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的逐步精细化
,

以

荧光标记
、

多重
PC R

、

半 自动 化

操作为特点的 大

规模全基因组扫

描才支术 已成 为 当

今疾病基因定位

的主要工具
.

在肿
瘤方面

,

采用 已知

多态性微 卫星 进

行基因扫描
,

进而

进行遗传连 锁 分

析
、

连 锁 不平衡

分析
,

已初步筛选

到一些 可 能的 易
感基因位点
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摘要

目的 : 比较巧个 ST R 基因座基因频率在厦门地

区大肠癌患者和正常人群中的分布
,

推测与大

肠癌相关的基因
.

A b s t r a o t
A IM : T o e o m Pa r e th e g e n e fr e q u e n c i e s o f 15 ST R

lo e i b e tw e en Pa ti e n ts w ith e o lo r e e ta l e a n c e r a n d

h e alt场 Pe o Ple fro m x ia m e n in o r d e r to s e ar e h

fo r th e ge n e s tha t 爬la te d to th e e o lo re e ta l c a n e e r
.

M ET H O D S : Th e ge n o tyPe s o f th e s a m Ple D N A

w e r e a n a ly z e d b y m u ltiPle x Po lym e r a s e e ha i n

r e a e ti o n (PCR ) c o m b in e d w ith 4一e o lo re d fl u o res
-

een c e 一la b e le d m e thi 〕d
.

Al lthe Po lymo rp hic
a llel e s

o f th e s e 15 ST R loc i in the unre
la te d h e al thy 10 e als

a n d Pa ti e n ts w ith e o lo r e e ta l e a n c e r w e r e i n v e s -

tig a te d
.

Th e se ns i tiv e o r r e sis ta n t g e n e tie fa e to r s

~
廿任e rr e d acc or d jn g to the

s ta tis tic al d谊e

~
e

in the d is tr ib u ti on o f all e le fr e qu e nc i e s
.

R E S U LT S : T h e r e w e r e s t a tis ti e a l d iffe r e n e e s

方法 : 应用 P C R 复合扩增结合四色荧光检测

方 法对血样 D N A进行基因型分析
,

调查了本

地区 大肠癌 患者人群和无关人群的基因频率

分布
,

并根据二者的该巧个基因座等位基因频

率分布的显著性差异
,

推测易感连锁和杭性连

锁的等位基因
.

结果 : 厦 门地 区大肠癌患者的D 5s 8 18 (0
.
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峪 。
,
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, x Z = 36

.
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.
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127 2 ,

P < 0
.
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哪 0
.

243 9
,

x Z = 37
.

5 8
,

凡0
.

0 1: 无左 = 0
.

30 6 6
,

P< o
.

05 )基因座的等位基因的分布与该地 区健

康人群有显著性差异
,

(P < 0. 01 )
.

B组超微结构

改变明显
,

而 C组较B 组超微结构有不 同程度

减轻
.

结论 : D SSS I S
一

11 附近可能存在大肠癌易感基

因 ; v W A
一

15
、

FA G
一

23附近有可能存在与大肠
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. 研疚浦沿
近年来

,

人们逐渐
意识到个体易感

性在肿瘤发病机
制中的重要性

.

国

内外学者在 多个

层 面研究 了基 因

多态 性 与 胃肠癌
发生的相关性

,

阐

明 了基 因型 与表
型之间的联 系

.

本

研 究选择 多态性

较高的 S T R 基 因

座
,

根据其在癌患

者组与 匹 配对 照

组 中出现频 率是
否存在显著性差

异
,

推测易感基因
‘

癌相 关的抗性基因
.
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O 引言

肿瘤已成为一类严重危害人类健康的疾病
,

其

发病的主要原因是遗传和环境因素相互作用的

结果
.

消化道肿瘤是发病率较高的恶性肿瘤
,

其

发生与外界各种不良因素持续作用以及不同个

体遗传易感性差异有关
.

按人类 目前的知识水

平 尚难以攻克晚期恶性肿瘤
,

因此对肿瘤进行

预防和早期诊治至关重要
.

这就需要从研究肿

瘤的遗传易感性和易感基因入手
.

我们收集了厦门地区无癌家族史的健康无

关个体血液标本 123 份
,

厦门地区散发性大肠癌

患者血液标本50 份作为试验组
,

选择D 3S 135 8
、

T H 0 1
、

D Z 15 11
、

D 1 8 S5 1
、

Pe n ta E
、

D 55 8 18
、

D 13 5 3 1 7
、

D 7 5 8 2 0
、

D 1 6 5 5 3 9
、

C S F IP O
、

Pe n ta D
、 v W A

、

D SS ll7 9
、

T PO X
、

FG A 15个

多态性较高的S T R 基因座
,

采用基因扫描技术
,

应用P C R 复合扩增结合四色荧光检测方法对血

样D N A 进行基因型分析
.

调查了本地区无癌家

族史的健康人群和散发性大肠癌患者人群的基

因频率分布
,

并根据二者的上述巧个基因座等

位基因频率分布 的显著性差异
,

推测易感连锁

和抗性连锁的等位基因
.

我们首次将该巧个ST R

基因座应用于消化道肿瘤易感因子的研究
,

对

易感基因的筛选作了有益的探索
,

为大肠癌易

感因子的进一步定位克隆提供了一定的线索
.

反应体系为2 5 协L
,

其中Pow
e夕lex I6 lo x Prim e r

p air M ix 2
.

5 林L
,

乃宁 D N A 聚合酶0
.

8 林L
,

D N A模

板2
.

5 林L( o
.

5
一

1
.

0 n g )
.

扩增条件如下
:
% ℃预热

10 m in
,

接着9 6 oC 预变性1 m in
,

9 4 oC 3 0 5 ,

经6 8 5

变温到60 ℃保持3 0 、,

经50
5变温到70 ℃保持45 5 ,

进行10 个循环
,

再按90 ℃ 30
5经60

5变温到60 ℃

保持3 0 5 ,

经50 5变温到70 ℃保持45
5进行20 个循

环
,

最后于 6 0 oC 延伸3 0 m in
.

1
.

2
.

2 扩增产物的电泳与检测 采用A B I3 7 7型基

因分析仪 自动进行电泳分离和基因检测
,

扩增

D N A片段大小由G e n e s c a n分析软件(版本为2
.

1)

确定
,

再由G en ot ype(版本为2
.

5) 分析命名
’·

等位

基因
” .

按火刀 = Pd( 1
一

Pc) /P c( 卜Pd) 公式进行相对危险

度分析并作统计学比较(R R :相对危险度 ; Pd : 患

者组基因频率 ; Pc : 对照组基因频率)
,

尺左>1 为有

易感倾向
,

尺左<l 为有抗性倾向l3,4 ]
.

找出各ST R 基

因座与大肠癌相关基因的易感连锁或抗性连锁

的等位基因
.

统计学处理 用M ier os o ft E xc
e l软件计算木

地区健康人群和大肠癌患者人群的基因频率

每个个体S T R 基因座应有2个等位基因检出
,

只

检出 1个者视为纯合子
.

如此计算出各等位基因

的基因频率
,

并对健康人群的等位基因频率分

布作H ar 勿We inb
erg 吻合度检验 [2]

.

用行列 皆无序卡方检验(x
’

检验)分析本地

区健康人群和大肠癌患者人群的巧个S T R 基因

座等位基因的分布情况
.

以上分析在SPSS 13
.

0统

计软件平台上完成
.

1 材料和方法

1
.

1 材料 123 份血样采 自本地区无癌家族史的健

康无关个体
,

5 0份样本采 自本地区散发性大肠

癌患者
.

美国P ro m e g a公司p ow erP le x 16 S ystem

试剂盒
,

P E 公司 5 7 0 0荧光定量PC R 仪
、

美国生

物应用系统公司 3 77 D N A测序仪
.

1
.

2 方法 用C he le x 法提取D N A [, ]
,

四色荧光PC R

复合扩增
,

变性
,

电泳
,

片段分析
、

基因分型软

件自动判断等位基因
.

1
.

2
.

1 pC R 扩增 参照p o w e rp le x 16 S yste m p C R

A m p lifi e a tio n K it U se r
’

M a n u a l略做改进
:
在同

一反应管中对上述巧个基因位点进行复合扩增
.

2 结果

2
,

l 厦 门地 区无 关人群等位基 因H ar d y w e in
-

b e r g 平衡分析 D 3 S 13 5 8
、

T H 0 z
、

D Z IS ll
、

D 1 8 5 5 1
、

P e n t a E
、

D 5 5 8 1 8
、

D 1 3 S 3 1 7
、

D 7 5 8 2 0
、

D 16 5 5 3 9
、

C S F IPO
、

Pe n t a D
、

v W A
、

D S S ll7 9
、

T PO X和FG A 15个基因位点

在厦门地区无关人群中H ar dy We in b er g 吻合度

检验P>
0. 05

,

说明这 15 个位点的分布符合H a rd y-

we inb
erg 平衡遗传定律

.

因此本研究选择的对照

组具有群体代表性

2
.

2 厦 门地区大肠癌与巧个 ST R 基因座关联分析

这里只将具有统计学比较意义的基因座的频数

分布表列出
.

表 1
一

3分别表示厦门地区大肠癌患

者人群和健康无关人群在D 5 s8 18
、 vw A 和FA G

ST R 基因座上的等位基因频数分布
.

“, 们砚 ;噢加以“刀刀
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. 创斯盘点
本 项研 究首次将

D 3 S I3 5 8
,

T H 0 1
,

D Z 15 1 1
,

D 18 S 5 1
,

P en t a E
,

D SS 8 18
,

D 1 3 5 3 17
,

D 7 5 82 0
,

D 16 5 5 39
,

CSFIP()
,

P e n ta D
, v

W A
,

D 8 5 1 17 9
,

T PO X

和FG A 等 15 个多
态性较 高的 ST R

基因座应 用 于消

化道肿瘤易感因

子的研究
,

发现了

D S S8 18
一

1 1附近可
能存在肠 癌易感

基因 ; v W A
一

巧 附

近有可能存在与

大肠癌相关 的抗

性基因 ; FA G
一

23
附近 可 能存在肠

癌抗性基因
.

因为尸< 0
.

01
,

所以可以认为D S S 8 18 基因座

等位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相

关联
.

肠癌人群与健康人群两组D SS 8 1 8的等位

基因分布有性差异(才二 36
.

69
,

尸< 0
.

01 )
.

特别是

在个别等位基因比较中
,

肠癌人群D 5 5 8 1 8
一

11

的基因频率为0
.

5 2 0 0
,

健康人群该等位基因的

基因频率为0
.

2 19 5
,

两者有统计学显著差异

沪< 0
.

0 1); R R = 3
.

8 5 2 1
,

P < 0
‘

0 5
,

提示D 5 5 8 18
一

1 1

与肠癌相关联
,

其附近可能存在肠癌易感基因

(表 l)
.

因为尸< 0
.

0 1
,

所以可以认为v W A基因座等

位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相关

联
.

肠癌人群与健康人群两组
vW A 的等位基因

分布有显著性差异(才= 53
.

99
,

p < 0
.

01 )
.

特别是

在个别等位基因比较中
,

肠癌人群
v W A

一

15 基因

频率0
.

0 5 0 0
,

明显低于健康人群 v W A
一

巧的基因

频率0. 2 92 7
,

两者有统计学差异沪
< 0

.

01 )
.

R R 二

0
.

12 7 2
,

P< 0. 05
,

提示v 认叭
一

15 与肠癌相关联
,

其

附近可能存在肠癌抗性基因(表2)
.

因为尸< 0
.

0 1
,

所以可以认为F A G 基因座等

位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相关

联
.

肠癌人群与健康人群两组FA G 的等位基因

分布有显著性差异(才= 37
.

58
,

P< 0
.

ol )
.

特别是

在个别等位基因比较中
,

肠癌人群FA G
一

23 的基

因频率为0
.

0 9
,

健康人群该等位基因的基因频

率为0. 2 43 9
,

两者有统计学差异沪< 0
.

01 )
.

R R =

0
.

3 0 6 6
,

六0
.

0 5
,

提示FA o
一

2 3与肠癌相关联
,

其

附近可能存在肠癌抗性基因(表3).

3 讨论

自1 9 9 0年代以来
,

随着人类基因组遗传图和物

理图的逐步精细化
,

以荧光标记
、

多重PC R
、

半 自动化操作为特点的大规模全基因组扫描技

术已成为当今疾病基因定位的主要工具
.

在肿

瘤方面
,

采用 已知多态性微卫星进行基因扫描
,

进而进行遗传连锁分析
、

连锁不平衡分析
,

己

初步筛选到一些可能的易感基因位点
.

例如 v o n

B r e v e r n e r : z [, ]对3 5位散发性食道鳞状细胞癌

(e so Phag e al sq u a m o u s c elle arc in o m a
,

E SC C)患者

通过分析脐肌症食管癌基因(ty lo sis o e s o pha g e a l

ea n e e r g e n e ,

T o e g e n e)附近的6个多态微卫星标

记的杂合性缺失(LO H)
,

推测 T O C基因是引起散

发性食管癌发病的易感基因
.

由于 S T R 蕴含丰富多态性
,

所以可用于基

因作图
、

定向克隆
、

亲子鉴定
、

疾病机理的连

锁分析以及肿瘤生物学
、

群体遗传学和进化生

物学的研究 [6l
.

采用P c R 技术
,

基因扫描分型技

术及自动分析系统
,

选择多态性较高的S T R 基

冲“邝忆 叼切祀乙‘口胡
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. 应用要点

本研究对易感基
因的 筛选作 了有
益的探索

,

为消化

道肿瘤易感 因子

的进一 步定 位克

隆提供 了一 定 的

线索
.

今后 可对可

疑基 因的 附近选

择 多个ST R 位点
,

进行全基因组扫

描
,

做进一步深入
分析

. 名词 解释
短串连 重复序列

(S T R ): ST R 又称为

微卫 星
,

他们 的 多
态性又 称 为 简单

序列 长 度 多态性
.

S T R 是 第二代遗
传标记

,

广泛分布
于原核

、

真核生

物基因组中
.

它存

在于基 因组 的 非

编码 区和染色体
的近端粒区

.

由于

核 心序列 重 复数
目的不 同

,

因此在

群体 中呈现 出遗

传 多态性
.

因座对肿瘤患者进行研究已经得到科学家的认 A PA )类型的美国sL E患者
,

发现D QB I * 0 30 1可

同
.

Y u e “ a尸l利用Pc R 技术和高效液相色谱法 能是易感基因 ; 而在江浙沪一带 5 L E 患者中
,

(D H PLC) 技术分析位于 E c R G Z基因外显子非编 D QB I* 030 1却可能是保护基因
,

结论正好相反
.

码区的多态性较高S T R 基因座后指出
,

E C R G Z 这证明
,

疾病与基因的遗传关联与人种(民族)

S T R 可能是食道鳞状细胞癌(E sC C) 的基因易感 的遗传背景关系明显
.

我们在对本地区消化道

因子 ; Ts
e n g et 刁产]利用s T R

、

sN P等遗传标记 肿瘤患者进行基因扫描之前
,

先采集 123 例健康

推测表达N
一

氨基乙酸转甲基酶(Gl yci ne N
一

m eth
一

无关人群血样
,

对其进行D N A 分型
,

建立了本

yltr an
sfe ra se ,

G NMT) 的基因可能是肝癌的一个 地区必备的人群遗传背景
,

这是必不可缺的基

新的肿瘤易感基因; z han g ‘扩
]采用3色荧光标 本环节

.

记的巧个微卫星引物扩增相应的S T R 位点
,

Pc R D sss ls位于染色体 5q 23
.

3
一

32
,

其核心序列

产物用P班 sM 3 7 7测序仪进行电泳及G en es can 和 为A G AT ; v场认位于染色体12P1 2
一

Pt er, 在人类假

G e n o typ e软件分析
,

得出 A Pe
,

Me e
,

e T N N A I 血友病因子基因(H u m a n v o n w illeb ra n d ra e to r

和IL 家族基因与结肠直肠癌发生密切相关的结 g e n e
,

H u M vW FA 31 )内
,

其核心序列为T c TA;

论
.

Pe n g ‘ 口111 01分析正常人和83 例结肠直肠癌 FA G 位于染色体4 q 2 8
,

在纤维蛋白原a 链基因

肿瘤患者的多态性微卫星基因座
,

发现正常人 (H u m a n fi b r in o g e n a lp ha eha in g en e ,

H U MFI
-

L O H 频率和患者有显著差异
.

他们得出结论
,

散 B R A )内
,

其核心序列为T T T c
.

所以在5
、

12
、

4

发性结肠直肠癌患者2 0号染色体有着显著的基 号染色体上可能存在大肠癌的易感基因
,

今后

因不稳定性
,

其变异与结肠直肠癌的发生密切 可对可疑基因的附近选择多个S T R 位点
,

进行

相关
.

分析的微卫星标志愈多
,

与疾病相关的易 全基因组扫描
,

做进一步深入分析
.

S N P作为

感基因座的定位愈准确
.

在寻找肿瘤相关的易 第三代图谱
,

与S T R 比较
,

它具有高密度
、

高稳

感基因座时
,

多采用间隔定位(inte
rv al m ap pin g) 定性和易于分型检测 的优势

,

因而在疾病
,

特

法
,

即沿基因组逐一检验微卫星标志的位点与 别是多基因疾病研究领域显示 了巨大的优势
.

疾病某表型的位点呈连锁和不连锁机率的比值
.

它在人类基因组中出现的频率非常高
,

平均每

该比值的对数称为优势对数分数
”

L o D
”

(10 9 5 00
一

1 0 00 个碱基对中就有一个SN P, 估计其总数

od d sc or e)
.

连锁信息以LO D 值表示
,

一般以L o D 在30 0万个以上 [l5]
.

因此也可以根据肿瘤的一个

值>2 提示连锁
,

L O D 值>3 肯定连锁
,

L o D 值< 一2 或几个易感基因内或附近的SN P对患病人群与

否定连锁[ll
一

13]
.

正常对照人群进行相关分析
,

确定某sN P的某种

实验证明
,

采用基因扫描技术
,

结合遗传分 基因型
、

单倍型频率在患病人群与正常对照人

析方法
,

有可能从癌症患者基因组中找出与肿 群中的差异分布
,

从而确定某基因型或单倍型

瘤发病有关的等位基因
.

本研究选择D 3 S 13 5 8
、

所反映的个体对某种肿瘤的易感性
.

T H O I
、

D Z 15 1 1
、

D 18 5 5 1
、

p en ta E
、

D 5 5 8 1 8
、

将基因多态性作为消化道肿瘤易感性的检

D 1 3 S 3 1 7
、

D 7 5 8 2 0
、

D 16 5 5 3 9
、

C S F lp O
、

测指标
,

可用于消化道肿瘤易感个体的一 级预

p e n ta D
、 v W A

、

D SS ll7 9
、

T p O X及FG A 15个 防以及进一步探索消化道肿瘤的发病机制
.

如

基因座
,

对消化道肿瘤患者进行基因型频率调 果在某消化道肿瘤
,

例如胃癌高发地区和高危

查
,

进而根据癌症患者组与对照组中上述基因 人群中广泛开展 胃癌较特异的基因多态位点检

座的基因频率的显著性差异
,

从中筛查易感等 测
,

然后进一步采取相关的预防措施
,

这样可有

位基因
.

有助于对相关基因的进一步定位克隆和 效降低人群中胃癌的患病率
.

同时
,

如何针对基

深入研究
,

为探询消化道肿瘤病因及其防治研 因多态位点进行有效的基因治疗也是一个值得

究提供有益的帮助
.

进一步研究的问题
.

sT R 基因型频率与人种(民族)的遗传背景关 本课题对大肠癌 易感基因和抗性基因进

系明显
,

因此需先建立本地区健康人群的ST R 基 行了初步的探索
.

但是仅从这几个等位基因的

因型频率的分布
,

进而根据当地癌患者组与当 有或无来推断是否会患大肠癌是较武断的
.

携

地健康人群出现的S T R 基因型频率是否存在显 带这些基因的人不一定都会患大肠癌
,

而不携

著性差异
,

从而筛出易感基因
.

否则
,

结果有可 带这些基因的人也不一定就不会患大肠癌
.

其

能偏差
,

甚至相反 A m ett ct 扩
14 ]研究了20 例具有 原因在于消化道细胞的癌变是多因素

、

多阶

抗心磷脂抗体(A u to
一

ant ib o d ies to pho spho r lip id s ,

段及 多基因联合作用 的结果
.

不过我们发现

岭w 以峭匆爬亡印用
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专家门诊

本刊讯 《世界华人消化杂志》特设
“
专家门诊

”
固定专栏为广大消化病患者搭建一个信息平台

,

邀请本刊

编委为专栏撰稿
,

每期1一 3个专家门诊
。

写作格式如下
:

胃溃疡诊断和治疗

个人简介 ( 附 3
.

5 c m x 5 C ln 照片一张)

通信作者 (包括邮政编码
、

工作单位
、

部门
、

科室
、

机构全称
、

地址
、

所在省市
、

E 一ma i l)

O 弓}言

1 诊断

2 治疗

3 特色

4 门诊时间

“净“嗽 咨魄那献“专刀


