点是其中的一个[5]. 而且C-509T基因多

态性与血清中TGF-β的浓度显著相关[6]. 为此, 我
们建立了多聚酶链式反应-限制性片段长度多态

分析(PCR-RFLP)法检测C-509T位点的变异, 并
探讨其在肝纤维化中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 观察对象为2004-06-12北京地坛医院

住院的慢性乙型肝炎患者50例, 男女各25例, 
年龄35±5岁, 乙型肝炎后肝硬化患者46例, 男
女各23例, 年龄45±6岁. 病例的诊断标准符合

2000年西安第十次全国病毒性肝炎及肝病学

术会议制定的《病毒性肝炎防治方案》. Taq
聚合酶为上海生工生物工程公司产品, 100 bp 
DNA ladder和Bsu 36Ⅰ内切酶为Promega公司产

品, ReadyPCRTM全血基因组DNA纯化系统为华

美生物工程公司产品, 质粒提取采用Sigma公司

GenElute Plasmid Miniprep Kit. PCR仪为ABI公
司9700型. 根据设计引物, C-509T位点位于两个

引物之间. 由北京赛百盛公司合成. 引物序列如

下: P1: 5'-TGAGTGACAGGAGGCTGCTTA-3'; 
P2: 5'-AGAACGGAAGGAGAGTCAGGCT-3'. 
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扩增产物为257 bp. 
1.2 方法 外周血白细胞基因组的提取, 采用华

美生物工程公司ReadyPCRTM全血基因组DNA
纯化系统, 严格按照试剂盒说明书操作. PCR系
统含10×缓冲液3 mL, 25 mmol dNTPs 0.4 mL, 
25 mmol/L P1和P2各0.5 mL, Taq聚合酶2 U, 血
清提取物4 mL, 反应总体积为30 mL. 循环条件: 
94℃预变性3 min, 94℃ 20 s, 55℃ 20 s, 72℃ 
30 s, 共35个循环, 最后, 72℃延伸7 min. 取扩

增产物8 mL经30 g/L琼脂糖凝胶(含1 g/L EB)
电泳, 在198 bp处出现荧光带者为阳性. PCR产
物酶切: Bsu 36Ⅰ酶切位点为CC'TNAGG, 如果

C-509T位点为C, 则产生Bsu 36Ⅰ酶切位点, 如
果为T, 则切不开. 取PCR产物8.5 mL, 10×缓

冲液D 1 mL, Bsu 36Ⅰ0.5 mL(5 U), 37℃酶切

16 h. 取酶切产物10 mL经30 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 只在198 bp处出现条带者为TT纯合子, 
在108 bp和90 bp处出现条带者为CC纯合子, 
在以上3个位置均有条带者TC杂合子. PCR产

物的分子克隆与测序: 分别取CC纯合子(命名

为DT-C-509)和TT纯合子(DT-509T)的PCR产

物, 用低熔点琼脂糖凝胶电泳分离纯化, 直接与

T-easy载体连接, 转化XL-1-Blue细菌, PCR筛选

阳性克隆, 提取质粒, 采用通用引物, 经双脱氧

链末端终止法进行双向测序(由上海申能搏彩

公司完成). DNA序列资料采用Vector NTI 9.0软
件包及GeneDoc 2.6分析. 

统计学处理 SPSS 10.0 for Windows软件包, 
计数资料组间差异采用χ2检验分析, P <0.05认为

组间有显著差异.

2  结果

2.1 PCR产物酶切电泳结果 分别取CC纯合子、

CT杂合子和TT纯合子阳性标本Bsu 36Ⅰ酶切产

物各两份经30 g/L琼脂糖凝胶电泳, 结果与预期

相符(图1). 
2.2 PCR产物克隆测序结果 将DT-C-509、DT-
509T和TFG-β1启动子区基因(GenBank注册号: 
J04431)相应序列进行比对发现, DT-C-509确为

CC纯合子, DT-509T确为TT纯合子, 序列同源性

在99%以上(图2). 
2.3 肝炎和肝硬化患者C-509T位点基因多态性

比较结果 检测50例肝炎和46例肝硬化患者外周

血白细胞基因组TGF-β1启动子区C-509T位点

多态性发现两组都是以CT基因型为主, 但是肝

硬化组CC基因型(28.3%)高于TT基因型(19.6%), 
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■研发前沿
目前的研究显示
TGF-β1基因有8
个位点存在多态
性, 其中3个位于
启动子区, 3个位
于 编 码 区 .  编 码
区 ,  如第2 5位密
码子突变发现与
HCV感染后肝纤
维化发生有关, 但
非编码区多态性
与纤维化相关资
料缺乏.
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而肝炎组TT基因型(22%)高于CC基因型(4%), 
几组之间有显著性差异(P <0.01). 但是等位基因

两组间并未显示出有何差异(P >0.05, 表1).

3  讨论

慢性肝炎是我国的常见病, 威胁着很多人的健

康, 大多数患者会发展成肝纤维化或肝硬化. 肝
纤维化是指肝脏内纤维性结缔组织异常增生, 
是一种“创伤愈合”的慢性渐进的病理过程, 
其机制为细胞外基质(E C M)的合成与降解失

调, 病理特征为胶原纤维生成及大量细胞外基

质在disse间隙沉积. 他是肝硬化的早期阶段和

必经阶段, 在一定情况下可被逆转, 但若病因持

续存在, 肝纤维化逐渐加重, 肝小叶及血管等逐

渐被改建, 肝脏的正常结构遭到破坏, 中心静脉

区和汇管区出现间隔、假小叶形成, 即发展为

不可逆转的肝硬化. ECM主要来源于肝星状细

胞(hepatic stellate cell, HSC), HSC由正常静止状

态被激活, 转变成肌成纤维细胞(myofibroblast-
like cells, MFBs)和成纤维细胞(fibroblast), 是肝

纤维化发生的中心环节. 研究表明, ECM的合成

和降解过程很大程度上由TGF-β1控制. TGF-β1
是细胞因子TGF-β超家族成员之一, 最初是1970
年代末从血小板中分离出来的, 因其能促进成

纤维细胞的转化生长而得名. 在人体的结缔组

织、肝、肾、脑、皮肤、肌肉等组织都有其

表达. 目前, TGF-β至少有6种亚型, 在哺乳动物

中只发现3种亚型. TGF-β是一种有多重功能的

细胞因子, 可以调节细胞增殖、分化、细胞外

基质的产生、伤口愈合和组织修复[7]. 多种器

官纤维化、硬化、动脉粥样硬化等都与之有

关. TGF-β1活化后与细胞膜表面受体结合, 激
活Smad蛋白并形成复合物, 由此转入核内, 与
各种转录因子相结合, 从而调控基因转录. 但是

TGF-β1本身的表达也受其基因启动子区的调控. 
C-509T位点是其中的1个. 

有研究表明, TGF-β1基因调控区C-509T基
因多态性与阿尔茨默病[8]、浸润性乳腺癌、慢

性牙周炎、哮喘、IgE增高、IgA肾病等多种疾

病的发生或进展程度相关. 我们发现, 乙型肝炎

和乙型肝炎后肝硬化患者C-509T位点都是以

    

表 1 肝炎和肝硬化患者C-509T位点基因多态性比较结果

基因型                        肝炎                              肝硬化

CC                      � (�)                         13 (�8.3)

TT                    11 (��)                           � (1�.6)

CT                    37 (7�)                         �� (��.�)

C等位基因    3� (��.8)         37 (��.�)

T等位基因    �8 (��.�)          33 (�7.1)

图 2 PCR产物克隆测序比较结果. 
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■相关报道
近期Drumm 
et al�道TGF-β1
基因启动子区
C-509T位点多态
性与囊性纤维化
发生显著相关.

图 1 C-509T PCR扩增产物Bsu 36Ⅰ酶切电泳结果. M: 

100 bp DNA ladder; 1, 2: CC纯合子; 3, 4: CT杂合子; 5, 6: 

TT纯合子.

bp     M         1        2        3        4        5        6

100

200

300
400
500

1500
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CT基因型为主, 但是肝硬化组CC基因型高于TT
基因型, 而肝炎组TT基因型高于CC基因型, 但
是等位基因两组间并未显示出有何差异. 这与

目前国内外研究结果较为一致. 杨再兴 et al [9]根

据Child Pugh分级标准, 将肝纤维化人群分为A
级、B级和C级, A级到C级肝纤维化程度逐渐加

重. 结果发现, 该位点的多态性与肝纤维化的严

重程度存在相关性. CC基因型在Child-Pugh分
级的C级组中的分布频率显著高于TT基因型. 而
且, 在患者中, 等位基因C以及基因型CC的分布

频率随肝纤维化程度的加重而升高. 认为, 该多

态性影响肝纤维化患者血浆中TGF-β1的浓度, 
该位点等位基因C可能是影响肝纤维化进展程

度的一个重要的遗传因素. Kim et al [10]发现在慢

性乙型肝炎患者中C-509T位点TT或CT基因型

发生肝细胞癌的危险性显著低于CC基因型. 
总之 ,  我们发现 T G F - β 1 基因调控区

C-509T位点C C基因型可能与肝纤维化有关 , 
具体情况如何, 还需要进行更大样本的临床流

行病学研究. 
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■创新盘点
本研究对我国慢
性 H B V 感 染 及
HBV感染后肝硬
化 患 者 T G F - β 1
基 因 启 动 子 区
C-509T位点多态
性与肝硬化之间
的可能关系进行
了探讨.
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                     第二次全国中晚期消化肿瘤学术会议
本刊讯  第二次全国中晚期消化肿瘤学术会议将于2006-08在哈尔滨举行, 现将征文通知公布如下:

1 稿件要求及截稿日期 

全文3 000字及摘要800字各1份, 电脑打印(附软盘), 2006-06-15截稿.

2 联系方式

哈尔滨市哈尔滨医科大学二院消化内科 刘冰熔 教授, 电话: 13313695959, E-mail: liubingrong@medmail.com.cn.


