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Abstract
AIM: To study the relationship between M235T 
variants of angiotensinogen (AGT) gene and 
hepatocirrhosis.

METHODS: The genomic DNA of leukocytes 
was extracted from patients with hepatocirrhosis 
and normal people to observe the distribution 
of different genotypes and differences of allele 
frequencies between the normal and the hepa-
tocirrhosis groups by polymerase chain reaction 
(PCR), restriction fragment length polymor-
phism (RFLP) and automatic sequencing.

RESULTS: There was no difference in the distri-
butions of genotypes MM, MT and TT at locus 
M235T of AGT gene between the hepatocirrho-
sis group (7.8%, 40.6%, 51.6%) and the control 
group (8.0%, 59.7%, 32.3%), χ2 = 5.120, P > 0.05.

CONCLUSION: The polymorphism of M235T of 

the AGT gene may not be involved in the hepa-
tocirrhosis.
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摘要
目的: 探讨血管紧张素原(angiotensinogen, 
AGT)基因M235T分子变异与肝硬化的关系. 

方法: 提取肝硬化患者和正常人白细胞基因
组DNA, 通过PCR、限制性片段长度多态性
和测序等技术, 观察在正常组和肝硬化组的不
同基因型的分布和等位基因频率的差异. 

结果: A G T基因 M235T 位点M M、M T和
T T基因型的分布在肝硬化组和正常组分别
为: 7.8%、40.6%、51.6%与8.0%、59.7%、

32.3%, 两组之间不存在差异(χ2 = 5.120, 
P >0.05).

结论: AGT基因M235T变异可能与肝硬化没有
显著关系.
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0  引言

人血管紧张素原(angiotensinogen, AGT)基因全

长13 kb, 含5个外显子和4个内含子[1]. AGT主要

在肝脏合成, 其合成不仅受多种激素调节, 更主

要的是受基因转录水平的调控. 位于AGT基因

的第二外显子的M235T变异与多种疾病相关, 
如原发性高血压、冠心病、心肌梗死、肾病、

®

■背景资料
AGT基因多态性
与多种疾病相关, 
包括高血压、脑
梗塞、冠心病, 肝
纤维化等. AGT基
因核心启动子区
的变异与乙肝感
染后的肝硬化相
关, 但血管紧张素
原基因T174M变
异与肝硬化没有
显著关系.

■同行评议者
胡和平, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆医院消
化科
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心血管疾病等[2-6]. 近期研究发现, 组织局部肾素

-血管紧张素系统的激活与肝纤维化的发生有 
关[7-8]. 因此, 本研究通过对AGT基因M235T分子

变异分析, 试图探讨慢性乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)感染后AGT基因突变与肝硬化发

生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-06/2005-12北京地坛医院住

院的慢性HBV感染后肝硬化患者64例, 年龄40
±10岁, 其中男45例, 女19例. 正常人全血标本

62例, 年龄35±10岁, 其中男35例, 女27例. 患者

的诊断符合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》中的相关标准.
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 人基因组DNA样品取

自实验对象外周血. 采用全血基因组DNA提取

试剂盒(北京华美生物公司)提取白细胞基因组

DNA, -2℃放置, 备用. 
1.2.2 D N A片段的扩增: 扩增体系含各引物1 
μmol/L, dNTP浓度各为200 μmol/L, Mg2+浓度为

2.0 mmol/L, Taq DNA聚合酶2.5 U, 10×缓冲液

2.5 μL(深圳晶美生物工程有限公司), 模板DNA 
约0.1 μg, 加灭菌去离子水补足体积为25 μL. 按
下述程序进行DNA扩增反应: 94℃预变性5 min, 
94℃变性30 s, 63.5℃退火30 s, 72℃延伸40 s, 循环

35次后于72℃继续延伸7 min. 20 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 紫外灯下观察扩增结果. 引物序列见表1.
1.2.3 PCR产物的RFLP分析: PCR扩增产物8 μL, 
10×缓冲液2 μL, 限制性内切酶12 U, 加灭菌去

离子水补足体积至20 μL. 酶切反应在37℃进行

12 h. 酶切产物在3%琼脂糖凝胶电泳. 凝腔成像

系统仪下观察并保存结果. RFLP分析使用的限

制性内切酶见表1.
统计学处理 计数资料组间比较采用χ2检验, 

以P <0.05为组间有显著差异.

2  结果

2.1 PCR扩增 电泳结果显示PCR产物大小与理

论设计片段大小基本一致. 
2.2 RFLP酶切分析及测序 M235T变异样品经

TtHⅡ酶切, 电泳结果显示出现3种带型. 带型

167 bp为MM纯合型; 带型167 bp, 140 bp为MT
杂合型; 带型140 bp为TT纯合型(图1). PCR产物

直接测序结果进一步验证了以上结果. 
2.3 AGT M235T 变异与肝硬化相关性分析 实

验样本基因型分布符合Hardy-Weinberg平衡. 
采用χ2统计, 对64例肝硬化样品和62例正常人

样品AGT基因M235T多态性进行分析(表2), 发
现携带AGT基因(+4027)位点MM、MT、TT基
因型的样品数目分别为5(7.8%)、26(40.6%)、
33(51.6%)和5(8.0%)、37(59.7%)、20(32.3%), 
基因型分布差异没有显著性意义(χ2 = 5.120, 
P >0.077). M、T等位基因频率分别为28%、72%
和38%、62%, 两者之间的差异没有统计学意义

(χ2 = 2.261, P  = 0.077).

3  讨论

AGT是肾素的唯一底物, 主要在肝脏合成. 原位

杂交结果显示人AGT基因位于染色体lq42-43. 
人类AGT cDNA由1455个核苷酸组成, 编码485
个氨基酸[9]. 近期研究发现, 组织局部肾素-血管

紧张素系统的激活与肝纤维化的发生有关[7-8]. 
我们采用PCR、PCR/RFLP、测序等方法分

析肝硬化和正常人血液标本. AGT基因M235T
位点MM、MT、TT基因型的频率在慢性HBV
感染后的肝硬化组和正常组分别为7 .8%、

40.6%、51.6%和8.0%、59.7%、32.3%, 两组之

间不存在差异(χ2 = 5.120, P >0.05). M、T等位基

因频率分别为28%、72%和38%、62%, 两者之

间的差异没有统计学意义(χ2 = 2.261, P >0.05). 
分析表明 ,  H B V感染后肝硬化的形成可能与

AGT基因M235T分子变异无关.  
近年来, AGT基因多态性对肝硬化形成的

影响日益受到关注. Powell et al [10]报道, HCV感

染后, AGT(-6)A-G突变的患者往往导致慢性化, 
并表现为进行性肝纤维化(P  = 0.030). 近期我们

的研究报告也显示, AGT基因核心启动子区域

A-6G和A-20C的多态性与HBV感染后肝硬化相

关(A-6G, P  = 0.042; A-20C, P  = 0.007). 而启动子

区的另外2个位点的多态性则与HBV感染后肝

硬化的形成无关(AGT-217, P  = 0.615;  AGT-152, 
P  = 0.170)[11]. Forrest et al [12]对195名慢性HCV
感染后的肝纤维化患者的AGT基因M235T分
子变异分析表明, AGT基因M235T分子变异与

■研发前沿
最新的研究表明
AGT基因核心启
动子区的变异与
乙型肝炎感染后
的肝硬化相关, 但
血管紧张素原基
因 T174M变异与
肝硬化没有显著
关系.
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图  1  PCR/RFLP电泳结果. 1: DNA Marker; 2: TT纯合型; 

3-6: MT杂合型; 7: MM纯合型.

■相关报道
多项研究表明组
织局部肾素-血管
紧张素系统的激
活与肝纤维化的
发生有关. 作为肾
素-血管紧张素系
统的唯一初始底
物, AGT基因核心
启动子区的变异
与乙肝感染后的
肝硬化相关, 但血
管紧张素原基因
外显子T174M变
异与肝硬化没有
显著关系.
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H C V感染后的肝纤维化的发展无直接相关性

(P >0.05), 这与我们的结果相符. 综合以上的研

究结果, 我们不难发现AGT核心启动子变异的

患者更容易发生肝纤维化.
AGT基因核心启动子区域上存在一个顺式

作用元件AGCE1, 该元件位于TATA盒和转录起

始位点之间, 对AGT基因转录表达起重要调控

作用. AGCE1在激活AGT转录, 特别是对下游

核心元件激活AGT转录具有增强作用. 该区域

存在的突变影响AGT基因转录, 从而上调AGT
基因表达[13]. 血清和组织里的AGT浓度直接影

响体内血管紧张素Ⅰ(angiotensinⅠ, AngⅠ)和 
A n gⅡ的合成 ,  从而影响肾素-血管紧张素系

统激活的程度[14], 并进一步引起肝纤维化的发 
生[7-8]. 以上也许就是AGT核心启动子变异的患

者更容易发生肝纤维化的主要原因. 至于其具

体作用机制, 还需要深入的研究.
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表  1  M235T变异分析使用的引物和限制性内切酶

     
变异位点		                     引物序列		           产物大小(bp)	     限制性内切酶

M235T	          CCGTTTGTGCAGGGCCTGGCTCTCT	 167	           TtHⅡ

	          CAGGGTGCTGTCCACACTGGACCCC	

表  2  AGT基因M235T位点基因型分布及等位基因频率分析

     
分组

		                                  基因型		                等位基因频率(%)

	           MM(%)               MT(%)                  TT(%)              合计	 M	  T

肝硬化	          5(7.8)            26(40.6)            33(51.6)            64	 28	 72

对照组	          5(8.0)            37(59.7)            20(32.3)            62	 38	 62

		  χ2 = 5.120      P  = 0.077		           χ2 = 2.261 P  = 0.133

■同行评价
本文探讨AGT基
因M235T多态性
与HBV相关性肝
硬化的关系, 对肝
硬化形成机制的
探讨有一定意义.


