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　　［摘要］　目的　研究宫颈癌与微卫星不稳定性的相关性，为探索宫颈癌的发病风险提供新的研究途径。方法　采用
ＰＣＲ结合毛细管电泳的方法对常州地区１２０例宫颈癌患者（病例组）和１０２例健康女性（对照组）的外周静脉血样进行

Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座的基因型分析，并根据两组在Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座的等位基因分布差异来推测与宫颈癌发

生相关的易感因素和（或）抗性因素。结果　病例组和对照组在Ｄ２２Ｓ１０４５基因座上的等位基因频率分布差异存在统计学意
义（Ｐ＝０．００８），在Ｄ１Ｓ１６２７基因座上的等位基因频率分布差异无统计学意义（Ｐ＝０．０９５）。单因素分析显示两组在Ｄ２２Ｓ１０４５
基因座的等位基因１４、１７之间的频率分布差异均有统计学意义（Ｐ＝０．０２６，Ｐ＝０．０１４），ＯＲ 值分别为３．８３７（９５％ＣＩ：１．０７８～
１３．６５８）、０．５２０（９５％ＣＩ：０．３０６～０．８８２）。多变量ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示产次、吸烟、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座等位基因１４均为与宫颈

癌发生相关的危险因素，ＯＲ值分别为２．０６３（９５％ＣＩ：１．０７０～３．９７５）、１．９５８（９５％ＣＩ：１．００２～３．８２６）、２．７６６（９５％ＣＩ：１．０３９～

７．３６０）。结论　Ｄ２２Ｓ１０４５基因座可能与宫颈癌的发生相关联，该基因座的等位基因１４为宫颈癌的易感因素，等位基因１７
为宫颈癌的抗性因素。
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　　宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ）是女性生殖系统最
为常见的恶性肿瘤之一，其发病率和病死率在发展
中国家呈逐年上升趋势［１］，全世界每年新增宫颈癌

患者４７万例，其中８０％来自发展中国家［２３］。研究
表明，持续感染人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍｏｖｉｒ
ｕｓ，ＨＰＶ）是罹患宫颈癌的重要危险因素，但是感染
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ＨＰＶ的个体中只有极少数最终发展为宫颈癌，说明
在宫颈癌的发生中 ＨＰＶ感染并不是唯一的影响因
素，必然还存在其他重要因素，例如微卫星不稳定性
（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）等，ＭＳＩ在宫颈癌的
发生中也起着十分重要的作用［４５］。

　　ＭＳＩ广泛存在于真核生物基因组非翻译区及内
含子中，核心序列长度为２～６ｂｐ［６］，核心序列重复
次数的不同导致了个体之间的差异。目前，通过短
串联重复序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）检测方法
已经将 ＭＳＩ应用于原发性胃腺癌［７］、炎性肠病［８］、先
天性心脏病［９］、乳腺癌［１０］等方面的研究，但ＳＴＲ在
妇科肿瘤方面的应用研究却鲜有报道。

　　本研究首次选取Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座应
用于宫颈癌的研究，通过探寻与宫颈癌发生相关联
的易感因素和（或）抗性因素，为其发病风险的研究
提供一种新的途径。

１　材料和方法

１．１　标本来源　病例组为２００８年１月至２０１１年１
月在常州市妇幼保健院门诊就诊及住院治疗的１２０
例宫颈癌患者，经病理切片证实且取材前未经放疗

或化疗，其中感染 ＨＰＶ１６亚型的患者８３例，感染

ＨＰＶ１８亚型的患者３７例。临床分期为ⅠＡ１期４１
例，ⅠＢ１期４３例，ⅡＡ１期３６例（参照２００９年ＦＩ

ＧＯ分期标准［１１］）；组织类型为宫颈鳞状细胞癌１０８
例，宫颈腺癌１２例，年龄（４６．１±１０．４）岁。对照组

为同期在常州市妇幼保健院体检的１０２例健康女性

（细胞学检查证实无异常，无癌症史，宫颈外观基本

正常，无糜烂及肥大等情况，排除宫颈炎等疾病），年

龄（４６．６±１０．８）岁。所有研究对象均为居住在常州

地区的汉族人，且知情同意本项研究，并提供吸烟、

产次等信息（表１）。分别采集病例组与对照组的外

周静脉血作为标本，置于－８０℃冰箱内保存。

表１　病例组与对照组的临床特征分布

Ｔａｂ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｃａｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒ

Ｃａｓｅ
（ｎ＝１２０）

Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ＝１０２） χ２ Ｐ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．０３３ ０．８５５

　≤５０ ６５ ５４

　＞５０ ５５ ４８
Ｐａｒｉｔｙ ５．１１５ ０．０２４

　≤２ ２８ ３８

　＞２ ９２ ６４
Ｓｍｏｋｉｎｇｓｔａｔｕｓ ８．０６２ ０．００５

　Ｓｍｏｋｉｎｇ ５９ ３１

　Ｎｏｎｓｍｏｋｉｎｇ ６１ ７１

１．２　主要仪器和试剂　鼎永４８００型扩增仪（北京
鼎永泰克科技有限公司）、ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
９７００扩增仪（美国ＰＥ公司）、ＡＢＩＰＲＩＳＭ３１３０ＸＬ
遗传分析仪（美国 ＡＢＩ公司）、５％Ｃｈｅｌｅｘ１００（德国
默克公司）。

１．３　基因组ＤＮＡ提取　参照 Ｗａｌｓｈ等［１２］的方法，
用５％Ｃｈｅｌｅｘ１００提取病例组和对照组标本的基因
组ＤＮＡ。

１．４　ＰＣＲ 扩增　Ｄ１Ｓ１６２７基因座正向引物５′

ＴＡＡＴＴＴＴＡＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡＡＡＴＣＴＣＣ３′，

反向引物５′ＴＴＴＴＧＧＡＴＴＣＧＡＧＧＴＴＡＣＣＡ

３′（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：Ｇ０７７７６），Ｄ２２Ｓ１０４５基因座

正向引物５′ＧＣＴＡＧＡＴＴＴＴＣＣＣＣＧＡＴＧＡＴ

３′，反向引物５′ＡＴＧＴＡＡＡＧＴＧＣＴＣＴＣＡＡＧ
ＡＧＴＧＣ３′（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：Ｇ０８０８５），由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成。分别对

Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座进行ＰＣＲ扩增，反应体
系为２５μｌ，其中５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．２

μｍｏｌ／Ｌｐｒｉｍｅｒｓ，２．５ＵＴａｑＧｏｌｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．２

μｌＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ，加去离子水至终体积２５μｌ。扩增
条件：９５℃预变性１１ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，６２℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共１０个循环；９０℃变性１
ｍｉｎ，６２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共２０个循环；

６０℃延伸６０ｍｉｎ，４℃备用。

１．５　扩增产物的电泳与检测　采用 ＡＢＩ３１３０ＸＬ
遗传分析仪对扩增产物进行自动毛细管电泳，Ｄａｔａ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ２．１软件收集电泳数据，ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒＩＤ
ｖ３．２软件分析基因产物片段长度并对等位基因进行
分型。

１．６　等位基因分型标准物的构建和等位基因的命
名　将 Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座分别进行ＰＣＲ
扩增，扩增产物混合后经７％非变性聚丙烯酰胺凝胶
（交联度５％）电泳分离，银染显色。从不同大小的条
带中切出相应的凝胶，回收并洗脱于灭菌 ＴＥ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ 乙 二 胺 四 乙 酸，

ｐＨ８．０）溶液中，浸泡过夜，取浸泡液作为模板ＤＮＡ
重新扩增，最后将扩增产物进行测序，根据测序结
果，以国际法医血液遗传学会（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｓｏｃｉｅｔｙ
ｆｏｒｆｏｒｅｎｓｉｃｈａｅｍｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，ＩＳＦＨ）推荐的命名原则
进行各等位基因命名［１３１６］。

１．７　统计学处理　应用Ｐｏｗｅｒｓｔａｔｓ软件（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｐｒｏｍｅｇａ．ｃｏｍ／ｇｅｎｅｔｉｃｉｄｔｏｏｌｓ／ｐｏｗｅｒｓｔａｔｓ）计
算病例组和对照组在Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座上
的等位基因频率与基因型频率，并对病例组与对照
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组的基因型分布进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验。
应用ＳＰＳＳ１３．０软件对病例组与对照组在Ｄ１Ｓ１６２７、

Ｄ２２Ｓ１０４５基因座上的等位基因分布差异分别进行
单因素统计分析，并选择产次、吸烟、易感等位基因
等指标进行多变量ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。检验水平（α）
为０．０５。

２　结　果

　　Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座聚丙烯酰胺凝胶电
泳图 见 图 １。在 １０２ 例 常 州 地 区 健 康 女 性 中

Ｄ１Ｓ１６２７基因座共检测出６个等位基因，其片段长
度范围为７９～９４ｂｐ；Ｄ２２Ｓ１０４５基因座共检测出８
个等位基因，其片段长度范围为２０６～２２７ｂｐ。

图１　Ｄ１Ｓ１６２７（Ａ）和Ｄ２２Ｓ１０４５（Ｂ）
基因座聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Ｆｉｇ１　Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ

Ｄ１Ｓ１６２７（Ａ）ａｎｄＤ２２Ｓ１０４５（Ｂ）ＳＴＲｌｏｃｉ
１３：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＤＮＡｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｖｅｉｎｂｌｏｏｄｏｆｈｅａｌｔｈｙｗｏｍｅｎ

ｏｆＣｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ

　　病例组与对照组在Ｄ１Ｓ１６２７基因座的基因型分
布差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３０８，Ｐ＝０．３０１），在

Ｄ２２Ｓ１０４５基因座的基因型分布差异也均无统计学

意义（Ｐ＝０．２９０，Ｐ＝０．２７５），均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ
ｂｅｒｇ平衡定律。病例组和对照组在Ｄ２２Ｓ１０４５基因
座上的等位基因频率分布差异存在统计学意义（Ｐ＝
０．００８，χ

２＝１７．５３３），而在Ｄ１Ｓ１６２７基因座上的等位
基因频率分布差异则无统计学意义（Ｐ＝０．９９５，χ

２＝
０．２０１），见表２。

　　单因素分析结果显示，Ｄ２２Ｓ１０４５基因座的等位
基因１４在病例组与对照组中的频率分别为０．０５４
与０．０１５，两组之间差异有统计学意义（Ｐ＝０．０２６，

χ
２＝４．９４３），ＯＲ 值为 ３．８３７（９５％ＣＩ：１．０７８～
１３．６５８）。Ｄ２２Ｓ１０４５基因座的等位基因１７在病例组
与对照组中的频率分别为０．１１３与０．１９６，两组之间
差异有统计学意义（Ｐ＝０．０１４，χ

２＝６．０１２），ＯＲ值为

０．５２０（９５％ＣＩ：０．３０６～０．８８２）。

表２　病例组与对照组在Ｄ１Ｓ１６２７与

Ｄ２２Ｓ１０４５基因座上的等位基因频数分布

Ｔａｂ２　Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆ

Ｄ１Ｓ１６２７ａｎｄＤ２２Ｓ１０４５ｉｎｃａｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ａｌｌｅｌｅ
Ｄ１Ｓ１６２７ａ

Ｃａｓｅ
（ｎ＝２４０）

Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ＝２０４）

Ｄ２２Ｓ１０４５ｂ

Ｃａｓｅ
（ｎ＝２４０）

Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ＝２０４）

１０ ２３ １９
１１ １１ ９ ５４ ３５
１２ ６ ５ ６ ８
１３ １０２ ９１ １ ２
１４ ９４ ７７ １３ ３
１５ ４ ３ ７０ ４５
１６ ６３ ６０
１７ ２７ ４０
１８ ６ １１

　ａ：χ２＝０．２０１，Ｐ＝０．９９５；ｂ：χ２＝１７．５３３，Ｐ＝０．００８

　　多变量ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，Ｄ２２Ｓ１０４５
基因座的等位基因１４（Ｐ＝０．０４２，ＯＲ＝２．７６６，９５％
ＣＩ：１．０３９～７．３６０）、产次（Ｐ＝０．０３１，ＯＲ＝２．０６３，

９５％ＣＩ：１．０７０～３．９７５）、吸烟（Ｐ＝０．０４９，ＯＲ＝
１．９５８，９５％ＣＩ：１．００２～３．８２６）是宫颈癌发生的危险
因素，见表３。

表３　宫颈癌相关因素的多变量ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果

Ｔａｂ３　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉｔｅｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆａｃｔｏｒｓｒｅｌｅｖａｎｔｔｏｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

Ｆａｃｔｏｒ Ｂ Ｓ．Ｅ． Ｗａｌｄ ｄｆ Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）

Ｐａｒｉｔｙ ０．７２４ ０．３３５ ４．６７８ １ ０．０３１ ２．０６３（１．０７０３．９７５）

Ａｌｌｅｌｅ １．０１７ ０．４９９ ４．１５０ １ ０．０４２ ２．７６６（１．０３９７．３６０）

Ｓｍｏｋｉｎｇ ０．６７２ ０．３４２ ３．８６７ １ ０．０４９ １．９５８（１．００２３．８２６）

Ｃｏｎｓｔａｎｔ －０．７５２ ０．３１９ ５．５６２ １ ０．０１８ ０．４７１
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３　讨　论

　　肿瘤的发生是多因素、多阶段的疾病过程，是遗

传因素与环境因素相互作用的结果。一般环境因素

是始动因素，而个体的遗传背景如易感基因则决定

其对肿瘤的易感性。易感基因虽不直接导致肿瘤的

发生，但可以影响致癌基因和（或）抑癌基因的突变

率［１５］。易感基因可能是个体感染 ＨＰＶ后是否发生

宫颈癌的关键因素［１６１７］。目前许多学者都在积极寻

找与宫颈癌发生相关的易感基因和（或）保护基因，

但是尚未取得很大的进展。

　　本研究中所应用的 ＭＳＩ近年来在肿瘤研究中

逐渐得到广泛应用［１８］。方建新等［１９］与刘开会等［２０］

的研究均显示，肿瘤细胞中大多数存在分裂异常现

象，包含微卫星序列发生变异，变异的类型包括基因

型改变、杂合型丢失和杂合双峰不平衡，而且变异可

以是多个基因座同时发生。因此采用ＳＴＲ检测方

法检测早期肿瘤患者血液中的肿瘤细胞，在临床诊

断和治疗方案的选择等方面具有重要的价值。

Ｅｓｈｌｅｍａｎ等［１８］先后在遗传性非多发性结肠癌和部

分非家族性结肠癌的癌细胞中观察到微卫星序列

（ＣＡ）ｎ、（ＡＴ）ｎ的变异。Ｅｄｅｌｍａｎｎ等［２１］应用１４个

常染色体ＳＴＲ基因座研究宫颈癌患者的 ＭＳＩ，结果

显示其中有５个基因座的 ＭＳＩ出现频率为３．７％～
７．４％。Ｋａｉｆｉ等［２２］研究发现，食管癌相关基因２
（ＥＣＲＧ２）的外显子４基因座的 ＴＣＡ３／ＴＣＡ３多态

性与患者的术后预后不良有很大的相关性。Ｂｌｅｓｓ

ｍａｎｎ等［２３］则发现ＥＣＲＧ２的ＳＴＲ基因多态性是口

腔鳞状上皮细胞癌的易感因素。而Ｌａｉｒｄ等［２４］选取

了ＶＷＡ基因座应用于冯维勒布兰德病（ｖｏｎＷｉｌｌｅ

ｂｒａｎｄ’ｓｄｉｓｅａｓｅ）的研究，未发现 ＶＷＡ基因座与该

疾病相关。

　　ＳＴＲ基因座的等位基因频率在不同人种、民

族、地域之间相差较大。Ｃｌｉｍｅｎｔ等［２５］研究了波多

黎各妇女的 ＨＬＡＤＲＢ１等位基因多态性与宫颈癌

的关系，结果显示等位基因１５是与宫颈癌发生相关

的抗性因素。而杜洋等［２６］研究发现，辽宁地区的宫

颈癌患者中等位基因１５是易感因素，结论正好相

反。由于基因座的等位基因数目越多，个体之间的

差异就越明显，因此本研究选用了在汉族人群中群

体多态性较高的Ｄ１Ｓ１６２７、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座，其等

位基因数目分别为６、８。而以往研究中选取的基因

座等位基因数目多为２～３个，如ｐ５３基因第７２密

码子［２７］。本研究首先通过基因分型获得对照组在

所选取基因座上的等位基因频率分布数据，进而根

据病例组与对照组之间的等位基因频率差异是否存

在统计学意义，筛选出与宫颈癌发生相关的易感因

素和（或）抗性因素［２８］。

　　本研究首先对病例组与对照组进行单因素分

析，发现携带Ｄ２２Ｓ１０４５基因座等位基因１４的个体

罹患宫颈癌的危险性是未携带此等位基因个体的

３．８３７倍（ＯＲ＝３．８３７，９５％ＣＩ：１．０７８～１３．６５８），推

断Ｄ２２Ｓ１０４５基因座等位基因１４可能是与宫颈癌

发生相关的易感等位基因。同样，携带 Ｄ２２Ｓ１０４５
基因座的等位基因１７的个体罹患宫颈癌的危险性

是未携带此等位基因个体的０．５２０倍（ＯＲ＝０．５２０，

９５％ＣＩ：０．３０６～０．８８２），推断 Ｄ２２Ｓ１０４５基因座的

等位基因１７可能是与宫颈癌发生相关的抗性等位

基因。由于众多研究已经表明吸烟、产次过多均系

与宫颈癌发生相关的易感因素，因此本研究在单因

素分析的基础上，对吸烟、产次、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座等

位基因１４进行了多变量ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。结果显

示，产次、吸烟、Ｄ２２Ｓ１０４５基因座等位基因１４均为

与宫颈癌发生相关的危险因素，进一步强调了遗传

因素在宫颈癌发生中的重要作用。

　　本研究首次尝试采用ＳＴＲ检测方法将 ＭＳＩ应

用于宫颈癌发病风险的研究。结果显示，Ｄ２２Ｓ１０４５
基因座与宫颈癌的发生相关联，并且 Ｄ２２Ｓ１０４５基

因座的等位基因１４是与宫颈癌发生相关的易感等

位基因，会加大宫颈癌的发病风险。而 Ｄ２２Ｓ１０４５
基因座的等位基因１７是与宫颈癌发生相关的抗性

等位基因，可以降低宫颈癌的发病风险。由于本研

究才刚刚起步，在ＳＴＲ基因座、样本量等的选择上

尚有不足，需要在以后进一步进行大样本、多地域、

多民族广泛深入的协同研究，为深入研究宫颈癌的

发病风险提供一种新的途径。
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