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"摘要#

!

目的
!

检测自噬相关基因"

+;7

#

!9Z!

基因
@>33"!55%

位点的多态性!研究该位点与宫颈癌是否具有

相关性$方法
!

收集宫颈癌病例"病例组#及健康体检者"健康对照组#标本各
!%%

例!提取细胞基因组
)*+

进行

基因片段扩增!观察琼脂糖凝胶电泳
PQM

产物及
)*+

序列测定$结果
!

+;7!9Z!

基因第
4

外显子第
":

位等位

基因位点为等位基因多态性位点!病例组与健康对照组
+;7!9Z!

基因型及等位基因频率分布比较无差异$

结论
!

深入研究基因型变异等有利于揭示宫颈癌的发病机制!为宫颈癌的早诊断(早治疗提供新思路$

"关键词#

!

宫颈癌&

!

自噬溶酶体&

!

单核苷酸多态性自噬相关基因
!9Z!

基因
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!!

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤#高危型人乳头瘤病毒

$

0P̀

%感染是导致宫颈癌的主要原因之一)

!

*

+

0P̀

感染是

宫颈癌发生过程中是必要的环境因素#但近年众多研究表明#

个体遗传因素的改变也起非常重要的作用+免疫调节基因,癌

基因及抑癌基因等内在因素的变化导致细胞稳态失衡#可能是

宫颈癌发生的重要原因)

3

*

+在肿瘤发生的研究中#细胞自噬机

制的作用受到越来越多的关注)

$

*

+自噬体系可能在细胞内发

挥着抑制肿瘤发生的作用+自噬相关基因$

+;7

%

!9Z!

是自噬

相关基因之一#在自噬体形成过程中#

+;7!9Z!

与
+;7!3

,

+;7&

组成聚合物#引导
ZQ$

泛素化#从而形成自噬体的外膜

结构#并促进自噬体外膜的分离和延伸)

"

*

+

+;7!9Z!

的缺陷

和突变引起自噬系统破坏#从而造成免疫监视系统功能障碍#

并最终导致肿瘤发生+

$

!

资料与方法

$,$

!

一般资料

$,$,$

!

病例组
!

收集
3%!3

年
$

月至
3%!&

年
$

月来自重庆市

红十字会医院及酉阳县人民医院就诊的宫颈癌患者
!%%

例#所

有患者确诊依据来源于宫颈活组织病理检查#诊断符合国际标

准#宫颈病理学检查提示宫颈鳞癌"腺癌患者(宫颈癌前病变及

原位癌不纳入该研究+采集全血标本
$BZ

#

.);+

抗凝#本研

究方案经重庆市红十字会医院医学伦理委员会批准#所有研究

对象均签署知情同意书+

$,$,/

!

健康对照组
!

收集
3%!3

年
$

月至
3%!&

年
$

月来自重

庆市红十字会医院体检中心健康体检者
!%%

例#有性生活史
!

年以上(宫颈细胞学检查阴性(无子宫颈锥切和子宫切除病史(

目前未怀孕(无遗传性疾病家族史+采集全血标本
$BZ

#

.)#

;+

抗凝+

$,/

!

基因组
)*+

提取
!

采集
.);+

抗凝静脉血
$BZ

#采用

离心柱法$大连宝生物%提取细胞基因组
)*+

#具体操作按照

试剂说明书进行+以紫外分光光度法测定基因组
)*+

纯度

和浓度#

d5%a

低温保存备用+

$,'

!

基因片段扩增
!

根据国外文献报道的
+;7!9Z!

基因的

多态性位点
@>33"!55%

位于第
4

外显子#以
'

@HBC@KC>H

S

=&

软

件设计引物#扩增包含该位点的
)*+

片断+上游引物为
&D#

+;;;7+;7+77+7;+++QQ;Q;7#$D

#下游引物为
&D#

7777Q;7++ 7Q+;+Q;;+Q;#$D

#产物
3%%R

'

左右+

PQM

体系为
&%

*

Z

!其中
)*+

模板
&%%=

S

#

PQM

上,下游引物

各
3%

'

B<L

#

;F

U

)*+

聚合酶
3,&^

#

K*;P

及镁离子常规剂

量#以去离子水补充至
&%

*

Z

+

$,1

!

PQM

扩增条件
!

4"a

预变性
&BH=

(

"a

变性
$%BH=

#

&&

a

退火
$%BH=

#

:3 a

延伸
!BH=

#

$&

个循环(

:3BH=

延伸
!%

BH=

+琼脂糖凝胶电泳
PQM

产物#观察条带大小是否符合预

期+产物
"a

保存备用+

$,2

!

测序
!

PQM

产物进行
)*+

序列测定#由生物技术公司

完成+

+;7!9Z!

第
4

外显子
":

位为多态性位点#苏氨酸

+Q;

变为丙氨酸
7Q;

#测序可能出现以下情况!纯合突变

77

#黑色单峰(纯合突变
++

#绿色单峰(杂合突变
7

"

+

#黑绿

双峰+

0P̀

的检测以荧光定量
PQM

检测
0P̀ )*+

量#并进

行基因型分析+

$,)

!

统计学处理
!

所有统计处理采用
\P\\!4,%

软件分析+

根据所测位点各基因型分布计算基因型和等位基因频率#并行

0F@K

G

#NCH=RC@

S

平衡检验评估病例组和健康对照组具有代表

性基因型(采用
8

3 检验比较各组间基因频率和等位基因频率#

以
H

$

%,%&

为差异有统计学意义+以优势率$

/M

%及其
4&b

可

信区间$

4&bA8

%表示各基因型发生频率在不同比较组间的相

对危险度#其相对危险度近似估计值比值和估计各研究因素与

宫颈癌发病风险的关系#所有统计检验均为双侧概率检验+

/

!

结
!!

果

/,$

!

PQM

扩增产物电泳结果
!

结果显示#病例组及健康对照

组
PQM

扩增产物电泳产物在
8+2.M!%%

"

3%%R

'

处均可见

明亮条带#提示扩增产物应为
!4$R

'

+

/,/

!

PQM

产物核苷酸序列测定
!

测序结果显示#

+;7!9Z!

基因第
4

外显子第
":

位等位基因位点为等位基因多态性位

点#该位点由苏氨酸突变为丙氨酸$

+Q;

变为
7Q;

%+

/,'

!

+;7!9Z!

基因测序结果
!

病例组与健康对照组比较#两

组标本遗传平衡检验差异无统计学意义$

H

%

%,%&

%#由此表明
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标本具有代表性+病例组与健康对照组
+;7!9Z!

基因型及

等位基因频率分布比较差异无统计学意义$

H

%

%,%&

%#见表
!

+

表
!

!

两组基因测序结果*

'

%

b

&+

组别
'

基因型

7

"

7 +

"

+ 7

"

+

等位基因

频率

病例组
!%% $:

$

$:

%

3%

$

3%

%

&$

$

&$

%

&$

$

&$

%

健康对照组
!%% $5

$

$5

%

!4

$

!4

%

&3

$

&3

%

&3

$

&3

%

/,1

!

+;7!9Z!

基因主要表达于上皮细胞,淋巴细胞及巨噬细

胞
!

其编码的
+;7!9Z!

蛋白与自噬蛋白形成复合物#

QFK#

NCLL

等报道了
+;7!9Z!

在
PF=C?6

细胞中的独特作用+

PF=#

C?6

细胞是小肠内的一种上皮细胞#分泌
+;7!9Z!

蛋白#含有

抗菌肽和溶菌酶颗粒(异常
PF=C?6

细胞分泌颗粒缺乏#导致清

除微生物能力下降+

+;7!9Z!

缺陷会阻断
+;7!3#+;7&

结

合到细胞膜#从而影响微管连接蛋白
L

轻链
$

结合到磷脂酰乙

醇胺#最后影响自噬体形成#导致自噬过程障碍及一系列病原

体清除能力下降+另外#在缺乏
+;7!9Z!

表达的巨噬细胞中

在细菌内毒素刺激下会产生大量炎性反应性因子#如白细胞介

素
#!

和白细胞介素
#!5

+

'

!

讨
!!

论

!!

宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤+目前认为宫颈
0P̀

感染是宫颈癌发生的基本原因#但仅有一小部分
0P̀

感染者

最终发生宫颈癌#提示其他因素和宿主遗传易感性影响
0P̀

感染的结局)

&

*

+肿瘤遗传水平的改变包括!基因结构的异常改

变#如单核苷酸多态性,微卫星不稳定性,基因组拷贝数增加或

减少,基因扩增,重排和缺失等#这类效应并不改变基因序列#

但影响基因表达状况)

9

*

+其中单核苷酸多态性$

\*P

%是指基

因水平上由单个核苷酸的变异引起的
)*+

序列多态性#它是

人类可遗传变异中最为常见的一种#

\*P

在人类基因组中广

泛存在#估计其总数可达
$%%

个以上+

\*P

所表现的多态性

只涉及单个碱基的变异#这种变异可由单个碱基的转换,颠换,

插入及缺失所引起#其可引起基因表达水平及表达产物功能的

改变导致疾病发生#成为复杂性疾病的危险因素之一+近年研

究表明#一些基因的
\*P

与宫颈癌的发生具有相关性)

:

*

+有

研究报道#细胞表面分子
Q)5$

基因的
\*P

位点
@>:&%:"4

,

@>434943&

和
@>4$:%:34

与宫颈癌易感性具有相关性+钱年凤

等)

5

*报道#炎性因子白细胞介素
#!Y

的
\*P

位点
Q&!!;

与宫

颈癌易感性有显著性相关+其他一些基因多态性位点也被研

究证实可能与宫颈癌易感性相关#包括人类白细胞抗原

)MY!

,细胞色素
'

"&%!+!

,

'

&$(<K<=:3

,白细胞介素
#5

,基质

金属蛋白酶等)

4#!!

*

+这些报道表明#宫颈癌作为一种复杂性疾

病#可能有多种遗传因素与之相关+本研究通过对
!%%

例宫颈

癌患者及
!%%

例健康者的血液标本进行采集#采用
PQM

和基

因测序技术#检测
+;7!9Z!

基因
@>33"!55%

位点的多态性#研

究该位点与宫颈癌是否具有相关性(提取细胞基因组
)*+

(以

紫外分光光度法测定基因组#以荧光定量
PQM

检测
0P̀

)*+

量#并 进 行 基 因 型 分 析+

+;7!9Z!

基 因 测 序
00

Y70[[[[[[Y

结果显示#病例组与健康对照组比较#两组标

本遗传平衡检验差异无统计学意义$

H

%

%,%&

%#表明样本具有

代表性+病例组与健康对照组
+;7!9Z!

基因型及等位基因

频率分布比较差异无统计学意义$

H

%

%,%&

%+

细胞自噬是近年来生命科学的研究热点之一#其与肿瘤的

相关性研究仍处于起步阶段#尝试解答多态性与宫颈癌相关性

的机制#但肿瘤的发生和发展是一个多因素,多阶段及多基因

变异的综合病变过程+深入研究这些基因#将有利于进一步揭

示宫颈癌的发病机制#为宫颈癌的早期诊断,治疗疗效,预后评

价和指导开发新的抗肿瘤药物提供新思路#彻底了解遗传因素

在宫颈癌发生和发展中的作用#有待更深入,更大规模的研究+
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