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摘要!目的 探讨中国人群瘢痕疙瘩家系易感基因位点是否与 !"## 存在连锁关系! 方法 从 # 个 ’ 代发病的中国人群

瘢痕疙瘩大家系中选出 () 名具有较高遗传学研究意义的成员作为研究对象" 采集他们的外周静脉血样" 提取基因组

*+," 参照国外最近相似研究的方法" 在染色体 !"%% 上选取已知的 - 个最大两点 ./* 值的微卫星为遗传标记"经

012 扩增"产物基因分型"再进行连锁分析! 结果 在重组率 !3&4&5% 时"这些微卫星标记的两点 ./* 值都小于 6)"排

除这些标记与染色体 !"%% 的连锁关系! 结论 首次发现了中国人群瘢痕疙瘩家系的易感基因位点不在染色体 !"%% 上

的遗传学证据"说明瘢痕疙瘩易感基因位点存在异质性!

关键词78瘢痕疙瘩家系#连锁分析#微卫星标记#易感基因位点#异质性
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瘢痕疙瘩是人类特有的一种创伤后病理性瘢痕

愈合现象"其病因及发病机制目前尚不清楚& 流行病

学调查表明"瘢痕疙瘩大多散发发病"但具有一定的

家族遗传倾向"且存在显著的种族差异性’%H)(&1LWT?@
等’;(证明家族性发病率约为 ;j"深肤色人种好发& 目

前国内外的研究一致认为遗传是瘢痕疙瘩发病的主

要因素"其遗传模式为常染色体显性遗传伴外显不完

全"且临床表型存在个体差异’kH’(& 定位和克隆瘢痕疙

瘩的易感基因已成为瘢痕疙瘩病因研究的最新热点

和主要方向"只有明确了瘢痕疙瘩的致病基因"才能

准确诊断和从根本上治疗瘢痕疙瘩& 最近"P?R@QRLW
等 ’:(的研究首次发现了 % 个日本家系和 % 个非洲裔

美 国 人 家 系 瘢 痕 疙 瘩 易 感 基 因 位 点 分 别 与 染 色 体

)f); 和 !"%% 连锁的遗传学证据"对进一步寻找瘢痕

疙瘩发病的相关基因具有指导意义&由于瘢痕疙瘩的

发病存在显著的种族差异"有关中国人群瘢痕疙瘩易

感基因的定位至今仍未见报道"为此"我们收集了 :
个分别来自我国不同地区的瘢痕疙瘩家系"首先开展

瘢痕疙瘩家系临床遗传学研究"确定了这些家系的临

床表型和遗传模式’’("在此基础上相继进行了瘢痕疙

瘩易感基因的定位研究& 按照课题研究分工"由另一

位研究生首先选择其中 % 个 ’ 代发病和 % 个 - 代发

病的家系作为研究对象"也采用微卫星标记"通过连

锁分析"结果否定了这两个中国人群瘢痕疙瘩家系易

感基因位点与染色体 )f); 的连锁关系 $相关论文正

在等待发表%&因此"本研究又选取上述那个 ’ 代发病

家系中的 ;) 位具有较高遗传学研究意义的成员作为

研究对象"在 P?R@QRLW 等的研究发现基础上"于染色

体 !"%% 上选取已知的 - 个最大两点 ./* 值的微卫

星标记"通过连锁分析以验证中国人群瘢痕疙瘩家系

易感基因位点是否与染色体 !"%% 存在连锁关系&

% 8材料与方法

%5%8研究对象
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图 !"经 #$%$&’(% 软件处理后转换成基因分型位图图像
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表 @9微卫星标记名称!位置!引物序列及产物大小

:72$; <7(,= >/07’"/5= -,?@,50, /8 *."(,. 75A -"B, /8 ’C,
*./A@0’ 8/. ("0./-7’,>>"’, (7.D,.

IJ9I,+K(+<L9MJ9M$N$+&$

该瘢痕疙瘩家系来自我国东北汉族人群!
共 G 代 DE 人!其中男 EE 人!女 EH 人"发病 G
代 @B 人!其中男 ? 人!女 ? 人# 从中选择具有

较高遗传学研究意义的 E! 位成员作为研究对

象如图 @ 所示$即系谱图中标号者%&本研究事

先得到南方医院相关审核部门的同意!所有研

究对象签署知情同意书&指定 ! 名对瘢痕疙瘩

诊断和治疗有相当临床经验的整形外科医师!
根据瘢痕疙瘩诊断标准’?($即瘢痕超过原有损

伤范围并向周围正常皮肤侵犯!或瘢痕病程超

过 @ 年仍无自发消退征象! 或术后瘢痕复发

者% 对所有研究对象进行全面的体格检查)详

细的病史询问和准确的临床诊断!填写个人临床资料

登记表!并严格遵照赫尔辛基宣言的规定采集他们的

外周静脉血样各 G"/.&

@O!"实验方法

@O!O@""全血基因组 >PQ 提取 采用经典的酚 R 氯仿

抽提法提取全血基因组 >PQ!即抽取这 E! 名家系成

员的外周静脉血各 !"/.=S>TQ 抗凝5!经 6>6 裂解!
蛋白酶 U 消化!酚氯仿抽提!乙醇沉淀基因组 >PQ
后!用 <<V!W 溶解!放置!!H!!保存以备后用&
@O!O!""选择微卫星标记 根 据 文 献 ’D(! 在 染 色 体

?4@@ 及 其 周 围 选 取 已 知 的 B 个 最 大 两 点 1W> 值

的 微 卫 星 标 记 >?6@A@A $1W>X)QYZ@O? ?%)>?6BCC
$1W>X)QYZEO@D%)>?6BCB$1W>X)QYZ!OEA%和 >?6EHBD
$1W>X)QYZ!O?!%!通过 [\6\"#$%$%,/$=]--4RR^$%,/$O
8’&’O$<8% 和 S%&$/3.=]--4JRRKKKO$%&$/3.O,+^RV,/,_9
&(4*$%&R/(+0F$+N*$K5遗传学数据库!查找出这些微卫

星 标 记 的 上 下 游 引 物 序 列 $表 @%& 引 物 设 计 时 在

:,+FK(+< 或 +$N$+&$ 引物 G‘ 端加 )@E:,+K(+< 引物!以

利荧光检测!)@E:,+K(+< 引物序列为 a\Q\#Q\#TT"

#TQQQQ\#Q\a&

@O!OE" 微卫星标记 b\M 扩增 根据上述各自的上)下

游引物序列设计合成相应的 b\M 引物!b\M 扩增在

bSC?HH 型 b\M 反应仪中进行& b\M 反应体系*基因

组 >PQ"@"!.! 上) 下 游 引 物 各 @H"!/,.R1 $@"!.%!
#$%$Q/4"<PTb"@!!.!T(U(M("Sc"T(7">PQ 聚合酶 !"
[$HOB"!.%!@H"Sc"T(^"d8::$+$)^!e"b.8&%@"!.!加双蒸

去离子水 GOD"!.& b\M 反应条件*CG"!预变性 G"/*%
后!CB!!变性 EH"&!GGfG?"!退火 EH"&!?!"!延伸 EH"&!
EA 次循环后!?!!!延伸 @H"/*%&荧光标记引物由上海

基 康 生 物 技 术 有 限 公 司 提 供 !b\M 扩 增 试 剂 由

Q44.*$<"d*,&g&-$/& 公司提供&
@O!OB b\M 产物检测和基因型分型 将 V*F>*"I,+/(/*<$"
@"/. 和 #$%$6’(%FGHH"1hX"6*;$"6-(%<(+<"GH"!. 混 合

后!取 COG"!. 同 b\M 产物$!H 倍稀释后%HOG"!. 混合!
CG!!变 性 G"/*% 后 迅 速 冰 浴 冷 却 G"/*%! 再 在 Qdh"
bMh6)T)" E@H" #$%$-*’" Q%(.g;$+ 上 用 bS 公 司 的

bWbFB 胶!@G"0i!DH!!下! 电泳 !A"/*%& 电泳数据经

#$%$&’(% 软件$i$+OEO@@%)#$%,-g4$+$i$+OEO?%处理后

得到检测片段大小和基因型$图 !%& 以上仪器)试剂

及软件由美国 b$+0*%"S./$+ 公司提供&

@O!OG" 数据处理 基 因 分 型 数 据 经 家 系 和 人 工 校 对

后!用连锁分析软件 1hPUQ#S$i$+OGO@@%的 )1hPU
程序计算每个标记位点的两点 1W>$.,^",:"-]$",<<&!

图 @ 瘢痕疙瘩家系系谱
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!"#!值"其中重组率 !$%&%’(#遗传模式为常染色体

显性遗传伴不完全显性"外显率 )%*"拟表型 %*"群

体疾病基因型频率 +,+%%%-$./-0%#根据算出的两点 123
值判断连锁关系& 123 值表示在不同重组率’!!的条

件下"两位点连锁的可能性与不连锁的可能性之间概

率比值的对数& 123 值!+ 支持连锁"123 值!4 肯

定连锁"123 值"56 否定连锁&

6--结果

连锁分析结果如表 6 所示" 在重组率 !$%&%’+
时" 这 ( 个微卫星标记的两点 123 值均小于 56"否

定这些微卫星标记与 78++ 的连锁关系&

连 锁 分 析 结 果 表 明 " 在 重 组 率 !$%&%’+ 时 "
379+:+:(379())(379()( 和 3794%(0 这 ( 个 微 卫

星标记的两点 123 值均!56"否定这些微卫星标记与

78++ 的连锁关系" 说明该瘢痕疙瘩家系的易感基因

位点不在染色体 78++ 上)

4--讨论

由于瘢痕疙瘩的发病存在显著的种族差异"中国

人与日本人同属蒙古人种"而非洲裔美国人属尼格罗

人种"兼顾研究目的和资源节约"本研究仅选取家系

中 46 位成员作为研究对象" 他们涵盖了该家系目前

健在的 ( 代家庭和 ++ 个健在患者中的 +% 个"较其他

成员具有较高的遗传学研究意义"能较好反应出该家

系的遗传学规律* 家系中共有 4 个肯定携带者"可以

解释为外显不完全" 也可以认为是不规则显性遗传"
即杂合子的显性由于某种原因而不表现出相应的性

状"但他们却可以生出具有该性状的后代"因此在系

谱中可以出现隔代遗传现象*目前认为机体的内外环

境对基因表达所产生的影响和不同个体所具有的不

同遗传背景可能是引起不规则显性的重要因素#其

次"家系中出现双亲未发病而子女发病的现象也可能

是由于出现了新的变异所致* 再次"因为家系中第 .

代成员绝大部分年龄在 +% 岁以下" 尚未达到瘢痕疙

瘩的好发年龄’好发于 +%&4% 岁!"随着他们年龄的增

加"可能出现瘢痕疙瘩临床表型 $.%"即表现出延迟显

性遗传特征*
考虑本研究的目的和成本节约"我们认为微卫星

标记是本研究的首选遗传多态标记"能较好满足瘢痕

疙瘩家系易感基因的定位要求*
该瘢痕疙瘩家系规模大+ 发病人数和代数多"能

较好地满足遗传病研究对家系的要求"对中国人群瘢

痕疙瘩致病基因等相关研究具有较好的代表性"因此

该结果提示中国人群瘢痕疙瘩的易感基因位点可能

在 78++ 以外的染色体带上& 虽然 ;<=>?="@ 等$0%发现

了 + 个 日 本 家 系 瘢 痕 疙 瘩 易 感 基 因 位 点 与 染 色 体

6A64 连锁和 + 个非洲裔美国人家系瘢痕疙瘩易感基

因位点与染色体 78++ 连锁的遗传学证据" 但他们对

另外一个有 +% 人发病的非洲裔美国人中等大小的瘢

痕疙瘩家系进行同样的研究"却没发现易感基因位点

与染色体 6A64 和 78++ 存在连锁关系&这些发现表明

瘢痕疙瘩易感基因位点存在异质性"即瘢痕疙瘩临床

表型可能由多个不同的基因控制& 流行病学调查发

现"瘢痕疙瘩好发于深肤色人种"瘢痕疙瘩的发病率

在扎伊尔成人中高达 +0*" 而在英格兰成人中却低

至 %’%)*"而且深肤色人种的瘢痕疙瘩临床表型更典

型(病情更重$(%& 这说明瘢痕疙瘩的发病存在显著的

种族差异性"因此笔者推测瘢痕疙瘩的致病基因可能

存在种族特异性"即不同种族瘢痕疙瘩的形成可能由

不同的致病基因调控&
虽然单个基因的突变可以导致对瘢痕疙瘩产生

特异的易感性" 但是不同人群瘢痕疙瘩的发病率不

同"而且在发病年龄(发病部位(临床表型和对不同治

疗的反应等方面也存在较大的差异"说明有多个因素

参与和影响瘢痕疙瘩的发病与发展& 例如"瘢痕疙瘩

多发于 +%&4% 岁" 中国人群尤其多发于 +0&6. 岁的

青春期" 且病情发展迅速"4% 岁以后病情发展减缓"
+% 岁以下和 .% 岁以上很少发病"这提示青春期人体

内激素水平的变化B如性激素水平的升高C可能是瘢

痕疙瘩发病的一个重要诱发因素"并影响瘢痕疙瘩的

病情发展$.%& 由此可见"瘢痕疙瘩是一种复杂的遗传

性疾病"要明确其发病原因和机制需要进一步开展瘢

痕疙瘩的流行病学调查研究"并收集数量更多(质量

更高和种族来源更广的家系" 应用更先进的研究方

法"如全基因组扫描(选择多态性更高的 DEF 作为遗

传标记对候选基因进行定位研究"为早日找到致病基
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