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的结合位点
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单核苷酸多

态性与宫颈癌患者易感性的相关性$方法
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运用
!GHV!7H3

技术对
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例宫颈癌患者和
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名未检出宫颈病

变妇女的
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多态性位点行基因分型检测$应用免疫组织化学分析癌组织中
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基因的蛋白表达$
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蛋白在宫颈鳞癌组织中的表达降低!免疫组织化学结果提示!
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基因的
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位点与宫颈鳞状细胞癌的发生

有一定的相关性!基因型
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宫颈癌是最常见的女性生殖系统恶性肿瘤之一!

在女性恶性肿瘤发病率中排第
(

位#近年来!宫颈癌

的发病趋于年轻化)

+

*

!广大女性的健康及生命安全受

到了严重威胁#通过对宫颈癌相关易感因素的研究

表明!遗传基因的突变很有可能是引起宫颈癌的一个

重大因素)

-

*

#到目前为止!针对宫颈癌易感性与基因

多态性的研究已有较大进展)
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#本研究旨在通过探

讨位于
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基因
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位点的多态性与宫颈
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重庆医学
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作者简介%秦梅$

+IB'E
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术的临床应用的研究#



癌易感性的关系!为宫颈癌的病因学研究提供新

思路#

!
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资料与方法

!0!

!

一般资料
!

选取从
-.+(

年
-

月至
-.+B

年
I

月

于贵州省人民医院"贵阳市妇幼保健院"贵阳市第一

人民医院妇科住院的
+..

例宫颈癌患者$观察组&!均

未曾在采血前行放疗"化疗"免疫治疗等其他针对肿

瘤的治疗!平均年龄为$

&B0.g+.0+

&岁!经术后的宫

颈活组织病理检查结果判定!所有患者肿瘤病理类型

都是宫颈鳞状细胞癌#根据国际妇产科联盟$

\7PQ

&

的
-..I

年临床分期标准%
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期有
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例!
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期

有
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例'局部的淋巴结转移情况%

(-

例有转移!

B'

例

无转移#患者各项信息$年龄"吸烟状态"孕产次"

%!R

感染情况等&均来源于病历记录#选取同期于

该院体检未检出宫颈病变的
+..

例健康女性作为对

照组!平均年龄为$

&J0'gI0&

&岁#所有研究对象间

相互均无直系亲属关系!且均无遗传病病史#
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方法
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123

的提取
!

采集所有受试者晨起空腹时

的静脉血
(

#
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!运用
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:

试剂盒提取所采

血液中基因组
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!于
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保存#
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基因分型
!
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上
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端的
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结合位点
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!使用
!GHV!7H3

方法

进行引物设计!于多态性位点的上游用碱基
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代替
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!进而引入
58
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酶切位点#其中!上游的引物为%
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!下游的引物%

AZV55G3PP3G333G35G

3G333V(Z

!扩增的产物片断长度是
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!退火
&AK

!

J-FA.K
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(A

个

循环!

J-FJ9>?

!

&F

保存!反应结束#电泳槽中放

入
-D

琼脂糖凝胶!并加
++

"

M!GH

反应产物后电泳

$

(.9>?

&#在凝胶成像仪下成像"拍照#酶切反应体
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及
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#在
(JF

恒温水浴箱过夜#用
(0AD

的琼脂糖

凝胶电泳$

(.9>?

&后观察并记录酶切结果!见图
-

#

图
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产物

图
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基因的
G+I..J5

多态性的分析

!0"0#

!

免疫组织化学
!

从观察组中选取
+..

例宫颈

鳞癌组织的石蜡标本#标本来源于贵州省人民医院"

贵阳市妇幼保健院病理科#常规石蜡包埋!

&

"

9

连

续切片后!给予免疫组织化学染色!显微镜下观察#

结果分析%以细胞质或细胞膜中出现棕黄色颗粒为

S8K

:

8K#V(

蛋白的阳性表达#当物镜下的阳性细胞!

'

+.D

记
.

分'

#

+.D

#

A.D

记
+

分'

#

A.D

#

JAD

记
-

分'

#

JAD

记
(

分#染色强度的区分标准%无色
.

分!

淡黄色
+

分!棕黄色
-

分!棕褐色
(

分#上述两项的

得分相加以后%

.

分为.

E

/!

+

#

-

分为.

^

/!

(

#

&

分为

.

^^

/!

A

#

B

分为.

^^^

/#

!0#
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统计学处理
!

所有数据采用
T!TT+I0.

软件进

行处理!计数资料采用率表示!组间采用
"

- 检验或

\>K"#N

确切概率法!等级资料的相关性分析采用

T

:

#8N98?

等级相关分析!检验水准
!

h.0.A

!以
!

%

.0.A

为差异有统计学意义#

"

!

结
!!

果

"0!

!

S8K

:

8K#V(

基因上
G+I..J5

位点多态性的基因

分布情况
!

对照组与观察组在年龄"吸烟状况"婚次"

产次方面均无明显差异#而
%!R

感染在观察组
'&

例$

'&D

&的分布频率明显高于对照组
-&

例$

-&D

&且

有统计学意义$

!

%

.0.+

&#

"0"

!

S8K

:

8K#V(

结合位点上
G+I..J5

的基因型分布

及其与宫颈鳞状细胞癌遗传易感性的关系
!

所有研

究对象的
G+I..J5

多态位点共计有
(

种基因型%

G

(

G

"

5

(

G

及
5

(

5

!其在观察组中的基因型频率依次为

A'D

"

(JD

"

AD

!在对照组中依次为
AAD

"

-ID

"

+BD

!

将基因型
5

(

G

"

5

(

5

分别与等位基因
G

(

G

作对比!两

组间基因型
G

(

G

和
5

(

G

的分布频率差异无统计学意

义$

!h.0A&.

&!

G

(

G

"

5

(

5

基因分布频率差异有统计

学意义$

!h.0.-.

&!见表
+

#

5

(

5

基因型较
G

(

G

基

因型可更明显降低宫颈鳞状细胞癌发病的可能性!见

表
-

#经
"

- 检验!

S8K

:

8K#V(NK+.&I-+B

多态位点在两

组中均符合
%8N/

L

Ve#>?U#N

C

平衡#

"0#

!

S8K

:

8K#V(

上
(ZV*5H

端
9>SN<H23

结合位点的

T2!

与宫颈鳞状细胞癌转移的关系
!

有淋巴转移组

的
S8K

:

8K#V(G+I..J5

的
G

(

G

"

5

(

G

"

5

(

5

基因型频率

分别为
(+0.D

"

(A0+D

"

-.0.D

!无转移组的分别为

BI0.D

"

B&0ID

"

'.0.D

!分别将基因型
5

(

G

"

5

(

5

与

基因型
G

(

G

作对比!两组基因型的分布频率均差异无

BI(&

重庆医学
-.+'

年
+-

月第
&J

卷第
(&

期



统计学意义$

!h.0BJ'

"

.0B.B

&!见表
(

#

表
+

!!

G+I..J5T2!

基因型在观察组和对照组的分布!

(

"

基因型
(

对照组 观察组
"

-

! IJ IAD"C

G

(

G A' AA A' +0...

5

(

G (J -I (J .0(JA.0A&.+0-+. .0BAJ

#

-0--J

5

(

5 A +B A A0('(.0.-..0-IB .0+.-

#

.0'B&

表
-

!!

G+I..J5

基因型和宫颈癌临床分期的关系$

(

!

D

"%

基因型
(

(

(

) *

(

+

"

-

! QH IAD"C

G

(

G A' I

$

+A0A

&

&I

$

'&0A
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+0...

G

(

5 (J J

$

+'0I

&

(.

$

'+0+

&

.0+'J .0BBB .0J'J .0-BA

#

-0((A

5

(

5 A (

$

B.0.

&

-

$

&.0.

&

A0I.J .0.+A .0+-- .0.+'

#

.0'&.

表
(

!!

G+I..J5

基因型与淋巴转移的关系$

(

!

D

"%

基因型
(

阳性 阴性
"

-

! IJ IAD"C

G

(

G A' +'

$

(+0.

&

&.

$

BI0.

&

+0...

G

(

5 (J +(

$

(A0+

&

-&

$

B&0I

&

.0+J( .0BJ' .0'(+ .0(&B

#

+0II-

5

(

5 A +

$

-.0.

&

&

$

'.0.

&
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8K#V(

蛋白在正常宫颈组织及瘤

组织中的表达!
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表
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!!

(

种基因型的宫颈癌组织中的
S8K
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8K#V(
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蛋白表达水平$
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免疫组织化学
!

癌组织中
S8K

:

8K#V(

蛋白的表

达减少!免疫组织化学染色结果提示%阳性颗粒位于

肿瘤细胞的细胞质中!部分间质细胞内亦有所发现#

以上研究结果表明!

S8K

:

8K#V(

蛋白的表达情况与

NK+.&I-+B

的基因型类型$

G

(

5

"

G

(

G

"

5

(

5

&没有显著

的关联$

!h.0I.(

&!见表
&

"图
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在女性所有的生殖系统肿瘤中!宫颈鳞状细胞癌

是最常见的恶性肿瘤之一#目前!宫颈鳞状细胞癌的

致命性在全球引起广泛关注!在发展中国家的进展速

度更为引人注目)

A

*

#宫颈鳞状细胞癌的发生"发展是

个多因素参与的复杂过程!随着近年来的深入研究!

众多研究表明!遗传因素的改变是引起宫颈鳞状细胞

癌出现易感性的重要原因#遗传易感性虽然不能直

接引起肿瘤!但会使肿瘤发生的可能性增加!而其中

的
T2!

及其相关组合!可增加复杂性遗传病的发病

风险)

B

*

#有研究表明!

9>SN<H23

结合位点的
T2!

可

明显改变生物合成和(或相应的
9>SN<H23

的功能表

达!并由此增加恶性肿瘤的患病风险)

J

*

#同时!有大

量研究表明!基因
(ZV*5H

的
T2!

功能位点可大大增

加恶性肿瘤发生的可能性)

'VI

*

#

S8K

:

8K#V(

是 一 种 与 细 胞 凋 亡 有 关 的 蛋 白!

S8K

:

8K#V(

在整个细胞凋亡过程中发挥着关键作

用)

+.

*

#有研究表明!

S8K

:

8K#V(

在宫颈鳞状细胞癌中

表达减低!使得癌细胞在向周围正常组织及全身各器

官的扩散转移速度加快#有文献报道!

S8K

:

8K#V(

基因

的多态性与许多种恶性肿瘤易感性有关)

++V+-

*

#本研

究显示!在
S8K

:

8K#V(

基因中的结合位点
G+I..J5

的

5

(

5

基因型可导致宫颈癌的发生#与
%!R

感染和

宫颈鳞状细胞癌的临床分期都有显著的相关性#相

关研究表明!

T2!

的很多位点与多种肿瘤的转移与预

后有关)

+(V+&

*

#

细胞增殖与凋亡失衡"促细胞凋亡的蛋白表达减

少均会诱发肿瘤!而
S8K

:

8K#V(

在细胞的凋亡中极为

重要#相关研究表明!

S8K

:

8K#V(

在很多妇科恶性肿瘤

中的表达出现变化)

+A

*

#但
S8K

:

8K#V(

在宫颈鳞状细胞

癌细胞中的表达可能与
G+I..J5

位点的多态性无明

显相关性#

总之!

S8K

:

8K#V(

基因
(Z

端非翻译区
9>SN<H23

结合位点的
G+I..J5

可能与宫颈癌的淋巴转移无

关!同时!

S8K

:

8K#V(

的蛋白表达情况与
NK+.&I-+B

的

多态性无明显相关性#这些发现可用于对易感人群

进行宫颈鳞状细胞癌的筛查!对宫颈鳞状细胞癌的预

防及治疗具有重要意义#
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