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　 　 摘要： 目的　 探讨二肽基肽酶 ９ 基因 （ＤＰＰ９） ｒｓ１２６１０４９５ 位点单核苷酸多态性 （ＳＮＰ） 与唐山地区汉族人群煤

工尘肺 （ＣＷＰ） 的相关性。 方法　 采用基质辅助激光解吸电离子飞行时间质谱技术 （ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 对 ６５２ 例 ＣＷＰ
患者和 ６４８ 例接尘健康对照者 ＤＰＰ９ 基因的 ｒｓ１２６１０４９５ 位点分型， 采用 ＰＬｉｎｋ １ ０７ 软件对 ＳＮＰ 位点基因型和等位基因

频率及遗传模型进行分析。 结果　 与对照组比较， ＣＷＰ 组 ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点的基因型和等位基因频率均无明

显变化， 差异无统计学意义 （χ２ ＝ １ ７３１、 ０ ５６５， Ｐ＞０ ０５）。 遗传模型分析显示， ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点在相加、
显性及隐性三种遗传模型下的基因型分布比较， 差异均无统计学意义 （ＯＲ ＝ １ ０８７、 ０ ９８７、 １ ９６４， ９５％ＣＩ ＝ ０ ８７０～
１ ３５８、 ０ ６５９～１ ４７８、 ０ ５２７～７ ３１４， Ｐ 均＞０ ０５）。 结论　 ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点单核苷酸多态性可能与唐山地

区汉族人群 ＣＷＰ 的易感性无关。
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　 　 煤工尘肺 （ ｃｏａｌ ｗｏｒｋｅｒｓ ｐｎｅｕｍｏｃｏｎｉｏｓｉｓ， ＣＷＰ）
是因长时间吸入生产环境中的粉尘颗粒所引起的一种

以肺部炎症反应、 成纤维细胞聚集和细胞外基质中胶

原成分异常沉积， 最终导致肺纤维化的严重慢性肺部

疾病［１］。 其发病特点具有进展缓慢和不可逆性， 严

重影响煤矿作业人群的身体健康。 虽然 ＣＷＰ 的病因

明确， 但截至目前， 其确切发病机制尚未完全清楚，
且无有效的治疗手段， 早期预防、 筛查和定期随访仍

是控制发病的关键。 研究表明， 除环境因素外， 个体

的遗传易感性也与 ＣＷＰ 的发病风险相关［２］。 单核苷

酸多态性 （ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ， ＳＮＰ） 作

为遗传学的分子标记， 可通过调控相关基因 ｍＲＮＡ
及蛋白质的表达水平参与肺纤维化发生过程［３］， 也

可反映疾病的预后［４］。 在对非西班牙裔白种人开展

的全基因组关联研究 （ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ，
ＧＷＡＳ） 中发现， 二肽基肽酶 ９ （ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌ⁃ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ９，
ＤＰＰ９） 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点与肺纤维化的发生相

关［５］。 但在中国汉族人群中， 尚未见对该基因相关

位点与 ＣＷＰ 的相关性研究。 本研究通过基质辅助激

光解吸电离子飞行时间质谱技术 （ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌａｓｅｒ
ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 检测唐山地区汉族 ＣＷＰ 人群中

ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点多态性， 探讨其与 ＣＷＰ
的相关性。
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１　 对象与方法

１ １　 对象

选择来自开滦职业病防治院收治入院的壹期

ＣＷＰ 患者 ６５２ 例 （ＣＷＰ 组）， 诊断均依据国家 《尘
肺病诊断标准》 （ＧＢＺ７０—２００９） 执行。 ＣＷＰ 组年龄

４９～８３ 岁， 平均 （６３ ３±３ ４） 岁； 接尘年限 １３ ～ ３３
年， 平均 （２３ ２±３ ７） 年； 其中掘砌工、 采煤工和

混合工分别为 ２７４ 例、 ２６３ 例和 １１５ 例。 同时选择与

ＣＷＰ 组具有相似工作环境和接尘史而无尘肺发病的

井下工人 ６４８ 例作为对照组， 年龄 ４９ ～ ７９ 岁， 平均

（６２ ８±３ ２） 岁； 接尘年限 １２ ～ ３８ 年， 平均 （２３ ６±
４ １） 年； 其中掘砌工、 采煤工和混杂工分别为 ２８０
例、 ２４６ 例和 １２２ 例。 ＣＷＰ 组与接尘对照组的工种分

布、 年龄和接尘年限比较均具有可比性 （Ｐ＞０ ０５）。
所有研究对象均为无血缘关系的汉族男性， 并排除自

身免疫性疾病、 接受免疫或放射性治疗者。 均签署知

情同意书， 并经开滦总医院伦理委员会批准。
１ ２　 标本采集及 ＤＮＡ 提取

采集研究对象静脉全血标本 ３ ｍｌ， 用乙二胺四乙

酸二钾 （ＥＤＴＡ⁃Ｋ２） 抗凝。 选用北京天根生化科技

有限公司的血液基因组提取试剂盒， 并按照说明书操

作提取 ＤＮＡ， 提取的 ＤＮＡ 标本置于－８０℃保存。
１ ３　 引物合成

通过ＭｓａａＡＲＲＡＹ Ａｓｓａｙ Ｄｅｓｉｇｎ ３ １ 在线软件对选

取的 ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点进行引物设计， 由北

京擎科新业生物技术有限公司进行引物合成， 包括一

对 ＰＣＲ 扩增引物和一条延伸引物。 见表 １。
表 １　 ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点的引物序列

条目 序列

　 扩增引物 １ｓｔ ＡＣＧＴＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＧＡＴＣＡＣＣＡＣＴＧＡＴＡＧＣ
　 扩增引物 ２ｎｄ ＡＣＧＴＴＧＧＡＴＧＧＡＴＴＣＣＴＧＧＡＡＧＴＴＴＣＴＣＧＣ
　 延伸引物 ＡＴＧＴＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＣＴＣＡＴＣ

１ ４　 基因分型

将质量检测合格的 ＤＮＡ 标本 （ＯＤ２６０／ ２８０ ＝ １ ７ ～
１ ９） 浓度稀释至 １５ ｎｇ ／ μｌ。 具体反应过程为 （１） 多重

ＰＣＲ 反应扩增条件： ９５℃ ２ ｍｉｎ （预变性）； ９５℃ ３０ ｓ
（变性）， ５６℃ ３０ ｓ （退火）， ７２℃ ６０ ｓ （延伸）， 共 ４５
个循环， 最后 ７２℃ ５ ｍｉｎ （末端延伸）。 （２） ＳＡＰ 酶消

化反应条件： ３７℃ ４０ ｍｉｎ， ８５℃ ５ｍｉｎ。 （３） 单碱基延伸

反应条件： ９４℃ ３０ ｓ （预变性）； ９４℃ ５ ｓ （变性），
５２℃ ５ ｓ （退火）， ８０℃ ５ ｓ （延伸）， 共 ４５ 个循环， 最

后 ７２℃ ３ ｍｉｎ （末端延伸）。 （４） 反应产物的树脂纯化。
将 分 析 物 点 样 到 ＳｐｅｃｔｒｏＣＨＩＰ ＩＩ⁃３８４ 芯 片 上， 用

Ｓｅｑｕｅｎｏｍ ＭａｓｓＡＲＲＡＹ 质谱仪进行 ＳＮＰ 位点分型， 分型

结果采用ＭａｓｓＡＲＲＡＹ Ｔｙｐｅｒ ４ ０ 软件进行整理分析。
１ ５　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ１７ ０ 软件进行统计分析， 计量资料以ｘ
±ｓ 表示， 组间比较采用 ｔ 检验； 计数资料以构成比表

示， 组间比较采用 χ２检验。 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡定律

检测所选 ＳＮＰ 位点分型数据是否具有人群代表性。
采用 ＰＬｉｎｋ １ ０７ 软件统计 ＳＮＰ 位点的基因型、 等位

基因频率及遗传模型分析。 计算比值比 （ＯＲ） 和

９５％可信区间 （９５％ＣＩ）。 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统

计学意义。
２　 结果

２ １　 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验

ＣＷＰ 组和接尘对照组中 ｒｓ１２６１０４９５ 位点基因型

分布均符合 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡定律 （Ｐ＞０ ０５）， 表

明所选取的样本具有人群代表性。
２ ２　 基因型及等位基因频率分析

ＣＷＰ 组中 ＤＰＰ９ 基因 ｒｓ１２６１０４９５ 位点的 ＡＡ、
ＡＧ 和 ＧＧ 基因型频率分别为 ７５ ２％、 ２２ １％ 和

２ ８％， 在 接 尘 对 照 组 中 相 应 的 频 率 为 ７６ １％、
２２ ２％和 １ ７％， 两组基因型分布比较差异无统计学

意义 （χ２ ＝ １ ７３１， Ｐ ＝ ０ ４２１）。 ＣＷＰ 组中 Ａ 和 Ｇ 等

位基因频率分别为 ８６ ２％和 １３ ８％， 在接尘对照组

中相应的频率为 ８７ ２％和 １２ ８％， 两组等位基因分

布比较差异无统计学意义 （ χ２ ＝ ０ ５６５， ＯＲ ＝ ０ ９１７，
９５％ＣＩ＝ ０ ７３１～１ １５０， Ｐ＝ ０ ４５２）。 见表 ２。
　 表 ２　 ｒｓ１２６１０４９５ 位点的基因型和等位基因分布 例 （％）

组别 例数
基因型 等位基因

ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ
ＣＷＰ 组 ６５２ ４８７（７５ ２％） １４３（２２ １％） １８（２ ８％） １１１７（８６ ２％） １７９（１３ ８％）
对照组 ６４８ ４９３（７６ １％） １４４（２２ ２％） １１（１ ７％） １１３０（８７ ２％） １６６（１２ ８％）
χ２值 　 　 　 　 　 １ ７３１ ０ ５６５

Ｐ 值 　 　 　 　 　 ０ ４２１ ０ ４５２

ＯＲ（９５％ＣＩ） ０ ９１７（０ ７３～１ １５０）

２ ３　 遗传模型分析

遗传模型分析显示， ＣＷＰ 与接尘对照组的

ｒｓ１２６１０４９５ 位点在相加模型 （ＯＲ ＝ １ ０８７， ９５％ＣＩ ＝
０ ８７０～１ ３５８， Ｐ ＝ ０ ４６１）、 显性模型 （ＯＲ ＝ ０ ９８７，
９５％ＣＩ＝ ０ ６５９～１ ４７８， Ｐ＝ ０ ９５０） 和隐形模型 （ＯＲ
＝ １ ９６４， ９５％ＣＩ＝ ０ ５２７ ～ ７ ３１４， Ｐ ＝ ０ １４８） 中的基

因型分布比较差异均无统计学意义。 见表 ３。
３　 讨论

煤工尘肺是由多种因素及调控机制参与的一种

慢性进行性肺部疾病。 多年来， 遗传因素与 ＣＷＰ 发

病的相关性研究一直受到广大学者的关注。 尽管遗传

因素不足以直接导致尘肺病的发生， 但遗传因素与环
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表 ３　 ｒｓ１２６１０４９５位点在各遗传模型下与 ＣＷＰ 的风险相关性 例

组别 例数
相加模型

（Ｇ ／ Ａ）
显性模型

（ＧＧ＋ＡＧ） ／ ＡＡ
隐性模型

ＧＧ／ （ＡＧ＋ＡＡ）
ＣＷＰ 组 ６５２ １７９ ／ １ １１７ １６１ ／ ４８７ １８ ／ ６３０
对照组 ６４８ １６６ ／ １ １３０ １５５ ／ ４９３ １１ ／ ６３７
χ２值 ０ ５６５ ０ １５１ １ ７４５
Ｐ 值 ０ ４６１ ０ ９５０ ０ １４８
ＯＲ （９５％ＣＩ） １ ０８７ （０ ８７０～１ ３５８） ０ ９８７ （０ ６５９～１ ４７８） １ ９６４ （０ ５２７～７ ３１４）

境因素之间的相互作用， 可以改变个体对外界粉尘暴

露的反应性， 从而使机体的易感性增加， 导致疾病

发生［６］。
ＤＰＰ９ 属于丝氨酸蛋白酶 ＤＰＰ４ 家族成员之一，

编码基因位于 １９ｐ１３ ３， 全长 ４８ ７ ｋｂ， 由 ２２ 个外显

子和 ２１ 个内含子组成。 ＤＰＰ９ 表达于脑细胞、 上皮

细胞、 大多数淋巴细胞和部分内皮细胞［７］， 可通过

调节 ＥＧＦ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路参与上皮细胞的凋亡和

增殖［８］。 ＤＰＰ９ 还参与细胞粘附和迁移、 调控气道炎

症反应过程［９，１０］。 在 ＣＣｌ４ 诱导大鼠肝组织纤维化模

型中， ＤＰＰ９ ｍＲＮＡ 和蛋白表达上调， 并且可以调节

淋巴细胞活化、 增殖和凋亡过程［１１］。
Ｆｉｎｇｅｒｌｉｎ 等［５］ 在非西班牙裔白种人中开展的

ＧＷＡＳ 研究中发现， 位于 ＤＰＰ９ 基因内含子区的 ＳＮＰ
位点 ｒｓ１２６１０４９５Ｇ 等位基因是肺纤维化发生的高风险

因素 （ＯＲ＝ １ ２９， Ｐ ＝ ９ ５７×１０－９）。 而对欧洲人群特

发性肺纤维化 （ ＩＰＦ） 候选基因的关联分析中发现，
ｒｓ１２６１０４９５ 位点在捷克、 德国、 希腊和法国人群中与

ＩＰＦ 均不相关［１２］。 在墨西哥和韩国人群的队列研究

中也发现， ｒｓ１２６０４９５ 位点与 ＩＰＦ 无相关性［１３］。 本研

究通过对唐山地区汉族煤矿工人 ＣＷＰ 患者中 ＤＰＰ９
基因分析发现， ｒｓ１２６１０４９５ 位点的基因型及等位基因频

率在 ＣＷＰ 组和接尘对照组中的分布差异均无统计学意

义 （Ｐ 值分别为 ０ ４２１、 ０ ４５２）， 遗传模型分析也发现

该 ＳＮＰ 位点与 ＣＷＰ 无关 （Ｐ 值分别为 ０ ４６１、 ０ ９５０、
０ １４８）， 认为该位点可能与唐山地区汉族人群 ＣＷＰ 的

发生无相关性。 该基因位点出现不一致结果的原因可能

是由于不同人种或不同疾病之间的遗传背景的异质性引

起。 本研究只对ＤＰＰ９ 基因的 ｒｓ１２６１０４９５ 位点与 ＣＷＰ 的

相关性进行了分析验证， ＣＷＰ 是否与 ＤＰＰ９ 基因的其他

ＳＮＰ 位点相关尚需进一步研究。
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