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ＡＴＭ基因ｒｓ６６４９８２位点单核苷酸多态性与食管癌易感性研究
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　　摘　要：目的　研究共济失调毛细血管扩张征突变（ＡＴＭ）基因ｒｓ６６４９８２位点单核苷酸多态性与患食管癌易感性之间的关

系。方法　采用测序技术对１８３例食管癌患者（食管癌组）及１２５例体检健康者（对照组）进行ＡＴＭ基因单核苷酸多态性分型检

测；应用非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归统计分析 ＡＴＭｒｓ６６４９８２单核苷酸多态性与食管癌的相关性；利用ＳＨＥｓｉｓ软件分析ｒｓ６６４９８２和

ｒｓ６６４１４３连锁不平衡性及其单体型与疾病的相关性。结果　食管癌组吸烟者及有肿瘤家族史者所占比例高于对照组（犘＜

０．０５）；ＡＴＭｒｓ６６４９８２基因型与性别、年龄、饮酒在食管癌组与对照组相比无统计学差异（犘＞０．０５），ＡＴＭｒｓ６６４９８２基因型与吸

烟、肿瘤家族史在食管癌组与对照组相比有统计学差异（犘＜０．０５）；与基因型Ｃ／Ｃ比较，Ｔ／Ｔ基因型可增加食管癌发病风险，Ｃ／Ｔ

基因型可降低发病风险；ｒｓ６６４９８２和ｒｓ６６４１４３没有强的连锁不平衡性。结论　不同种族人群存在不同的 ＡＴＭ 基因多态性，这

可能是导致不同种族人群食管癌发病率和临床表现存在显著不同的因素之一。
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　　共济失调毛细血管扩张征突变（ＡＴＭ）基因属于ＤＮＡ修

复基因，其胚系突变或基因多态性可导致个体对多种肿瘤易

感，包括淋巴样肿瘤和实体瘤［１７］。食管癌是苏北地区高发恶

性肿瘤，其发病与遗传因素、环境因素和个人饮食习惯存在一

定的关系。本研究通过比较食管癌与体检健康者 ＡＴＭ 基因

ｒｓ６６４９８２位点单核苷酸多态性，以探讨此位点单核苷酸多态

性、吸烟、饮酒等因素与食管癌关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年９月至２０１２年５月本院收治的食管

癌患者１８３例（食管癌组）；同期体检健康者１２５例（对照组）。

所有受试对象均同意并签署临床科研知情同意书。

１．２　方法　采集患者静脉外抽血，以ＤＮＡ提取试剂盒（上海

生工）提取ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增。第１轮ＰＣＲ反应体系：Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，不含 Ｍｇ
２＋的１０×ＰＣＲ缓冲液

［１００ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，５００ｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，０．８％（ｖ／ｖ）

Ｎｏｎｉｄｅｔ］５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，

引物Ｆ（５′ＡＴＣＣＴＧＧＣＴＧＡＣＴＣＣＴＴＣＴＴ３′）、Ｒ（５′ＴＣＣ

ＴＣＴＡＧＴＡＡＴＧＡＴＧＣＴＧＡＣＡＡＴ３′）、模板 ＤＮＡ 各１

μＬ，双蒸水３５．５μＬ；反应条件：９５℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５８℃

３５ｓ、７２℃９０ｓ循环２５次，７２℃８ｍｉｎ；产物大小为９９６ｂｐ。

第２轮ＰＣＲ反应体系：ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，不

含 Ｍｇ
２＋的１０×ＰＣＲ缓冲液［１００ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，５００

ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．８％（ｖ／ｖ）Ｎｏｎｉｄｅｔ］５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，

ｄＮＴＰ（１０ｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，引物Ｆｉ（５′ＣＡＡＣＴＴＧＧＡＴＴＧＧＧＧ

ＣＡＧＡＴ３′）、Ｒｉ（５′ＡＡＣＣＡＴＴＣＴＧＡＡＡＡＴＡＡＴＡＡＴ

ＡＣＣＡＴ３′）各１μＬ，模板０．２μＬ，双蒸水３６．３μＬ；反应条件：

９５℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５７℃３５ｓ、７２℃９０ｓ循环３５次，７２℃

８ｍｉｎ；产物大小为７１４ｂｐ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电泳后，采

用ＰＣＲ产物纯化回收试剂盒（上海生工）回收目的条带，采用

３７３０测序列分析仪（美国ＡＢＩ）进行测序分析。
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１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析。

应用交叉法分析食管癌组与对照组患者性别、年龄、饮酒习惯、

吸烟习惯及肿瘤家族史的差异，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义；采用χ
２ 检验比较不同人群中的基因型分布以及等位基

因频率，发病风险即比值比（犗犚值）及其９５％置信区间（９５％

ＣＩ）以非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型计算；所有显著性检验均采用

双侧概率检验，显著性检验水准α＝０．０５。计算等位基因频率

分布，利用ＳＨＥｓｉｓ软件对ｒｓ６６４９８２和ｒｓ６６４１４３位点进行连锁

不平衡分析，计算犇′值和狉２ 值。

２　结　　果

２．１　两组患者一般资料比较　食管癌组吸烟者及有肿瘤家族

史者所占比例高于对照组（犘＜０．０５）；组间性别比例存在统计

学差异（犘＜０．０５），但性别与食管癌的相关性尚需进一步证

实；组间年龄构成和饮酒者比例无统计学差异（犘＞０．０５），见

表１。

表１　　组间一般资料比较［狀（％）］

一般资料 食管癌组 对照组 χ
２ 犘值

性别

　男

　女

１２３（６７．２）

６０（３２．８）

６５（５２．０）

６０（４８．０）
７．２２８ ０．００９

年龄（岁）

　＜６０

　≥６０

３９（２１．３）

１４４（７８．７）

２８（２２．４）

９７（７７．６）
０．０５２ ０．８８８

饮酒

　有

　无

８３（４５．４）

１００（５４．６）

４７（３７．６）

７８（６２．４）
１．８３１ ０．１９７

吸烟

　有

　无

９１（４９．７）

９２（５０．３）

３５（２８．０）

９０（７２．０）
１４．５０３ ０．０００

肿瘤家族史

　有

　无

３４（１８．６）

１４９（８１．４）

１１（８．８）

１１４（９１．２）
５．６９３ ０．０２１

２．２　ＰＣＲ产物测序ＰＣＲ产物测序图见图１。

　　从左至右分别为 ＴＴ、ＣＣ和 ＣＴ基因型，箭头所示为基因突变

位点。

图１　　ＡＴＭ基因ｒｓ６６４９８２测序图

２．３　ＡＴＭ基因型相关食管癌危险因素分析　非条件Ｌｏｇｉｓ

ｔｉｃ回归分析显示，ＡＴＭｒｓ６６４９８２基因型与性别、年龄、饮酒在

食管癌患者组与对照组相比无统计学意义（犘＞０．０５），说明

ｒｓ６６４９８２位点多态性与性别、年龄、饮酒对食管癌发病风险无

显著影响；ＡＴＭｒｓ６６４９８２基因型与吸烟和肿瘤家族史在食管

癌患者组与对照组相比有统计学意义（犘＜０．０５），说明

ｒｓ６６４９８２位点多态性与吸烟和肿瘤家族史对食管癌发病风险

有一定影响，见表２。

２．４　组间ｒｓ６６４９８２基因型分布比较　食管癌组ｒｓ６６４９８２位

点３种基因型分布频率不符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，样本人

群不具有代表性（χ
２＝２２．３７，犘＝２．２４×１０－６）。Ｃ、Ｔ等位基

因频率组间比较无统计学差异（χ
２＝０．０１３，犘＝０．９３４），见表

３。以Ｃ／Ｃ基因型作为参照基因型，Ｃ／Ｔ和Ｔ／Ｔ基因型犗犚值

分别为０．９０３（９５％ＣＩ：０．５３２～１．５３２，犘＝０．７０４）、１．２０８（９５％

ＣＩ：０．５０８～２．８７５，犘＝０．６６９），说明Ｃ／Ｔ基因型可减少食管癌

发病风险，Ｔ／Ｔ基因型可增加发病风险。

表２　　ＡＴＭ基因型相关食管癌危险因素分析

　（食管癌组／对照组，狀／狀）

危险因素
ｒｓ６６４９８２

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ
犗犚值（９５％ＣＩ） 犘值

性别

　男 ２８／１５ ８６／４２ ９／８ １．１３６（０．６２４～２．０６７）０．６７６

　女 １８／１８ ３６／３７ ６／５

年龄（岁）

　＜６０ １３／４ ２５／２３ １／１ １．００８（０．９８２～１．０３６）０．５４１

　≥６０ ３３／２９ ９７／５６ １４／１２

饮酒

　有 １７／１４ ３７／３０ ６／３ １．０８２（０．６１１～１．９１７）０．７８７

　无 ２９／１９ ８５／４９ ９／１０

吸烟习惯

　有 １７／６ ６８／２５ ６／４ ２．１８７（１．２３０～４．０５０）０．００５

　无 ２９／２７ ５４／５４ ９／９

肿瘤家族史

　有 ９／３ ２３／８ １／０ １．８９２（１．１１０～３．９９０）０．００４

　无 ３７／３０ ９９／７１ １４／１３

表３　　ＡＴＭｒｓ６６４９８２各基因型分布频率组间比较［狀（％）］

基因型 食管癌组 对照组

Ｃ／Ｃ ４６（２５．１） ３３（２５．６）

Ｃ／Ｔ １２２（６６．７） ７９（６１．６）

Ｔ／Ｔ １５（８．２） １３（１２．８）

Ｃ ２１４（５８．５） １４５（５８．０）

Ｔ １５２（４１．５） １０５（４２．０）

表４　　ｒｓ６６４９８２和ｒｓ６６４１４３位点基因型分布及其

　　　与食管癌的相关性

基因型
食管癌组

［狀（％）］

对照组

［狀（％）］
犗犚值（９５％ＣＩ）

ＩＶＳ６１５５Ｔ＞Ｃ（ｒｓ６６４９８２）

　Ｃ／Ｃ ４６（２５．１） ３３（２５．６） １．００（参照）

　Ｃ／Ｔ １２２（６６．７）７９（６１．６）０．９０３（０．５３２～１．５３２）

　Ｔ／Ｔ １５（８．２） １３（１２．８）１．２０８（０．５０８～２．８７５）

ＩＶＳ６２＋６０Ｇ＞Ａ（ｒｓ６６４１４３）

　Ａ／Ａ ４４（２４．０） ３２（２５．６） １．００（参照）

　Ａ／Ｇ １２１（６６．１）７７（６１．６） ０．８７（０．５１１～１．４９８）

　Ｇ／Ｇ １８（９．９） １６（１２．８） １．２２（０．５４２～２．７５６）

２．５　ｒｓ６６４９８２和ｒｓ６６４１４３连锁不平衡分析及其单体型与疾

病相关性　采用ＳＨＥｓｉｓ软件对ｒｓ６６４９８２和ｒｓ６６４１４３进行连

锁不平衡分析及其单体型与疾病相关性分析，Ｄ′值和狉２ 值分

别为０．５２８、０．０６９；０＜Ｄ′＜１，无法比较两位点连锁不平衡的

差别，仅说明两位点间可能发生重组或突变，４种单倍型均可

·２１· 国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１



出现；狉２＜０．３３提示二者间没有强的连锁不平衡关系。见

表４。

３　讨　　论

ＡＴＭ基因编码蛋白具有以下功能：（１）使受损伤的细胞

正确停留在细胞周期的限制点，使其得以充分修复；（２）激活损

伤诱导的ＤＮＡ修复；（３）阻止损伤诱导的细胞凋亡；（４）调控

免疫细胞对抗原的反应；（５）阻止基因的重排
［８］。ＡＴＭ 基因

是维持基因组稳定性的重要看守基因，与人类恶性肿瘤的发

生、发展密切相关［９］。

ｒｓ６６４９８２位点在多种肿瘤中存在多态性。Ｌｏ等
［９］发现９

个 ＡＴＭ 基因位点单核苷酸多态性 （ｒｓ１８９０３７、ｒｓ２２８５９７、

ｒｓ２２８５９２、ｒｓ６６４６７７、ｒｓ６０９２６１、ｒｓ５９９５５８、ｒｓ６０９４２９、ｒｓ２２７０６２和

ｒｓ６６４９８２）的基因型在７３０例肺癌患者和７３０例健康者中具有

较高的多态性连锁不平衡，并认为ＡＴＭ基因位点单核苷酸多

态性和吸烟可增加肺癌发病风险，与本文中吸烟和位点多态性

增加食管癌发病风险的结论一致。Ｌｅｅ等
［１０］研究了抗氧化维

生素摄入量和ＡＴＭ基因型对乳腺癌发病风险的联合或独立

作用，发现部分抗氧化维生素的摄入可能改变ＡＴＭ基因位点

突变，提示ＡＴＭ单基因型改变可能影响韩国妇女乳腺癌发病

风险。Ｌｅｅ等
［１１］为了评估 ＡＴＭ 基因多态性在乳腺癌中的作

用，对变异等位基因频率为０．１０以上的多态位点（ｒｓ６６４９８２、

ｒｓ６６４１４３等）进行了分析，发现ｒｓ６６４９８２位点等位基因频率为

０．４６，且存在连锁不平衡（犘＜０．０１），也说明ＡＴＭ基因多态性

在韩国女性乳腺癌发病中发挥了重要作用。

本研究中，食管癌患者和体检健康者ｒｓ６６４９８２Ｔ等位基因

频率分别为０．４１５和０．４２，低于高加索人（０．６６），与Ｌｅｅ等
［１１］

的研究结果基本一致。本研究中ｒｓ６６４９８２Ｔ等位基因频率低

于拉美裔人和高加索人（犘＜０．０５），可能与人种不同导致基因

遗传背景相差较远有关；而与太平洋周边地区人群Ｃ、Ｔ等位

基因频率无统计学差异（犘＞０．０５），可能太平洋周边地区人群

具有相似的遗传背景有关；与非洲裔美国人Ｃ、Ｔ等位基因频

率也没有统计学差异（犘＞０．０５），原因可能是非洲大陆和环太

平洋地带存在某种联系，导致人群存在一定程度相似的遗传背

景［１２］。

综上所述，亲缘关系越近，其基因型分布越相似，反之则差

异越显著。本研究进一步研究 ＡＴＭ 基因单核苷酸多态性与

食管癌易感性提供了一定的资料，并为疾病前瞻性研究提供了

重要的分子遗传学数据。
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ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，２００９，２４（１１）：２９１７

２９２３．

［８］ ＴｅｈｒａｎｉＦＲ，ＳｏｌａｙｍａｎｉＤｏｄａｒａｎＭ，ＨｅｄａｙａｔｉＭ，ｅｔａｌ．Ｉｓｐｏｌｙｃｙｓ

ｔｉｃｏｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅａｎｅｘｃｅｐｔｉｏｎｆｏｒｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｇｉｎｇ［Ｊ］．Ｈｕｍ

Ｒｅｐｒｏｄ，２０１０，２５（７）：１７７５１７８１．

［９］ ＶｉｓｓｅｒＪＡ，ｄｅＪｏｎｇＦＨ，ＬａｖｅｎＪＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｍüｌｌｅｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅｉｓ

ａｎｅｗｍａｒｋｅｒｆｏｒｏｖａｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２００６，１３１（１）：

１９．

（收稿日期：２０１２０９０２）

·３１·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１


