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　　［摘　要］　目的　ＣＯＬ９Ａ１基因是位于单纯性马蹄内翻足（ＩＣＴＥＶ）易感区域（６ｑ１２１３）的已知基因。本研究
探讨 ＣＯＬ９Ａ１基因在 ＩＣＴＥＶ患者中的表达及其单核苷酸多态 （ＳＮＰ）位点在 ＩＣＴＥＶ和正常人中的分布情况。
方法 应用免疫组化方法检测 ２５例 ＩＣＴＥＶ患儿及 ５例正常对照组肌肉及肌腱组织中 ＣＯＬ９Ａ１的表达；应用限制
性片段长度多态性技术结合测序法，分析 １１８例 ＩＣＴＥＶ患者及 １００名正常人 ＣＯＬ９Ａ１基因的 ２个 ＳＮＰ位点基因
型。结果　８８％（２２／２５）的 ＩＣＴＥＶ患者 ＣＯＬ９Ａ１蛋白表达阳性，明显高于正常对照组。位于 ＣＯＬ９Ａ１基因编码区
的 ＳＮＰ位点 ｒｓ１１３５０５６的基因型频率和等位基因频率在两组人群中的分布差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）：ＩＣＴＥＶ
组 Ｇ等位基因频率高于对照组；与对照组相比，ＡＡ基因型频率降低，ＡＧ、ＧＧ基因型频率增高。结论　 ＣＯＬ９Ａ１基
因在 ＩＣＴＥＶ中高表达，ｒｓ１１３５０５６多态位点Ｇ等位基因和ＩＣＴＥＶ的发生相关。
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　　单纯性马蹄内翻足（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｔａｌｉｐｅｓ
ｅｑｕｉｎｏｖａｒｕｓ，ＩＣＴＥＶ）是一种较常见的影响足功能的
先天畸形，表现为足前端内收，踝跖屈，跟骨内翻，胫

骨远侧内旋等改变［１］。近年来国内外对于 ＩＣＴＥＶ
病因、病理及发病机制的研究争论较多，包括骨骼发

育异常、神经肌肉病变、软组织挛缩、血管异常等等，
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但均缺乏有力的证据［２］。双生子研究、复合分离分

析均证明遗传因素在 ＩＣＴＥＶ的发生中起重要作用，
但其遗传方式、外显率等均不清楚，易感基因尚未确

定［３］。

本课题组前期应用传递不平衡检验首次将

ＩＣＴＥＶ易感基因初步定位于６ｑ１２１３区域，ＣＯＬ９Ａ１
基因是位于该区域的已知基因，主要表达于软骨组

织，对关节软骨内环境的稳定具有重要的作用。为

探讨 ＣＯＬ９Ａ１基因与 ＩＣＴＥＶ的分子遗传学联系，本
研究就 ＣＯＬ９Ａ１蛋白在 ＩＣＴＥＶ患儿足部肌肉及肌
腱组织中的表达及ＣＯＬ９Ａ１基因内的２个已知单核
苷酸多态（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）进
行研究，检测其在 ＩＣＴＥＶ患儿及正常人中的分布，
分析其与 ＩＣＴＥＶ遗传易感性的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
１１８名中国医科大学附属第二临床学院小儿骨

外科经 Ｘ线和手术确诊的 ＩＣＴＥＶ患儿（年龄 ４月
～１５岁）；对照组为 １００名中国医科大学附属第二
临床学院体检的健康人（年龄 １２～５０岁）。抽取所
有 ＩＣＴＥＶ患者和对照组静脉血 ５ｍＬ，枸橼酸钠抗
凝后 －２０℃ 冻存，备用。
２５例ＩＣＴＥＶ患儿（８个月～１５岁）的足部肌肉

及肌腱标本，５例（外伤、足月引产胎儿各２例，尸检
１例）对照的肌肉及肌腱组织标本置于液氮中冻存
后，－７０℃ 贮存备用。本研究获得患者及家属书面
知情同意。

１．２　方法
１．２．１　免疫组化检测肌肉及肌腱 ＣＯＬ９Ａ１表达　
　石蜡包埋的组织切片固定，脱蜡。微波修复抗原
后置室温自然冷却２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次３～
５ｍｉｎ；３％的 Ｈ２Ｏ２封闭内源性过氧化物酶，反应
１５ｍｉｎ后用正常山羊血清封闭，室温孵育 １０ｍｉｎ；兔
抗人多克隆 ＣＯＬ９Ａ１原抗体（１∶２００）室温孵育 １ｈ，
ＰＢＳ冲洗３次，每次３～５ｍｉｎ；滴加第二代生物素标
记的抗兔二抗工作液，室温孵育 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３
次，每次 ３～５ｍｉｎ；滴加第二代辣根酶标记的链酶
卵白素工作液，孵育冲洗过程同上；ＤＡＢ显色，复染
细胞核，封固。光镜下观察，细胞外基质中出现黄色

或棕黄色颗粒为阳性。根据染色的强弱及面积判

定：阳性部分＜１０％ 者为阴性（－）；１１％～２５％ 者
为弱阳性（＋）；２６％ ～５０％ 者为阳性（＋＋）；
＞５０％为强阳性（＋＋＋）。

１．２．２　基因组ＤＮＡ提取　　应用常规饱和酚－氯
仿法提取基因组ＤＮＡ［４］。
１．２．３　ＳＮＰ的选取及引物设计　　从 ＳＮＰ数据库
中检索ＣＯＬ９Ａ１基因编码区 ＳＮＰ（ｃＳＮＰ），选择２个
可引起氨基酸改变的 ｃＳＮＰｒｓ１１３５０５６、ｒｓ３５４７０５６２，
应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物。ｃＳＮＰ等位基因、引
物序列、扩增长度等见表１。

表１　ｃＳＮＰ的一般信息

ｃＳＮＰ 等位基因 引物序列
长度

（ｂｐ）
酶切后片断

（ｂｐ）
ｒｓ１１３５０５６ Ａ／Ｇ ＣＴＡＧＣＡＴＧＧＧＣＴＣＡＡＡＣＡ ２８７ １６０／１２７

ＣＣＴＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＧＡＡＡＴ （ＳｍａＩ）
ｒｓ３５４７０５６２ Ｇ／Ａ ＡＣＴＧＴＧＧＧＣＡＣＴＴＡＴＧＡＡ ３４１ １１３／２２８

ＧＣＡＡＴＣＴＴＧＧＧＡＧＡＣＴＴＴ （ＭｂｏＩＩ）

１．２．４　ＰＣＲ扩增体系及条件　　反应液总体积
２５μＬ：基因组 ＤＮＡ约 ４０ｎｇ，１０×反应缓冲液
（ＭｇＣｌ２１５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，ｄＮＴＰ（２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）
２．０μＬ，上下引物（２０μｍｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，Ｔａｑ酶
１Ｕ。循环参数：①ｒｓ１１３５０５６：９４℃ 预变性 ３ｍｉｎ，
９４℃ 变性５０ｓ，５４℃ 复性５０ｓ，７２℃ 延伸５０ｓ，３５
个循环，最后 ７２℃ 延伸 ５ｍｉｎ。② ｒｓ３５４７０５６２：
９４℃ 预变性３ｍｉｎ，９４℃ 变性５０ｓ，５１℃ 复性４０ｓ，
７２℃ 延伸５０ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
所有ＰＣＲ产物均经２％ 琼脂糖凝胶电泳检测确认。
１．２．５　限制性内切酶鉴定基因型　　ＳｍａＩ酶切
鉴定 ｒｓ１１３５０５６基因型。酶切反应体系２０μＬ：其中
ＰＣＲ产物 ８μＬ、ＳｍａＩ５Ｕ、１０×缓冲液 ２．０μＬ，
３０℃ 水浴过夜，１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定基因型。
ＭｂｏＩＩ酶切鉴定 ｒｓ３５４７０５６２基因型。酶切反应体
系 ２０μＬ：其中 ＰＣＲ产物 ８μＬ、ＭｂｏＩＩ５Ｕ、１０×缓
冲液 ２．０μＬ，３７℃ 水浴过夜，１．５％ 琼脂糖凝胶电
泳鉴定基因型。

１．３　统计学分析
应用在线检测程序检测 ＩＣＴＥＶ组与对照组的

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡；应用 χ２检验统计分析 ＩＣＴＥＶ
组和对照组基因型频率及等位基因频率。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＯＬ９Ａ１蛋白免疫组化结果
免疫组化结果显示，ＣＯＬ９Ａ１蛋白表达于正常

及 ＩＣＴＥＶ患儿软骨组织、肌肉及肌腱组织的细胞外
基质，染色呈淡黄色或棕黄色。２５例 ＩＣＴＥＶ患儿
·９７４·
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标本中 ２２例（８８％）ＣＯＬ９Ａ１蛋白表达阳性，其中 ８
例（３６％）表达为 （＋＋），１４例（６４％）表达为
（＋＋＋）。５例对照组中 ２例 ＣＯＬ９Ａ１蛋白表达
阳性，占２０％，无强阳性者。见图 １。

　　图１　ＣＯＬ９Ａ１在肌肉及肌腱组织中的表达（免疫组化，
×４００）　Ａ：ＣＯＬ９Ａ１在ＩＣＴＥＶ患儿的表达；Ｂ：ＣＯＬ９Ａ１在对照组的

表达。ＣＯＬ９Ａ１表达于细胞外基质中，红色箭头所示为 ＣＯＬ９Ａ１阳

性染色部位。

２．２　ｒｓ１１３５０５６及ｒｓ３５４７０５６２酶切鉴定结果
ｒｓ３５４７０５６２经酶切鉴定未检测到多态性；

ｒｓ１１３５０５６位点存在多态性。见图 ２。测序结果见
图３～５。

!"#$%# &'& &'( ('(

)*

+,,,

-.,,

/.,

.,,

+.,

-,,

　　图２　ｒｓ１１３５０５６位点的 ＰＣＲＲＦＬＰ结果　Ａ／Ａ基因型
经酶切后出现２８７ｂｐ一条带；Ａ／Ｇ基因型经酶切后出现２８７ｂｐ、１６０

ｂｐ、１２７ｂｐ三条带；Ｇ／Ｇ基因型经酶切后出现１６０ｂｐ、１２７ｂｐ两条带。
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　　图３　ｒｓ１１３５０５６纯合子ＧＧ测序图　１４２位碱基为Ｇ。
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　　图４　ｒｓ１１３５０５６纯合子ＡＡ测序图　１４１位碱基为Ａ。

!"#!$# !%# !&# !'# !(#

)***+,,,,*+**+,,,,-****,)),,)*)*+*)+)),,))*,)*)),))),,)+++*,+,,

　　图５　ｒｓ１１３５０５６杂合子ＡＧ测序图　１４５位碱基为Ｎ。

２．３　ＩＣＴＥＶ组与对照组 ｒｓ１１３５０５６位点基因型频
率和等位基因频率比较

ＩＣＴＥＶ组和对照组基因型频率分布、等位基因
频率分布差异有统计学意义（χ２＝８．８８和 ５．５，
Ｐ＜０．０５），其中 ＩＣＴＥＶ组 Ｇ等位基因频率高于对
照组；与对照组相比，ＡＡ基因型频率降低，ＡＧ、ＧＧ
基因型频率增高。

　　表２　对照组与 ＩＣＴＥＶ组 ｒｓ１１３５０５６位点基因型频率
和等位基因频率比较　［例（％）］

组别 例数
基因型频率

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因频率

Ａ Ｇ

对照组 １００ ４８（４８．０） ３３（３３．０） １９（１９．０） １２９（６４．５）７１（３５．５）
ＩＣＴＥＶ组 １１８ ３４（２８．８） ５８（４９．２） ２６（２２．０） １２６（５３．４）１１０（４６．６）

３　讨论

ＩＣＴＥＶ的病因及发病机制学说较多，主要与骨
骼发育异常、神经肌肉病变、软组织挛缩、血管异常、

宫内发育阻滞、母亲吸烟及受孕月份、出生季节等有

关，但均缺乏有力的证据［２］。本课题组前期将单纯

性ＩＣＴＥＶ易感基因定位至６ｑ１２１３区域，在此候选
区域内存在的已知基因主要有 ＣＯＬ９Ａ１、ＰＧＭ３、
ＢＡＩ３、ＣＯＬ１９Ａ１及 ＣＯＬ１２Ａ１等，其中 ＣＯＬ９Ａ１基因
是位于此区域重要的候选基因。ＣＯＬ９Ａ１基因是
Ｋｉｍｕｒａ等［５］１９８９年克隆的，Ｗａｒｍａｎ等［６］１９９３年通
过荧光原位杂交方法将其定位于６ｑ１２ｑ１３，该基因
由于转录起始点的不同有两个转录本，ｃＤＮＡ全长
分别为３７０４ｂｐ和２９８５ｂｐ，分别有３８和３２个外显
子［７］。组成ＩＸ型胶原的 α１链，是透明软骨中的主
要胶原成份。研究表明α１链、α２及 α３异源三聚体
聚集形成ＩＸ型胶原过程中，ＣＯＬ９Ａ１基因编码的α１
链起很重要的作用。ＩＸ型胶原可以结合基质金属
蛋白酶组织抑制剂、生长因子及软骨细胞膜的表面

受体，对关节软骨内环境的稳定以及保护关节软骨

具有重要的作用。目前的研究表明，ＩＸ型胶原基因
突变可以引起轻度的软骨发育不良［８］，同时有报道

表明ＣＯＬ９Ａ１基因第９外显子的突变与先天性骨骺
发育不良相关［９］。ＣＯＬ９Ａ１基因的突变与 Ｓｔｉｃｋｌｅｒ
综合征相关［１０］。

为了探讨 ＩＣＴＥＶ和 ＣＯＬ９Ａ１基因表达水平的
关系，本研究分析了 ＩＣＴＥＶ患儿和正常对照的足部
肌肉及肌腱组织中 ＣＯＬ９Ａ１基因的表达情况。免疫
组化染色显示，ＣＯＬ９Ａ１蛋白表达于软骨组织的细
胞外基质，２５例 ＩＣＴＥＶ患儿中２２例（８８％）表达阳
·０８４·
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性，５例正常组织中 ２例 ＣＯＬ９Ａ１表达阳性，占
２０％，表明 ＣＯＬ９Ａ１表达上调与ＩＣＴＥＶ发生具有相
关性。

本研究在所有的样本中均未检测到 ｒｓ３５４７０５６２
多态的存在，提示此 ＳＮＰ位点在中国北方人群中可
能不存在多态；ｒｓ１１３５０５６位点存在 Ａ／Ｇ多态，与数
据库中报道的多态性一致。ｒｓ１１３５０５６位点患者组
Ｇ等位基因频率高于对照组；与对照组相比，ＩＣＴＥＶ
组中 ＡＡ基因型频率降低，ＡＧ、ＧＧ基因型频率增
高。提示此 ＳＮＰ位点与 ＩＣＴＥＶ有明显的相关性，
具有 Ｇ等位基因的人发生 ＩＣＴＥＶ的风险性相对
增高。

本研究结果提示：软组织的异常可能在 ＩＣＴＥＶ
的发生中发挥重要的作用。ＣＯＬ９Ａ１蛋白表达上调
破坏了关节软骨内环境的稳定性，从而影响足部的

正常发育。ｒｓ１１３５０５６是位于 ＣＯＬ９Ａ１基因编码区
内引起氨基酸改变的 ｃＳＮＰ，Ｇ等位基因与 Ａ等位
基因所对应的氨基酸不同，引起蛋白质空间构象改

变，从而影响其与其他蛋白间的相互作用，进而影响

足部发育。可能存在与 ｒｓ１１３５０５６相连锁的其他基
因的异常，从而引起足部异常发育，导致 ＩＣＴＥＶ的
发生。因此，下一步的工作是在 ｒｓ１１３５０５６附近选
择更多的 ＳＮＰ位点进行相关性分析，寻找 ＩＣＴＥＶ
的易感基因。
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