
!论
!!

著!

+*=1<!,%

座位的等位基因多态性与乳腺癌遗传易感关系的研究"

黄春秀%

!程良红'

!刘远智%

!李
!

桢'

#

"

%@

广东省深圳市第二人民医院检验科
!

>%B&&&

'

'@

广东省深圳市血液中心免疫遗传研究室
!

>%B&&&

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究乳腺癌与人类白细胞抗原
$

类基因
<!,%

座位等位基因的相关性$方法
!

病例组为临床已确诊的乳腺

癌患者
%%'

例!均使用
*E5#3_̂ '&&

液相分析平台!采用序列微珠综合分析实验技术"

"*YX1[[Y

#方法进行
+*=

分型$对照

组为(中华造血干细胞志愿捐献者资料库)广东分库的志愿捐献者
'&('%

例!采用
"*YX1[[Y

和
[,$

方法进行
+*=

分型!对不

确定结果采用
46!1[[4

分型试剂进行确认$所有检测样本的
<3=

使用瑞士
$_6=3

公司
<3=

提取自动工作站从
_<$=1)

'

抗凝的外周全血中抽提$结果
!

在
%%'

例乳腺癌患者中共检测到
+*=1<!,%

座位等位基因
'J

个$病例组与对照组两个群体的

+*=1<!,%

座位等位基因的分布差异有统计学意义"

!

'

?K'@CA

!

"

&

&@&>

#$其中
+*=1<!,%

"

&K&B

在病例组中的分布频率高

于对照组"

!

'

?K@%A

!

"

&

&@&>

#!相对危险度
!!?(@CK

"

!

'

?K@'&

!

"

&

&@&>

#'

+*=1<!,%

"

&A&%

在病例组中的等位基因频率为

&@'&>K

!高于对照组中的
&@%>&%

"

!

'

?>@CC

!

"

&

&@&>

#!相对危险度
!!?%@(C

"

!

'

?(@>&

!

"

&

&@&>

#'

+*=1<!,%

"

&J&%

在病例

组中的分布频率仅为
&@&'(B

!低于对照组中的
&@&B(%

"

!

'

?%&@&&

!

"

&

&@&>

#!相对危险度
!!?&@'K

"

!

'

?%%@CJ

!

"

&

&@&>

#$其

他等位基因的频率分布差异及相对危险度经
!

' 检验差异无统计学意义"

"

$

&@&>

#$结论
!

+*=1<!,%

"

&K&B

&

+*=1<!,%

"

&A&%

可能是乳腺癌的易感基因!而
+*=1<!,%

"

&J&%

可能是乳腺癌的保护基因$

关键词"乳腺癌'

!

+*=

抗原'

!

基因

!"#

!

%&@CA(A

"

G

@7HHI@%(JC1K%C&@'&%%@&J@&&K

文献标识码"

=

文章编号"

%(JC1K%C&

"

'&%%

#

&J1&J'B1&C

K)(5

2

+,)-.&77+0*&)*+,4.)1..,LM<N!9G%&''.'.

3

+'

2

E+8

3

-*7E&,5)-.

6

.,.)*07(70.

3

)*4*'*)

2

1*)-G8.&7)?&,0.8

F)+'

9

57)'J&)

%

#

57,'

9

#&+'

9

71'

9

'

#

#&):)+'K7&

%

#

#&<7,'

'

$

%LD7,G,A1'6",1

?

3,>.F1.

?

&/+31

0

G7,'K7,'

&

L4,

?

+!/@,'/1

0

&@@)'131

9C

+'67,!,6&/

C

1

0

G7,'K7,'B3116A,'/!,

%

<47)8&0)

!

"4

=

.0)*%.

!

$9;̀-F7I;NO;09::;.-N79I/;NT;;I/:;-HN0-I0;:-IR+*=1<!,%-..;.;H9P0.-HH

$

@>.)-+57

!

EH7I

S

"*YX1[[Y+*=N

Q8

7I

S

F;NO9RH-IR*E5#3_̂ '&&.7

W

M7R-I-.

Q

H7H

8

.-NP9:FN9%%'0-H;H9P/:;-HN0-I0;:

8

-N7;INH

#

TO70OO-L;

/;;I09IP7:F;R/

Q

0.7I70-.0-H;H

S

:9M

8

@69IN:9.

S

:9M

8

7HNO;'&

#

('%L9.MIN;;:R9I9:H

#

TO70OP:9FaM-I

S

R9I

S

HM/1.7/:-:

Q

#.

6O7I;H;

O;F-N9

8

97;N70HN;F0;..L9.MIN;;:R9I9:R-N-/-H;

/

@46!1[[4N

Q8

7I

S

09IP7:F;RNO;-F/7

S

M9MH-..;.;

8

-7:H@=..<3=H-F

8

.;H;̀N:-01

N;RP:9FNO;

8

;:7

8

O;:-./.99R9P-IN709-

S

M.-IN_<$=1)

'

/

Q

-MN9F-N70-..

Q

;̀N:-0N;RHN-N79I9P[T7HH$_6=369F

8

-I

Q

@9.7(')7

!

'J

-..;.;H9P+*=1<!,%T;:;P9MIR7INO;%%'

8

-N7;INHT7NO/:;-HN0-I0;:@$O;R7HN:7/MN79I9PNO;-..;.;+*=1<!,%/;NT;;INO;0-H;

S

:9M

8

-IR09IN:9.

S

:9M

8

O-RNO;HN-N7HN70-..

Q

H7

S

I7P70-I0;

$

!

'

?K'@CA

#

!

?'J

#

"

&

&@&>

%

@,

Q

PM:NO;:-I-.

Q

H7H

#

T;P9MIRNO-NNO;-..;.;

P:;

W

M;I0

Q

9P+*=1<!,%

"

&K&B7I0-H;

S

:9M

8

T-HO7

S

O;:NO-INO-N9PNO;09IN:9.

S

:9M

8

$

="

0-H;

S

:9M

8

?&@&&BA

#

="

09IN:9.

S

:9M

8

?&@&&%

K

#

!

'

?K@%A

#

"

&

&@&>

%

@!;.-N7L;:7HV!!?(@CK

$

!

'

?K@'&

#

"

&

&@&>

%

@$O;-..;.;P:;

W

M;I0

Q

9P+*=1<!,%

"

&A&%7I0-H;

S

:9M

8

T-H&@'&>K

#

TO7.;7I09IN:9.

S

:9M

8

T-H&@%>&%

#

NO;0-H;

S

:9M

8

T-HO7

S

O;:NO-INO-N9PNO;09IN:9.

S

:9M

8

$

!

'

?>@CC

#

"

&

&@&>

%

@

!;.-N7L;:7HV!!?%@(C

$

!

'

?(@>&

#

"

&

&@&>

%

@$O;-..;.;P:;

W

M;I0

Q

9P+*=1<!,%

"

&J&%7H&@&'(B7I0-H;

S

:9M

8

#

TO7.;="?

&@&B(%7I09IN:9.

S

:9M

8

$

!

'

?%&@&&

#

"

&

&@&>

%

@!;.-N7L;:7HV!!?&@'K

$

!

'

?%%@CJ

#

"

&

&@&>

%

@YNO;:-..;.;hHP:;

W

M;I0

Q

R7HN:7/M1

N79IH-IR:;.-N7L;:7HV

#

TO70OT;:;;̀-F7I;R/

Q

!

'

N;HN

$

"

$

&@&>

%#

O-RI9HN-N7HN70-..

Q

H7

S

I7P70-I0;@?+,0'(7*+,

!

+*=1<!,%

"

&K&B

-IR+*=1<!,%

"

&A&%F-

Q

/;NO;NT9HMH0;

8

N7/7.7N

QS

;I;H9PNO;/:;-HN0-I0;:

#

-IR+*=1<!,%

"

&J&%F-

Q

/;NO;

8

:9N;0N;R

S

;I;-L97R7I

S

NO;/:;-HN0-I0;:@

@.

2

1+857

!

/:;-HNI;9

8

.-HFH

&

!

+*=-IN7

S

;IH

&

!S

;I;H

!!

在世界范围内#乳腺癌$

/:;-HN0-I0;:

%是危害女性健康的

主要恶性肿瘤之一#其发病率在高发地区居高不降#在低发地

区也日益升高+据文献报道'

%

(

#

%AB'

%

'&&%

年北京城区乳腺

癌发病率呈逐年上升趋势+乳腺癌的流行病学特征具有明显

的地区差异,种族与民族差异以及家族史#这与人类白细胞抗

原$

OMF-I.;M090

Q

N;-IN7

S

;I

#

+*=

%的遗传特征相似'

'

(

+

+*=

基因是控制机体免疫应答和免疫调节的重要基因#因其高度多

态性而成为人类的遗传标记#并且与人体疾病的发生,发展有

着密切的关系+因此
+*=

在肿瘤免疫及其治疗中具有重要

作用'

C

(

+本研究采用把传统的序列特异性寡核苷酸探针杂交

$

H;

W

M;I0;H

8

;07P709.7

S

9IM0.;9N

#

[[Y

%与流式细胞仪检测结合

起来的序列微珠综合分析实验技术$

P.9T1H;

W

M;I0;H

8

;07P709.71

S

9IM0.;9N

#

"*YX1[[Y

%#对本地区乳腺癌患者
+*=1<!,%

基

因座位的等位基因进行高分辨分型#初步探讨本地区汉族人群

乳腺癌的易感基因和保护基因+

A

!

资料与方法

A@A

!

一般资料
!

所有研究对象均为广东地区汉族人+病例

组!乳腺癌患者
%%'

例#女性#年龄
C&

%

B>

岁#平均年龄$

>'i

-

B'J

-

国际检验医学杂志
'&%%

年
>

月第
C'

卷第
J

期
!

#IN\*-/5;R

!

5-

Q

'&%%

!

29.@C'

!

39@J

"

基金项目!深圳科技计划项目$

'&&A&'%'&

%+

!

#

!

通讯作者#

_1F-7.

!

H9IN9I

Q"Q

-O99@09F

+



(

%岁#来自深圳市第二人民医院
'&%&

年
%

%

%%

月住院患者+

诊断标准采用卫生部制定的标准#包括$

%

%病史&$

'

%乳房检查&

$

C

%乳腺的
^

线诊断&$

K

%磁共振检查&$

>

%乳腺导管镜的检查+

最后通过术前细针穿刺活检#术中快速冰冻切片#术后病理石

蜡切片进行确诊+全部的乳腺癌根据病理组织学分类分为非

浸润性癌,早期浸润性癌,浸润性特殊型癌及浸润性非特殊型

癌
K

类+对照组!.中华造血干细胞志愿捐献者资料库/广东分

库的志愿捐献者
'&('%

例#年龄
%B

%

K>

岁+众多
+*=

基因

多态性的调查结果中没有证据表明
+*=

基因在人类的遗传

存在性别差异#因而对照组未作性别筛选+

A@B

!

仪器与试剂
!

全自动
<3=

提取工作站$瑞士
$_6=3

公司%,紫外分光光度仪$

,79

8

O9N9F;N;:

#德国
_

88

;IR9:P

公

司%,

a;I;=F

8

46!H

Q

HN;FAJ&&

$美国
=,#

公司%,

*E5#3_̂

'&&

液相分析平台$美国
*E5#3_̂

公司%,测序仪$美国
=,#

CJC&

%+

C

种高分辨率分型试剂!

"*YX1[[Y

基因分型试剂盒

$

+*=1<!,%O7

S

O1N

Q8

7I

S

V7N

#美国
YI;1*-F/R-

公司%,测序试

剂盒$

=N:7-a;I;N70H=..;.;[_b! +*=1<!,%

#美国
=N:7-

%,

46!1[[4

分型试剂盒$瑞典
Y.;:M

8

公司%+磁珠法
<3=

提取

试剂盒为美国
4!Y5_a=

公司提供+

A@C

!

实验方法

A@C@A

!

<3=

提取
!

采用美国
4!Y5_a=

公司的磁珠法

<3=

提取试剂盒#取
_<$=1)

'

抗凝的外周全血
K&&

)

*

#加双

蒸水
C&&

)

*

#震荡混匀
&@>O

#

%C&&&:

"

F7I

离心
%F7I

#去除上

清液#加入
>&&

)

*

裂解液震荡#常温下放置
CR

充分裂解#用

瑞士
$_6=3

公司的全自动
<3=

提取工作站进行提取+紫

外分光光度仪检测
='(&

"

='B&

和
<3=

的浓度后备用+

='(&

"

='B&

为
%@(>

%

%@A&

#

<3=

定量为
K&

%

%&&I

S

"

)

*

+

A@C@B

!

+*=

分型
!

病例组均使用
*E5#3_̂ '&&

液相分析

平台#采用
"*YX1[[Y

方法进行
+*=

分型+对照组采用

"*YX1[[Y

和测序方法$

H;

W

M;I0;/-H;RN

Q8

7I

S

#

[,$

%进行分

型#

[,$

分析软件使用
=HH7

S

I

软件$澳大利亚
69I;̀79

#

C@>

版%+对不确定的结果则采用序列特异性引物$

H;

W

M;I0;H

8

;1

07P70

8

:7F;:

#

46!1[[4

%分型试剂进行确认+具体实验步骤均

参照试剂说明书进行+

A@D

!

统计学处理'

K

(

!

数据处理采用
!

' 检验+相对危险度计

算公式!

!!?4fe61

"

41e6f

+

!!?%

时#两者无关&若
!!

$

%

#则认为两者具有关联性&

!!

&

%

#表示携带此等位基因对

该疾病有抵抗性#为该疾病的保护基因+以
"

&

&@&>

为差异

有统计学意义+

B

!

结
!!

果

%%'

例乳腺癌患者中共检测到
+*=1<!,%

座位等位基因

'J

个+病例组与对照组两个群体的
+*=1<!,%

座位等位基

因的分布差异有统计学意义$

!

'

?K'@CA

#

"

&

&@&>

%+进一步

分析发现#

+*=1<!,%

"

&K&B

在病例组中的分布频率明显高

于对照组$

="

病例组
?&@&&BA

#

="

对照组
?&@&&%K

#

!

'

?

K@%A

#

"

&

&@&>

%#相对危险度
!!?(@CK

$

!

'

?K@'&

#

"

&

&@&>

%+

+*=1<!,%

"

&A&%

在病例组中的等位基因频率为
&@'&>K

#明

显高于对照组中的
&@%>&%

$

!

'

?>@CC

#

"

&

&@&>

%#相对危险度

!!?%@(C

$

!

'

?(@>&

#

"

&

&@&>

%+

+*=1<!,%

"

&J&%

在病例

组中的分布频率仅为
&@&'(B

#明显低于对照组中的
&@&B(%

$

!

'

?%&@&&

#

"

&

&@&>

%#相对危险度
!!?&@'K

$

!

'

?%%@CJ

#

"

&

&@&>

%+其他等位基因的频率分布差异及相对危险度经
!

'

检验差异无统计学意义$

"

$

&@&>

%+这说明
+*=1<!,%

"

&K&B

,

+*=1<!,%

"

&A&%

可能是乳腺癌的易感基因#而
+*=1

<!,%

"

&J&%

可能是乳腺癌的保护基因#见表
%

+

表
%

!!

病例组与对照组
+*=1<!,%

等位基因的频率分布及其相对危险度

+*=1<!,%

"

病例组$

'?%%'

%

等位基因数 等位基因频率$

="

%

对照组$

'?'&('%

%

等位基因数 等位基因频率$

="

%

频率分布的
!

'

检验值
!!

值
!!

值的
!

'

检验值

&%&% J &@&C%C JC> &@&%JB %@>A %@BC %@J'

&C&% %C &@&>B& '%BA &@&>C% &@%% %@%> &@''

&K&% % &@&&K> C%' &@&&J( &@&' &@>A &@&'

&K&C K &@&%JA JK' &@&%B& &@&( %@&& &@&(

&K&K % &@&&K> CKC &@&&BC &@&J &@>C &@&J

&K&> %% &@&KA% %AA& &@&KBC &@&& %@&> &@&'

&K&( > &@&''C %&KA &@&'>K &@&A &@BB &@&B

&K&B ' &@&&BA >A &@&&%K K@%A

#

(@CK K@'&

#

&J&% ( &@&'(B C>>' &@&B(% %&@&&

#

&@'K %%@CJ

#

&B&C %J &@&J>A '(AK &@&(>C &@K% %@%( &@C%

&B&A ' &@&&BA %%% &@&&'J %@C% C@C( %@C%

&A&% K( &@'&>K (%BA &@%>&% >@CC

#

%@(C (@>&

#

%&&% ' &@&&BA (&B &@&%KJ &@'& &@(& &@%A

%%&% %& &@&KK( 'KJ> &@&(&& &@AC &@(( %@K&

%%&K % &@&&K> %A' &@&&KJ &@'& &@A( &@'%

%'&% ( &@&'(B %KK> &@&C>& &@K> &@JJ &@K&

%'&' 'C &@%&'J CB&J &@&A'' &@'A %@%> &@C(

%C&% ' &@&&BA KA( &@&%'& &@&% &@JK &@&%

-

A'J

-

国际检验医学杂志
'&%%

年
>

月第
C'

卷第
J

期
!

#IN\*-/5;R

!

5-

Q

'&%%

!

29.@C'

!

39@J



续表
%

!!

病例组与对照组
+*=1<!,%

等位基因的频率分布及其相对危险度

+*=1<!,%

"

病例组$

'?%%'

%

等位基因数 等位基因频率$

="

%

对照组$

'?'&('%

%

等位基因数 等位基因频率$

="

%

频率分布的
!

'

检验值
!!

值
!!

值的
!

'

检验值

%C&' J &@&C%C %CJC &@&CCC &@&C &@B% &@'K

%C%' % &@&&K> C&K &@&&JK &@&% &@(& &@&%

%K&K ' &@&&BA '&' &@&&KA &@%> %@BK &@%K

%K&> ( &@&'(B B>> &@&'&J &@%( %@C' &@%J

%K&J % &@&&K> J& &@&&%J &@&K '@(K &@&C

%K>K A &@&K&' %%J' &@&'BK %@%% %@'A &@KA

%>&% '% &@&ACB K(B> &@%%C> &@BJ &@B> &@K>

%>&' A &@&K&' %%JK &@&'B> %@%& %@C% &@>C

%(&' A &@&K&' %CBC &@&CC> &@C& %@'( &@KC

!!

#

!

"

&

&@&>

+

C

!

讨
!!

论

近几年#随着分子生物学方法在
+*=

分型中的应用#

+*=

在移植免疫,免疫调节,肿瘤免疫以及疾病相关性研究中

的应用日益受到重视'

>1B

(

#但多数研究处于低分辨率水平+作

为遗传标志#

+*=

基因的分布具有明显的种族,地域差异#高

分辨率的研究技术更有助于揭示
+*=

基因在相关研究中的

遗传特征+

本研究从遗传学角度出发#运用近年来发展起来的把传统

46!1[[Y

与流式细胞仪检测结合起来的
"*YX1[[Y

方法以

及
46!1[,$

,

46!1[[4

等高分辨率基因分型方法#对
%%'

例乳

腺癌患者进行了
+*=1<!,%

基因分型#发现了
C

个与乳腺癌

密切 相 关 的
+*=1<!,%

等 位 基 因+

+*=1<!,%

"

&K&B

,

+*=1<!,%

"

&A&%

可能是乳腺癌的易感基因#

+*=1<!,%

"

&A&%

在中国北方汉族人群中的分布频率是
&@%K&J

'

A

(

+在本

组作为对照组的
'&('%

例南方汉族人群中其分布频率为

&@%>&%

#可见该等位基因是中国汉族人群的高频基因#这无疑

为今后的预防诊断工作提供了重要线索+此外本组还发现

+*=1<!,%

"

&J&%

与乳腺癌呈负相关#这与文献报道的突尼

斯人群乳腺癌与
+*=

$

类基因相关性研究的结果相符'

%&

(

#因

而
+*=1<!,%

"

&J&%

可能是乳腺癌的保护基因+除乳腺癌以

外#

+*=1<!,%

"

&A&%

还与胃腺癌呈正相关'

%%

(

#

+*=1<!,%

"

&K&B

与胰岛素依赖性糖尿病和多发性硬化病呈负相

关'

%'1%C

(

#

+*=1<!,%

"

&J&%

与慢性乙型肝炎,乙型肝炎肝硬

化,肝癌以及银屑病等呈正相关'

%K1%>

(

+

+*=1<!,%

等位基因

和类风湿关节炎有关'

%(

(

+这些研究充分显示了
+*=1<!,%

与疾病的相关性在早预防,早诊断中具有重要意义+

近年来
+*=1<!

抗原在恶性肿瘤中表达的意义和作用倍

受重视#但研究结果不尽相同'

%J1%B

(

#从目前的研究表明#

+*=1

<!

抗原的表达与恶性转化,转移及预后有关+

5;9:-

等'

%A

(也

提出#

+*=1<!

和
*

'

1

微球蛋白在乳腺髓样癌和非典型性乳腺

髓样癌中的表达不同#可能会成为一个诊断指标以及生物学行

为的指标#并且在针对肿瘤的免疫治疗的前,中,后期#

+*=

的

表达可以作为观察疗效的一个信号+本研究揭示的
+*=1

<!,%

"

&K&B

,

&A&%

,

&J&%C

个等位基因可作为上述相关研究的

靶基因+

众多研究表明#不同国家,不同人群中导致乳腺癌发病的

流行病学高危因素也不尽相同'

'&1''

(

+明确本地区乳腺癌高危

因素#发现乳腺癌高危人群#对乳腺癌的早预防,早诊断具有重

要意义+
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其优先选择的底物为头孢菌素类#与
_[,*H

不同的是对头霉

烯类抗生素$如头孢西丁%高水平耐药#并不被克拉维酸所抑

制+阴沟肠杆菌,费劳地枸橼酸杆菌,粘质沙雷菌,摩根摩根菌

及铜绿假单胞菌染色体上天然存在
-F

8

6

基因#可被青霉素类

和头孢菌素类
*

1

内酰胺抗生素诱导产生
=F

8

6

酶#可分为诱

导型,结构型和质粒介导型+

自
'&

世纪
B&

年代末首次分离出质粒介导的
=F

8

6

酶以

来#新的质粒介导的
=F

8

6

酶在世界各地被陆续报道$如

5#!

,

=6$

,

<+=

,

65c

,

"Ŷ

,

5Ŷ

型质粒
=F

8

6

酶等%#迄

今已有近
C&

多种'

A

(

+大多数质粒介导的
=F

8

6

酶来源于染

色体
=F

8

6

酶#通过转座子,整合子和插入序列在染色体与质

粒之间转移'

%&

(

+产生
=F

8

6

酶的细菌对青霉素类,头孢菌素

类,头霉素类,单环内酰胺类,酶抑制剂耐药#且这些菌株往往

同时携带氨基糖苷类,氯霉素,四环素等药物的耐药基因#造成

多重耐药+根据同源性分析可将质粒介导的
=F

8

6

酶分为!

来源于枸橼酸杆菌的
-F

8

6

基因的有
65c1'

,

K

,

>

,

(

,

J

酶&来

源于铜绿假单胞菌的有
65c1%

,

B

,

A

,

%&

,

%%

+

65c1'

是其中

最流行的酶型#地理位置分布也最广泛#它在非洲,欧洲,亚洲

以及北美洲的多个国家被发现'

%%

(

+费劳地枸橼酸杆菌染色体

及质粒介导引起的耐药在国外多见'

K1>

#

%&

(

#由质粒介导的
65c

型
=F

8

6

酶在国内罕见报道#国内只有管希周等'

%'

(和廖伟娇

等'

%C

(检出过+由于编码
=F

8

6

酶的耐药质粒可在不同菌属细

菌之间水平传播导致医院内感染的暴发#如中国台湾地区

$

65c1'

,

65c1B

%引起的暴发感染+因此很有必要从分子流

行病学角度来监测这些产酶株的耐药性及流行状况+

本研究通过接合试验证实
C&

,

C%

号试验菌株费劳地枸橼

酸杆菌的染色体与质粒均携带
65c

基因+

65c

的
46!

产

物合并序列与
a;I;,-IV

上的
65c1'

,

''

,

'K

,

'B

,

'A

,

C&

,

C%

等

各有
AJD

的同源性#但在中间序列发生了多处的突变#是一种

新型的
65c

基因型#

a;I;,-IV

登陆号为
_E'JKC&'

+本研究

以产
65c

型
=F

8

6

酶费劳地枸橼酸杆菌总基因组
<3=

为模

板#扩增出
65c

型基因#成功构建
8

,2''&

"

65c

重组表达载

体#为下一步
65c

型
=F

8

6

酶的表达和纯化以及研制酶抑制

剂奠定了基础+
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