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ｍｉｃｒｏＲＮＡ相关基因ｒｓ８９５８１９、ｒｓ６５０５１６２和ｒｓ２２９２８３２的

ＳＮＰ变异与Ｂ细胞淋巴瘤患者生存关系的研究


张　博，陈洁平△

（第三军医大学西南医院血液病中心，重庆４０００３８）

　　摘　要：目的　探讨ｈａｓｍｉｒ２７ａ基因（ｒｓ８９５８１９）、ｐｒｅｍｉｒ４２３区域（ｒｓ６５０５１６２）和 ｍｉＲ１４９（ｒｓ２２９２８３２）ｍｉＲＮＡ的编码基因

区域单核苷酸多态性变异与Ｂ细胞淋巴瘤患者的生存关系。方法　收集２００８年１０月至２０１０年３月北京肿瘤医院１００例Ｂ细

胞淋巴瘤患者外周血样并提取ＤＮＡ。采用ＰＣＲＲＦＬＰ方法对３个基因ｍｉＲＮＡ的编码因区域位点的单核苷酸多态性进行检测，

采用ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析３个基变异与Ｂ细胞淋巴瘤患者的生存关系。结果　ｒｓ２２９２８３２位点中ＣＣ基因型占６％，病死率

为５０．０％，ＣＴ基因型占５３％，病死率为４１．５％，ＴＴ基因型占３９％，病死率为６１．５％。ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析无统计学意义，

犘＞０．０５。ｒｓ８９５８１９位点中ＡＡ基因型占５０％，病死率为５０．０％；ＡＧ基因型占４１％，病死率为４６．３％；ＴＴ基因型占９％，病死率

为６６．７％。ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析显示差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ｒｓ６５０５１６２位点中ＡＡ基因型占６％，病死率为６６．７％；

ＡＣ基因型占３９％，病死率为５１．３％；ＣＣ基因型占５２％，病死率为４８．１％。ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析显示差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。结论　本研究未发现ｈａｓｍｉｒ２７ａ基因（ｒｓ８９５８１９）、ｐｒｅｍｉｒ４２３区域（ｒｓ６５０５１６２）和 ｍｉＲ１４９（ｒｓ２２９２８３２）３基因位点

的变异与Ｂ细胞淋巴瘤患者的生存有关联。
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　　淋巴造血系统肿瘤中最常见的类型为Ｂ细胞淋巴瘤，其

分类繁多、复杂，诊断困难，复发率较高，预后参差不一。近年

来，其发病率逐年上升。非霍奇金淋巴瘤（ＮＨＬ）按目前常规

的治疗方案，５年无病生存率约４１％～８０％，但仍有２０％～

５９％的患者常规治疗失败和复发，挽救性治疗的效果较差
［１］。

许多因素与Ｂ细胞淋巴瘤的预后相关，其中 ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲ

ＮＡ）在Ｂ细胞淋巴瘤预后中的作用是近年来人们关注的

热点。

ｍｉＲＮＡ是一类２１２４核苷酸的非编码ＲＮＡ，它在恶性肿

瘤发生、发展中的作用倍受人们关注。研究表明，ｍｉＲＮＡ的表

达谱可以鉴定瘤组织和非瘤组织，具有肿瘤特异性；ｍｉＲＮＡ的

成熟受限与细胞的恶性转化相关；单个 ｍｉＲＮＡ功能异常与肿

瘤的发生和预后密切相关［２］。由于单个 ｍｉＲＮＡ的变化可能

对众多下游 ｍＲＮＡ功能产生影响，研究 ｍｉＲＮＡ及其多态性

有望成为一类新的肿瘤发生和预后的候选标志物。ｍｉＲＮＡ通

过和靶基因的 ｍＲＮＡ碱基配对并引导沉默复合体（ＲＩＳＣ）降

解ｍＲＮＡ和阻碍其翻译
［３４］。研究表明，在一些 ｍｉＲＮＡ的编

码基因区域存在多态性位点，这些位点可能会对 ｍｉＲＮＡ表达

或剪切、成熟过程产生影响，进而影响其对靶基因的调控效应，

从而影响患者的预后及生存率。ｈａｓｍｉｒ２７ａ基因（ｒｓ８９５８１９）、

Ｐｒｅｍｉｒ４２３区域（ｒｓ６５０５１６２）和 ｍｉＲ１４９（ｒｓ２２９２８３２）的 ｍｉＲ

ＮＡ的编码基因区域位点的单核苷酸多态性与胰腺癌、胃癌、
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小细胞癌、乳腺癌等多种肿瘤的预后相关［５７］。本研究通过检

索ｍｉＲＮＡ多态性位点数据库，对 ｍｉｒ２７ａ（ｒｓ８９５８１９）、ｍｉｒ４２３

（ｒｓ６５０５１６２）和ｍｉｒ１４９（ｒｓ２２９２８３２）这３个位点的单核苷酸多

态性与Ｂ细胞淋巴瘤生存关系进行分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究病例１００例标本均来自北京肿瘤医院

２００８年１０月至２０１０年３月经活组织病理检查证实明确诊断

的新发ＮＨＬ。经形态及免疫组化Ｂ细胞亚型检查证实为Ｂ

细胞型ＮＨＬ。患者来自北京市及其周边省区，均为中国大陆

汉族人，可以代表华北地区患者人群。

１．２　随访　自确诊之日起，全部病例采用门诊复查或电话随

访进行数据收集。随访截止日期为２０１０年５月３１日，其中４

例失访而不具有完整数据资料，随访率为９２．２％。失访病例

以失访日期作为死亡日期。随访过程中，患者死于其他疾病或

意外、未能随访到患者或其亲属、在随访截止日期尚生存的患

者为截尾数据，统计学上按删失计算。

１．３　基因ＤＮＡ提取　取静脉血２ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝。应用北

京康为世纪ＤＮＡ提取试剂盒提取ＤＮＡ（按说明书操作）。

１．４　基因分型　ＰＣＲ扩增目的片段引物、目的片段及限制性

内切酶见表１。

１．５　ＰＣＲ反应　ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，其中包含ｄｄＨ２Ｏ

１７．１５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２２．５μＬ，ｄＮＴＰ０．５μＬ，Ｐ１

０．３μＬ，Ｐ２０．３μＬ，ｒＴａｑ酶０．２５μＬ，将各组依次加入至灭菌

的ＰＣＲ用ＥＰ管中，混匀，放入热循环仪中。反应条件为９５℃

预变性２ｍｉｎ，然后９４℃ ３０ｓ，ｒｓ８９５８１９：６７ ℃、ｒｓ２２９２８３２：

６２℃、ｒｓ６５０５１６２：６１℃退火１５ｓ，７２℃３０ｓ。进行３５个循环

最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

１．６　ＲＦＬＰ酶切反应　ＰＣＲ产物８μＬ与内切酶０．２５μＬ酶

切，在３７℃恒温水浴箱温育４ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后加

入３μＬＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ。酶切产物在３％琼脂糖凝胶上电泳分

析，进行基因型分析。酶切体系为１０μＬ。包括 ＰＣＲ产物

８μＬ；限制性内切酶０．２５μＬ；用无菌蒸馏水补至１０μＬ。

ｒｓ８９５８１９上游引物：ＴＧＣＴＴＧＴＧＡＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＣ，下

游引物：ＣＡＧＣＡＧＧＡＴＧＧＣＡＧＧＣＡＧＡＣＡＧ；内切酶Ｈｈａ

Ⅰ。ｒｓ２２９２８３２上游引物：ＴＧＴＣＴＴＣＡＣＴＣＣＣＧＴ ＧＣＴ

ＴＧＴＣＣ，下游引物：ＴＧＡＧＧＣＣＣＧＡＡＡＣＡＣＣＣＧＴＡ；内

切酶ＰｖｕⅡ。ｒｓ６５０５１６２上游引物：ＧＧＣＣＣＣＴＣＡＧＴＣＴＴＧ

ＣＴＴＣＧＴ Ａ，下游引物：ＴＴＣＴＧＣＣＡＡ ＧＧＡ ＧＡＡＣＡＡ

ＧＧＣＣ；内切酶ＲｓａⅠ。

１．７　统计学处理　采用χ
２ 检验对研究对象的基本资料进行

分析；用ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型对所得数据进行生存分析。用

ＳＰＳＳ１６．０统计软件分析数据，均为双侧检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　随访结果　在１００例研究对象中，其中，男４６例，占

４６％，随访期间内死亡２６例，病死率为５６．５％；女５４例，占

５４％，随访期间内死亡２４例，病死率为４４．４％。不同性异间

病死率比较差异无统计学意义（χ
２＝１．４５，犘＝０．２２９）；年龄分

布上，３５岁及以下６３例，占６３％，随访期间内死亡３５例，病死

率为５５．６％；３５岁以上３７例，占３７％，随访期间内死亡１５例，

病死率为４０．５％。两组病死率比较差异无统计学意义（χ
２＝

２．１０，犘＝０．１４７）。

２．２　ｒｓ２２９２８３２位点不同基因分型病死率比较　ｒｓ２２９２８３２位

点中ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型病例数与死亡病例数如表１所示，

ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析差异无统计学意义（犘＞０．０５）。不同

基因分型在不同时间的累积病死率，见图１。

表１　　ｒｓ２２９２８３２位点不同基因分型病死率比较

基因型 狀
死亡

［狀（％）］
犔狅犵狉犪狀犽犘 犆狅狓犘 犎犚（９５％犆犐）ａ

ＣＣ ６ ３（５０．０） １．００

ＣＴ ５３ ２２（４１．５） ０．２１４ ０．５０（０．１７～１．４９）

ＴＴ ３９ ２４（６１．５） ０．４２２ ０．３１６ ０．５８（０．２０～１．６９）

　　ａ：经性别和年龄校正。

图１　　ｒｓ２２９２８３２位点不同基因分型病死率比较

２．３　ｒｓ８９５８１９位点不同基因分型病死率比较　ｒｓ８９５８１９位点

中ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ基因型病例数与死亡病例数如表２所示，ｌｏｇ

ｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析差异无统计学意义（犘＞０．０５）。不同基

因分型在不同时间的累积病死率，见图２。

表２　　ｒｓ８９５８１９位点不同基因分型病死率比较

基因型 狀
死亡

［狀（％）］
犔狅犵狉犪狀犽犘 犆狅狓犘 犎犚（９５％犆犐）ａ

ＡＡ ５０ ２５（５０．０） １．００

ＡＧ ４１ １９（４６．３） ０．７０４ ０．８９（０．４７～１．６６）

ＧＧ ９ ６（６６．７） ０．１７４ ０．２００ １．８９（０．７１～５．０２）

　　ａ：经性别和年龄校正。

图２　　ｒｓ８９５８１９位点不同基因分型病死率比较

表３　　ｒｓ６５０５１６２位点不同基因分型病死率比较

基因型 狀
死亡

［狀（％）］
犔狅犵狉犪狀犽犘 犆狅狓犘 犎犚（９５％犆犐）ａ

ＡＡ ６ ４（６６．７） １．００

ＡＣ ３９ ２０（５１．３） ０．２１４ ０．５０（０．１７～１．４９）

ＣＣ ５２ ２５（４８．１） ０．５０１ ０．３１６ ０．５８（０．２０～１．６９）

　　ａ：经性别和年龄校正。

２．４　ｒｓ６５０５１６２位点不同基因分型病死率比较　ｒｓ６５０５１６２位

点中ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型病例数与死亡病例数如表３所示，
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ｌｏｇｒａｎｋ和Ｃｏｘ模型分析差异无统计学意义（犘＞０．０５）。不同

基因分型在不同时间的累积病死率，见图３。

图３　　ｒｓ６５０５１６２位点不同基因分型病死率比较

３　讨　　论

成熟的ｍｉＲＮＡ是一类长为１９～２２ｎｔ的非编码小ＲＮＡ，

其中每个ｍｉＲＮＡ可以调节数百个靶基因，并参与调节多种生

物学信号通路，在细胞生长、分化、代谢、凋亡等一系列过程中

发挥作用［８］。已有大量文献报道肿瘤组织与正常组织的 ｍｉＲ

ＮＡ表达谱存在差异。在肿瘤细胞中，大多数抑癌基因和癌基

因都是从ＤＮＡ转录成ｍｉＲＮＡ，然后翻译成蛋白质，行使其生

物学功能。ｍｉＲＮＡ通过碱基不完全配对与靶 ｍｉＲＮＡ的３′

ＵＴＲ结合，导致翻译的抑制，少数情况下引起 ｍｉＲＮＡ 降

解［９］。特定的 ｍｉＲＮＡ 可看做是癌基因或者抑癌基因
［１０］。

ｍｉＲ１４９通过调控Ｅ２Ｆ１和Ａｋｔ的表达诱导肿瘤细胞的凋亡，

该研究证实Ｅ２Ｆ１和 Ａｋｔ为 ｍｉＲ１４９的靶基因
［１１］。而Ｅ２Ｆ１

和Ａｋｔ在信号转导和细胞增殖、凋亡以及分化的调控过程中

发挥重要的作用［１２１３］。ｍｉＲ２７ａ作为致癌因子，参与了肿瘤的

发生、发展的过程，其在胰腺癌及胃癌组织中高表达，通过抑制

ｍｉＲ２７ａ可以延缓胃癌和胰腺癌细胞的生长，Ｓｐｒｙ２与Ｐｒｏｈｉｂ

ｉｔｉｎ是 ｍｉＲ２７ａ的直接靶基因
［１４］。ｍｉＲ４２３其预测靶基因

ＰＡＢＰＣ１、ＦＧＦＲ２在食管癌的发生、进展过程中发挥重要功

能［１５］。有研究发现 ｍｉＲ４２３基因Ｃ／Ａ多态和高加索人群食

管癌易感性有关，提示 ｍｉＲ４２３基因Ｃ／Ａ多态能够降低食管

癌风险。Ｂ细胞淋巴瘤的预后判断的指标在国际有很多指标，

目前尚无Ｂ细胞淋巴瘤的预后的判断标准。本研究对人群对

ｍｉｒ２７ａ（ｒｓ８９５８１９）、ｍｉｒ４２３（ｒｓ６５０５１６２）和ｍｉｒ１４９（ｒｓ２２９２８３２）这

３个位点的单核苷酸多态性与Ｂ细胞淋巴瘤生存进行分析，没

有 发 现 ｈａｓｍｉｒ２７ａ 基 因 （ｒｓ８９５８１９）、ｐｒｅｍｉｒ４２３ 区 域

（ｒｓ６５０５１６２）和ｍｉＲ１４９（ｒｓ２２９２８３２）３基因位点的变异与Ｂ细

胞淋巴瘤患者的生存有关联。由于Ｂ细胞淋巴瘤分类多及预

后存在差异，加之本研究选取的ＳＮＰ个数和标本的数量都相对

偏少，得到的研究结果有待进一步证实。下一步需要针对Ｂ细

胞淋巴瘤的不同类型增加病例数量，进一步进行相关基因 ｍｉｒ

ＲＮＡ相关基因的ＳＮＰ分析，同时进行 ｍｉｒＲＮＡ相关ＳＮＰ的

功能学研究，以更好地指导Ｂ细胞淋巴瘤的临床实践。
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