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■背景资料
既 往 研 究 表 明
位 于 7 号 染 色 体
长 臂 7 q 3 2 . 2 区
间 的 羧 肽 酶 A 1 
(carboxypeptidase 
A 1 ,  C P A 1 ) 的
基 因 是 慢 性 胰
腺 炎 ( c h r o n i c 
pancreatitis, CP)
的致病基因 ,  但
CPA1 基因仍存在
着散在的突变位
点 ,  有部分患者
未见CPA1 基因突
变 ,  提示可能有
其他基因参与或
还存在其他未知
的突变位点.
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Abstract
AIM
To screen the mutations in the carboxy­
peptidase A1 (CPA1) gene in a Han Chinese 
populat ion and explore the molecular 
mechanism behind the pathogenesis of chronic 
pancreatitis (CP).

METHODS
A total of 146 CP patients treated at Sichuan 
Provincial People’s Hospital and its Chongzhou 
Branch between October 2014 and April 2016 
were included in a case group in this study. 
Another 200 healthy subjects were selected as 
a control group. The sequences of the coding 
region of the CPA1 gene were analyzed using 
PCR and DNA sequencing and compared with 
the normal sequence of the CPA1 gene.

RESULTS
In the exon 3 of the CPA1 gene, c.281A>G 
h e t e r o z y g o u s m i s s e n s e m u t a t i o n a n d 
c.370A>G heterozygous missense mutation 
were detected in one patient each. c.1074C>T 
heterozygous synonymous mutation in exon 
8 was detected in two patients. The c.281A > 
G, c.370A>G and c.1074C>T mutations were 
not detected in normal controls. One single 
nucleotide polymorphism (SNP; rs1126899) 
was detected in the exon 3 of the CPA1 gene. 
The distribution of rs1126899 genotype 
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■研发前沿
CP的病因学和发
病机制至今尚未
清晰, 国外报道多
种族人群CP患者
均存在CPA1 基因
突变, 中国西南汉
族人群中CP是否
存在未被发现的
基因异常, 迄今为
止未见报道.

was statistically significant between the CP 
group and control group. The percentage of 
CP patients carrying G allele of rs1126899 
polymorphism was significantly higher than 
that of normal controls (74.0% vs 63.0%, χ2 = 4.641, 
P = 0.031). The frequency of G allele of rs1126899 
was higher in CP patients than in normal controls 
(49.0% vs 39.2%, χ2 = 6.479, P = 0.011). There 
were statistically significant differences in the 
distribution of CC genotype and GG + CG 
genotype between CP patients and normal 
controls without alcohol consumption (OR = 
1.779, 95%CI: 1.026-3.087, P = 0.039).

CONCLUSION
Novel mutations, c.281A>G, c.370A>G and 
c.1074C>T of the CPA1 gene, may contribute 
to the development of CP. The rs1126899 C/G 
polymorphism of the CPA1 gene is associated 
with a higher risk for CP in the Chinese Han 
population.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
对羧肽酶A1(carboxypeptidase A1, CPA1)基因
进行突变分析, 探讨中国汉族人群慢性胰腺
炎(chronic pancreatitis, CP)的分子发病机制.

方法
收集2014-10/2016-04就诊于四川省人民医
院和四川省人民医院崇州分院的CP患者146
例作为病例组, 另选取200例健康体检者为
对照组. 采用PCR扩增及DNA直接测序法对
CPA1 基因全部外显子进行测序, 并与CPA1
基因的正常序列对比分析.

结果
在CPA1 基因第3外显子上, 分别检测出1例
c.281A>G杂合错义突变和1例c.370A>G杂合
错义突变, 另检测到2例第8外显子c.1074C>T
杂合同义突变, 在正常对照中均未检测到上

述突变. 同时在第3外显子检测到rs1126899
单核苷酸多态性位点, 且该位点基因型在病
例组和对照组的分布具有统计学差异(P  = 
0.040), 病例组rs1126899位点G等位基因携
带率高于对照组(74.0% vs  63.0%, χ2 = 4.641, 
P  = 0.031), 病例组rs1126899位点G等位基因
的频率分布也高于对照组(49.0% vs  39.2%, 
χ2 = 6.479, P  = 0.011), 在不存在酒精因素的
病例组与对照组中, CC型携带者与CG+GG
型携带者的分布差异具有统计学意义(OR = 
1.779, 95%CI: 1.026-3.087, P  = 0.039).

结论
C P A 1 基 因 c . 2 8 1 A > G、 c . 3 7 0 A > G 和
c.1074C>T突变可能与中国汉族人群CP的发
病有关, CPA1 基因rs1126899 C/G多态性与
中国汉族人群CP的易感性相关. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本文对146例慢性胰腺炎患者和200
例健康对照进行研究, 运用直接测序法筛查到

CPA1 基因的新突变和有意义的单核苷酸多态

性位点, 没有发现国外报道的常见突变, 这可能

与地域和种族差异有关.
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)是一种进

展性且不可逆转的胰腺炎症性疾病. 临床可表

现为发作性腹痛、腹泻、消瘦、黄疸和糖尿

病等, 胰腺在长期慢性炎症的刺激下, 胰腺癌

的患病率会增加[1-4]. CP在人群中的年发病率

为0.1‰-0.2‰[5-7], 是一种由环境和遗传共同作

用的复杂性疾病, 发病存在种族差异, 病因至

今尚未明确[8]. 2013年, Witt等[9]通过对944例
非酒精性CP患者和3938例对照全外显子测序

发现, 在编码羧肽酶A1(carboxypeptidase A1, 
CPA1 )的基因上发现34种突变. 同时功能研究

显示, 50%的CPA1基因突变会导致CPA1活性

丧失, 从而影响其分泌、水解和催化的能力, 
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■相关报道
Witt等在2013年
对多个国家的CP
患 者 进 行C PA 1
基因分析 ,  发现
C PA 1 基 因 存 在
着多个散在的突
变位点 ,  且多数
突变位点均会引
起功能的改变.

表明CPA1的基因突变可能会增加CP患病风

险. 本研究应用Sanger直接测序技术检测中国

汉族CP人群的CPA1基因突变情况, 进一步探

讨CPA1基因与CP病理机制的关系. 

1  材料和方法

1 .1  材料  C P患者 (病例组 )146例 ,  来源于

2014-10/2016-04在四川省人民医院和四川省

人民医院崇州分院收治的CP患者, 其诊断标准

参照2014年由中华医学会外科学分会胰腺外

科学组制定的《慢性胰腺炎诊治指南》[10], 所
有患者均排除肿瘤、高血压、糖尿病等代谢

性疾病、自身免疫性疾病等基础疾病. 对照组

为同期在四川省人民医院和崇州市人民医院

健康体检的人群200例, 有胰腺疾病及其他遗

传病者不予纳入(表1). 病例组与对照组均来自

无亲缘关系的中国四川地区汉族人群. 本研究

经四川省人民医院伦理委员会批准, 全部调查

和取样均征得受试者同意并签署知情同意书. 
基因组DNA小量抽提试剂盒购自上海生工生

物工程技术服务有限公司; MyCycler Thermal 
Cycler扩增仪购自美国Bio-Rad公司; ABI 3130
基因分析仪购自美国ABI公司.
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA样品的制备: 抽取全部受试

者的外周静脉血(EDTA抗凝)2 mL, 采用基因

组DNA小量抽提试剂盒, 提取静脉血白细胞

基因组DNA, 并溶解于TE缓冲液中. NanoDrop 
2000检测DNA浓度和纯度后, 将DNA工作液

校正至50 ng/µL, 于-20 ℃保存备用. 
1.2.2 引物及PCR反应: 从UCSC基因组数据库

网站(http://genome.ucsc.edu/index.html)检索

CPA1基因序列, 引物设计使用Primer 3.0在线

软件, 并委托上海生工公司合成(序列如表1). 
10个外显子, 用10对引物进行测序, 扩增反应

采用MyCycler Thermal Cycler扩增仪. PCR循
环条件: 95 ℃预变性5 min, 退火、延伸35个

循环后(退火、延伸温度及时间因外显子不同

而不同, 如表2), 72 ℃延伸7 min, 4 ℃保温, 1%
琼脂糖电泳, 获得清晰、片段大小正确条带后

PCR产物用于后续基因测序及基因分型.
1.2.3 荧光标记Sanger直接测序法: PCR产物经

纯化后, 直接进行DNA测序, 经ABI 3130基因

分析仪毛细管电泳法检测荧光信号, 通过判读

不同的荧光检测结果, 确定外显子序列碱基

的变化, DNA浓度为50 ng/µL, 测序引物浓度

为1 µmol/µL. 
1.2.4 突变位点分析: 根据NCBI blast(http://
ncbi.n lm.nih.gov/)在线比对, 将测序结果与

CPA1基因cDNA全长进行核准, 确定突变位点

的可靠性, 并通过SIFT网站(http://sift.jcvi.org)
预测突变位点的性质, 以及氨基酸替换是否会

影响蛋白质的功能. 
统计学处理 运用SPSS17.0软件进行数据

分析, 采用χ2检验、t检验, 基因型与CP的相关

性采用比数比(odds ratio, OR)及其95%可信区

间(confidence intervals, CI)表示, 并行Hardy-
Weinberg遗传平衡检验. P <0.05为差异具有统

计学意义.

2  结果

2.1 慢性胰腺炎的CPA1 基因测序结果分析 在
146例患者中, CPA1基因第3外显子分别检测

到1例c.281A>G杂合错义突变(CAG>CGG), 
导致的氨基酸改变为第94位精氨酸代替谷氨

酰胺(Gln94Arg), 1例c.370A>G杂合错义突变

(ACC>GCC), 导致的氨基酸改变为第124位丙

氨酸代替苏氨酸(Thr124Ala). 在另2例患者中

检测到CPA1基因第8外显子c.1074C>T杂合同

义突变(TAC>TAT), 突变前后氨基酸均为酪氨

酸(Tyr308Tyr)(图1). 
2.2 rs1126899位点多态性在两组间的比较 测
序分析时检测到病例组与对照组的C PA1 基

因第3外显子发生了C>G杂合变异, 经S I F T
软件分析, 确定其为已知的单核苷酸多态性

(single-nucleotide polymorphism, SNP)位点

(rs1126899). 统计分析显示rs1126899位点基因

型在CP病例组和正常对照组的分布差异有统

计学意义(P <0.05), 其中CC基因型在病例与对

照组中的频率分别是26.0%和37.0%, CG基因

型的频率分别是50.0%和47.5%, GG基因型的

频率分别为24.0%和15.5%. 在CP组和正常对

照组中, rs1126899位点GG、GC、CC基因型

     

表  1  慢性胰腺炎组和正常对照组基本资料

分组 慢性胰腺炎组 正常对照组

n 146 200

年龄(岁) 64.92±6.23 65.72±6.70

性别(男/女) 71/75 98/102

饮酒(%) 24.7 18.5

吸烟(%) 27.4 16.0
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■创新盘点
本文通过对中国
四川地区CP人群
及正常对照人群
C PA 1 基因进行
全部外显子直接
测序分析 ,  发现
了新的突变位点, 
并检测到有意义
的单核苷酸多态
性位点.

频率(χ2 = 6.424, P  = 0.040)和等位基因G、C频
率(χ2 = 6.479, P  = 0.011)具有显著的统计学差

异(表3). 
2.3 rs1126899位点多态性与酒精因素的关系 
在酒精性病例组和对照组中, CC型携带者与

C G+G G型携带者的分布差异无统计学意义

(P >0.05); 在非酒精性病例组与对照组中, CC
型携带者与CG+GG型携带者的分布差异具有

统计学意义(OR = 1.779, 95%CI: 1.026-3.087, P 
= 0.039)(表4). 

3  讨论

CP是一种由遗传和环境因素共同作用所致的

复杂性疾病, 发病机制尚不清晰, 且近几年来

其发病率呈上升趋势[9,11]. 自1996年Whitcomb
等[12]确定第一个CP易感基因PRSS1以来, 已相

继发现多个与CP发病相关的易感基因和SNP
位点. 诸多遗传学研究[12-20]表明, 胰腺内胰蛋白

酶活性的变化在CP发病机制中发挥着重要作

用, 阳离子胰蛋白酶(PRSS1)的功能获得性突

变、胰腺胰蛋白酶抑制剂(SPINK1)和糜蛋白

酶C(CTRC)的功能丧失性突变均会增加CP的
患病风险, 阴离子胰蛋白酶(PRSS2)和PRSS1
启动子区的突变却可以有效阻止CP的发生. 因
此, 明确基因异常与CP发病的关系, 将有助于

深化对CP发病机制的认识. 
参与编码CPA1的CPA1基因是目前少数

明确与CP发病相关的基因之一[21]. CPA1基因

     

表  2  CPA1 基因10个外显子的引物序列及PCR反应条件

外显子 正向引物序列(5'→3') 反向引物序列(3'→5') 退火温度(℃) 目的片段(bp)

  1 TGGCTTATCTCTCCAGCTGC GCTGTGTTGCCATGTATCTGT 65 383

  2 CCTTGGTGCTGTCCCCTG AGTCGCTTCCTAACAGAGTCA 58 361

  3 TCTCTGGCCCTATTACCCCT GCGTTCTACCAGCCATGATG 63 444

  4 CGCCTGCTCTGTTTCCATG GGGAGTCCATTTAACAGCGT 58 362

  5 ACAAGCAGAGCCTCTACCTG CCTTTCCCCATGTCCTCTGT 65 354

  6 AGAGGACATGGGGAAAGGTG TCACCCCAAATGCCAATCAC 55 366

  7 CTTGTGTTGAGGGCTTCCAC ATCCCCAAGAGCCCTCAGA 58 375

  8 AGTGAGCCCTTCCATACCAC TACTCTGGAGGTGTCTGTGC 58 410

  9 GAAGGGCCAGAAAACTGTGC GCCAGCAGTTGACAGATCTG 55 399

10 GACTCCACTCAGCATTGCAC CAGACACTCCACATGCAAGC 65 416

Wildtype

Wildtype

Wildtype

c.281A

c.370A>G

c.1074C>T

A B

C D

E F

图  1   CPA1 基因第3和第8外显子测序图. A: 第3外显子野生型; B: 第3外显子c.281A>G杂合突变; C: 第3外显子野生型; 

D: 第3外显子c.370A>G杂合突变; E: 第8外显子野生型; F: 第8外显子c.1074C>T杂合突变(箭头示突变位点).
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■应用要点
本文可为CP的突
变基因库提供实
验数据 ,  国外报
道的CPA1 基因常
见突变可能并非
本地区的常见突
变位点 ,  突变位
点可能存在其他
外显子和/或内含
子邻近区域突变.

位于染色体7q32.2上, 长约8 kb, 包含10个外显

子, CPA1基因编码的羧肽酶是锌金属蛋白酶

家族中的成员之一, 非激活态原蛋白由419个
氨基酸构成, 包括16个氨基酸分泌信号肽和94
个胺基酸长肽[9]. 人的胰液中存在3种不同类型

的羧肽酶: CPA1、CPA2和CPB1, A型羧肽酶即

CPA1和CPA2是一部分哺乳动物组织分泌的肽

链端水解酶, 能在被糜蛋白酶和蛋白酶作用后

的芳香族和脂肪族氨基酸残基上发挥功能, 其
中CPA1是一种被胰蛋白酶激活后由胰腺分泌

的无活性酶原[22]. CPA1基因不仅与胰腺的消化

功能有关, 还可以参与调控金属羧肽酶相关通

路[23], 并且Christianson等[24]发现CPA1基因在

大鼠脑、心、胃、肠组织里面均有较低水平

的表达. Witt等[9]在患有CP的德国人群、欧洲

人群、印度人群和日本人群中均发现, 编码羧

肽酶的CPA1基因上存在多种基因突变, 包括

31种错义突变, 1种无义突变, 1种移码突变和1
种剪切位点突变, CP患者携带最多的是第7外
显子c.758C>G突变、第9内含子c.1073-2A>G
突变以及第10外显子c.1144C>T突变. 

目前, 检测基因突变的方法主要有: 直接

测序法、错配的化学切割分析、单链构象多

态分析、核糖核酸酶切法、变性梯度凝胶电

泳等[25]. 直接测序技术是目前检测基因突变的

常用方法, 因该技术检测结果具有客观性和特

异性好的优点, 从而使直接测序法成为基因

突变检测的金标准[26]. 本研究中通过对病例组

和对照组进行Sanger直接测序, 检出了已报道

的CPA1基因第3外显子c.281A>G杂合错义突

变, 另检测到2个新突变, 第3外显子c.370A>G
杂合错义突变和第8外显子c.1074C>T杂合同

义突变, 经检索国内外文献, 未见报道. 同时还

在患者和正常对照检测到CPA1基因1个SNP位
点(r s1126899), 其等位基因频率及基因型分

布在两组间的差异具有统计学意义(P <0.05). 
由于国外报道C P的病因主要与酗酒等因素

相关[27-31], 而国内则以胆源性CP为主[32-34], 所
以进一步探讨了rs1126899位点多态性与酒精

因素的关系, 在不存在酒精因素的两组中, CC
型携带者与CG+GG型携带者的分布差异具有

统计学意义(OR = 1.779, 95%CI: 1.026-3.087, P  = 
0.039). 

本研究通过CPA1基因进行突变分析, 探
讨中国汉族人群CP的分子发病机制, 研究结果

丰富了CP突变数据库, 以后还需进行多中心大

样本队列研究, 对检测到的CPA1基因新的突

变位点进一步验证, 并进行相应的功能研究, 
为有效预防CP的发生提供基因水平的依据. 
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