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Abstract
AIM: To explore the association between the 
V444A polymorphism in the bile salt export pump 
(BSEP) gene and the risk of idiopathic neonatal 
hepatitis/cholestasis.

METHODS: Eighty-one infants with idiopathic 
hepatitis/cholestasis (case group) and 48 healthy 
infants without intrahepatic cholestasis (control 
group) were included in this study. The V444A 
polymorphism was genotyped by polymerase 

chain reaction-restriction fragment length poly-
morphism (PCR-RFLP).

RESULTS: There are three V444A genotypes: 
AA homozygote, GA heterozygote, and GG ho-
mozygote. The frequencies of AA and AG and 
GG genotypes were 0.6%, 4.9% and 44.4% in the 
case group and 14.6%, 62.5% and 22.9% in the 
control group, respectively, with a significant 
difference between the two groups (P = 0.019). 
The distribution of GG genotype was signifi-
cantly different between the two groups (P < 
0.05, OR = 2.691, 95%CI: 1.205-6.008). The risk of 
suffering from idiopathic intrahepatic cholesta-
sis in G allele carriers was 1.951 times higher 
than that in A allele carriers (OR = 1.951, 95%CI: 
1.56-3.291).

CONCLUSION: The G allele of the BSEP V444A 
G polymorphism may be a risk factor for idio-
pathic intrahepatic cholestasis in infants.

Key Words: Bile salt export pump gene; Baby; In-
trahepatic cholestasis; Single nucleotide polymor-
phism; Restriction fragment length polymorphism

Deng YN, Wang LL, Tang Q, Chen XQ, Chen P, Shan 
QW, Lian SJ, Yun X. Association between BSEP V444A 
polymorphism and risk of idiopathic neonatal hepati-
tis/cholestasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(1): 
38-43

摘要
目的��: 探讨胆盐输出泵BSEP基因V444A(BSEP 
V444A)与特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的相
关性.. 

方法�: 以81例特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积以81例特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积
患儿(病例组)和48例无肝内胆汁淤积婴儿(对
照组)为研究对象, 应用聚合酶链-限制性片段
长度多态性(PCR-RFLP)技术对V444A片段行
扩增及酶切分析.. 

结果��: BSEPV444A有3种基因型: AA纯合子、

GA杂合子、GG纯合子, AA, AG和GG 3种

®

■背景资料
胆 盐 输 出 泵
(BSEP)主要存在
于肝脏中, 位于肝
细胞的毛细胆管
表 面 ,  通 过 依 赖
ATP将肝细胞内的
胆盐分泌到毛细
胆管中, 是影响胆
汁流量最重要的
因素之一. BSEP
基因多态性是胆
汁淤积疾病的易
感因素, 目前研究
表明BSEP基因与
多种胆汁淤积性
肝脏疾病有关.. 

■同行评议者
施诚仁, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
小儿外科
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基因型在病例组和对照组频率分别为4.9%, 
50.6%, 44.4%和14.6%, 62.5%, 22.9%, 两组差
异显著(P  = 0.019). 等位基因频率的相对风险
分析发现, 其中GG基因型在两组人群中的分
布差异有显著性(P <0.05, OR  = 2.691, 95%CI: 
1.205-6.008); G等位基因携带者患特发性婴
儿肝炎肝内胆汁淤积的风险是A等位基因的
1.951倍(OR  = 1.951, 95% CI: 1.56-3.291).

结 论 �:  在 广 西 地 区 小 儿 当 中 发 现 B S E P在 广 西 地 区 小 儿 当 中 发 现 B S E P 
V444A单链核苷酸的多态性位点 ,  B S E P 
V444A G等位基因可能是特发性婴儿肝炎肝
内胆汁淤积的一个危险因素, G等位基因携带
者可能增加特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的
相对危险度..

关键词: 胆盐输出泵基因; 婴儿; 肝内胆汁淤积; 单

核苷酸多态性; 限制性片段长度多态性
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0  ��引言

随着分子生物学的发展, 有关基因多态性与疾

病关系的探讨越来越受到人们的关注, ABCB11
又称胆盐输出泵(bile salt export pump, BSEP)
基因, 1995年, 猪的BSEP基因首先被克隆, 因
其编码的蛋白与p糖蛋白170(由A B C B1基因

编码)结构相似, 当时被命名为Spgp(the sister of 
pglycoprotein). 后来发现Spgp是肝脏主要的胆

盐运载体, 改称为BSEP[1,2]. 人类BSEP基因位于

2q24.3, 含28个外显子[3]编码的1 321个氨基酸[4,5]. 
B S E P主要存在于肝脏中, 位于肝细胞的毛细

胆管表面, 通过依赖ATP将肝细胞内的胆盐分

泌到毛细胆管中, 是影响胆汁流量最重要的因

素之一[6,7]. BSEP基因多态性是胆汁淤积疾病

的易感因素[8], 目前研究表明BSEP基因与多种

胆汁淤积性肝脏疾病有关, 如进行性家族性肝

内胆汁淤积2型(progressive familial intrahepatic 
cholestasis, PFIC2)[9-13], 良性复发性肝内胆汁淤

积2型(benign recurrent intrahepatic cholestasis, 
BRIC2)[14,15], 妊娠期肝内胆汁淤积(intrahepatic 
cholestasis of pregnancy, ICP)[16,17], 药物诱导的

肝内胆汁淤积[7,18], 肝癌[19-21]或其他部位癌症[22]

及原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)和原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing 
cholangitis, PSC)[23]. 有报道称胆汁淤积疾病肝移

植预后不良与BSEP基因缺失有一定关系[24-27], 但
婴儿胆汁淤积是否存在BSEP基因的突变, 目前

国内外报道尚少. 本研究采用PCR技术对BSEP
基因1个常见变异位点进行分析 ,  结合D N A
直接序列测序与限制性核酸内切技术 ,  评价

BSEPV444A基因在婴儿胆汁淤积发病机制中的

遗传作用..

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 征得患儿家长同意及医院伦理委员会

批准, 收集 2008-10/2010-02广西医科大学第一

附属医院儿科住院的特发性婴儿肝炎肝内胆

汁淤积的患儿81例, 其中男66例, 女15例, 男女

比值为4∶1, 病例组纳入标准: 婴儿期(包括新

生儿期)起病; 黄疸属肝细胞性, 血清总胆红素

(serum total bilirubin, TB)升高, 以直接胆红素

(direct bilirubin, DB)增高为主, 可伴间接胆红素

(indirect bilirubin, IB)升高; 肝大或肝脾肿大, 质
地改变; 肝功能损害以血清谷丙转氨酶(alanine 
aminotransferase, ALT)升高为主; 除外了肝炎病

毒感染, 巨细胞病毒感染, 梅毒感染, 弓形虫感

染, 人体免疫缺损病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV)感染等. 对照组为随机选取无胆汁淤

积的婴儿48例.
1.2 方法方法 
1.2.1 PCR-RFLP分析: 所有研究对象分别抽取所有研究对象分别抽取

外周血2 mL, 用酚氯仿法提取外周血DNA, 引物

F: 5'-GTTGGGAGAACAGTGAGTATTG-3', R: 
5'-AGCTCTGTCTCACAGTTTTGTT-3'(350 bp), 
PCR反应体系, Premix Tap(TaKaRa)25 μL, DNA
模板2.5 μL, 引物1 1 μmol/L, 引物2 1 μmol/L, 
ddH2O补充体积至50 μL, PCR具体扩增条件

95 ℃ 5 min, 95 ℃ 35 s, 59.3 ℃ 50 s, 72 ℃ 50 s, 
30循环(最后一个循环延伸5 min). PCR产物经

2%琼脂糖凝胶电泳鉴定. 取扩增产物5 μL, Hae
Ⅲ限制性内切酶(Fermentas)5 U, 10×Buffer R缓
冲液1 μL, 用无菌去离子水补足总体积至10 μL, 
混匀, 37 ℃水浴4 h. 经2%琼脂糖凝胶电泳(120 
mV)30 min, 在凝胶成像系统下观察结果.. 
1.2.2 DNA直接测序分析: PCR产物经上海生工PCR产物经上海生工

生物工程有限公司纯化后直接测序. 所得序列

结果与GenBank基因库上所提供的正常序列对

比, 明确突变位点.. 
统计学处理 所有的数据用SSPS13.0处理,所有的数据用SSPS13.0处理, 

以Hardy-Weinberg平衡法检验各组基因频率的

群体代表性; 正态性分布的资料用mean±SD表

示, 计量资料的统计推断采用t检验或单因素方

■相关报道
Kubitz等研究通
过 对 1 例 诊 断 为
BRIC-2的17岁男
性患者进行BSEP
基 因 分 析 ,  发 现
了 两 种 B S E P 突
变位点(E186G和
V444A), 认为这
种多位点联合突
变导致BSEP蛋白
表达不稳定或表
达缺失, 是导致胆
盐排泄减少, 引起
高胆红素血症潜
在影响因素.
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差分析, 计数资料的统计学推断采用χ2检验或

Fisher's确切概率法.

2  ��结果

2.1 病例资料及临床特点 所有病例都有不同程

度肝肿大, 临床肝功指标在病例组与对照组相

比均有明显统计学差异, 而两组的年龄差异没

有统计学意义. 
2.2 PCR-RFLP PCR扩增产物片段大小为205 bp, 
BSEP基因1 331位点A被G置换后, 产生限制性

内切酶HaeⅢ的酶切位点. 根据酶切片段的情

况, 基因型有3种: AA型(只出现205 bp 1条带) , 
AG型(出现205、159、46 bp 3条带), GG型(出现

159、46 bp 2条带)(图1).
2.3 BSEP测序分析 对BSEP外显子13的一单核苷

酸多态性(single-nucleotide polymorphisms, SNP)
位点进行基因测序显示, 在BSEP的外显子13第
444编码位点上检测出单个碱基A>G的纯合突

变和杂合突变均导致了单个氨基酸的替代, 在
第444编码位点由原来编码的缬氨酸变成丙氨

酸(V444A)(图2). 
2.4 BSEPV444A基因分布与临床生化检查分析 
BSEP基因13号外显子上一SNP位点经电泳及测

序结果显示3种基因型, 分别为GG、GA、 AA 
3种基因型. BSEPV444A各基因型在两组中分

布符合遗传平衡, 表明抽样具有人群代表性. 而
两组基因型的差异性检验, 经Fisher确切概率法

检验, 差异具有有统计学意义(P  = 0.004); 其中

GG基因型在两组人群中的分布差异有显著性

(P <0.05, OR  = 2.691, 95%CI: 1.205-6.008); G等

位基因频率在两组人群中的分布差异有显著性

(P <0.05, OR  = 1.951, 95%CI: 1.56-3.291); 等位基

因频率的相对风险分析发现, G等位基因携带者

患特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的风险是A等

位基因的1.951倍(OR  = 1.951)(表1). 
在病例组中, 对不同基因型的临床生化指标

进行亚组分析, TB, DB, ALT, AST, γ-GT生化指标

的进行方差分析, 差异均无统计学意义(表2).

3  ��讨论

在Lang进行的一项健康人BSEP基因的多中心研

究中, 发现BSEP V444A可导致蛋白质替换而无

致病性, 在不同国家、不同种族人群中有较高的

基因频率, 在美国高加索人中占59.5%、在日本

人中占80.4%、在非裔美国人中占65.6%[28] . Pau-
li等[23]通过对21例ICP患者和40例健康女性的研

究发现, BSEP V444A在健康女性和ICP患者中

所占比例分别为51.3%和83.3%[29]. Kim等[30]在日

本正常人群研究也发现了V444A有较高的基因

频率, 本研究结果, BSEP V444A在病例组和对照

组出现比例分别为95%和85.5%, 结果与国外的

一些研究结果不尽相同, 推测可能原因为: (1)样
本的不均一性, 如种族、性别等; (2)研究对象设

计不完全相同和样本量偏小. 由上可知V444A在

正常人群当中普遍存在, 推测该基因位点不稳

定容易发生突变, 在健康人群也有较高突变率. 
本实验结果显示, BSEP基因外显子13上游

第1 331核苷酸由A突变为G, 产生限制性内切

酶HaeⅢ的酶切位点, 内切酶HaeⅢ能识别的即

为G等位基因, 不能识别的为A等位基因, 因此, 
BSEPV444A有3种基因型: GG纯合子、GA杂

合子、AA纯合子. BSEP V444A GG基因型在正

常的婴儿和胆汁淤积患儿中总体所占比例存在

差异, 差异具有统计学意义. 其中GG基因型在

两组人群中的分布差异有显著性(P <0.05, OR  = 
2.691); 等位基因频率的相对风险分析发现, G等

位基因携带者患特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积

的风险是A等位基因的1.951倍(OR  = 1.951), 推
测G等位基因可能是特发性婴儿肝炎肝内胆汁

淤积的一个危险因素, Dixon等[31]研究证实了ICP
患者和健康对照组研究存在GG, GA和AA 3种基和健康对照组研究存在GG, GA和AA 3种基

因型, 研究认为携带G等位基因是ICP 1个重要的

危险因素(OR  = 1.70, 95%CI: 1.4-2.1, P <0.0001). 
Meier等[32]研究也证实了携带G等位基因是ICP 
1个重要的危险因素(OR  = 3.0, 95%CI: 1.7-6.4), 

 1   2   3   4    5   6   7   8   9   10 11 12

  bp
600
500
400
300
200
100

图� �� ����� ����������  1 BSEP  V444A酶切图. 1: marker; 2, 3, 6, 7, 8, 9: GG基因

型; 4, 5: AG基因型; 10: AA基因型.

A T T T C CC C  TG  G  T T T AAT G   ACC  A T G T  TG A G G TC A T  T  T
110                  120                 130                 140

图� �� ����� ������ ���������������  2 BSEP  V444A AG基因型SNP位点测序图. 

■创新盘�点
特发性婴儿肝炎
肝内胆汁淤积是
儿科常见病, 其病
因和发病机制尚
不明确, 国内有关
婴儿胆汁淤积是
否存在BSEP基因
的突变报道较少, 
本研究采用PCR-
S S C P 技 术 探 讨
BSEP基因V444A
在婴儿胆汁淤积
发病机制中的遗
传作用..
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胆汁酸水平在V444A多态性者中较高. 
BSEP V444A发病机制方面, V444A使444位

点的缬氨酸变成丙氨酸, 从而引起胆BSEP功能

的改变, 但Meier等的研究认为胆酸盐的运输特

性在含丙氨酸和含缬氨酸之间并没有不同, 氨
基酸444位点为丙氨酸肝细胞内BSEP的表达量的

低于缬氨酸的, 以此推测氨基酸444位点为丙氨酸

是进行性胆汁淤积一个敏感因素, 可能会在特定

情况下, 如使用某些药物抑制BSEP功能[33]. Keitel
等[34]研究认为BSEP V444A与MDR3多态性位

点联合作用可导致严重严重ICP, V444A可能是

ICP发病的诱发因素, 从功能方面推测V444A多

态性可能使阻碍BSEP分泌作用增强或是降低细

胞内可用BSEP. Kubitz等[35]研究通过对1例诊断

为BRIC-2的17岁男性患者进行BSEP基因分析, 
发现了两种BSEP突变位点(E186G和V444A), 认
为这种多位点联合突变导致BSEP蛋白表达不稳

定或表达缺失, 是导致胆盐排泄减少引起高胆

红素血症潜在影响因素. BSEPV444A可能影响

BSEP的基因转录, 进而影响BSEP的功能, 从而

导致不同人群对特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积

易感性, 但不能排除BSEP V444A联合BSEP其他

位点或其他基因如多药耐药蛋白3基因致病的的

可能性. 
临床生化检查方面, 本研究对病例组中, 不

同基因型的临床生化指标进行亚组分析, 基因

型GG的TB, DB平均值高于基因型GA和AA, 但

差异不具有统计学意义, 尚不能认为GG基因型

引起胆红素水平高于GG和GA基因型, 分析原因

可能是样本例数少, 3种基因组间例数差异较大, 
使组间生化指标比较差异没有统计学意义, 在
以后的研究中我们还应进一步探讨BSEP V444A 
G等位基因与临床生化指标及预后的关系, 使研

究和临床更加有效的结合.
总之, 本研究从一个角度说明, BSEP V444A 

G等位基因可能是特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤

积的一个危险因素, G等位基因携带者可能增加

特发性婴儿肝炎肝内胆汁淤积的相对危险度. 
但BSEP的其他位点变异是否是特发性婴儿肝炎

肝内胆汁淤积的危险因素, 以及BSEPV444A是

否联合BSEP其他位点或其他基因如MDR3(多
药耐药蛋白3基因)共同致病, 尚需进一步的实验进一步的实验一步的实验

证实. 
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