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宫颈癌是妇女常见的恶性肿瘤之一!发病率高!

严重影响广大妇女的身心健康"宫颈癌的发生是多

阶段*多步骤!有多重因素参与!其中已有研究指出叶

酸缺乏与宫颈癌的发生发展密切相关$

3"A

%

!但目前得

到的结论并不一致"叶酸生物学作用的发挥受到体

内一些酶的影响!其中!

K

!

3*"

亚甲基四氢叶酸还原酶

&

IFZ@9

'是叶酸代谢过程中的关键酶!在叶酸参与

?H=

甲基化反应的过程中起重要作用"

IFZ@9

基

因具有单核苷酸多态性!多态性位点的突变可引起其

编码的酶活性下降!推测可能与叶酸水平变化相关"

因此!本研究通过检测宫颈癌患者及正常对照者血清

叶酸水平及分析
IFZ@9

基因
86BBF

多态性!明确

其与宫颈癌易感性的关系!现将结果报道如下"

A

!

资料与方法

A.A

!

一般资料
!

病例组选自
2*3K

年
A

月至
2*3E

年

2

月佛山市第一人民医院妇科及肿瘤内科住院的确诊

为宫颈癌患者
E2

例作为病例组!均为女性!年龄
A6

"

K3

岁!平均&

55.A4̂ A.B5

'岁"病例组宫颈癌分期为

二期
AE

例!三期
55

例"组织学分型为腺癌
6

例!鳞

癌
B6

例"对照组选取同期与病例无血缘关系的体检

者共
E2

例!均为女性!年龄
AK

"

K2

岁!平均&

5K.32̂

A.E4

'岁"所有 研究对象 均为人类乳头瘤病毒

&

Z;[

'

"36

阳性!两组年龄和性别比较差异无统计学

意义&

!

#

*.*K

'"本研究方案经医院伦理委员会审核

通过!所有研究对象均签署知情同意书"

A.B

!

纳入标准及排除标准
!

病例组患者均经病理确

诊为宫颈癌"所有纳入研究的人群均排除合并严重

心*肝*肾*肺疾病者*妊娠期及哺乳期妇女*合并其他

恶性肿瘤者!所有研究对象无血缘关系"
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!
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基因
86BBF

多态性检测原理
!

采用

聚合酶链反应和限制性片段长度多态性分析&

;89"

9@C;

'方法!扩增产物由识别多态性位点的特异性核

酸内切酶进行酶切!酶切片段经电泳分析!根据电泳

条带区分基因型"

A.D

!

仪器与试剂
!

采用乙二胺四乙酸二钾&

!?F="

]

2

'抗凝管采集研究对象外周静脉血
2#C

!用于

IFZ@9

基因
86BBF

多态性检测!采用黄色促凝胶

真空采血管采集周静脉血
A#C

!

AK**O

(

#%(

离心
3*

#%(

后!上层血清用于叶酸检测"亚甲基四氢叶酸还

原酶基因
6BB8

(

F

检测试剂盒&

;89"9@C;

'购自深圳

市奥萨制药有限公司!检测仪器为
=>7

公司
BK**

荧

光实时定量
;89

仪"叶酸检测采用
9M+R/

公司
!6*3

全自动电化学发光分析仪及配套试剂"所有操作严

格按照说明书"

A.J

!

检测方法

A.J.A

!

?H=

提取
!

在
3.K#C

离心管中加入
A**

(

C

充分摇匀的变性液及
KK

(

C

抗凝全血!室温放置
K

#%(

后!

32***O

(

#%(

离心
A,

!弃去上清!在管底红褐

色沉淀中加分次加入洗涤液
=

*洗涤液
>

和无水乙醇

洗涤后离心弃去上清!沉淀置于
6KY

金属浴中干燥

约
2*#%(

后!加入
KK

(

C

溶解液混匀!

32***O

(

#%(

离心
A,

!吸取上清备用"

A.J.B

!

;89

扩增反应
!

在
;89

反应管中加入试剂

盒中的
;89

扩增混合液
23.E

(

C

!

F$

f

?H=

聚合酶

*.2

(

C

及待检
?H=

样品
A

(

C

!置于
;89

扩增仪按

以下扩增程序进行#

45Y

变性
A*,

*

6KY

退火
5K,

*

B2Y

延伸
5K,

!共
AK

个循环"

A.J.C

!

酶切反应
!

每管加入酶切缓冲液
5.B

(

C

*限

制性内切酶
*.A

(

C

和
3*

(

C;89

产物!

AB Y

温育

3R

"

A.J.D

!

电泳检测及结果分析
!

采用
3aF>!

配制

2_

琼脂糖凝胶!酶切反应管中加入电泳上样缓冲液
K

(

C

!取
3*

(

C

加入琼脂糖凝胶加样孔中!

KQ

(

+#

电压

下电泳
5K#%(

!根据电泳带型模式图判断基因型"

A.L

!

统计学处理
!

采用统计学软件
D;DD34.*

进行

数据处理"等位基因频率用基因频率计数法进行计

算!

Z$O0

X

"c/%(S/O

)

&

AVO

'平衡采用拟合优度
!

2 检

验!组间的基因型及基因频率比较采用
!

2 检验!应用

PK

值及其
4K_

的可信区间&

9#

'来估计其相对危险

度+

!

$

*.*K

表示差异具有统计学意义"

B

!

结
!!

果

B.A

!

血清叶酸水平与宫颈癌的关系
!

病例组血清叶

酸水平&

E.6A^K.6A

'

(

)

(

C

低于对照组&

3*.E5^

K.44

'

(

)

(

C

!差异具有统计学意义&

5J2.5A

!

!J

*.*36

'"

B.B

!

不同组别
IFZ@9

基因
86BBF

基因型分布情

况
!

对病例组和对照组的
IFZ@9

基因
86BBF

位点

各基因分布进行
Z$O0

X

"'/%(S/O

)

平衡检验!分布符

合遗传平衡法则&

!

#

*.*K

'!说明样本具有代表性!各

种基因型电泳图见图
3

"表
3

显示了
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86BBF

各基因型的分布情况"其中!病例组和对照组

均为杂合型&

8F

'频率最高!病例组纯合型&

FF

'高于

野生型&

88

'!而对照组则相反"两组间各基因型频率

不一致!差异具有统计学意义 &

!

2

JB.K24

!

!J

*.*2A

'"两组人群
IFZ@9

基因
86BBF

等位基因频

率比较结果显示!病例组
F

等位基因频率高于
8

等位

基因!与对照组的基因分布不一致!差异具有统计学

意义&

!

2

JK.4*A

!

!J*.*3K

'"

!!

注#

3

纯合型&

FF

'+

2

杂合型&

8F

'+

A

野生型&

88

'+

5

杂合型

&

8F

'+

K

杂合型&

8F

'+

6

阳性质控

图
3

!!

各种基因型电泳图

表
3

!!

IFZ@9

基因
86BBF

位点的基因频率分布$

(

%

_

&'

组别
(

86BBF

基因型频率

88 8F FF

86BBF

等位基因频率

8 F

病例组
E2 3K

&

3E.A

'

52

&

K3.2

'

2K

&

A*.K

'

B2

&

5A.4

'

42

&

K6.3

'

对照组
E2 2A

&

2E.3

'

5E

&

KE.K

'

33

&

3A.5

'

45

&

KB.A

'

B*

&

52.B

'

B.C

!

IFZ@9

基因
86BBF

多态性与宫颈癌易感性

分析
!

与野生型&

88

'人群相比!纯合型&

FF

'人群患

宫颈癌的危险性显著增高&

PKJA.5EK

!

4K_9#

#

3.AA3

"

4.322

'!而杂合型&

8F

'人群对宫颈癌患病的

危险性未发现显著影响 &

PKJ3.BK2

!

4K_9#

#

*.E3*

"

A.BE4

'"见表
2

"

表
2

!!

IFZ@9

基因
86BBF

多态性与宫颈癌易感性的关系

基因型(

等位基因

病例组

&

(

'

对照组

&

(

'

PK

&

4K_9#

'

!

2

!

88 3K 2A 3.***

8F 52 5E 3.BK2

&

*.E3*

"

A.BE4

'

2.*KA *.3K2

FF 2K 33 A.5EK

&

3.AA3

"

4.322

'

6.6E6 *.*3*

B.D

!

血清叶酸和
IFZ@9

基因多态性相互作用与宫

颈癌易感性分析
!

结合考虑人群血清叶酸水平和

IFZ@9

基因
86BBF

多态性相互作用!与宫颈癌易

感性的相关性进行分析!结果显示!在叶酸充足人群

中!

IFZ@9

基因型为纯合型&

FF

'的人群患宫颈癌

的危险为
2.*KB

倍&

4K_9#

#

*.5KK

"

4.A*5

'!而叶酸

不充足且
IFZ@9

基因型为纯合型&

FF

'的人群患宫

颈癌的危险则上升为
5.AK5

倍&

4K_9#

#

3.34K

"

3K.E6K

'"见表
A

"

表
A

!!

血清叶酸和
IFZ@9

基因多态性相互作用与宫颈癌易感性的关系

血清叶酸
IFZ@9

基因型 病例组&

(

' 对照组&

(

'

PK

&

4K_9#

'

!

2

!

(

3*.E5

(

)

(

C 88 B 32 3.***

8F 3B 2K 3.366

&

*.AE3

"

A.K6A

'

*.*B2 *.BEE

FF 6 K 2.*KB

&

*.5KK

"

4.A*5

'

*.EE4 *.A56

$

3*.E5

(

)

(

C 88 E 33 3.***

8F 2K 2A 3.54K

&

*.K33

"

5.A6E

'

*.K52 *.562

FF 34 6 5.AK5

&

3.34K

"

3K.E6K

'

K.2A3 *.*22

C

!

讨
!!

论

!!

宫颈癌是仅次于乳腺癌的第二大女性致死癌症!

每年全世界约有
K*

万新发病例!死亡人数超过
2B

万"国家癌症中心发布的研究数据表明!我国在
2*35

年宫颈癌患病率居全世界第二"宫颈癌的病因尚未

完全明确!叶酸属于
>

族维生素!可参与
?H=

的合成

和甲基化"叶酸缺乏则导致
?H=

甲基化异常和

?H=

修复障碍!从而增加肿瘤发生的风险"最近有

研究指出!叶酸缺乏可能与宫颈癌发生密切相关!但

尚未得出一致的结论"本研究分别检测宫颈癌患者

及对照者血清叶酸水平!发现宫颈癌患者血清叶酸水

平显著低于对照组!与之前报道一致$

5"K

%

!提示叶酸缺

乏可能增加宫颈癌发生的危险"

IFZ@9

是叶酸代谢过程中的关键酶!能不可逆

催化
HK

!

H3*"

亚甲基四氢叶酸转化为
HK"

甲基四氢

叶酸!为甲基循环提供供体!维持机体
?H=

正常甲基

化反应!参与
?H=

合成"

IFZ@9

基因具有单核苷

酸多态性!常见的多态性位点为
86BBF

!其野生型

&

88

'可发生一个位点突变!为杂合型&

8F

'!或两个位

点突变!为纯合型&

FF

'"

86BBF

位点的突变可导致

IFZ@9

发生酶活性改变!其中杂合型&

8F

'酶活性

只有野生型&

88

'的
6K_

!而纯合型&

FF

'的酶活性则

只有
A*_

左右"

IFZ@9

酶活性的降低!可导致血清

叶酸水平下降!引起
?H=

甲基化异常和
?H=

合成

障碍!可能参与肿瘤的发生发展过程"国内外已有研

究指出
86BBF

多态性与乳腺癌*大肠癌*白血病等发

生密切相关$

6"E

%

"本研究对宫颈癌患者及对照组

IFZ@9

基因
86BBF

多态性进行检测!结果显示!研

究所选的样本等位基因分布符合
AVO

平衡!具有群

体代表性!在宫颈癌患者中!纯合型&

FF

'所占比例为

)

23B

)
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A*.K_

!显著高于对照组&

3A.5_

'!对等位基因频率

比较的结果也显示!病例组
F

等位基因频率高于
8

等

位基因!与对照组相反!提示
IFZ@9

基因的纯合型

&

FF

'是宫颈癌的易感基因!其患宫颈癌的风险较野

生型 &

88

'人群显著增加 &

PKJA.5EK

!

4K_9#

#

3.AA3

"

4.322

'!与之前的研究报道基本一致$

4"33

%

"

有研究认为!

IFZ@9

基因
86BBF

多态性与肿

瘤发生风险的关系!受血清叶酸水平的影响!存在一

定的交互关系"

IFZ@9

是叶酸代谢过程的关键酶!

IFZ@9

基因发生突变可导致酶活性下降!从而改变

个体对肿瘤的遗传易感性!同时也引起体内叶酸水平

的改变"然而!叶酸水平可以通过膳食进行补充!在

一定程度上降低由于
IFZ@9

基因突变人群的肿瘤

易感风险"因此在考虑
IFZ@9

基因多态性对肿瘤

的影响时!必须同时考虑体内实际叶酸水平!才能正

确评估个体的遗传易感性"对
IFZ@9

基因
86BBF

多态性与结直肠癌发生风险的研究结果指出!纯合型

&

FF

'的个体发生结肠癌的风险低于杂合型&

8F

'和野

生型&

88

'个体!然而!当叶酸水平不足时!纯合型

&

FF

'的保护作用减弱!甚至可能转变为结肠癌发生

风险增加$

B

%

"同样的!对
IFZ@9

基因
86BBF

多态

性与乳腺癌发生风险的研究也认为!纯合型&

FF

'携

带者与乳腺癌发生风险呈正相关的现象仅存在于叶

酸不足的妇女当中$

6

%

"因此!本研究对血清叶酸和

IFZ@9

基因多态性相互作用与宫颈癌易感性进行

了综合分析"结果显示!在叶酸充足人群中!

IFZ@9

基因型为纯合型&

FF

'的人群患宫颈癌的危险性较对

照组并无显著增加!而在叶酸不充足且
IFZ@9

基因

型为纯合型&

FF

'的人群中!患宫颈癌的危险则显著

上升为野生型&

88

'的
5.AK5

倍&

4K_9#

#

3.34K

"

3K.E6K

'!提示在存在
IFZ@9

基因突变的个体中!补

充充足的叶酸也有利于降低宫颈癌的发生风险!与

>=?7<=

等$

32

%研究结论基本一致"

D

!

结
!!

论

!!

研究结果表明!

IFZ@9

基因
86BBF

多态性是

宫颈癌发生的易感因素!该基因的纯合型&

FF

'可增

加宫颈癌发生的危险!在低叶酸水平的纯合型&

FF

'

人群中!发生宫颈癌风险最高"由于本研究所纳入的

研究对象均已证实为
Z;["36

阳性!可排除
Z;["36

感染对统计结果的影响"然而!由于条件所限!本研究

的样本量较小!在后期试验中应加大样本量!并纳入

Z;["36

阴性人群进行分析研究!进一步明确叶酸*

IFZ@9

基因多态性及
Z;["36

与宫颈癌的相互关系"
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