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基质金属蛋白酶９基因多态性与儿童幽门螺杆菌
相关性胃十二指肠疾病的关系

单庆文１　经承学１　王琳琳１　吕自力２　唐清１　云翔１　连淑君１

（广西医科大学第一附属医院，１．儿科；２．病理科，广西 南宁　５３００２１）

　　［摘　要］　目的　研究基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）基因启动子多态性与儿童幽门螺杆菌（Ｈｐ）相关性慢性胃
炎、十二指肠溃疡的易感性和临床特征的关系。方法　采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性技术（ＰＣＲ
ＲＦＬＰ）和测序方法，对１００例慢性胃炎及３２例十二指肠溃疡儿童和１０２例健康对照组儿童的 ＭＭＰ９基因１５６２
Ｃ／Ｔ多态性进行检测。采用反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测胃黏膜ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。结果　ＭＭＰ９
基因１５６２Ｃ／Ｔ多态性位点的基因型和等位基因频率在病例组和对照组儿童中的分布无明显差别。在慢性胃炎组
中，Ｃ／Ｃ基因型携带者发生Ｈｐ感染的风险是 Ｔ等位基因（Ｃ／Ｔ＋Ｔ／Ｔ）携带者的３．１倍。ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ多
态性不影响ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在胃黏膜中的表达水平。结论　 ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ多态性与儿童慢性胃炎和十二
指肠溃疡的发生无相关性，该基因位点的Ｃ／Ｃ基因型携带者可能与Ｈｐ易感性相关。
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　　近年研究发现人群的不同遗传背景可能造成对
某些疾病存在易感性，研究人类基因多态性可以了

解各种基因的不同基因型在人群中的分布，有助于

从基因水平阐明各种疾病在不同种族、不同人群存

在不同发病率和不同临床表现、临床特点的内在机

制，从而筛查出疾病的易感人群，并有可能制定出个

体化的治疗方案。幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，
Ｈｐ）感染是全世界最常见的胃肠道感染之一，常可
导致胃黏膜的持续定植和慢性炎症，并造成消化性

溃疡、胃腺癌及胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤发生的
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危险性增加［１２］。基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）基因的启动子序列改变可能影
响其转录水平的表达，最终可能影响到体内 ＭＭＰ９
的最终生物学效应。本研究拟探讨儿童宿主 ＭＭＰ
９基因１５６２Ｃ／Ｔ位点的多态性对 Ｈｐ感染的胃黏膜
中的表达水平的影响，以及 Ｈｐ感染的易感性和感
染后的胃十二指肠疾病发生的相关性。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２００６年１０月至２００７年１０月在广西医科大学

第一附属医院门诊就诊的具有上消化道不适主诉症

状患儿共１３２例入选病例组，１个月内使用过抗生
素、胃酸抑制剂 （或铋剂）、非甾体类抗炎药

（ＮＳＡＩＤ）及免疫抑制剂者作为排除标准。经胃镜检
查后诊断为慢性胃炎者１００例，十二指肠溃疡者３２
例；年龄３～１８（１２．５±４．３）岁，其中＜５岁组５例，５
岁～组１８例，１０岁 ～组３９例，１５岁 ～组７０例；男
女比率约为２．２∶１（男９１例，女４１例）。取无任何
消化道不适主诉症状的同期中小学生健康体检者

１０２例为健康对照组；年龄５～１８（１１．５±４．５）岁，
其中＜５岁组８例，５岁～组２１例，１０岁～组４０例，
１５岁～组３３例；男女比率约为１．９∶１（男６７例，女
３５例）。病例组与对照组的年龄及性别比较均差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２　标本采集

征得家长同意并签署知情同意书，所有病例均

进行胃镜检查，按照全国小儿消化系统疾病会议的

胃镜诊断标准进行诊断［３］，若诊断为慢性胃炎或十

二指肠溃疡者则在胃窦距幽门口３～５ｃｍ处大弯侧
及小弯侧活检胃黏膜４块，其中２块立即置于冻存
管投入液氮中保存，再移入超低温冰箱保存备用；

１块黏膜行Ｈｐ快速尿素酶试验；１块置于１０％甲醛
中固定后行常规病理组织学检查及 Ｈｐ检测。所有
研究对象均在空腹状态下采肘静脉血 ３ｍＬ，其中
１．５ｍＬ分离血清后行 ＨｐＩｇＧ抗体 ＥＬＩＳＡ检测；另
１．５ｍＬ用２．５％ ＥＤＴＡ抗凝，置－４℃冰箱保存用于
ＤＮＡ提取。
１．３　确定胃窦粘膜慢性炎症程度及Ｈｐ阳性状态

胃窦粘膜慢性炎症程度根据１９９６年Ｓｙｄｎｅｙ胃
炎标准［４］对病变的分级分为无、轻、中、重４级。根
据２００３年中华医学消化病学分会在安徽桐城制定
的《幽门螺杆菌共识意见》［５］中的Ｈｐ感染的诊断标
准确定病例组及对照组病例的Ｈｐ感染状态。

１．４　ＰＣＲＲＦＬＰ法鉴定ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ位
点基因型

酚氯法提取血液基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增ＭＭＰ９
基因（４３５ｂｐ）Ｆ：５′ＧＣＣＴＧＧＣＡＣＡＴＡＧＴＡＧＧＣＣＣ
３′，Ｒ：５′ＣＴＴＣＣＴＡＧＣＣＡＧＣＣＧＧＣＡＴＣ３′，反应体系
２５μＬ，反应体系含基因组 ＤＮＡ模板 １μＬ，Ｔａｑ酶
０．１２５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，１０μＭ ｄＮＴＰ
２μＬ，１０μＭ上、下游引物各０．５μＬ，灭菌注射用水
１８．３７５μＬ。９４℃预变性３ｍｉｎ后进入循环。循环
条件：９４℃变性 ３０ｓ，６５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共３２个循环。７２℃最后延伸５ｍｉｎ。限制性
内切酶酶切：ＰＣＲ产物１０μＬ，ＳｐｈⅠ１μＬ，１０×Ｔａｑ
Ⅰ Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，０．１％ＢＳＡ２μＬ，灭菌注射用水
５μＬ。３７℃水浴箱中温育１６ｈ。以灭菌注射用水替
代ＤＮＡ模板作为阴性对照。以一个确定的基因型
作为阳性对照。取酶切产物１０μＬ与１μＬ１０×加
样缓冲液混匀，于３％琼脂糖凝胶，电压为６Ｖ／ｃｍ
电泳１２０ｍｉｎ，取出琼脂糖凝胶板，置于凝胶电泳成
像分析系统下观察。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达水平
随机选取病例组合并 Ｈｐ感染者（其中慢性胃

炎２８例、十二指肠溃疡 ２０例）的胃窦黏膜 １块
（＜１０ｍｇ），提取总ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ后进行
ＰＣＲ扩增。ＭＭＰ９（２１６ｂｐ）Ｆ：５′ＧＡＡＧＡＴＧＣＴ
ＧＣＴＧＴＴＣＡＧＣＧ３′，Ｒ：５′ＡＣＴＴＧＧＴＣＣＡＣＣＴＧＧＴ
ＴＣＡＡ３′；βａｃｔｉｎ（１１４ｂｐ）Ｆ：５′ＣＧＣＧＡＧＡＡＧＧＴ
ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣ３′， Ｒ：５′ＡＴＣＡＣＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＧ
ＴＡＣＧＧ３′。２５μＬ反应体系含ｃＤＮＡ模板２μＬ，Ｅｘ
ＴａｑＨｏｔＳｔａｒｔＶｅｒｓｉｏｎ０．１２５μＬ，１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，１０μＭｄＮＴＰ２．５μＬ，１０μＭ上、下游引物各
０．２５μＬ，灭菌注射用水１７．４μＬ。反应条件：９４℃
预变性１ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃（βａｃｔｉｎ为６０℃）
退火 ３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３８个循环（βａｃｔｉｎ为
３２个循环），７２℃最后延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物电泳后
在凝胶电泳成像分析系统上计算 ＭＭＰ９与 βａｃｔｉｎ
（作为内参照）表达的灰度值，并计算两者比值作为

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．６　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行统计处理，基
因型分布和等位基因频率比较采用 χ２检验（各群体
之间ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ基因型分布的实际值与预测值
比较须符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，说明群体基因遗传
平衡，数据来自于同一蒙德尔群体，才具可比性）。

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达水平用均数±标准差（ｘ±ｓ）
表示，采用ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
·３６２·
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２　结果

２．１　ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ位点的基因型及序列
测定

电泳显示该基因位点的 Ｃ／Ｃ基因型仅有
４３５ｂｐ片段，Ｔ／Ｔ基因型有 ２４７ｂｐ、１８８ｂｐ两个片
段，Ｃ／Ｔ基因型有４３６ｂｐ、２４７ｂｐ、１８８ｂｐ３个片段，
见图 １。对酶切电泳为 Ｃ／Ｃ、Ｔ／Ｔ、Ｃ／Ｔ基因型的
ＰＣＲ产物分别进行 ＤＮＡ测序，结果提示在１５６２位
碱基处对应的基因型分别为纯合 Ｃ／Ｃ、Ｔ／Ｔ和杂合
Ｃ／Ｔ，见图２。
２．２　与其他地区健康对照组人群中基因型、等位基
因频率分布的比较

本研究中该位点基因型及等位基因频率的分布

与其他地区及种族总的比较及组间比较中差异均无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
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　　图１　ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ基因型产物琼脂糖凝胶电泳
　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ分子量标准；基因分型见泳道下方标注。

!
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图２　ＤＮＡ测序图
Ⅰ：Ｃ／Ｃ基因型；Ⅱ：Ｔ／Ｔ基因型；Ⅲ：Ｃ／Ｔ基因型

２．３　病例组与对照组的基因型、等位基因频率分布
差异的比较

ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点的基因型分布在对照组、
慢性胃炎组及十二指肠溃疡组总的比较及组间比较

中差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。该基因位点的
Ｃ、Ｔ等位基因的分布在３组总的比较及组间比较中
差异亦均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２。

表１　健康对照组人群中ＭＭＰ９１５６２位点基因型、等位基因分布比较　［例（％）］

地区 例数
基因型

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ
χ２值 Ｐ值

等位基因

Ｃ Ｔ
χ２值 Ｐ值

广西（本研究） １０２ ７６（７４．５） ２６（２５．５） ０（０） １７８（８７．３） ２６（１２．７）

荷兰［６］ １６９ １２０（７１．０） ４６（２７．２） ３（１．８） ２８６（８４．６） ５２（１５．４）

河北［７］ １６０ １３４（８３．８） ２６（１６．３） ０（０） ２９４（９１．９） ２６（８．１）

日本［８］ ２２４ １５６（６９．６） ６３（２８．１） ５（２．２） ８．９８０ ０．１７５ ３７５（８３．７） ７３（１６．３） ３．１２１ ０．３７３

表２　病例组与对照组ＭＭＰ９１５６２位点基因型、等位基因分布的比较　［例（％）］

组别 例数
基因型

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ
χ２值 Ｐ值

等位基因

Ｃ Ｔ
χ２值 Ｐ值

对照组 １０２ ７６（７４．５） ２６（２５．５） ０（０） １７８（８７．３） ２６（１２．７）

慢性胃炎组 １００ ７７（７７．０） １９（１９．０） ４（４．０） ０．６５３ ０．１６３ １７３（８６．５） ２７（１３．５） ０．７５５ ０．６８６

十二指肠溃疡组 ３２ ２７（８４．４） ４（１２．５） １（３．１） ５８（９０．６） ６（９．４）

２．４　基因多态性与Ｈｐ感染易感性的相关分析
对照组、慢性胃炎组及十二指肠溃疡组的 Ｈｐ

阳性率分别为５５．８％（５７／１０２）、５６．０％（５６／１００）、

６５．６％（２１／３２）。经卡方检验，３组阳性率总的比较
及组间阳性率的比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点的基因型在 Ｈｐ阳性

·４６２·
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与阴性的对照组、慢性胃炎组及十二指肠溃疡组的

分布比较中差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表
３。在ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｃ纯合子与Ｔ等位基因携带者
（Ｃ／Ｔ＋Ｔ／Ｔ）在 Ｈｐ阳性及阴性病例中的分布比较
显示，慢性胃炎组携带 Ｃ／Ｃ基因型者在 Ｈｐ阳性病
例中的分布频率较在阴性病例中更常见（８５．７％ ｖｓ
６５．９％，χ２＝５．４５７，Ｐ＜０．０５；ＯＲ：３．１０３，９５％ ＣＩ：
１．１７２～８．２２０）；但在对照组和十二指肠溃疡组病例
中未发现这种趋势。

　　表３　ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点基因型在Ｈｐ阳性及阴性
的病例组和对照组中分布比较　［例（％）］

组别 例数
ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点基因型

Ｃ／Ｃ ＣＴ Ｔ／Ｔ
χ２值 Ｐ值

对照组 １０２
　Ｈｐ（－） ３６（８０．０） ９（２０．０） ０（０）０．１１１０．２５８
　Ｈｐ（＋） ４０（７０．２） １７（２９．８） ０（０）
慢性胃炎组 １００
　Ｈｐ（－） ２９（６５．９） １３（２９．５）２（４．５）５．９１２０．０５２
　Ｈｐ（＋） ４８（８５．７） ６（１０．７）２（３．６）
十二指肠溃疡组 ３２
　Ｈｐ（－） １０（９０．９） １（９．１） ０（０）０．７６４０．６８２
　Ｈｐ（＋） １７（８１．０） ３（１４．３）１（４．８）

２．５　基因型分布与不同疾病的胃窦黏膜炎症程度
的关系

ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点的基因型在慢性胃炎组
及十二指肠溃疡组的胃窦黏膜慢性炎症分级分布比

较中差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表４。

　　表４　ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点基因型在不同程度胃窦
黏膜炎症分级中的分布比较　［例（％）］

组别 例数
ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点基因型

Ｃ／Ｃ ＣＴ Ｔ／Ｔ
χ２值 Ｐ值

慢性胃炎组 １００
　轻度 ４６（７８．０） １０（１６．９）３（５．１）０．７５９ ０．６８４
　中重度 ３１（７５．６） ９（２２．０）１（２．４）
十二指肠溃疡组 ３２
　轻度 ９（９０．０） １（１０．０） ０（０） ０．８８６ ０．６４２
　中重度 １７（７７．３） ４（１８．２）１（４．５）

２．６　Ｈｐ感染状态下基因多态性对胃窦黏膜
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达水平的影响

慢性胃炎组及十二指肠溃疡组合并 Ｈｐ感染的
ＭＭＰ９１５６２Ｃ／Ｔ位点各基因型携带者胃窦黏膜中
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达量比较差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。见表５。

表５　ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达量　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＭＭＰ９基因型

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ＋Ｔ／Ｔ
ｔ值 Ｐ值

慢性胃炎组 ２８ １．４３±１．１６ １．５７±１．１２ ０．２６４ ０．７９４
十二指肠溃疡组 ２０ １．４９±０．８３ １．３８±０．９５ ０．１７６ ０．８６２

讨　论

基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是一组对细胞外基质
成分有特异性降解作用的锌依赖性蛋白水解酶，它

们分子大小各异，作用底物不尽相同。ＭＭＰ９是
ＭＭＰｓ家族中分子量最大的酶，其基因位于染色体
２０ｑ１１．１～ｑ１３．１，分子量为９２ＫＤａ，作用底物主要是
ＩＶ、Ｖ型胶原、明胶等，其中ＩＶ型胶原是基底膜的主
要成分，因此，ＭＭＰ９在组织重塑、细胞迁移、血管生
成和炎症等各种生理病理过程中发挥关键作用。

本研究３组研究对象的 ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ
多态性位点的基因型分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｂｅｒｇ平
衡，可基本排除因为抽样误差造成的偶然性。研究

显示广西地区健康对照组人群与其他地区人群的

ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ多态性位点基因型和等位基
因频率分布比较差异无统计学意义，所有地区的人

群均显示以Ｃ／Ｃ基因型最常见，其次为Ｃ／Ｔ、Ｔ／Ｔ基
因型，显示 Ｔ等位基因较少见［６８］。说明该基因的

多态性位点基因型及等位基因频率在不同地域中的

分布无明显差别。

本研究显示在慢性胃炎儿童中，ＭＭＰ９基因
１５６２位点 Ｃ／Ｃ基因型携带者发生 Ｈｐ感染的风险
是Ｔ等位基因（Ｃ／Ｔ＋Ｔ／Ｔ）携带者的３．１倍，显示
Ｃ／Ｃ基因型可能与 Ｈｐ的易感性相关，但在对照组
人群和十二指肠溃疡组病例中未发现这种趋势。推

测儿童发生 Ｈｐ感染而导致的早期慢性胃炎过程
中，由于 Ｔ等位基因较 Ｃ／Ｃ基因型的转录活性高，
Ｈｐ感染可能诱发 ＭＭＰ９基因１５６２位点 Ｔ等位基
因携带者产生更多的ＭＭＰ９，在疾病早期ＭＭＰ９所
起的作用可能主要是清除细菌，使部分儿童可能得

益于这种作用而自发清除 Ｈｐ，而 Ｈｐ自发清除现象
在儿童人群中还是较常见的；反之，Ｃ／Ｃ基因型携带
者因无法清除 Ｈｐ而造成了感染的持续存在［９１２］。

但在成人胃癌患者的Ｈｐ易感性研究中未发现这种
等位基因相关性［６，８］，考虑可能是由于疾病后期（消

化性溃疡或胃癌）ＭＭＰ９的表达所起主要作用（如
组织降解和重塑等）发生了改变。

本研究显示在与对照组人群比较中，ＭＭＰ９基
因－１５６２Ｃ／Ｔ多态性位点的不同基因型携带者在慢
·５６２·
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性胃炎组及十二指肠溃疡组病例中的分布差异均无

统计学意义，基因型分布的频率与不同疾病中胃窦

黏膜慢性炎症程度亦无相关性。说明在本研究人群

中该基因的多态性与临床表现类型无关。

成人的研究发现，Ｈｐ相关性胃炎个体胃黏膜
的ＭＭＰ９水平较Ｈｐ阴性胃炎者明显增高，胃癌患
者的胃黏膜中ＭＭＰ９水平亦增高，这种改变可能基
于Ｈｐ感染已经在受检者胃内存在数十年造成的慢
性炎症过程，因为Ｈｐ没有被清除，炎症募集的细胞
将刺激释放更多的 ＭＭＰ９，后者趋化更多的炎症细
胞产生更多的ＭＭＰ９而形成一个恶性循环，导致组
织降解和重塑，严重者最终可造成胃癌的发

生［１１，１３１５］。为此，本研究进一步探讨了 Ｈｐ感染存
在时不同的ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ多态性位点基因
型是否对胃黏膜ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达产生影响，结
果显示在Ｈｐ感染的胃十二指肠疾病的病例中，虽
然在慢性胃炎病例中 Ｔ等位基因携带者胃窦黏膜
ＭＭＰ９表达水平呈很轻微的增高趋势，但该基因
１５６２Ｃ／Ｔ多态性位点的不同基因型或等位基因携带
者的胃窦黏膜 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的相对表达量差异均
无统计学意义，这与在成人胃癌患者中的研究结果

相类似［６］。

总之，本研究显示 ＭＭＰ９基因１５６２Ｃ／Ｔ多态
性位点 Ｃ／Ｃ基因型携带者可能与 Ｈｐ的易感性相
关，但未显示该基因多态性与其转录水平的高低及

疾病发生的种类存在联系，表明可能还存在其他的

多态性位点或更重要的因素对 ＭＭＰ９表达的起调
节作用，例如在 Ｈｐ感染所造成的胃黏膜局部炎症
中产生的细胞因子或不同的 Ｈｐ菌株感染等，这些
都有待于将来进一步的研究。
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