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#基因多态性与鼻咽癌"

Z_S

#遗传易感的相关性$方法
!

对来自广西地区

的
:!

例鼻咽癌患者和
:!

例健康体检者采用聚合酶链反应
)

限制性片段长度多态性"

_S=)=YP_

#及酶联免疫吸附法!分析
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基因的
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个单核苷酸多态性"
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位点在
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患者中
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基因型分布频率"
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组
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等位基因频率为
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!高于正常对照组的
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#!并且
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等位基因携带者的血清
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水平明显高

于
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基因型"

AV#4##

#$携带
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和
(SS

单倍型的个体罹患鼻咽癌风险性是携带
RRS

单倍型者的
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倍和
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倍$结论
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位点的基因多态性与广西地区鼻咽癌的遗传易感性有关!
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基因型可能是
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发生的易感基因型!携
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风险增高$
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Z_S

%是一种多因素,

多基因共同作用的恶性肿瘤#其发病具有明显的地区性,种族

易感性和家族聚集性+流行病学调查发现#相对于美国,澳大

利亚等鼻咽癌低发国家而言#中国鼻咽癌高发区的移民者鼻咽

癌发病率仍然高于当地居民-

3)$

.

#提示了自身遗传很可能是

Z_S

发病的重要因素之一+人类基因多态性在阐明疾病发病

机制,人体对疾病的易感性和临床表现的多样性#以及对药物

治疗的反应性上具有重要的指导意义+白介素
)36

$

\P)36

%是

一种前炎症细胞因子#在炎症和自身免疫性疾病乃至肿瘤的生

长和恶化中发挥重要作用+关于
\P)36

基因多态性与癌症易

感性的研究已有报道-

"

.

#但其与鼻咽癌高发地区的遗传易感性

研究#目前国内尚未见报道+本研究对来自鼻咽癌高发地区广

西的
3!#

名研究对象#选择
\P)36

基因中与基因表达密切相关

的
"

个单核苷酸多态性$

TZ_

%

@833!!6$3;R

"

(

,

@8<::;;;5R

"

S

和
@8<#:$333S

"

R

#探讨
\P)36

的基因多态性与鼻咽癌的遗传

易感性的关系#为鼻咽癌发病机制的深入研究提供理论依据+

?

!

资料与方法

?4?

!

研究对象
!

鼻咽癌组!来源于
$##5

年
3#

月至
$#3#

年
<

月广西医科大学第一附属医院确诊为鼻咽癌的广西籍患者#男

!!

例#女
$#

例+病例均经病理学确诊为鼻咽癌#未经化疗,放

疗,免疫生物治疗等+对照组!来源于广西医科大学第一附属

医院体检中心的健康体检者#男
!#

例#女
$!

例+均为广西籍

无鼻咽癌家族史#排除了心,脑,肝,肾等疾病+所有入选对象

均为广西地区非血缘的个体#由临床医师征得患者同意并填写

知情同意书+

?4@

!

标本采集和保存
!

取外周静脉血
<BP

#其中
$BP

离心

留取血清
];#X

保存#用于
\P)36

血清水平的检测&另外
$BP

外周血用
.&R+)b

$

抗凝#采用酚
)

氯仿抽提法提取
&Z+

#经纯

#$$

重庆医学
$#3$

年
3

月第
<3

卷第
"

期
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各位点引物序列及反应条件
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度鉴定后于
]$#X

保存备用+

?4A

!

血清
\P)36

水平的检测
!

人
\P)36

定量测定采用酶联免

疫吸附试验试剂盒$美国
=&

公司%检测#严格按说明书操作+

?4B

!

\P)36

基因型检测

?4B4?

!

引物设计
!
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@8<::;;;5R

"

S

,

@8<#:$333S

"

R

位点序列扩增引物参照文献设计-

"

.#引物$由上海生物工程有限

公司合成%序列见表
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反应
!

_S=

扩增条件!

_S=

扩增反应体系均为

$!4#

%

P

#其中含
3#hLJDD>@

缓冲液
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%

P

#

0ZR_$4#
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#
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#
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模板
$4#

%

P

#
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g

&Z+

聚合酶
#4$

%

P

#

去离子水
/

$

[3!4"

%

P

+置
_S=

仪$

R->B@B1

#

KT+

%中扩增#

扩增反应条件如下!

5! X

预变性
! B29

&

5! X

变性
<!8

&
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位点
6#X

退火
<!8

#

@8<::;;;5

位点
6"X

退火
<!

8

#

@8<#:$333

位点
6:X

退火
<!8

&

:$X

延伸
3B29

#扩增
"#

个

循环&

:$X

延伸
!B29

+再分别以
Z0>\

,

+-0\

和
L8B+\"

个

限制性内切酶$

Y>@B>9A?8

#

KT+

%#

":X

酶切
36-

#

$̂

的琼脂

糖凝胶
33#%

电泳
<!B29

#在凝胶电泳成像分析系统下分析+

&Z+

测序结果由
S-@1B?8

软件读出后#与
(>9>L?9W

参照序

列进行对比+

?4N

!

统计学处理
!

采用
T_TT3"4#

软件进行统计分析#临床

计量资料用
? ;̀

表示#各组间数据比较用
6

检验+鼻咽癌组

和对照组间等位基因及基因型分布频率经
/?@0

H

)e>29G>@

I

平

衡试验检验是否具有群体代表性+单倍型构建及分析采用

_/+T.$4#

软件+基因型和等位基因频率采用基因直接计数

法计算&用
-

$ 检验比较两组间基因型,等位基因和单倍型频率

的差异#以比值比$

NO

%及
5!̂

可信区间$

5!̂ S\

%表示相对风

险度#以
A

#

#4#!

为差异有统计学意义+

@

!

结
!!

果

@4?

!

一般资料比较和样本群体代表性的确定
!

将鼻咽癌组和

对照组的一般临床资料进行比较#两组间性别和年龄差异无统

计学意义$

-

$

V#4:5<

#

AV#4":"

&

6V34!6

#

AV#43$3

%+经
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平衡检验#

\P)36

基因
"

个位点
@833!!6$3;

,

@8<::;;;5

,

@8<#:$333

基因型在鼻咽癌组和对照组分布的实际

值和预测值比较差异无统计学意义$

A

(

#4#!

%#所选取的样本

具有代表性和可比性+

@4@

!

"

个位点酶切产物电泳结果
!

@833!!6$3;

位点当碱基

R

"

(

转变时酶切位点消失#电泳出现
3<:G

C

和
$<G

C

$

个片

段为
RR

型#出现
3:3G

C

,

3<:G

C

和
$<G

C

"

个片段为
R(

型#

只出现
3:3G

C

的片段为
((

型+本研究中发现
RR

,

R(

,

(("

种基因型$图
3?

%+

@8<::;;;5

位点当碱基
R

"

S

转变时#发现

只有
3

个
$;#G

C

的片段为
RR

型#出现
$;#G

C

,

$<6G

C

和
"<

G

C

"

个片段为
RS

型$图
3G

%+

@8<#:$333

位点当碱基
S

"

R

转

变时#

SS

型只有
3

个
36<G

C

的片段#

SR

型可出现
36<G

C

,

3<#G

C

和
$<G

C

"

个片段$图
3,

%+

图
3

!!

"

个位点酶切产物电泳图

图
$

!!

@833!!6$3;

位点基因型

@4A

!

@833!!6$3;

,

@8<::;;;5

,

@8<#:$333

增产物测序结果
!

本

3$$

重庆医学
$#3$

年
3

月第
<3

卷第
"

期



实验中的
_S=

产物采用反链测序#根据碱基互补配对原则#得

出正链配对碱基#

"

个位点测序 结 果 与
(>9>L?9W Z'

1

3:$$3:4$

参照序列相一致+

@4A4?

!

\P)36@833!!6$3;

位点测序图谱
!

该位点测序发现

RR

,

R(

,

(("

种基因型#与酶切结果吻合+箭头所示为基因

突变位点#见图
$

+

@4A4@

!

\P)36@8<::;;;5

位点测序图谱
!

该位点测序发现

RR

,

RS$

种基因型#与酶切结果吻合+箭头所示为基因突变

位点#见图
"

+

图
"

!!

@8<::;;;5

位点基因型

@4A4A

!

\P)36@8<#:$333

位点测序图谱
!

该位点测序发现

SS

,

SR$

种基因型#与酶切结果吻合+箭头所示为基因突变

位点#见图
<

+

图
<

!!

@8<#:$333

位点基因型

@4B

!

鼻咽癌组和对照组
"

个位点基因型及等位基因频率分布

比较
!

@833!!6$3;

位点在
Z_S

患者中#

RR

,

R(

和
((

基因型

频率分别是
<$4:̂

,

<54"̂

和
;4#̂

#而在正常对照组#分别是

634"̂

,

"<4:̂

,

<4#̂

#

R(

基因型在两组间差异有统计学意

义$

NOV$4#!

#

5!̂ S\

为
34#<

!

<4#3

#

AV#4#":

%+其
(

等位

基因频率在
Z_S

组中显著高于对照组#分别是
"$4:̂

和

$34"̂

#两者比较差异有统计学意义$

NOV34:5

#

5!̂ S\

为

34#3

!

"4##

#

AV#4#$:

%+其余
@8<::;;;5R

"

S

和
@8<#:$333S

"

R

位点无论是基因型或等位基因频率在
Z_S

组和正常对照组

间比较差异无统计学意义$

A

(

#4#!

#表
$

%+

表
$

!!

鼻咽癌组和对照组
"

个
TZ_

的基因型

!!

及等位基因频率#

&V:!

%

基因多态性
鼻咽癌组

-

&

$

^

%.

对照组

-

&

$

^

%.

NO

$

5!̂ S\

%

'

A

'

@833!!6$3;R

"

(

!

基因型

!!

RR "$

$

<$4:

%

<6

$

634""

%

34##

@>D

!!

R( ":

$

<54"

%

$6

$

"<46:

%

$4#!

$

34#<

!

<4#3

%

#4#":

!!

(( 6

$

;4#

%

"

$

<4#

%

$4<3

$

34!6

!

:4$6

%

#43<$

!

等位基因

!!

R 3#3

$

6:4"

%

33;

$

:;4:

%

34##

@>D

!!

( <5

$

"$4:

%

"$

$

$34"

%

34:5

$

34#3

!

"4##

%

#4#$:

@8<::;;;5R

"

S

!

基因型

!!

RR "5

$

!$4#

%

<5

$

6!4"

%

34##

@>D

!!

RS "6

$

<;4#

%

$6

$

"<4:

%

34:<

$

#45#

!

"4"!

%

#4#5:

!!

SS #

$

#4#

%

#

$

#4#

%

!

等位基因

!!

R 33<

$

:64#

%

3$<

$

;"4#

%

34##

@>D

!!

S "6

$

$<4#

%

$6

$

3:4#

%

34!#

$

#45#

!

"4"!

%

#43!<

@8<#:$333S

"

R

!

基因型

!!

SS <3

$

!<4:

%

<<

$

!64#

%

34##

@>D

!!

SR "<

$

<!4"

%

"3

$

<<4#

%

343:

$

#46$

!

$4$!

%

#46$3

!!

RR #

$

#4#

%

#

$

#4#

%

!

等位基因

!!

S 336

$

::4"

%

335

$

:54"

%

34##

@>D

!!

R "<

$

$$4:

%

"3

$

$#4:

%

343$

$

#46<

!

3456

%

#46:<

!!

'

!通过
L29?@

H

P1

I

28A2,

回归校正性别,年龄计算出相应的
A

值和

NO

值+

@4N

!

鼻咽癌组
"

个位点基因型与血清
\P)36

水平比较
!

鼻咽

癌组血清
\P)36

水平为$

<#4$$`54#5

%

CI

"

BP

#显著高于正常

对照组的$

$;4"3̀ !4$;

%

CI

"

BP

#两组间比较差异有统计学意

义$

AV#4###

%+在鼻咽癌组中#

@833!!6$3;R

"

(

位点
R(

,

((

基因型与
RR

基因型血清
\P)36

水平比较差异有统计学意义

$

AV#4##3

%+

(

等位基因携带者的血清
\P)36

水平明显高于

RR

基因型$

AV#4##

%+而
@8<::;;;5R

"

S

和
@8<#:$333S

"

R$

位点各基因型之间的血清
\P)36

水平比较#差异无统计学意义

$

AV#4#;

#

AV#4:56

%#结果见表
"

+

@4O

!

@833!!6$3;R

"

(

,

@8<::;;;5R

"

S

,

@8<#:$333S

"

R

单倍型

分析
!

应用
_/+T.

软件对
@833!!6$3;R

"

(

,

@8<::;;;5R

"

S

,

@8<#:$333S

"

R

多态性构建单倍型#并进行频率计算+由表
<

数据得出
(RR

和
(SS

单倍型在
Z_S

组和对照组中的分布频

率比较差异有统计学意义$

AV#4#$#

#

AV#4#$<

%#分别携带

(RR

和
(SS

单倍型的个体罹患鼻咽癌风险性是携带
RRS

单

倍型者
$45!

倍和
$4:"

倍+其他单倍型频率两组间比较差异

$$$

重庆医学
$#3$

年
3

月第
<3

卷第
"

期



无统计学意义$

A

(

#4#!

%+

表
"

!!

"

个位点基因型与血清
\P)36

水平比较#

? ;̀

$

&V:!

%

各位点基因型
&

\P)36

浓度

$

CI

"

BP

%

6 A

@833!!6$3;R

"

(

!

RR "$ "!4;#̀ !4;$

!

R( ": <"43$̀ 545; "46<3 #4##3

!

(( 6 <!453̀ ;4"3 "46<: #4##3

!

R(k(( <" <"4!3̀ 54:$ <4$6: #4###

@8<::;;;5R

"

S

!

RR "5 ";4<6̀ 54!$

!

RS "6 <$43"̀ ;4"$ 34::! #4#;#

@8<#:$333S

"

R

!

SS <3 <#4<:̀ ;4$#

!

SR "< "545$̀ 3#43: #4$6# #4:56

表
<

!!

"

个位点多态性的单倍型在两组的分布(

&

#

^

%)

单倍型
鼻咽癌组

$

$9V3!#

%

对照组

$

$9V3!#

%

NO

$

5!̂ S\

%

A

RRS 63

$

<#46:

%

:#

$

<646:

%

34##

@>D

(RR 3;

$

3$4#

%

:

$

<466

%

$45!

$

343!

!

:4!<

%

#4#$#

(SS 35

$

3$46:

%

;

$

!4""

%

$4:"

$

3433

!

6466

%

#4#$<

(RS 3$

$

;4#

%

3;

$

3$4#

%

#4::

$

#4"<

!

34:$

%

#4!3!

RSS 35

$

3$46:

%

36

$

3#46:

%

34"6

$

#46!

!

$4;;

%

#4<3:

RSR :

$

<466

%

3$

$

;4#

%

#46:

$

#4$!

!

34;3

%

#4<$6

RRR 3<

$

54""

%

35

$

3$46:

%

#4;!

$

#4"5

!

34;"

%

#46:#

A

!

讨
!!

论

人类基因多态性在揭示疾病发病机制,人体对疾病的易感

性和临床表现的多样性上具有重要的指导意义+由于基因多

态性存在明显种族和地域的差异#因此#在中国开展人群的基

因多态性与疾病关系的研究#尤其是在高发地区#具有重要的

意义+至今已有多个研究发现了一些细胞因子的基因多态性

位点与
Z_S

易感性相关#并取得了重要的进展+研究显示#

\P)3$

C

<#k33;;+

"

S

基因型与
Z_S

的发生和发展相关-

<

.

#而

\P)3;

$

6#:+

%与
Z_S

的病重程度有关-

!

.

+其他细胞因子如

\P)3

,

\P)$

,

RZY)

&

,

R(Y)

+

3

等均被发现与
Z_S

有关联-

6)5

.

+

\P)36

是一个前炎症细胞因子#其主要的生物学活性有将

S&<

k细胞聚集炎症部位,促使
S?

$k向细胞内转移及诱导炎症

细胞因子的产生+

(?1

等-

"

.研究发现
@833!!6$3;

位点
(

等位

基因的个体患肠癌,胃癌的发病率显著升高&分析
@8<#:$333

位点发现#患肠癌,胃癌的风险在携带
S

等位基因的女性中高

于携带
R

等位基因的女性+

\P)36@833!!6$3;R

"

(

位点曾被

报道与系统性红斑狼疮-

3#

.和冠状动脉疾病-

33

.等有关联+

/188>292

等-

3$

.研究显示
\P)36)$5!R

"

S

基因多态性与哮喘有

关联+

\P)36)$5!R

"

S

多态性还被证实与下列疾病相关!过敏

性接触性皮炎#

(&

甲亢#克罗恩病#丙肝患者肝移植术后

等-

3")3<

.

+然而国内文献尚未有
\P)36

基因多态性与
Z_S

相关

性研究的报道#广西作为鼻咽癌高发区#对其进行
\P)36

基因

多态性与鼻咽癌易感相关性的探讨将是一项很有价值的研究+

研究结果发现
\P)36@833!!6$3;

位点与鼻咽癌的遗传易

感性相关#而
@8<#:$333S

"

R

和
@8<::;;;5R

"

S

的多态性与其

易感性无关联+其中#鼻咽癌组血清
\P)36

水平显著高于正常

对照组+对鼻咽癌组各位点基因型间的
\P)36

血清水平进行

比较#结果发现
@833!!6$3;R

"

(

位点中
R(

,

((

基因型比
RR

基因型明显升高&

(

等位基因携带者$

R(k((

基因型%的血清

\P)36

水平显著高于
RR

基因型+同时#

\P)36@833!!6$3;

位点

在
Z_S

患者中
R(

基因型分布频率$

<54"̂

%显著高于健康对

照组$

"<4:̂

%#

(

等位基因频率也明显高于对照组+这提示了

R(

基因型可能是
Z_S

发生的易感基因型#携带
(

等位基因

的个体患
Z_S

风险增高+因此#在病理条件下#携带
(

基因

型的个体可能出现
\P)36

高表达进而增加
Z_S

的发病风险+

从理论上推测#

((

基因型应该比
R(

基因型更有可能成为

Z_S

的易感基因型#然而#在本研究结果并非如此+考虑原因

主要是
@833!!6$3;R

"

(

位点
((

基因型属于低表达量基因型#

在人群中的分布频率较低的缘故#对照组中
((

基因型仅有
"

例$

<̂

%#国际人类基因组单体型图
/?

C

'?

C

计划中数据也证

明了这一点-

3!

.

+研究中还对
"

个位点进行了联合分析#构建

出了
:

种单倍型+单倍型分析比单个位点分析有利于发现基

因与疾病或某种表型的相关性#更具有遗传学意义+在
Z_S

组中发现单倍型
(RR

,

(SS

的分布频率高于对照组#提示单

倍型
(RR

,

(SS

可能是
Z_S

发病的遗传危险因素+经分析#

(RR

和
(SS

单倍型的个体罹患
Z_S

风险增加分别为
$45!

倍和
$4:"

倍+由此可知#虽然在
Z_S

组与对照组之间

@8<::;;;5R

"

S

,

@8<#:$333S

"

R

多态性的差异无统计学意义$

A

(

#4#!

%#但与
@833!!6$3;R

"

(

协同共同构成的单倍型对
Z_S

的发生则更具有实际意义+因此#在探讨基因与疾病相关时#

单倍型分析可能提供更多的信息#有利于更精确和客观地分析

疾病的遗传易感性+
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为
#4!!3

!

#4:33

+

@4A4@

!

分半信度
!

将问卷条目按奇,偶序列号分成两组#计算

这两部分的
_>?@819

相关系数#该问卷的分半信度
#4:<6

#各分

量表的分半信度
#4!63

!

#4:"6

#见表
"

+

表
"

!!

各维度及总问卷信度

项目 内部一致信度 分半信度

道德素质维度
#4:33 #4:"6

法律素质维度
#4!$3 #4!5$

文化素质维度
#466$ #4!63

心理素质维度
#4!!3 #46$#

审美素质维度
#46;$ #4665

总问卷
#4;$; #4:<6

A

!

讨
!!

论

人的素质是影响社会建设发展的重要因素#对各个行业和

领域的发展都有非常明显的影响#成为近年来社会学领域中重

要的研究课题+随着中国学者针对护士人文素质展开研究#研

究方法呈现多样化特点#主要有描述性研究,经验总结以及问

卷调查法+目前#针对护士人文素质的调查主要包括护士人文

知识调查,护士语言及文学,护士的历史及文化观点,哲学及政

治观点,护士审美水平,护士专业服务态度,护士的道德及心理

等-

!):

.

+调查内容不尽相同#其信度,效度以及适用性都存在着

一定的问题#很难真实有效地反映护士人文素质水平+因此#

本研究在广泛查阅文献的基础上#通过开展专家访谈,小样本

试测,分析修改,信效度验证后才形成该问卷+该问卷的编制

程序比较客观,合理+

对于问卷结构的构建可以通过理论分析或探索性因素分

析来实现-

;

.

+本问卷在编制过程中#首先通过文献查阅以及课

题组讨论初步形成了问卷的理论构架#包括道德素质,法律素

质,文化素质,心理素质和审美素质
!

个维度+然后立足五维

度理论构想#结合人文素质相关研究成果和专家访谈编制了问

卷条目#通过项目分析和探索性因素分析#最后得到由
!#

个条

目组成的调查问卷+针对包含这
!#

个条目的问卷进行信度和

效度的验证#该问卷各条目的临界比达到显著性$

A

#

#4#!

%#

与总分的相关均大于
#4$#

#各条目具有较好鉴别度&探索性因

素分析及验证性因素分析结果表明护士人文素质调查问卷结

构模型中各拟合指数达到可接受范围#说明模型是可接受的#

验证了问卷的结构效度&采用了内部一致性信度,分半信度评

价问卷信度#内部一致性信度为
#4;$;

#分半信度
#4:<6

+信度

系数在
#46

!

#4;

表示信度为中度#

#4;#

以上为良好-

5

.

+总的

来说#护士人文素质调查问卷具有较好的科学性及针对性#可

作为科学评估护士人文素质的工具+
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