
!论
!!

著!

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点多态性与肺癌发病的相关性研究"

陈贤华"

!刘和艳"

!詹前美"

!徐玉婵"

!刘大鹰#

"柳州市柳铁中心医院(

"$

检验科#

#$

呼吸内科!广西柳州
%I%&&H

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨
4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点
)

&

3

位点单核苷酸多态性改变与肺癌发生的相关性&方法
!

基因

分型用
6,[,4,

公司的
XK

R

N>

M

1J

5

/01

聚合酶法!分别检测
EG

例肺癌患者"癌症组$和
#E

例非癌症患者"对照组$的
4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点
)

&

3

分布!运用
!

# 检验%

:B

R

K=>KO

回归分析和
1?JK>,

R

*̂=

趋势检验分析基因多态性%患者性别%吸烟与

否%年龄与肺癌发生的相关性&结果
!

两组标本经哈迪
7

温伯格平衡检测!对照组在
4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点
)

&

3

基

因型
))

%

)3

%

33

观测频数分别为
#"

%

"

%

"

!理论频数分别为
#&$&"

%

#$8&

%

&$"&

!差异无统计学意义"

Ka&$&GH

$#癌症组的
))

%

)3

%

33

基因型观测频数分别为
EE

%

"

%

#

!理论频数分别为
E"$"H

%

I$G%

%

&$"H

!差异有统计学意义"

Ka&$&&E

$&

:B

R

K=>KO

回归分析显示!

年龄%基因多态性%患者性别和吸烟与否在肺癌发生中均不是危险因素"

K

&

&$&%

$#经
1?JK>,

R

*̂=

趋势检验显示!

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点多态性与肺癌发生之间无相关性"

!

#

a&$&&

!

Ka&$CIG

$&结论
!

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点
)

&

3

单

核苷酸位点多态性与肺癌发生不具有相关性&

关键词"肺癌#

!

4*

5

?KJB

基因#

!

多态性#

!

哈迪
7

温伯格平衡

!"#

!
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肺癌是临床上常见恶性肿瘤之一#

8&D

肺癌患者就诊时已

属中晚期#生存率低#但早期肺癌治疗的
%

年生存率可达

C&D

)

"7#

*

(早期肺癌患者无特异性症状#其早期诊断率较低的

问题仍待解决(有学者在实验中发现人类许多基因都具有遗

传多态性#并对个体肿瘤易感性起重要决定性作用)

E

*

(肺癌的

基因易感性体现在基因$包括抑癌'酶修复和酶代谢基因&的多

态性和某些基因的突变缺失)

I7%

*

(国内外报道
4*

5

?KJB

基因甲

基化与肿瘤发生发展'治疗方面具有一定的相关性)

G78

*

#而肿瘤

与
4*

5

?KJB

基因多态性关系的论述较少#本实验旨在探讨

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点多态性是否与肺癌有关联(

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

选取
#&&G

'

#&"#

年本院和外院手术切除或

纤支镜取得的患者肺$癌&组织#包括
EG

例肺癌患者$肺癌组&

的肺癌组织标本和
#E

例非肺癌患者$对照组&的正常肺组织标

本(选取的标本质地均一#经
"&D

中性甲醛溶液固定后石蜡

包埋#室温存档至今(肺癌组的患者按病理诊断分类#大细胞

癌者
"&

例#腺癌
C

例#鳞癌
H

例#小细胞癌
"&

例%男
#G

例#平

均年龄$

%8$8"h"&$I#

&岁#女
"&

例#平均年龄$

%I$I&hC$%8

&

岁#年龄比较差异无统计学意义$

Ha"$"G"

#

Ka&$#%I

&%吸烟者

"C

例#未吸烟者
"H

例(对照组的非肺癌患者为肺支气管扩

张'肺扩张和肺部不典型增生的患者(

#E

例对照组患者中#男

"C

例#平均年龄$

%I$#"h"&$#I

&岁#女
I

例#平均年龄为

$

%&$&&hG$"G

&岁#年龄比较差异无统计学意义$

Ha&$H8I

#

Ka

&$II#

&%吸烟者
"G

例#未吸烟者
H

例(吸烟者的判断依据为

"CCH

年世界卫生组织$

<.\

&的定义!一生中连续或累计吸烟

G

个月或以上者(

+

GH%#

+

检验医学与临床
#&"G

年
C

月第
"E

卷第
"8

期
!

:,@X*S3AK+

!

'*

5

>*J@*?#&"G

!

ZBA$"E

!

0B$"8

"

基金项目!广西壮族自治区卫生厅计划课题$

g#&"&"E8

&%广西壮族自治区柳州市科学技术局技术研究与开发计划课题$

#&""d&E&#&E"

&(

!!

作者简介"陈贤华#男#副主任技师#主要从事临床检验诊断学的研究(
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仪器与试剂
!

核酸扩增仪为伯乐
XdXK+K

型扩增仪%试

剂为
6,[,4,

公司的
XK

R

N>

M

1J

5

/01

多聚酶#引物由生工生

物工程$上海&股份有限公司合成#引物的碱基序列为
4"

!

%̂7

1)1 )))3)1 661 )))3)3 1)7Ê

%

4#

!

%̂71)1 )))

3)1661 )))3)3 137Ê

#

4E

!

%̂71)) 1)1 1)1 )6)

))1)3)37Ê

(引物
4"

'

4E

针对的
8#I

位点为
)

片段#扩增

产物长度为
#IC@

5

%

4#

'

4E

针对的
8#I

位点为
3

片段#扩增产

物长度为
#IC@

5

(

$$'

!

方法

$$'$$

!

/01

提取
!

采用
6,[,4,

公司
/(e216

*试剂(将

肺$癌&组织$切片厚度为
%

%

J

&加入
2(

管#加
&$EJ:6,[,7

4,/(e216

*提取液#恒温仪器
"&&_

加热
"&JK+

#低温离心

机$

I_

'

"#&&&?

"

JK+

&离心
"&JK+

形成分层#吸取透明水层得

到
234

扩增的
/01

(具体操作按说明书进行(

$$'$/

!

234

反应及产物的检测
!

反应体系为
#%

%

:

!

#F234

缓冲液
"#$%

%

:

#模板
/01I

%

:

#上下游引物各为
&$%

%

:

#酶

$

%Y

"

%

:

&

&$%

%

:

#

SS.

#

\H

%

:

(扩增条件!

C8 _

预变性
%

JK+

%

C8_"&=

#

G&_"%=

#

G8_G&=

#循环
I&

次%最后
G8_

延伸
IJK+

(

234

产物的检测!吸取
"&

%

:

产物进行
#$&D

琼

脂糖凝胶电泳(

$$1

!

统计学处理
!

H

检验评估年龄组间的差异#

!

# 检验评估

肺癌组和对照组各基因型的分布差异#

:B

R

K=>KO

回归分析多因

素的危险性#以上的统计学处理采用统计软件
'2''"%$&

进

行(哈迪
7

温伯格平衡检测'

1?JK>,

R

*̂=

趋势检验#比值比

$

.V

&及
C%D

可信区间$

I(

&的计算利用在线软件$

N>>

5

!""

KN

R

$

R

=L$S*

"

O

R

K7@K+

"

NW

"

NW,"$

5

A

&进行(

K

%

&$&%

为差异有统计学

意义(

/

!

结
!!

果

/$$

!

4*

5

?KJB

基因分型及统计结果
!

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译

区
8#I)

&

3

位点各个基因型在琼脂糖凝胶电泳显示的条带分

别为
))

!

#IC@

5

%

33

!

#IC@

5

#见图
"

(

/$'

!

哈迪
7

温伯格平衡检测结果
!

各组在
4*

5

?KJB

基因
Ê

非

翻译区
8#I)

&

3

位点基因型频数以及哈迪
7

温伯格平衡检验

情况见表
"

(判断符合哈迪
7

温伯格平衡的标准为精确检验

$

K

&

&$&%

&(

/$1

!

肺癌发生的危险因素分析

/$1$$

!

单因素分析
!

统计分析显示基因多态性与肺癌无相关

关系$

!

#

a"$&%E

#

Ka&$%C"

&%性别与肺癌无相关关系$

!

#

a

&$8EH

#

Ka&$EG&

&%吸烟与否与肺癌无相关关系$

!

#

a"$GEC

#

Ka&$#&&

&%年龄与肺癌无相关性$

!

#

a"$%E#

#

Ka&$"E"

&(见

表
#

(

/$1$/

!

多因素
:B

R

K=>KO

回归分析
!

以基因多态性'患者性别'

吸烟与否和年龄为
I

个自变量#以是否患肺癌为因变量做
:B7

R

K=>KO

回归分析#

!

为回归系数#

(Q

5

$

!

&为相对危险度#见表
#

(

回归方程模型的适配度
.B=J*?,+S:*J*=NBW

检验结果为

!

#

a#$HE&

#

Ka&$C%&

#自由度$

SL

&

a8

(

!!

注!泳道
"

为
/01 J,-*?

条带$从上至下为
I&&

'

E%&

'

E&&

'

#%&

'

#&&

'

"%&

'

"&&

'

%&@

5

&%

)

表示
234

所加引物针对
)

片段%

3

表示
234

所加引物针对
3

片段%泳道
#

'

E

表示测得基因型为
))

#泳道
I

'

%

表示

测得基因型为
33

(

图
"

!!

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I)

&

3

位点基因型条带图谱

表
"

!!

各组研究对象哈迪
7

温伯格平衡检测

!!!

结果(

7

测#
7

理论$)

基因型
大细胞

癌组
腺癌组 鳞癌组

小细胞

癌组
肺癌组 对照组

)) C

$

C$&E

&

8

$

H$""

&

G

$

%$"I

&

"&

$

&$&&

&

EE

$

E"$"H

&

#"

$

#&$&"

&

)3 "

$

&$C%

&

&

$

"$H8

&

&

$

"$H"

&

&

$

&$&&

&

"

$

I$G%

&

"

$

#$8&

&

33 &

$

&$&E

&

"

$

&$""

&

"

$

&$"I

&

&

$

&$&&

&

#

$

&$"H

&

"

$

&$"&

&

K "$&&& &$&%C &$&HH &$&&& &$&&E &$&GH

表
#

!!

多因素
:B

R

K=>KO

回归分析

因素
! '$($ <,AS SL K (Q

5

$

!

&

基因多态性
&̀$GGI &$GCH &$C&C " &$EI& &$%"%

性别
&̀$&%" &$C#C &$&&E " &$C%G &$C%&

吸烟
"̀$&%H &$8"H "$GHE " &$"CG &$EI8

年龄
&̀$&GI &$&EI E$%H8 " &$&%C &$CE8

常数项
%$E8H #$H&" E$CHH " &$&IG#"8$IC&

/$2

!

4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点单核苷酸多态性与各

组肺癌易感性
1?JK>,

R

*̂=

趋势检验
!

与携带
)

等位基因的患

者相比#携带
3

等位基因的患者肺癌发病率高%与携带
))

基

因型的患者相比#携带
)3

'

33

及
)3933

基因型的患者肺癌

发病率稍高#各组肺癌
1?JK>,

R

*̂=

趋势检验情况见表
E

(

表
E

!!

各组肺癌
4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点各基因模型
1?JK>,

R

*̂=

趋势检验

项目 肺癌组 大细胞癌组 腺癌组 鳞癌组 小细胞组

等位基因
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续表
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基因
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位点各基因模型
1?JK>,

R

*̂=

趋势检验

项目 肺癌组 大细胞癌组 腺癌组 鳞癌组 小细胞组
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'
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!
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!
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讨
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基因
4*

5

?KJB

是一种细胞调控蛋白#由
"&C

个氨基酸组

成#定位于人类染色体
#

U

#E

#作为
2%E

基因的下游靶基因(异

位表达的
2%E

可引起
4*

5

?KJBJ401

表达#其过表达可使细

胞停止增殖#可能是通过抑制
3SO#

"

O

M

OAK+!"

以及
3SO#

活性核

转位的途径调节细胞周期)

C

*

(

c*

等)
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*报道
4*
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?KJB

基因
Ê

非翻译区的
8#I

位点存在

)

&

3

多态性#并用哈迪
7

温伯格平衡检验高加索人群#证明该

位点基因型和等位基因频率分布均符合遗传平衡规律(

!*,=7

A*

M

等)
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*研究大肠癌与
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基因
Ê

非翻译区
8#I

位点
)

&

3

多态性关系时#大肠癌组和健康组在该位点也符合遗传平衡

规律#但憩室病组不符合遗传平衡规律(本实验结果发现#对

照组
4*

5

?KJB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点
)

&

3

基因型和等位

基因频率分布符合遗传平衡状态$

K

&

&$&%

&#肺癌组不符合遗

传平衡状态$

K

%

&$&%

&#但肺癌病理分组中大细胞癌组'鳞癌

组'腺癌组符合遗传平衡状态$

K

&

&$&%

&#小细胞癌组不符合

遗传平衡状态$

K

%

&$&%

&(各肺癌病理分组之间的基因型差

异无统计学意义$
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#
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#

Ka&$I#C

&(不符合哈迪
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温伯格

平衡的原因可能有$

"

&基因分型错误#$

#

&基因突变"缺失#$

E

&

样品数不足够大(

相同致癌环境下#暴露人群只有一部分会得肺癌(

:KP

等)

"#

*发现不同个体对致癌因素的易感性有差异%遗传倾向在

大多数肺癌中可起到重要作用(本研究发现#基因多态性'患

者性别'吸烟与否和年龄对肺癌是否发生作单因素分析时#均

无统计学意义(以基因多态性'性别'吸烟与否和年龄为
I

个

自变量#以肺癌是否发生为因变量做
:B

R

K=>KO

回归分析#四者

在肺癌发生中不存在交互作用$

K

&
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M
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*在研究
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基因
Ê
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位点
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多态性与大肠癌关系时#发现
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基因
8#I

位点
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3

多态性与大肠癌不存在相关性(本实验结果显示
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?K7

JB

基因
Ê

非翻译区
8#I

位点基因改变#携带
3

等位基因的患

者肺癌发病率高于
))

纯合基因型的患者(

1?JK>,
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趋势

检验显示差异无统计学意义$
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&#说明
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基因
Ê

非翻译区
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位点基因改变所引起的肺癌发生率上升不呈线

性递增#即
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基因
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非翻译区
8#I

位点
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多态性与

肺癌不存在相关性#而且肺癌病理分组中大细胞癌'腺癌'鳞

癌'小细胞癌与
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?KJB

基因
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位点
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多态性也不存在

相关性$
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综上所述#
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位点
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苷酸多态性与肺癌的发生无相关性%基因多态性'患者性别'吸

烟与否和年龄在肺癌发生中均不是危险因素(由于本研究例

数有限#结果说服力不够#在后续研究中有必要进一步扩大标

本例数#以明确
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慢性炎症患者和一些健康吸烟者的血清
3(1

水平也有升高的

情况发生#因此#有专家认为
3(1

不适合单独作为诊断非小细

胞肺癌的特异性指标)
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具有生长因子活性#与肿瘤

患者的预后密切相关#能够提高肿瘤细胞迁移活性#现已发现

其显著高表达于胃癌'卵巢癌'肺癌以及子宫内膜癌等多种肿

瘤细胞#
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及其受体在肿瘤发生过程中发挥关键作用)
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灵敏度高#特异性强#准确度高是一个理想的肿瘤标记物

应有的特点#此外#还需能在肿瘤早期即可检测并有助于评价

治疗效果'预测肿瘤的复发和转移)
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(但目前所知的肿瘤

标志物均不具有以上所有优点#因此#单个肿瘤标记物在恶性

肿瘤的诊断中临床意义有限#有学者通过对多种肿瘤标记物在

肺癌诊断方面的进行评价#认为其各有自己的优势#联合检测

有利于提高灵敏度及特异度)
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#本研究也证实了这一点#血清
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