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。单核苷酸多态性北京杭州广州三地中国人

群前列腺癌相关性研究
硕士研究生：李鹏举

导师：黄鹏副教授

摘要
研究背景：

前列腺癌是指发生在前列腺的上皮性恶性肿瘤。在2004年的WHO《泌尿

系统及男性生殖器官肿瘤病理学和遗传学》里面前列腺癌各种病理类型分别为

腺癌(腺泡腺癌)、导管腺癌、尿路上皮癌、鳞状细胞癌、腺鳞癌等等。其中前

列腺腺癌占95％以上，因此，通常我们所说的前列腺癌就是指前列腺腺癌。2012

年我国肿瘤登记地区前列腺癌发病率为9．92／10万，列男性恶性肿瘤发病率的第

6位。发病年龄在55岁前处于较低水平，55岁后逐渐升高，发病率随着年龄的

增长而增长，高峰年龄是70"--'80岁。家族遗传型前列腺癌患者发病年龄稍早，

年龄555岁的患者占43％。在世界范围内，前列腺癌是影响男性健康的最常见恶

性肿瘤之一，发病率在所有男性恶性肿瘤中位居第二，同时有着明显的地理和

种族差异。澳大利亚／新西兰勒比海的纳维亚地区最高，亚洲及北非相对较低。

根据美国癌症协会发布的报告，美国2013年前列腺癌患者数目达到238950人，

占男性所有恶性肿瘤的28％，死亡人数为29720人；在欧洲，2008年新发前列

腺癌患者数为382000人，90000名患者死亡。虽然亚洲的发病率低于欧美国家，

但是其近年来的增长速率远远超过欧美国家的增长速率。根据2012年世界普查

报告，也可以看出前列腺癌在中国的发病率有了明显的增长：1998．19974年期

间发病率的增长率为2．1％，但是在1994．2002，前列腺癌发病率增长率高达

13．4％。

引起前列腺癌的危险因素有待研究，一些已经可以确定的危险因素包括年
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龄、种族和遗传性。2个或者2个以上的一级亲属患病，患病危险性会增加5．11

倍。通过全基因组相关研究，现阶段已经发现50余个单核苷酸多态性(SNP)

与前列腺癌发病风险相关。有报告证实，发生5个或者5个以上的SNP的男性

与无SNP的男性相比，罹患前列腺的风险比高达9．46．

SNPs是指在基因组的复制过程中，单个核苷酸变异所引起的DNA序列多

态性。与突变不同的是其变异发生率，突变小于1％。发生率大于1％则被称为

单核苷酸多态性。SNPs是常见人类可遗传变异，广泛存在于人类基因组中，占

已知多态性的90％以上。大约每1000个基因组中就有一个SNP，故SNPs大概

总共3×106个。

SNPs就是单个碱基变异的产物，通常我们谈到的SNP指的是转换和颠换。

在我们所表述的单个基因的变异的情况中，一般都是指碱基的转换(transition)

或者颠换(transversion)，亦可以是碱基的插入或者缺失。并非所有的SNPs是

有意义的，其中一些，例如非编码区的SNPs是没有意义的，并不影响蛋白质的

功能或者基因的表达。

SNPs在人群中的分布广泛，同时作为一个相对稳定的遗传标记，能存在于从

个体的出生至死亡的所有时期，使疾病的早期遗传分析成为可能。在现阶段，研究

已证实SNPs能够影响基因的功能，有一部分SNPs能通过多种途径影响前列腺癌的

发生、发展以及预后。所以，SNPs不但作为遗传性基因影响和证明肿瘤的发生与发

展，也为肿瘤的普查提供了一个有效的思路与检测方法。

SNPs主要可以分成几部分：约95％的SNPs在非编码区内部，其余的5％分

布在基因调控区里面，称为基因调控区SNPs(regulatory SNPs，rSNPs)；编码

SNPs(coding SNPs，cSNPs)即是分布在基因编码区中的SNPs。若cSNPs所编

码的氨基酸序列与之前没有发生变化则称为同义SNPs(synonymous SNPs，

sSNPs)，而编码的氨基酸序列与未变异的的比较出现改变则称为非同义SNPs

或错义SNPs(non。synonymous SNPs，nsSNPs)。cSNPs虽然在所有变异中所占

比例不多，但是在遗传性疾病研究中却具有重要意义，因此cSNP的研究更受关
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注。在cSNPs中，大约有一半为非同义SNPs。

SNPs可作为第三代遗传标志物，突变水平不及微卫星，只有两种等位型：

不过因为其在人体基因组中分布频密，因而总数量巨大，所以相较微卫星来说，

它的遗传性质相对更为稳定。相比第一、第二代遗传标志物，SNPs筛查具有更

简便分型检测并实现自动化分析的特点，因为在其筛查过程中，一般只需要阳

性／阴性(+／一)分析。SNPs已代替微卫星技术应用于基因研究领域，对于不同

个体的表型差异、不同个体或者群体对疾病，尤其是复杂性疾病易感性、药物

耐受性和环境适应性的差异分析，其已成为最为合适的标志。SNPs目前应用领

域包括分子诊断、临床检验、法医学、病院检测、遗传疾病和新药研发等等。

现阶段比较普遍的SNPs的分析方法大致有三种：第一类为遗传流行病学的

相关性分析，主要通过调查SNPs在疾病易感性、药物反应性及其他相关遗传表

型差异的手段；第二类是基于细胞水平和生化水平的分析，通过细胞通路、相

关酶活性的分析来描述SNPs改变对于基因功能方面的影响；第三类为SNPs对

于基因表达的影响的分子机制研究，主要是对SNPs在基因转录、翻译及蛋白表

达相关进行分析，研究其机制。

日本的冈山大学科研小组经过与癌症相关的基因中的48个非同义SNPs的

筛选，指出在12个SNPs中相关的10个基因对前列腺癌这种恶性肿瘤的发生与

发展具有非常重要的意义。在这10个基因里，包含了1个代谢酶基因、1个凋

亡调节基因、2个DNA修复基因、5个肿瘤抑制基因和1个染色体分离相关基

因．在这里面有9个SNPs与恶性肿瘤的发生与发展的关系是首次被发现。在预测

今后30年里面的前列腺癌罹患风险方面，风险组最高的可达290A，而风险组比

较低的可为0．6％，其中风险组最低的仅仅约为0．2％。同时我们在预先评估前列

腺癌罹患风险方面，发现这12个SNPs影响效应可以发生累积，风险组高与低

的罹患率相比较，其OR值高达47．4。所以，在肿瘤的患病风险遗传学的评估中

应用上与多种恶性肿瘤有关联性的SNPs的整合，与现有方式相比，对于罹患前

列腺癌风险较高的人群的普筛是具有更大的准确性和更高的效率，并在肿瘤的
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早期诊断和预防措施的选择方面具有优势。

日本人群所在的地理位置与中国人群相近，同时两国人群也具有相似的人

种起源，因此两国的遗传背景有很高的共同性。经过在日本大规模筛查得到的

前列腺癌罹患风险相关的SNPs可能在中国人群中也会有部分适用。因此，在亚

洲的四个国家，中、日、韩和新加坡联合进行了一项跨国际的多中心研究，目

的是为了检验这一假说的准确与否，并将在日本的筛查结果推广到亚洲其他的

国家，同时检验筛选出的前列腺癌高风险相关性SNPs在亚洲其他人群中的效力。

本次试验中所选位点是来自日本冈山大学科研小组的筛查成果、一致于此次多

中心试验的研究内容。

目的和意义：

1、分析调查前列腺癌组和对照组人群中多个特定单核苷酸多态性位点的分

布情况，探讨多个特定位点与中国人群前列腺癌患病风险的相关性，寻找阳性

位点以期于指导前列腺癌早期诊断和预防。

2、尝试建立多个阳性单核苷酸多态性位点与中国前列腺癌罹患风险的预测

模型。

方法：

自2009年1月至2013年4月，在北京首钢医院吴阶平泌尿外科中心、浙

江大学第一附属医院及南方医科大学附属珠江医院医院招募253例前列腺癌

(Pca)患者和214例非前列腺癌及其他健康人群(对照组)。病例组为术后病理

检查或者通过影像学、前列腺穿刺活检证实前列腺癌患者，初次发病或复诊均

可。对照组为非前列腺癌及其他健康人群，主要条件是需与Pca组人员在年龄上

相一致，同时也是在同一时段同一医疗单位住院或者门诊就诊的其他患者。记

录患者的临床资料如发病年龄、Gleason评分、TNM分期、PSA水、治疗的方

法选择及治疗后疗效等等，同时发给患者问卷进行调查，其中的内容包括有饮

酒吸烟史，家族史及饮食风俗等。抽血之前，需告知患者取得其同意同时签署

知情同意书。使用EDTA抗凝管将抽取到的大概2ml外周静脉血保存在．20℃(或
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一80℃)条件下。全血基因组DNA则通过使用TIANamp Blood DNA Kit血液

基因组DNA提取试剂盒进行提取。提取到的DNA基因分型则通过使用多重

SNaPshot SNP分型技术来完成，结果所得出的基因有8个，命名方式主要是根

据其所在的位点来命名：RADl7 SNP、SMARCADl SNP、MMP27 SNP、AXIN2

SNP、PSMD8BPl SNP CASP9 SNP、、DCLRElB SNP、BARDl SNP。

统计学的方法：

使用Pearson’S X2检验方法用来比较各临床指标之间的差异(患病组与对照

组之间、多种基因型之间)。各个对照组的SNP位点的基因型分布频率使用

Pearson’S X2检验方法，主要是进行Hardy—Weinberg平衡检验同时通过R语言来

分析。logistic回归分析主要用于计算特定的基因型与本次研究所涉及人群的前

列腺癌罹患风险比值比(ORs)、与之相对应的P值以及其95％的可信区间

(Confidence intervals，CIs)，来分析各种基因型和前列腺癌罹患相关与否。前

列腺癌罹患风险具有相关性的SNPs与肿瘤危险分期和年龄等因素以分层的方式

进行分析。在肿瘤危险分期这一方面，我们将局限型前列腺癌和进展型前列腺

癌作为不同分层。局限型的前列腺癌的分层标准设定为：TNM分期T1．2：N0／NX；

M0／MX；Gleason评分2．7分；PSA<50 ng／ml。进展型前列腺癌组的分层标准则

设定为：TNM分期T3／4；N+：M+：Gleas880n评分8．10分；PSA>50 ng／ml。

局限型入组需满足全部标准，进展性则只需要满足标准被其中之一。在以年龄

分层这一方面，我们主要通过其中前列腺组以初发年龄、对照组以入组年龄为

标准的方式，以72岁年龄为分界线，最后分成<72岁组以及>72岁组。将患者

吸烟饮酒等情况作为前列腺癌罹患肿瘤相关性的多因素回归模型里面的影响因

素。此次我们使用SPSS 20．0统计学软件，在P<0．05时可认定为差异有统计学

意义，所有统计检验为双侧检验。

结果：

1、基因错配修复外切酶1相关单核苷酸多态性(rs9350)相关SNPs分析：

rs9350 CC等位基因片段在前列腺癌组与对照组中有相同百分比(32．8％与
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45．3％)，rs9350 CT和TT基因型在前列腺癌组与对照组中的百分比分别为53．0％

与44．4％(CT)、14．2％与10．3％(TT)。与CC基因表型相比，CT基因表型有

更高的前列腺癌罹患风险(OIPl．648，95％CI=1．112．2．444，p=0．013；校正

OR．1．678，95％CI=1．176．2．500，p=0．05)，C与T基因表型之间具有统计学意义

(p=0．09)

2、不同年龄层的SNPs(rs9350)分析：在已有的数据分析中，我们将72岁作

为年龄分界线(前列腺癌患者组及对照组中位年龄分别为71．4和70．2)，在此年

龄段上线具有近似的病例数。在大于72岁的年龄组中，rs9350 CT／TT基因型具

有统计学意义(p=0．032)；携带C等位基因具有更高的前列腺癌罹患风险(校正

OR=I．464，95％CI=0．998—12．147，p=0．041)。

3、不同肿瘤危险程度分层SNPs(rs9350)分析：根据肿瘤侵袭性分为局限

性前列腺癌组和进展性前列腺癌组。在局限性前列腺癌组中(对照组为正常人

或非肿瘤患者)rs9350 CT／TT基因型与更高的前列腺癌罹患风险明显相关(校

正OR=I．978，95％CI=1．070-3．022，p--0．027)。

4、其他临床指标SNPs(rs9350)分析：除PSA水平之外(PSA_<10 ng／ml

相比较PSA>10 ng／m1)CT／TT基因型存在率更高(p=0．006)，其余临床指标与

SNPs之间并无明显的相关性。

结论：

通过本次病例对照研究，我们发现：EX01 SNP[rs9350]与中国人群前列腺

癌具有显著相关性。在已知的研究结果中，本次研究结果为首次发现EX01 SNP

[rs9350 CT／TT：C／T]和前列腺癌罹患风险显著相关。尽管更大的数据样本、更多

的人种仍然需要进一步试验验证，EX01 SNP[rs9350]具有成为前列腺癌罹患风

险早期筛查及评估的有效分子生物学标记。

关键词：单核苷酸多态性，前列腺癌，易感性，EX01；rs9350；基因错配修复。
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Name：Pengju Li

Supervisor：Peng Huang

ABSTRACT

Background：

Prostate cancer is a kind of malignant epithelial tumor which grows in prostate．

The pathological pattern contains glandular cancer,ductal adenocarcinoma,

urothelium carcinoma，squamous—cell carcinoma and adenosquamous carcinoma and

90％of these pathological types are glandular cancer．Thus，generally we informed

about prostate cancer means that it is prostate glandular cancer．In 20 1 2，the prostate

cancer morbidity is 9．92／1 00 000 at the place of cancer registration area in china，takes

the sixth place of all male malignant neoplasm．The morbidity of the disease is low

under age 55，while it is increasing 2Llong with the age after age 55，the peak is age

70—80．An earlier morbidity occurs in heredofamilial prostate cancer patients，43％

patients are at age younger than 5 5．In world wild，prostate cancer is one of the most

common malignant tumor which affect male’S health，among all the carcinoma in

male，prostate cancer ranks at the second place．There are some significant

differences of morbidity when the patient come from different places and different

races．It is the highest in Australia／New Zealand，Caribbean while it is lowest in Asia

and North Africa．According to the report of American Cancer Society,the number of
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prosta．te cancer patients is 238950 in USA in 2013，occupies 50％in all malignant

tumor，while the death number is 29720．In Europe，there are 382000 new cases in

2880 while the death number is 90000．Although the morbidity in Asia is lower than

Europe and America，the rising rate of the morbidity is on the other side．According to

the world census report，it is indentified that the rate of prostate cancer morbidity in

China is increasing these years．The rising rate of prostate cancer morbidity is 2．1％in

1998．1974 while it is 13．4％in 1994．2002．

The risk factor ofprostate cancer is still unclear,a few confirmed factors are age，

races and hereditary．If there is 2 or more than 2 patients in your family,the risk is

increasing by 5-1 1 times．It is confirmed that compared with non-SNP male，the risk

is 9．46 when there are 5 or more than 5 SNPs exsiting

Single Nucleotide Polymorphisms(SNPs)are DNA sequence polymorphisms

caused by a single nucleotide mutation during the procedure of DNA sequence

deplication transcription．The difference between mutant and SNPs is the rate of

variation，less than 1％is called the mutant and more than 1％is called single

nucleotide polymorphism．SNPs is a common heritable variation which exsits

human genetic variation in the human gene widely,．Among all the polymorphism，

the SNPs occupies over 90％．In the human genome each of about 1 000 bp is SNP

and the number of all SNPs is about 3×106．

A single mutation，it could be a basic group converted caused by transition or

transversion，it also could be caused by insertion or deletion of single nucleotides．

Generally speaking，SNPs we talked about are mostly caused by transitions and

transversions．Most of SNPs are insignificant(such as non-coding region SNPs)

because of there is no effects on protein function or gene expression

There are several kinds of SNPs．About 95％of the SNPs located in the non-coding

region，a little fraction of SNPs are located in the gene regulatory region，were known
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as gene control region SNPs(rSNPs)．which is locate．d in the coding region of the

gene coding SNPs called SNPs(cSNPs)．Furthermore，if cSNPs does not change the

amino acid sequence encoded，it could be called synonymous SNPs(sSNPs)．But if it

change the amino acid sequence，it could be called non—synonymous SNPs or

missense SNPs(nsSNPs)．Although cSNPs accounts for less percentage in all

variation，it means a lot in the research of hereditary disease．Hence，the research of

cSNPS draw more attention．There are about 50％nsSNPs in all cSNPs．

SNPs are widely exists in human population，at the same time，SNPs could be

relatively stable existing from birth to death as a biological marker Thus，a genetic

analysis in the early diagnosis of disease is reality．Nowadays，it is confirmed that

SNPs is able to affect the function of DNA，some prostate cancer related SNPs

could affect the occurrence，development and prognosis of prostate cancer by many

methods．Thus，SNPs Can be able to affect and provide the tumor occurrence and

development as a biological markeg provide an effective method of common cancer

screening as well．

There are two allelic type which is less than microsatellite variability while as the

third generation of SNP genetic markers，．Owe to the gaint number of frequency

distribution in all of the genome，compared诵t11 microsatellite genetic markers it is

more stable．It is only need to analysis positive or negative(+／-)when generally

SNPs in the genomic screening process，SO it is not hard to operate genotyping

analysis automatically．Compared to the first and second generation of genetic

markers， are more suitable for exploring population-based genetic condition and

other aspects of the study in complex genetic diseases．It has been replaced

microsatellite marker technology in the field of genetic research．SNPs were used to

explain the phenotypic differences between individuals，different complex diseases

susceptibility of different groups or individuals，drug and environmental factors
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response．It has been widely used in clinical diagnosis，forensics，pathogen detection，，

genetic diseases，new drug development and other aspects．Common methods of

analysis of SNPs can be divided into three categories．The first category is association

analysis based genetic epidemiology method，including the research of SNPs in

disease susceptibility,drug reactions and other phenotypic differences．The second

category is about the analysis in cellular and biochemical levels including enzyme

activity and other aspects in cell signaling pathways to illustrate the impact of SNPs

on gene function．The tllird category focus on SNPs impacting on molecular

mechanisms of gene expression．Through the role of SNPs in the gene transcription,

translation and protein expression to explore the mechanism of SNPs affecting gene

function．

The research group in Okayama University had screened 48 missense SNPs

(non-synonymous SNPs)in cancer-related genes．They found 1 2 SNPs in 1 0 genes

and these SNPs have a significant impact on the incidence of prostate cancer．This 1 0

genes include five tumor suppressor genes，two DNA repair genes，a metabolic

enzyme gene，a chromosome segregation gene and an apoptosis-related gene．Nine

SNPs which are correlated witll prostate cancer were first discovered．This 1 2 SNPs

in prediction of prostate cancer risk also has a cumulative effect．The highest risk

group’S OR value can be up to 47．4 comparing witll the low-risk group．The highest

risk group the incidence of prostate cancer in the next 3 0 years was 29％，while the

low-risk group Was O．6％and the lowest risk group was only about 0．2％．Thus．

through the integration of multiple tumor-associated SNPs risk to conduct tumor

genetics evaluation，Can further improve the accuracy and efficiency of prostate

cancer screening in high—risk populations．It also can improve the prevention or

early diagnosis of prostate cancer．

Because of similar geographic and ethnic origin，Chinese population and Japanese

lV
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population have great similarity in genetic background．These prostate cancer risk

SNPs obtained by large—scale screening of the Japanese population may also apply to

the Chinese population．In order to test this hypothesis and further expand this

research results from Japan into China and other Asian countries，China,Japan，South

Korea and Singapore jointly launched an international multi-center study．This study

was designed to test the effectiveness of these prostate cancer risk SNPs in other

Asian populations．The selected SNPs in this article is derived from the achievement

of Okayama University research group and is consistent witll multi-center study．

Purpose

1．To investigate the association between SNPs and the risk of prostate cancer in

Chinese population，positive sites to guidance for prostate cancer prevention and early

diagnosis．Using positive SNP for prostate cancer prevention and early diagnosis．

2．Try to establish a risk model、埔t11 number of positive single-nucleotide

polymorphisms in predicting the risk of prostate cancer among Chinese Han

population．

Method

From January 2009 to April 2013，recruited 253 cases of prostate cancer(Pea)

patients and 2 1 4 cases of non—prostate cancer patients and healthy volunteers

(control group)from Southem Medical University zhuj iang Hospital and the first

affiliated hospital of Zhejiang university,Peking University Shougang Hosipit01．

Case group included biopsy or pathologic diagnosis of prostate cancer patients，the

initial onset or referral．Control group included patients with prostate cancer and other

malignancies with age matched patients maintained．The could be in the same patient

hospitalization or outpatient medical units during the same period．Recorded clinical

data such as age at onset，PSA，Gleason score，TNM stage，treatment，and treatment

effects and distributed questionnaires to patients．The questionnaires included

V
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smoking history,drinking history,family history,diet ha．bit and SO on．

A2 mL blood sample was obtained from each participant，and it remained at room

temperature for no more than six hours．Genomic DNA was extracted using a

TIANamp Blood DNA Kit(TIANGEN Biotech，Beij ing，China)according to the

manufacturer’S instructions，and was stored at-200C．We analyzed the Axin2 SNP

(rs2240308)and seven SNPs of the other genes(not shown in this paper)using these

samples．The genetic analyses were performed using the ABI SNaPshot multiplex

system(Life Technologies Corporation，Carlsbad，CA，USA)．

Statistical analysis

We compared the proportion(percentage)of the each genotype and allele of the

SNP[rs93 50：G／A]and other seven SNPs in the controls and prostate cancer cases．

The association between the SNP and incidence of prostate cancer was analyzed

using a logistic regression model．The odds ratio(OR)，95％confidence interval(CI)

and corresponding P values for the association between the prostate cancer risk and

the genotypes or alleles were calculated．The data for each genotype or allele was

compared with that of the common homozygote or allele as the reference group．We

also stratified our analyses by the age of the patient at diagnosis(<72 or>72 years)

and by the aggressiveness of the disease(10calized or advanced prostate cancer)．

Localized prostate cancer inclusion criteria are T1—2，NO，M0，Gleason score 2-7，and

PSA levels 5 50 ng／mL．Advanced prostate cancer inclusion criteria are T3／4 or N+

or M+or Gleason score 8-10 or PSAlevels>50 ng／mL．

In these analyses，the data were adjusted for the age，smoking status and drinking

status．The data are shown as the means士standard deviation(SD)．The Chi-square

test was used to compare the distribution of the control males and prostate cancer

patients or of the clinical characteristics．The Mann-Whitney U test was also

performed to analyze the statistical significance of differences in the age and PSA
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level at diagnosis．All statistical．analyses were conducted，using the SPSS software

program，version 20．0．The differences were considered to be significant for values of

P<0．05．

Results

1,SNP analysis of rs9350 in prostate cancer

The allele and genotype frequencies of rs9350 among cases and control subjects

are listed in Table 3．The same proportion of rs9350 CC allele(32．8 VS．45．3％)Was

observed in prostate cancer patients and control subjects．The proportions of rs9350

CT and TT genotypes in prostate cancer patients versus control subjects were 53．0

versus 44．4％and 1 4．2 versus 1 0．3％，respectively．Comparedwith the CC genotype，

the CT genotype may increase prostate cancer risk(OR-1．648，95％CI=1．112_2．444，

P=0．013 and adjusted OR=1．678，95％CI=1．130之．494，P=0．010)．Further,the

CT／TT genotypes were significantly associated with increased prostate cancer risk

(OR=I．698，95％CI=1．16∞．473，P=0．006 and adjusted OR=I．714，95％

CI=I．1 7∞．500，P=0．005)，and the C allele had a significant statistically compared

埘tll Tallele fP=0．009)of EX01(rs9350)．

2，SNP analysis of rs93 50 for different ages at diagnosis

In stratified analysis，we selected an age at diagnosis of 72 years as the cutoff,

with similar numbers of cases above andbelow the cutoff age．In the>72 years group，

the CT／TT genotypes of rs9350 were statistically significant(P=O．032)as well as the

C allele compared州th the T allele(adjusted OR_1．464，95％CI=0．998—12．147，

P=0．041)for prostate cancer risk．

3，SNP analysis of rs9350 in differem prostate cancer classes

In another stratified analysis，we classified the prostate cancer patients into

localized and advanced disease in terms of the aggressiveness．In the localized

disease subgroup(controls：all cancer-free patients or healthy men)，the CT／TT
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genotypes of rs9350 were associated、析th significantly increased prostate cancer risk

(adjusted OIP1．798，95％CI=1．070-3．022，P=0．027)．

4，SNP analysis ofrs9350 for different patient factors

Except for PSA levels at diagnosis，no significant association was observed

between rs93 50 and clinical factors，including aggressiveness，Gleason scores，age at

diagnosis，smoking status，or drinking status．Subjects with PSA levels of≤l O ng／mL

were more likely to have the CT／TT genotype than those with PSA levels of>1 0

ng／mL(P=0．006)．

Conelusion：

this variation in location could have helped obtain convincing results，

although the sample size Was small．Other studies have demonstrated a significant

association between rs93 50 and development of pancreatic cancer in American and

Taiwanese populations．

To our knowledge，Our study provides the first evidence for the association

between the EX01 SNP rs9350 and prostate cancer risk in Chinese people．we

provided evidence of independent replication for the EX01 SNP rs9350 associated

with prostate cancer risk in China．Although additional studies with larger and more

diverse populations and functional analysis of the SNP are necessary to confirm and

extend our findings，we believe that the EXO1 SNP rs9350 could be a useful

biomarker for assessing predisposition to prostate cancer and early diagnosis

of the disease．

Keywords：Prostate cancer．Single-nucleotide polymorphisms．EXO1．

rs93 50．DNA mismatch repair．

VIII

万方数据



硕士学位论文

目 录

摘要⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．I

ABSTRACT⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯i

前 言⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．11日lJ 舌⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．

方法部分⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．14

试验结果⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．25

讨论⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．32

参考文献⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯35

附件1⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．39

附件2⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．40

缩略词表⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一42

攻读学位期间的发表的学术论文⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一45

致谢⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯46

学位论文原创性声明⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一47

万方数据

Administrator
矩形

Administrator
矩形



硕士学位论文

—1上▲—．L

刖『 舌

一、 什么叫做单核苷酸多态性。

在2003年4月15日，美国，日本，德国，法国，英国等六个国家共同宣布

人类基因组序列图的完成，从而标志着人类基因组计划的成功。1990年人类基

因组计划(Human Genome Project，HGP)正式启动，其宗旨主要是为了明确人

类染色体的组成(主要是指单倍体)，其中的核苷酸序列大概有三十亿个碱基对

用来完成基因图谱的绘制。研究图谱所携带的基因鉴定和序列，最终目标是为

了破译人类遗传信息。同时我们还发现，人类遗传变异的范围的程度远远超出

了预期。在任何两个不相关的人的DNA序列中，相同的部分可达99．9 o／／o，但是

正是在剩余的0．1％里是在DNA序列中个体易感不同程度的疾病的，响应于不

同的药物的差异性的原因[1】。经过研究发现，深入探究DNA多态性位点与一些

常见的疾病相关性，有利于发现复杂的人类疾病的原因。

SNPs是指在基因组的复制过程中，单个核苷酸变异所引起的DNA序列多

态性。与突变不同的是其变异发生率，突变小于1％。发生率大于1％则被称为

单核苷酸多态性[2]。SNPs是常见人类可遗传变异，广泛存在于人类基因组中，

占已知多态性的90％以上。大约每1000个基因组中就有一个SNP，故SNPs大

概总共3x106个[3]。

SNPs就是单个碱基变异的产物，通常我们谈到的SNP指的是转换和颠换。

在我们所表述的单个基因的变异的情况中，一般都是指碱基的转换(transition)

或者颠换(transversion)，亦可以是碱基的插入或者缺失。并非所有的SNPs是

有意义的，其中一些，例如非编码区的SNPs是没有意义的，并不影响蛋白质的

功能或者基因的表达。

SNPs主要可以分成几部分：约95％的SNPs在非编码区内部，其余的5％分

布在基因调控区里面，称为基因调控区SNPs(regulatory SNPs，rSNPs)；编码

SNPs(coding SNPs，cSNPs)即是分布在基因编码区中的SNPs。若cSNPs所编

码的氨基酸序列与之前没有发生变化则称为同义SNPs(synonymous SNPs，
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sSNPs)，而编码的氨基酸序列与未变异的的比较出现改变则称为非同义SNPs

或错义SNPs(non．synonymous SNPs，nsSNPs)。cSNPs虽然在所有变异中所占

比例不多，但是在遗传性疾病研究中却具有重要意义，因此cSNP的研究更受关注。

在cSNPs中，大约有一半为非同义SNPs[4]。

分析SNPs方式可分为三类[5]，第一类是基于遗传流行病学相关，通过研究

敏感性单核苷酸多态性与疾病的SNPs的分析常用方法来研究药物反应有关的遗

传性和其它表型的差异；第二类对细胞和生化水平的分析，通过分析酶的活性，

以及细胞信号传导途径的其它方面来说明SNPs的基因各种功能的影响：第三类

是基于单核苷酸多态性的分子机制影响，由基因转录翻译和蛋白SNPs的基因表

达进行了分析，探索了SNPs影响基因各种功能的机制。

二、三代遗传标志物的变化

在第一代遗传标记主要是建立在传统的Southern杂交基础上的一种遗传标

志物，美国遗传学家bostein在1980年首次提出DNA限制性片段长度多态性

(Restriction Fragment Length polymorphisms，RFLPS)作为分子遗传标记[6]，这

使得遗传标记摆脱了孟德尔时代变异数目不足的形态学问题。RFLPS被广泛应

用于遗传图谱，基因定位和生物进化的分类的组成和建设。利用RFLSP的原理

是通过特异性杂交的探针，来检测因为限制性核酸内切酶的限制位点发生的突

变，比如说单个碱基的插入、缺失或者替换，甚至直接发生突变从而引起了各

个被剪切后基因片段的大小不等，从而可以用来检测比较在DNA中突变(称为

多态性)水平的个体差异[7】。

第二代基于PCR遗传标记的遗传标志物，被称为微卫星多态性(Microsatellite

polymorphisms)或短串联重复(Short tandem repeats，STRs)。STRs是被布置在

两个或更多个核苷酸重复序列里，以及相邻的约2—10个碱基对之中，在非编码

内含子具有共同的长度但是具有不同形式的重复序列。由于不同的重复序列和

重复序列在不同种族中的数量不同，这样一来，不同组中的分配就可以组合出

不同的性质，从而构成个STRs基因多态性。在不同的STRs位点及序列不同的

2
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个体之间，通过识别基因组重复特定位点和特定序列，使得能够我们可以根据

其来创建个人遗传图谱。目前已经有超过10，000个STRs基因被披露。由于STRs

具有易于分析，分布广，容易察觉，信息巨大，高度多态性和共显性孟德尔遗

传等优点，其已广泛应用于遗传图谱，连锁分析，亲子鉴定，基因定位和疾病

种类多样性的研究，尤其是现场法医学方面更是有了举足轻重的地位[8]。

第三代是以基因组序列为基础的SNPs的遗传标记。人类遗传变异的SNPs

之中最常见的就是单核苷酸在DNA序列中的变异，占所有目前已知的变体的90

％以上。单核苷酸变异具有高达1000万以上的总数量，换句话说也就是每300

至600个人类基因组的碱基对中就有一个SNPs。 SNPs作为第三代遗传标记，

只有两个等位基因型，变异的程度与微卫星一样好，但由于总的基因组数量庞

大的缘故，因而SNPs分布的频率也高，因此具有比微遗传特性更稳定的特性。

SNPs在基因组中的筛选方法通常仅包含正或负(+／．)分析，以此其基因分型

很容易达成分析的自动化。相比第一代和第二代遗传标记更适合解析和分析人

群的遗传特点和复杂的遗传疾病的研究等方面。并且SNPs己取代微卫星标记技

术在所引入的基因研究领域里的应用。SNPs主要可以使用来帮助分析解释复杂

疾病环境因素里的个人、团体和不同的疾病之间所具备的的相关性，特别是其

敏感性，药物耐受性和差异个体之间的表型差异。因此它已被广泛应用于分子

诊断，临床检验，法医学，病原体检测，遗传性疾病和药物开发等诸多方面[9】。

三、单核苷酸多态性的研究意义

1、多基因疾病的突变位点和相关分析

过去遗传学家在研究导致疾病因素多采取多基因连锁分析，即以家庭为基础

的(family based linkage analysis)方法搜索相关的基因。但由于该方法需要分析

两代或家族的更多代，以及复杂的疾病(或多基因遗传病)在实际情况下遗传

模式，并且需要设定继承相关参数，因此通常其模式不能够得到确定。主要原

因是常缺乏其他参数，如外显率的连锁分析，所需基因频率等等，因而容易产

生较大的不确定性的结果[10]。所以人们不再局限于定位克隆的方法，以及基于
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人口的(population based association analysis)的相关转向不平衡关联分析。关联

分析是比较病例组和对照组之间更具体更明确的遗传标记的等位基因变异频率

的差异。如果该组中一般情况下较高频率的个体中遗传标记基因出现，我们有

理由认为是标记基因和此类疾病的关联。此种研究方法的对象包括正常人群和

患者，由于不需要获得家庭数据，所以很容易得到样品。标记具有相关性的基

因不一定是致病遗传性疾病相关基因，而可能是由于风险位点和相邻多态性标

记之间的连锁不平衡引起的。因此，基于连锁不平衡的多态性标记通常需要的

高密度的基因组，以便可以系统地进行扫描。用于发现与疾病相关联的区域分

析的该方法，通常是双等位基因的SNPs，由于其分布广，突变低和易于实现自

动化而成为首选筛选方法[11 1．

2、单基因疾病的未知基因确定及连锁相关。

目前单基因疾病基因定位克隆研究思路可以概括如下：首先，具备研究样本

(如家庭，同胞或者人群等)可供选择；然后，基于连锁不平衡原理，在全基因

组，染色体片段或候选基因的水平样本里进行大规模扫描遗传标记：最后，对于

获得的数据分析以确定哪些基因或染色体片段和疾病的研究之间具备相关性，

并最终明确疾病易感基因位置靠近哪一个遗传标记或目的基因区域相关数据的

最适合统计方法。自1980年以来，全基因组关联分析方法表明这种方法是有效

果的，这种方法已使用对超过1300个疾病基因进行了鉴定。我们通过连锁不平

衡的SNPs位点的研究，可以促进我们对人类进化的规律的认识，也可以针对疾

病相关的位点，帮助找出致病基因[12]。

四、在法医学领域SNPs的应用

因为单核苷酸多态性是人群广泛性的二等位基因等位标记物，很容易确定

其类型和基因出现的频率，因此在分析大数据样品方面具有优势。同时SNPs位

点的突变率很低，很适合亲子鉴定的工作，再加上高通量技术可以使用，因此

在法医学领域的SNPs受到越来越多人们的关注。另外，根据X—SNPs单倍型分

析还可以用来识别祖母和孙女与父母姐妹关系，识别罪犯的身份[13]。

4
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Y染色体的SNPs的应用在法医学中相当广泛，由于性别决定是Y染色体的，

功能，这意味着Y遗传就等同于父系遗传，并向下传递单倍型，不会发生重组

置换等。除了突变的积累以外，其性状会从父亲稳定的传递给他的儿子。Y染色

体的SNPs单倍型分析，可以进行单亲父亲和儿子的亲子鉴定，也可鉴定和其他

兄弟关系和隔辈的爷孙的关系。Y型SNPs是强有力的取证工具，可用来识别

男性嫌疑人。由Y型的SNPs多重扩增，有利于小块瘢痕的雄性物质含量(是指

两个或更多个血液或体液，排泄物混合以形成瘢痕个体)的鉴定。法医学在检

测时可以使用一些与DNA检测类似的简化样本，比如性犯罪男性嫌疑人的Y染

色体SNPs和混合成分(例如精液)可直接通过男性的Y染色体SNP位点的样

本来检测，测试结果可以具有高度的特异性，这使得测试工作更容易、更准确

得到明确的结果．[141

线粒体DNA(mtDNA)是在存在于细胞核外的唯一的DNA，约有1／3的具

有比核DNA高出约10倍的突变率。我们可以通过通过序列分析线粒体DNA来

确定是否是母系遗传。法医线粒体测序主要是由于测序线粒体DNA序列可以在

样品的SNPs和与之相比较的其他样品之间有可直接检测到的序列多态性，因此

具有灵敏度高的优点。特别是对于骨头，指甲，毛发等不适合的核DNA检测项

目是非常有效的[15]。

五、多种单核苷酸多态性的研究模式

现阶段关于SNPs的研究方法有多种，以下是几种重要研究模式的简单介绍：

1、直接测序模式

直接测序是一种简单精确测序模式。在一般情况下，在测序峰纯合的SNPs

呈单峰，并在显示峰杂合的SNPs被设置双峰，这就比较容易区分开来。直接测

序方法检测单核苷酸多态性可达到接近100％的检出率。由于近年来越来越少的

成本损耗，同时直接测序和高通量自动测序仪的问世，使新的SNPs位点通过直

接测序来发现成为可能。常用的两种策略性直接测序包括PCR扩增产物进行测

序和随机测序[16]。期间我们发现和验证的cSNPs PCR产物测序的方法，通常使
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用的，是通过在编码区不同的个体以及PCR扩增产物进行测序和序列分析，倚

靠潜在的调节区调节来达到序列扩增的目的。这种研究方法通常用于研究仅已

知序列区的SNPs。由于相对高的成本和复杂的操作，它并不适合的SNP的大规

模筛选。有两种常用的随机测序方法：基因组比对(genomic alignment)和不完

全鸟枪(reduced representative shotgun)。其中的基因组中的比较方法是把重点放

在随机测序整个基因组，同时与人类基因组序列的测定序列作比较，这样可以

为新发现的SNPs在人类的全基因组序列图中明确定位。不完全的鸟枪通过混合

相同量的基因组DNA样品，其中主要为不同个体的DNA样品，通过该部分随

机测序覆盖率来达到验证出只有全基因组微片段部分的目的，以构建基因文库

中随机全基因组核苷酸序列片段资料库。从而比较其序列比在重叠区域中的不

同的染色体的质量之间的差异，成为一组单核苷酸多态性差异评价标准。

2、荧光共振能量传递模式

荧光共振能量转移(Fluorescence resonance energy transfer，FRET)是指在足

够接近的2个荧光发色团(约lnm两者的距离)，当供体(donor)分子激发到

一个较高的电子能量状态后吸收光子的某些频率，在电子返回到基态之前，通

过偶极相互作用，实现能量转移到邻近的受体分子(acceptor)的现象(即，共

振能量转移发生)。这种现象，称为荧光共振能量转移，简写FRET。当两种染

料的供体．受体形式彼此接近，使得都成为FRET供体因此不发出荧光，但是

当这两个供体分离时又重新发出荧光[17]。

TaqMan探针技术是基于FRET原理的通用方法，在反应体系由基于特异性

SNPs位点设计的两个常规PCR引物和探针。探针的5’和3’末端标记有荧光团和

淬灭基团，非荧光探针是完整的。探针3’末端磷酸化，以防止自扩增的引物。PCR

延伸反应使用的Taqman DNA聚合酶具有5’．3’外切酶活性，这样使得探针5’从

探测荧光团被切割下来，从而使荧光团和淬灭剂分离得到的荧光释放信号。在

反应中，这样的SNPs能够通过检测反应混合物的荧光强度来确定探针和靶序列。

因为其紧密度和荧光团在反应后将下降，所以最终影响荧光强度相关的是具有

6
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释放裂解功能的核酸外切酶活性，以及影响两者的组合之间的核苷酸错配。这

种方法的优点是，该反应可以通过PCR来进行，而不需要分离或洗脱过程，从

而迸一步降低的PCR污染的可能性，扩增产物与所述操作分析具有简单，快速，

准确和未经电泳的优点，提高了实验的效率。同样的方法也有一些缺点，因为

只有一个探针设计的基极之间的差异，有假阳性测试结果．

3、构象检测模式

单链构象多态性(Single-strand conformation polymorphism，SSCP)是现阶段

通用的方法，它是一个分离核酸的技术，可以分离长度相同，但序列不同的核

酸序列。其检测原理如下：单链DNA片段可以形成复杂的空间折叠构象，同时

保持分子的三维结构主要是依靠内部碱基配对的相互作用等方式来实现。如果

其构象受到影响，从而使发生构象变化的基础也产生变化，因此在聚丙烯酰胺

凝胶电泳里不同的构象迁移率的单链DNA分子也不同。因此，非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳(PAGE)，可以在分子构象具有区别的差异情况下检出。值得注意

的是：(1)SSCP只是一个突变检测模式，为了最后确定突变类型和位置还需要

进一步测序。 (2)由于SSCP由三维构象变化，根据上述单链DNA分子指向

导致的电泳迁移率来区分不同突变造成的，因此，当一个单链DNA分子，当在

某些位置点突变的三维构象的变化影响不大或没有影响时，或受影响时主要是

其他条件，聚丙烯酰胺凝胶电泳不能准确区分由未被发现的位置。 (3)SSCP

技术简单，低成本的测试，但近年来因通量不够高已很少使用。温度梯度凝胶

电泳(TGGE)和SSCP原理较为相似，但已很少使用[18]。

DHPLC(变性高效液相色谱，DHPLC)也是一种快速的、自动化检测方式

来检测高通量SNP位点。近年来，该技术最早是等于斯坦福大学Oefner和

Underhill在1995年的报道。其原理是杂合个体异源双链在部分热变性的条件

下，在塔内停留时间与纯合子相比是不同的。DNA的分离柱是高效液相色谱法

的关键，分离柱的化合物结合正电荷，带负电荷的是DNA分子，通过将DHPLC

调节温度到在相近DNA分子的Tm值条件运行。随后通过亲和DNA分子大小

7
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的溶出分离柱的能力与电荷成正比，根据亲和力更小更容易分离柱中洗脱出来

的原则得到较小的DNA分子，反之亦然[19】。DNA通过PCR扩增，由于错配

碱基导致异源双链的情况下，单链DNA比双链DNA携带更少电荷，它会先被

洗掉，正常配对双链最终从中分离出来，这样我们可以通过分析色谱峰的类型

和数量来确定SNPs的存在或不存在。这种方式测量未知的SNP具有明显的优

势，因为它的自动化程度高，灵敏度高，更大的DNA片段的分析也适用。但它

只能检测样品的SNP的突变型存在或不存在，并且不能在新的突变或多态性的

筛选领域来确定突变位置从而得到准确的结果。

4、杂交的模式

基因芯片(Gene chip)，也被称为DNA芯片，生物芯片，是一种高通量的

SNPs检测方法，通过固相．支持培养基来检测原位杂交和检测荧光。根据互补核

苷酸的碱基配对(A和T，C和G配对)原理设计多个探针，通过优化操作，探

针仅与其完全互补的，并且不含有单个碱基错配的序列进行杂交。在由诸如玻

璃，硅等特殊载体表面，然后制作成的具有DNA特定序列探针芯片的基因芯片。

此方法通过荧光化学提取和扩增，杂交固定化的探针标记来检测之后需要被检

测的基因。通过洗涤没有发生杂交反应来得到杂交样品。由于目标基因和探针

杂交的荧光强度和荧光种类的程度相关，因此，荧光强度或荧光种类的程度可

用来检测核苷酸序列的类型[20]。

动态等位基因特异性杂交(DASH)是利用热力学检测在DNA变性中的应用。

其原理是，检测所含有的SNPs使用生物素标记的引物之一，扩增产物是一些固

定在抗生蛋白链菌素。生物素包被的微量管中扩增的DNA样品，无标记产物

用NaOH则可以洗脱。单链产物和经过特异性寡核苷酸探针标记的等位基因杂

交以释放荧光，然后继续加热样品并且实时检测荧光信号。由于双链体具有错

配的热稳定性在与没有错配的情况下相比来说较差，所以可通过Tm值时检测判

断[21]。

5、质谱模式
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质量检测图谱(MS)分析是根据离子移动的方法来进行测定的方法，主要

是检测离子经过充电的电场和磁场分离后比率的方法(比率主要为携带的带电

粒子的质量和电荷的比)。

基质辅助激光解吸电离．飞行时间质谱(MALDI—TOF MS)。该方法使用共结

晶薄膜，激光的能量从基质吸收并从基质形成，基质样品得到一定强度的激光

照射，使得分子离子化样品中的电场电离。样品之间发生电荷转移并通过飞行

加速管道，根据检测样品的飞行到达时间(即测量离子的质荷比和离子的飞行

时间)来达到目的。其结果正比于检测到的离子大小。越小离子质量越高，经

过负电荷区时，到达检测器的时间更一t．夹[22]。通过这种方法，可以只分离包含的

两个不同的碱基序列区域的基因中的一个。 MS不需要检测荧光标记物，其可

以是样品的PCR产物，引物延伸反应产物，等位基因特异性终止产物，入侵者

消化物等等等，我们可以实现按质量直接检测不同质量样品或探针的办法，然

后根据推导出的SNPs样品来找到已知SNPs或者未知的SNPs的基因分型。

6、SNPs的高通量研究

全基因组关联分析(GWAS)是一种基于人类基因组计划和人类基因组单体

型图谱计划的研究工具。为大群体DNA样本、高密度的全基因组遗传标记(如

SNPs位点)的方法来进行基因分型，以便于找到与复杂疾病遗传因素相关联的

方法。这种方法的进一步研究方式主要是快速基因型分析。

从候选基因关联研究与GWAS研究的发展，从根本上是一致的。但它相对

于候选基因关联研究是极具成本效益的，因为其能够评估整个基因组的遗传资

料，同时并不需要在实验前做出假设，也不需要相关基因的背景资料[231．

目前GWAS想法基本相同：首先通过GWAS，找到一些疾病相关性状，例如以第

一组的人来说疾病相关的SNPs，这些位点然后再于第二和第三组的人口中分析

类似SNPs位点，以证明与SNPs位点性状相关的疾病。第一组人的分析，几乎

所有都基于全基因组芯片技术来进行高密度SNP分析，人群的第二和第三组，

可以使用各种不同的SNPs分析方法，如TaqMan探针，质谱，焦磷酸测序，低

9
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密度的SNP芯片定制方法，Sanger测序方法[24]。 ．

六、引物延伸

单碱基引物延伸(SBE)，也被称为微测序(Minisequencing)或模板介

导的荧光染料终止子掺入反应(TDI)。首先包含SNP的扩增和DNA序列的微

测序。通过设计一条3’端碱基与SNP位点只差一个碱基的引物，加入DNA聚

合酶和带有不同荧光标记的ddNTP进行延伸反应，当加入的ddNTP和SNP位

点的碱基互补时，延伸反应才可能进行，最后通过检测延伸碱基发出的荧光信

号以判断SNP类型。

焦磷酸测序技术是一个测量焦基于生物发光测定法，对于已知短序列分析，可

重复性和精确度性能与SangerDNA方法相类比。这种技术的原理是，当在DNA

聚合酶(DNA聚合酶)退火的引物和模板DNA，三磷酸腺苷酸酶(ATP硫酸)，

萤光素酶(荧光素酶)和腺苷三磷酸双磷酸酶(Apyrase)4种酶共同作用，接

着加入四种不同的脱氧核糖核苷酸(dNTPs)。如果模板与新加入碱基是相对应

的，等摩尔量释放的PPi则可以在延伸反应中出现。PPi由ATP sulfurytase催化，

结合腺苷5’．磷酸硫酸生成三磷酸腺苷(ATP)。 ATP的产生荧光素酶进一步激

活发射荧光，荧光强度与结合的碱基的数目是正相关的。相反，如果添加的碱

基不是与模板互补，它们不能产生荧光，这样就以便检测其他引物的核苷酸序

歹1J[261。

七、药物基因组学分析

药物基因组学(Pharmacogenomics)，也称为基因组药理学，属于基因组学

和药理学其中一个分支，SNPs多态型标志物可以通过检测遗传根源来揭示在不

同个体对不同药物的人群敏感性的差异。药物基因组学主要集中在药物吸收，

转运代谢的遗传特征和清除药物以及靶标分子基因突变的个体差异和药物(包

括疗效和不良反应)之间的关系。药物功效和对身体的不良反应是由多种因素

影响，主要是包括药物代谢酶，转运体，受体，其它药物靶标蛋白和不同个体

的遗传多态性之间蛋白质编码基因的影响，这是多态性SNPs分析的基本形式。

10
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在基于大量的临床研究中，基因多态性是导致在体内的个体差异的主要因素。

其影响会出现在药效和副作用方面。通过药物基因组学研究SNPs的领域，主要

是用于明确在不同的药代动力学和药效学方面的个体差异的遗传基础，以及寻

求开发有针对性的新的基因治疗方案，此外，我们可以根据个体的遗传背景，

反向调整药物治疗方案和达到“个体化治疗”的目的。

八、人类进化历史的分析

SNP可用于研究不同种群间的DNA序列变异，因为变化水平的演变是可

以使用SNP反映的。大部分SNPs位于基因组中的非蛋白编码区域，其分布不

受选择压力的影响，能够长期得以保留。对位于蛋白编码区域并且影响表现型

的变异可能受到自然选择的压力。如果变异能够在长时间内被保留下来，那么

该变异很可能对个体后代繁衍有重要影响。经过长期自然选择最终能够得以保

存的变异可能代表着进化史上的重要事件。因此通过计算不同物种间蛋白质家

族中编码区、非编码区与变异数目的比值，可以追溯进化树上的分支点。在该

分支点处，那些对物种进化有正面影响的变异才能被固定并保留在基因池(gene

p001)(所有个体的集合，包含所有的基因相同的人群)

九、前列腺癌与SNPs之间的关系

前列腺癌是指发生在前列腺的上皮性恶性肿瘤。2004年WHO《泌尿系统及

男性生殖器官肿瘤病理学和遗传学》中前列腺癌病理类型上包括腺癌(腺泡腺

癌)、导管腺癌、尿路上皮癌、鳞状细胞癌、腺鳞癌。其中前列腺腺癌占95％以

上，因此，通常我们所说的前列腺癌就是指前列腺腺癌[27]。2012年我国肿瘤登

记地区前列腺癌发病率为9．92／10万，列男性恶性肿瘤发病率的第6位。发病年

龄在55岁前处于较低水平，55岁后逐渐升高，发病率随着年龄的增长而增长，

高峰年龄是70"～80岁。家族遗传型前列腺癌患者发病年龄稍早，年龄<55岁的

患者占43％[28】。在世界范围内，前列腺癌是影响男性健康的最常见恶性肿瘤之

一，发病率在所有男性恶性肿瘤中位居第二，同时有着明显的地理和种族差异。

澳大利亚／新西兰、加勒比海的纳维亚地区最高，亚洲及北非相对较1'k乇[29]。根据
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美国癌症协会发布的报告，美国2013年前列腺癌患者数目达到238950人，占

男性所有恶性肿瘤的28％，死亡人数为29720人；在欧洲，2008年新发前列腺

癌患者数为382000人，90000名患者死亡。虽然亚洲的发病率低于欧美国家，

但是其近年来的增长速率远远超过欧美国家的增长速率。根据2012年世界普查

报告，也可以看出前列腺癌在中国的发病率有了明显的增长：1998．19974年期

间发病率的增长率为2．1％，但是在1994．2002，前列腺癌发病率增长率高达

13．4％[30]。

引起前列腺癌的危险因素有待研究，一些已经可以确定的危险因素包括年

龄、种族和遗传性。2个或者2个以上的一级亲属患病，患病危险性会增加5．11

倍[31]。通过全基因组相关研究，现阶段已经发现50余个单核苷酸多态性(SNP)

与前列腺癌发病风险相关。有报告证实，发生5个或者5个以上的SNP的男性

与无SNP的男性相比，罹患前列腺的风险比高达9．46132]．

日本的冈山大学科研小组经过与癌症相关的基因中的48个非同义SNPs的

筛选，指出在12个SNPs中相关的10个基因对前列腺癌这种恶性肿瘤的发生与

发展具有非常重要的意义。在这10个基因里，包含了1个代谢酶基因、1个凋

亡调节基因、2个DNA修复基因、5个肿瘤抑制基因和1个染色体分离相关基

因．在这里面有8个SNPs与恶性肿瘤的发生与发展的关系是首次被发现。在预测

今后30年里面的前列腺癌罹患风险方面，风险组最高的可达29％，而风险组比

较低的可为O．6％，其中风险组最低的仅仅约为0．2％。同时我们在预先评估前列

腺癌罹患风险方面，发现这12个SNPs影响效应可以发生累积，风险组高与低

的罹患率相比较，其OR值高达47．4。所以，在肿瘤的患病风险遗传学的评估中

应用上与多种恶性肿瘤有关联性的SNPs的整合，与现有方式相比，对于罹患前

列腺癌风险较高的人群的普筛是具有更大的准确性和更高的效率，并在肿瘤的

早期诊断和预防措施的选择方面具有优势。

日本人群所在的地理位置与中国人群相近，同时两国人群也具有相似的人

种起源，因此两国的遗传背景有很高的共同性。经过在日本大规模筛查得到的
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前列腺癌罹患风险相关的SNPs可能在中国人群中也会有部分适用。因此，在亚

洲的四个国家，中、日、韩和新加坡联合进行了一项跨国际的多中心研究，目

的是为了检验这一假说的准确与否，并将在日本的筛查结果推广到亚洲其他的

国家，同时检验筛选出的前列腺癌高风险相关性SNPs在亚洲其他人群中的效力。

本次试验中所选位点是来自日本冈山大学科研小组的筛查成果、一致于此次多

中心试验的研究内容。
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一、仪器和试剂

1、主要实验仪器

方法部分

BIQRAD电泳仪

Oilson移液器

超净台

DYY．IIl286型电泳槽

NanoDrop 2000超微量分光光度计

一80"C超低温冰箱

凝胶成像系统

扩增仪

漩涡振荡器

MICROCL 21R台式高速离心机

高压消毒锅

电热恒温鼓风干燥箱

PRISM 3730 DNA分析仪

Genemapper 4．1软件

美I雪BIQRAD公司

法国Gilson公司

上海浦东物理光学仪器厂

北京六一仪器厂

美国Thermo Scientific公司

日本SANYO公司

珠海黑马医学仪器有限公司

ABI公司，美国

浙江乐清仪器厂

德国Thermo公司

日本SANYO公司

上海一恒科技有限公司

美国ABI公司

美国应用生物系统公司

2、主要实验试剂

四乙酸乙二胺

脱氧核糖三磷酸2．5 mM

Hi．DiTM formamide

核酸标记物I

多重SNPs DNA提取试剂盒

Phosphatase alkaline shrimp(SAP)

琼脂糖

hotmaster Taq 2．5U／l

14

国产，分析纯

TianGen，北京

美国应用生物系统公司

TianGen北京

美国应用生物系统公司

美国普洛麦格(Promega)

美国英骏(Invitrogen)

TianGen北,京
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二、受测试人员的入组

自2009年1月至2013年4月，在北京首钢医院吴阶平泌尿外科中心、浙

江大学第一附属医院及南方医科大学附属珠江医院招募253例前列腺癌(Pea组)

患者和214例非前列腺癌及其他健康人群(对照组)

Pca组人员招募：病例组为术后病理检查或者通过影像学、前列腺穿刺活检

证实前列腺癌患者，初次发病或复诊均可。记录患者的临床资料如发病年龄、

Gleason评分、TNM分期、PSA水、治疗的方法选择及治疗后疗效等等，同时

发给患者问卷进行调查，其中的内容包括有饮酒吸烟史，家族史及饮食风俗等。

在确定入组后，床位主管医生与患者进行沟通，告知患者抽取血液作为样本步

骤，血液样本的去向、处置，此次研究的主要目标等。获得患者同意之后，记

录保存患者的临床信息并且与患者签署知情同意书。临床资料记录表及调查表

里面的具体内容见后文附件(附件1)。

对照组人员招募：对照组为非前列腺癌及其他健康人群，主要条件是需与

Pca组人员在年龄上相一致，同时也是在同一时段同一医疗单位住院或者门诊就

诊的其他患者。确定入组之后，主管医生同样告知患者抽取血液作为样本步骤，

血液样本的去向、处置，此次研究的主要目标等。获得患者同意之后，记录保

存患者的临床信息并且与患者签署知情同意书，发给患者问卷进行调查，其中

的内容包括有饮酒吸烟史，家族史及饮食风俗等并记录。知情同意书的具体内

容可见后文附件(附件2)。

三、血液样本的抽取保存

在获得患者同意并且签署知情同意书之后，床位主管医生联系主要相关责
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任护士，患者入院常规检查项目如血常规、生化验血用血液抽取后，需额外再

抽取2ml外周静脉血，以便进行后续的DNA提取、分析等等研究。使用EDTA

抗凝管将抽取到的大概2ml外周静脉血保存，同时贴上患者信息条形码、记录

患者姓名、住院号等等信息。在6小时以内保存在在．20℃(或一80℃)条件下。

为了防止收集到的血液样本在外界的温度变化下所导致的反复冻融而造成的

DNA变化影响最后试验结果，操作过程因此需严格按照实验室相关规定，血液

样的的．80℃冰箱保存与提取需定期由实验室人员操作，平常运输、使用过程中

注意干冰的使用，主要是为了防止温度过高。

四、DNA提取定量及定纯

此次试验主要通过由北京TianGen生物化学科技有限公司的全血DNA抽提

试剂盒(TIANamp Blood DNAKit)来进行DNA的提取。产品信息如下：TIANamp

Blood DNAKit，北京TianGen公司，其号码为DP318．02，产品为离心柱型。

1、主要组成成分：

试剂 规格

Proteinase K

GD Buffer

GB Buffer

GS Bu舵r

漂洗液PW

TB

CL Solution

CB3 absorbing-c

2ml收集管

1．5 ml离心管

2、试验所涉及设备及仪器

水浴箱、高速离心机、Gilson移液枪，低温冰箱(-20。C和一80。C)

16
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∞
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3、提取步骤如下文，主要参考操作说明书以及依据实际情况操作：

1)取1．5ml离心管，加入10009L CL细胞裂解液、4009L血液样品，56。C水浴，

颠倒震荡混合均匀后，高速离心机离心2min，12，000 rpm。得到样本后，将上清

去除，沉淀的物质即为细胞核(eL操作可重复，以得到更纯的细胞核沉淀物质)。

2)2009L GS Buffer加入到经过离心所得到的细胞核沉淀中，室温震荡混合均

匀。

3)2009LGB Buffer、209L蛋白酶K加入混合物中，室温震荡混合均匀，56。C

水浴静置十分钟，期间可将溶液颠倒震荡，可得清亮溶液。假如所得溶液扔有

浑浊，可以适当再延长裂解时间。

4)200 gL无水酒精加入所得溶液中，室温震荡混合均匀后所得溶液可能出现飘

絮样沉淀。

5)取出一个CB3吸附柱，放置入2ml收集管中，将所得的飘絮样沉淀及溶液

加入至至收集管中，高速离心机离心30s，12，000rpm，之后保留收集管中的吸

附柱，将收集管里面的废液倒出。

6)5009LGD Buffer加入吸附柱中，高速离心机离心30 s，12，000rpm，之后保

留收集管中的吸附柱，将收集管里的废液倒出。

7)700 gL漂洗液PW加入吸附柱中，高速离一tl,机离一tl,30 S，12，000rpm，之后

保留收集管中的吸附柱，将收集管里面的废液倒出。

8)500 gL漂洗液PW加入吸附柱中，高速离一tl,机离一tl,30s，12，000 rpm，之后

保留收集管中的吸附柱，将收集管里面的废液倒出。

9)高速离心机离一tl,2 min，12，000 rpm，将收集管里的废液倒出。吸附柱盖子打

开后，室温静置5 min。

10)取出一个1．5ml离。tl,管，在开盖吸附柱吸附膜的中央位置隔空加入TB洗脱

缓冲液1009L，室温静置，2 min后高速离心机离心2 min，12，000rpm，保留离

心管中所得到的的洗脱液。

11)上述离心管中的洗脱液再次加入到吸附柱中，室温静置，2min后高速离一tl,
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机离心2min，1 2．000rpm。

12)所得到的DNA沉淀物一80。C条件下保存。

4、所得DNA定量及定纯

所得的DNA的纯度和浓度主要通过核酸蛋白定量仪器来测定，其中主要用

Concentration(浓度)和OD值(吸光度)来作为定量单位。

5、DNA的琼脂糖凝胶电泳验证

1)琼脂糖凝胶的配置：20ml 0．5×Tfis硼酸加入定量琼脂糖凝胶后加热，酒精灯

加热琼脂糖融化完全后冷却，在温度降至50～60℃时适量溴化乙锭加入其中，

使其最终浓度为0．5p．g／m。小心得到溶液倒入胶版之中，凝固后将梳子拔出，得

到0．8％琼脂糖凝胶。

2)样品添加： 2 uL上样缓冲液加入至10p．LDNA样品溶液中，混合均匀后加

入样品槽；

3)电泳验证：电压：140V；电泳时间：8 rain；

4)拍照保留所得结果。

五、SNP位点的选择

日本的冈山大学科研小组经过与癌症相关的基因中的48个非同义SNPs的

筛选，指出在12个SNPs中相关的10个基因对前列腺癌这种恶性肿瘤的发生与

发展具有非常重要的意义。在这10个基因里，包含了1个代谢酶基因、1个凋

亡调节基因、2个DNA修复基因、5个肿瘤抑制基因和1个染色体分离相关基

因．在这里面有9个SNPs与恶性肿瘤的发生与发展的关系是首次被发现。在预测

今后30年里面的前列腺癌罹患风险方面，风险组最高的可达29％，而风险组比

较低的可为0．6％，其中风险组最低的仅仅约为0．2％。同时我们在预先评估前列

腺癌罹患风险方面，发现这12个SNPs影响效应可以发生累积，风险组高与低

的罹患率相比较，其OR值高达47．4。所以，在肿瘤的患病风险遗传学的评估中

应用上与多种恶性肿瘤有关联性的SNPs的整合，与现有方式相比，对于罹患前

列腺癌风险较高的人群的普筛是具有更大的准确性和更高的效率，并在肿瘤的
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早期诊断和预防措施的选择方面具有优势。 ．

在此次的中国人群前列腺癌罹患风险因素相关性研究中，我们从48个非同

义SNPs位点中选取了8个。其主要原则为：

1)此次8个位点已经在日本人群验证其与前列腺癌罹患风险相关性SNPs。

2)最小等位突变频率(MAF)大于5％；

3)此次所选的基因位点都与DNA错配修复基因、抑癌基因等肿瘤发生发

展相关基因

4)此次我们所选定的48个位点均为非同义SNPs。

此次我们所选位点主要是来源于日本岗山大学清水教授课题组，鉴于数据

仍处于保密状态，故本论文所涉及的其他SNPs位点及引物信息省去，我们使用

其所属位点来作为命名方式，其中本文研究位点为EXO 1称为rs9350，其余七

个位点分别为：RADl7 SNP、SMARCADl SNP、MMP27 SNP、PSMD8BPl SNP

CASP9 SNP—DCLRElB SNP、BARDl SNP。

六、多重PCR(SNsPshot)分型基因

此次试验，我们主要应用多重PCR的方法为该基因进行分型，同时此次试

验在北京、广州、浙江、日本所用方法相同，其主要涉及到两次的PCR步骤，

分别为SNsPshot(多重PCR)和二次PCR(单个碱基延伸)，主要的引物设计方

法见下文：

SNsPshot引物

PCR引物设计遵循一般原则，比如错误发生率低，避免引物及引物之间、

自身与引物之间发生二次结构形成，随机分布的碱基等等，满足上述条件，

其自身设计原则主要是：

1)length引物：18～25 bp；

2)length产物：50～100 bp；

3) 退火T：55～65℃；

4) CG所占百分比：40～60％；

19
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1、二次PCR引物

1)在试验SNPs位置的3’上游大约lbp的地方插入引物，有效引物(模

板可与引物完美配对)的长度大约为24士6bp，退火T可在

47℃-53℃。

2)dT(poly)加入有效引物的5’末端以及相同反应管中的引物长度可

有4-6bp的差别用来检测相同位点，其中主要目的是为了完成引物

长度的控制，完成不同位点的区分。

3)正反双链都可以用来进行引物设计，倘若其中一条无法设计出最理

想的引物，则可以使用另外一条进行设计。

2、引物序列的特异性验证

在对于已经设计出来的引物序列特异性以及其普通属性的比较和验证主要

是通过oli906．0软件来实现。其中为了验证引物的特异性及稳定性，我们可以登

陆http：／／blast．ncbi．nlm．nih．gov／Blast．cgi或Human BLAT Search(UCSC Genome

Bioinformatics Site)进行比较。

七、首次PCR(SNsPshot)

1、PCRprimermix

反应体系见下表所示：

试剂 用量

dNTPs(10mM)

氯化镁

10×PCR缓冲液

Platinum Taq(5U)

扩增模板

混合引物

ddH20

110切1

O．5斗L

O．8“L

2．5lxL

0．2肛L

1¨L

1¨L

19此

25IrtL

反应体系总用量为25btL，基因组DNAl0-50ng包含在DNA template中，PCR
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循环条件为：95℃5 min_(95℃30 sec_56℃30 SeC一72℃30 sec)×32

cycle---’72。C 5 min_÷4。C。主要通过0．2ml毛细微管在ABI 9700 Thermocycler分

析仪上完成。

2、同DNA提取物验证，PCR所得产物主要通过琼脂糖凝胶电泳来验证。

3、PCR所得产物提纯。

产物提纯主要目的是为了去除多余的反应物，如引物、dNTPs等等，从而

的到更纯的扩增反应产物。主要使用虾碱酶方法，反应体系见下表：

遮型 旦量(些必

蒸馏水 7．59L

ExoI(20U／gL)0．29L

PCR产物 29L

SAP(1U／pL) O．3pL

Total 10此

室温下混合均匀，保持温度37℃90 min，EXO l及SAP的灭活主要是在75℃条

件下保持15 min，在4。C条件下可保持24h。

八、二次PCR(单个碱基延伸)

二次PCR主要在冰面上进行操作。冰箱取出试验所需要试剂，室温融化，

震荡后离心。室温下混合均匀。

1、二次PCR设计引物以及配备模板

在进行二次PCR(单个碱基延伸)之前，采用虾碱酶的方法先对PCR产物

进行纯化。PCR产物浓度一般为0．01．0．04pmol来作为单个碱基延伸试验的DNA

模板。模板纯化后，可在．80。C冰箱长期保存，也可在．20。C冰箱保存24h。

设计引物时需注意的事项：

1)不同位点的引物在相同的反应体系中，设计的长度不能相同，其中4-6bp

的长度差异为最佳。
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2)可采用HPLC方法纯化合成后碱基长度大于30bp的D．NA引物：

3)；dT(poly)加入有效引物的5味端以及相同反应管中的引物长度可有

4-6bp的差别用来检测相同位点，其中主要目的是为了完成引物长度的控制，完

成不同位点的区分。

4)有效引物(与模板完美配对部分)至少需要50℃的Tm值。

5)正反双链都可以用来进行引物设计，倘若其中一条无法设计出最理想的

引物，则可以使用另外一条进行设计。

EXO 1 SNPs所指的位置为位于EX01基因上的位点，我们将其命名为rs9350。

此次两次PCR试验共需要三条引物：其中首次扩增需要两条引物，分别如下：上

游引物为： 5’一CAGAATGGTCTTAAAATGGGTGT．3‘ 下游引物为：
5，一TTCAGAATAAGAAACAAGGCAAC一3’。而用于二次PCR所需要的产物延伸
引物则为：

5'-TTTTTTTTTTTTTTTTTAGACTCTCTTTCTACAACCAAGATCAAAC．3’．。

2、二次PCR(SNaPshot PCR延伸)

DNA模板混合：将纯化完成后PCR产物各种分别取22此混合。

延伸引物混合：引物混合后确保其在反应体系中保持0．2“M的终浓度。

二次PCR延伸反应体系见下表所示：

试剂 用量p,L／Sample

Reaction Mix

PCR产物

Probe Mix

总体积

1．5p,L／Sample

llxL／Sample

0．5肛L／Sample

3 lxL

二次循环，也被成为SBE扩增(即各SNPs的但碱基扩增)，在此每个循环的主

要步骤有：

1)变性，打开模板双链；

2)退火，模板连打开后与延伸引物相配对；

3)延伸，在引物3’端、目的SNP位点处延伸一个ddNTP；

4)大概有约25个cycle。
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根据多重PCR试剂盒说明书，实验步骤循环主要如下所示：
95。C 5血nj(95。C30 sec一56。C30 sec_72。C30 sec)×30 cycle一4。C。

3、清除未参加反应的ddNTPs，将延伸后的DNA产物进行纯化。反应体系如下

表所示：

试剂 用量

SAP(1U／gL)

蒸馏水

延伸产物

Total

0．39L

I．7lxL

3此

59L

将上述试剂震荡混匀，37。C保温lh，75。C保温15min灭活SAP酶，4。C保存24h。

九、检测结果的判读分析

1、在此次实验中，我们主要使用了四种脱氧核苷酸进行标记，bp与荧光的对

应关系如下图所示：

Bp与荧光的对应惯性

2、纯合子的判读主要表现为单峰，杂合子的判读主要表现为双峰。

十、统计学方法

计算人口学特征时，病例组和对照组之间的年龄、PSA水平的比较采用两

独立样本t检验。符合正态分布的数据采用平均值士标准差(Standard Deviation，

SD)形式统计，不符合正态分布的数据采用中位数形式统计。使用Pearson’S X2

检验方法用来比较各临床指标之间的差异(患病组与对照组之问、多种基因型

万方数据
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之间)。各个对照组的SNP位点的基因型分布频率使用Pearson’S X2检验方法，

主要是进行Hardy．Weinberg平衡检验同时通过R语言来分析。计算Gleason评

分和不同基因型关系(或等位基因)时采用的是Mann．WhitneyU检验。logistic

回归分析主要用于计算特定的基因型与本次研究所涉及人群的前列腺癌罹患风

险比值LI',(ORs)、与之相对应的P值以及其95％的可信区间(Confidence intervals，

CIs)，来分析各种基因型和前列腺癌罹患相关与否。前列腺癌罹患风险具有相关

性的SNPs与肿瘤危险分期和年龄等因素以分层的方式进行分析。在肿瘤危险分

期这一方面，我们将局限型前列腺癌和进展型前列腺癌作为不同分层。局限型

的前列腺癌的分层标准设定为：TNM分期T1．2；NO小Ⅸ；M0／MX；Gleason评

分2．7分；PSA_<50 ng／ml。进展型前列腺癌组的分层标准则设定为：TNM分期

T3／4；N+；M+；Gleas880n评分8．10分；PSA>50 ng／ml。局限型入组需满足全

部标准，进展性则只需要满足标准被其中之一。在以年龄分层这一方面，我们

主要通过其中前列腺组以初发年龄、对照组以入组年龄为标准的方式，以72岁

年龄为分界线，最后分成<72岁组以及>72岁组。将患者吸烟饮酒等情况作为

前列腺癌罹患肿瘤相关性的多因素回归模型里面的影响因素。此次我们使用

SPSS 20．0统计学软件，在P<0．05时可认定为差异有统计学意义，所有统计检

验为双侧检验。
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试验结果

一、样本的采集以及SNPs试验情况

此次试验前列腺癌患者血液样本253例，对照组血液样本214例。其余SNPs

检测失败可能由于：

1．样本收集、保存过程出现错误操作(例如血液样本暴露时间过长)或者DNA

提取是操作失误；

2． 由于PCR产物不纯，软件、仪器原因，SNPs分型读数差，出现低峰值；

3． 多对引物扩增是出现相互影响的情况；

二、样本其余临床指标统计

253例前列腺癌患者与其余214例对照组临床指标统计分析，结果见表1．

除平均PSA结果统计后具有统计学意义外(p<O．05符合对于前列腺癌病理分

析)， 前列腺癌组与对照组在抽烟、喝酒、平均年龄等临床指标均无统计学意

义，证明样本在其余指标情况吻合，符合此次试验要求。

表1受试者的临床指标

Table 1 Demographic and clinical characteristics of study subjects

Variables Control Patients Localized Pea Advanced Pea P value

No．of subjects

Mean age(SD)

Mean PSA(SD)

Smoking status no．(％)

Never

Ever

Drinking status no．(％)

Never

Ever

214

70．2(8．0)

7(5．5、

66(30．8)

148(69．2、

40(1 8．7)

174(81．3)

253

71．4(7．21

60．4(64．1)

74(29．21

179(70．8、

47(1 8．6、

206(81．41

25

91

72．0(6．6)

13．7(8．21

26(28．6、

65(71．4)

16(17．6、

75(82．4)

162

71．1(7．5)

74．3(64．4、

O．174

<0．01

48(29．61 0．708

1 14(70．4)

31(19．1)

13 1(80．9、

0．975
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Gleason score

No．of subjects(％)

2．6

7

8．10

Tumor stage

No．(％)

T1

T2

T3

I"4

Nodal stage

No．(呦

NO

N1

Metastasis stage

No(％)

M0

Ml

212(100)

52(24．5)

68(32．1)

92(43．4)

241(100)

33(13．7)

101(41．9)

75(31．1)

32(13．31

221(100)

163(73．8)

58(26．2)

240(100)

165(68．8)

75(31．21

84(100)

42(50．0、

42(50．0、

0(O)

83(100)

25(30．1)

58(69．9、

0(0)

o(o)

82(100)

82(100)

o(o)

83(100)

83(100)

0(0)

158(100)

lO(7．8)

26(26．3、

92(71．9、

1 58(100)

8(5．1)

43(27．2)

75(47．5、

20．2

1 39(100)

81(58．31

58(41．7)

157(100)

82(52．21

75(47．81

三、rs9350的基因频率的比较

在中国不同地区域的的人群中，rs9350基因频率的区别并不具备统计学意

义，如表2．基因分布符合Hardy—Weinberg原则(p大于0．05)，可认为该对照组

具有一定的代表性。
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结论

讨论

引起前列腺癌的危险因素有待研究，一些已经可以确定的危险因素包括年

龄、种族和遗传性。2个或者2个以上的一级亲属患病，患病危险性会增加5．1 1

倍。通过全基因组相关研究，现阶段已经发现50余个单核苷酸多态性(SNP)

与前列腺癌发病风险相关。有报告证实，发生5个或者5个以上的SNP的男性

与无SNP的男性相比，罹患前列腺的风险比高达9．46．

日本的冈山大学科研小组经过与癌症相关的基因中的48个非同义SNPs的

筛选，指出在12个SNPs中相关的10个基因对前列腺癌这种恶性肿瘤的发生与

发展具有非常重要的意义。在这10个基因里，包含了1个代谢酶基因、1个凋

亡调节基因、2个DNA修复基因、5个肿瘤抑制基因和1个染色体分离相关基

因．在这里面有9个SNPs与恶性肿瘤的发生与发展的关系是首次被发现。在预测

今后30年里面的前列腺癌罹患风险方面，风险组最高的可达29％，而风险组比

较低的可为0．6％，其中风险组最低的仅仅约为0．2％。同时我们在预先评估前列

腺癌罹患风险方面，发现这12个SNPs影响效应可以发生累积，风险组高与低

的罹患率相比较，其OR值高达47．4。所以，在肿瘤的患病风险遗传学的评估中

应用上与多种恶性肿瘤有关联性的SNPs的整合，与现有方式相比，对于罹患前

列腺癌风险较高的人群的普筛是具有更大的准确性和更高的效率，并在肿瘤的

早期诊断和预防措施的选择方面具有优势。

日本人群所在的地理位置与中国人群相近，同时两国人群也具有相似的人

种起源，因此两国的遗传背景有很高的共同性。经过在日本大规模筛查得到的

前列腺癌罹患风险相关的SNPs可能在中国人群中也会有部分适用。因此，在亚

洲的四个国家，中、日、韩和新加坡联合进行了一项跨国际的多中心研究，目

的是为了检验这一假说的准确与否，并将在日本的筛查结果推广到亚洲其他的

国家，同时检验筛选出的前列腺癌高风险相关性SNPs在亚洲其他人群中的效力。

本次试验中所选位点是来自日本冈山大学科研小组的筛查成果、一致于此次多

中心试验的研究内容。
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为了评估DNA的变异积累是否与前列腺癌相关，我们深入探究了中国人群

对于前列腺癌易患性与rs9350之间的关系。我们的研究结果提示EX01遗传性

表型与前列腺癌易忠性有明显相关。我们所调查的样本包含了中国北部、中部

和南部的北京、杭州和广州的前列腺癌患者和健康人血液，来作为实验组和对

照组。这些不同地区的数据结果可以帮助我们理解在美IN[331与台湾[34】地区

rs9350与前列腺癌发病率的显著相关性。此次试验是已知首次例证了中国地区

rs9350与前列腺癌罹患之间的关系。

EX01是特定结构的5’核苷酸总科蛋白，可以识别单链DNA与双链DNA结

合位点并将单个核苷酸插入双链DNA中。EX01是一个5’到3’端的核算外切酶，

在基因错配修复、双链断裂修复和端粒酶维持中起着重要作用。EX01的主要作

用是在基质，比如单链DNA、RNA和双链DNA中识别出特定结构损伤[35]。

在前期研究中，我们已经阐述过了EX01的基质和产物范围，同时它也和许多

种类人体癌症，比如胃肠道[36】、子宫[37]和肺部癌症[38】及头颈部鳞癌[39]。

暴露在相关环境因素中被认为是肿瘤发展的重要病理因素。例如烟草中的致

癌物质苯并芘，可以同上消化道的上皮细胞DNA相结合，形成DNA共价并引

起复制错误，造成肿瘤发生。近期一个巴西的研究表明，在DNA错配修复系统

中EX01的亚正常状态是头颈鳞状细胞癌的主要决定因素，特别是在吸烟人群

中，这个情况可以用于患者结果预测。

在我们的分析中，为了更好的比较rs9350和前列腺癌之间的关系，我们加入

了环境暴露因素和家族病史。结果表示年纪(大于72岁)，癌症类型(局限性

或者进展性)，PSA水平(大于10ng／m1)与前列腺癌高风险因素相关，但是与

gleason评分、抽烟水平、喝酒水平并无太大联系。

我们的研究仍然有它的局限性。首先两组数据的量会限制统计学的意义，特

别是不同因素不同年级等亚组。其次，对照组是随机选择的医院非肿瘤患者，

他们是否形成了典型对照群组仍然有待商榷。最后，这些结果来自中国三个不

同的地区，并不是确切的全国性数据。
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总的来说，．我们提供了一份有关于中国地区的EX01 rs9350与前列腺癌风险

相关性的有力证明。尽管仍需后续研究包括更大样本更多人种和SNPs的功能性

分析来充实和丰富我们的发现，但是我们相信EX01 SNP rs3950能够作为生物

标记物为前列腺癌的评估和早期诊断的有效手段．
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附件1

调查问卷

1．姓名 2．ID号 2．出生日期 年 月 日

4．入院日期 年 月 日 5．确诊日期 年 月 日

6．初诊PSA total PSA： ng／ml free PSA： ng／ml fit： ％

7．病理诊断 1．前列腺癌 2．(非前列腺癌)肿瘤 3．其他

8．TNM分期

(若为前列腺癌)

T分类 0．TO 1．Tla 2．T1b 3．Tlc 4．T2a 5．T2b

6．T3a 7．T3b 8．T4 X．Tx

N分类 0．NO 1．N1 2．Nx

M分类 0．M0 1．Mla 2．Mlb 3．Mlc X．Mx

9．Gleason评分 2．2 3．3 4．4 5．5 6．6 7．7

(若为前列腺癌) 8．8 9．9 10．10 X．不明 G=-I-

10．治疗方法 1．手术(a．TUERP+X2倾U睾丸切除术b．TUERP+陕J分泌治疗C．根治术

d．TURP e．TUERP)2．激素治疗3．药物治疗4．放射线治疗5．其他

11．复发： 0．无 1．复发

12．预后 A．生存 年月 日

0．无癌生存 1．癌生存 x．不明

(其他肿瘤部位： )

B．死亡 年月 日

0．手术死亡 1．癌死亡 2．其他原因死亡 x．不明

(其他肿瘤部位： )

C．随访不能

13．家族史 若有肿瘤家族史，则具体为：

0．无肿瘤家族史 I．父母 2．兄弟 3．子女 4．其他 x．不明

1．有肿瘤家族史 部位( ) ( ) ( )

14．吸烟史： 1． 目前吸烟

l天( )支 x( 年)

2．过去吸烟，( 年前戒烟)

l天( )支 X( 年)

3．不吸烟

15．饮酒史： 1． 目前饮酒

1天( )g 1．白酒2．啤酒3．红酒4．其他 X( 年)

2．过去饮酒，( 年前戒酒)

1天( )g 1．白酒2．啤酒3．红酒4．其他 X( 年)

3．不饮酒
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附件2

附件2

知情同意书

本临床研究旨在从遗传流行病学的角度寻找前列腺癌的致病因素以及早期

发现该肿瘤的方法。

您作为前列腺癌患者／与前列腺癌患者进行对照的非恶性肿瘤患者，已被邀

请参与本项目。医生认为您是本项目合适的候选者，但是否进入本项目由您自

己决定。请在决定是否参加本项目之前，阅读完以下的所有内容，并可以向医

生询问任何相关的问题。

握簋过程的鲣叠皇撞渣

如果您同意参与该研究，我们将联系您的责任护士，在采集您的血液进行其

他临床项目检查时多采集2ml静脉血，抽提DNA进行化验，以进行基因多态性

分布影响前列腺癌风险的研究，血液的抽取只有一次。

迅险塑丕适!注意蔓亟

对您本人没有任何风险，因为不会影响您的治疗。

叁加奎亟旦亘夔缦鳆鲞处

对您本人没有直接的好处，但对于今后前列腺癌的预防有很多帮助。

堡蜜闻厘

您的所有资料都是保密的，因为所有的医疗信息都将是医生医疗记录的一部

分。你的治疗者可能在科学会议上使用这些医疗结果，或者在科学医疗杂志发

表。在所有这些过程中，都不会出现您的名字。

万方数据

Administrator
矩形



硕士学位论文

叁加麴逞出项目的拯型

参加本项目是自愿的，您可以随时退出。如果您决定提前终止，您应与医

生联系，以便医生能为您安排一次随访，以确定您下一步的治疗选择。

如果您不能遵守规定，不能按时随访以及完成各项检查或中途退出本项目，

您将失去以上参与本项目应获得的益处。

合法拯型

签署同意书后，您拥有保护您健康的合法权益。如果您受到与本项目相关

的伤害，您可以得到法律援助。

本知情同意书包括有关您决定参与项目的重要信息。如果您有任何本知情

同意书未提到的问题，请询问您的医生。

处，我自愿加入本项目。

日期 参与者姓名 参与者签名

(正楷)

年 月 日

日期 见证人姓名 见证人签名

(正楷)

年 月 日

日期 医生姓名 医生签名

(正楷)

年 月 日
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攻读学位期间的发表的学术论文

1、Influence of a single-nucleotide polymorphism of the DNA mismatch

repair-related gene exonuclease一1(rs9350)with prostate cancer risk among

Chinese people(共同一作， 发表于Tumor Biology)

2、Remarkable Pathologic Change in Advanced Prostate Cancer Patient Using

Dendritic CelleCytokine-Induced Killer Combined Therapy：A Case Report(共同

一作，发表于—Clin G—enitourin Cancer)

3、New antibacterial isocoumarin glycosides from a wetland soil derived fungal strain

Metarhizium anisopliae．(共同一作，发表于BMCL)

4、Increased expression of metastasis—associated in colon cancer-1 in renal cell

carcinoma is associated、Ⅳith poor prognosis

Path01)

(第五作者，发表于!D!』鱼蚯旦巳

5、A potent inhibitor for P．Aeruginosa virulent factors by inhibiting Quorum—sensing

signals．(撰写投稿中)
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致谢

致谢． ，

弹指之间，三年时光已过，我的硕士研究生生涯已经逐渐接近了尾声。

在这个时间里，首先我要感谢我的导师黄鹏教授对我的知遇之恩。三年中，黄

鹏教授在我的生活、学习及工作给予的无微不至的关怀、指导，带给了我极大

的帮助与启迪。跟随导师学习的这段经历，也将成为我人生之中一笔无法忘怀

的珍贵记忆。感谢黄鹏教授在毕业论文的实验设计、实验过程、论文攥写以及

发表过程中，给予的大力支持与帮助。

感谢珠江医院泌尿外科刘春晓主任在临床上对于我的训练与指导。跟随主任

门诊、查房、病例讨论、课题讨论以及手术的的经历，在我今后的从医生涯中，

是一笔宝贵的人生财富。能够跟随刘主任学习是我的荣幸。

感谢南方医科大学珠江医院泌尿外科申海燕护士长在学习生活过程中给予

的呵护和关心；感谢泌尿外科郑少波主任、徐亚文副主任、李虎林教授、李传

印老师及徐阿白副主任医师，李炳坤副主任医师，许凯副主任医师，郭凯主治

医师，杜伟主治医师在我参加科室学习期间给予的指导和帮助，感谢泌尿外科

温勇、赵朋朋、邹勇、许鹏等师兄弟在生活及学业上给以的指点与支持。

感谢南方医科大学珠江医院泌尿外科全体护士在标本收集过程中给予的大

力支持。

感谢南方医科大学所有关心和帮助过我的老师和同学。

在这三年的时间里，有欢乐，有辛酸。漫漫求学路上，家人与朋友一直在

背后默默的支持着我，给予了我充分的理解、关心、爱护与包容。不论我的今

后的人生如何，家人永远是我背后的倚靠。这份谢意与感动难以通过言语来表

达，只能通过这短短的篇幅来聊表万一。

只希望我今后通过努力与汗水所得到的渺渺成绩能够不辜负诸位的指导与

关怀，能够不辜负这研究生时光，能够得到诸位的点头与肯定。谢谢大家。
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硕士学位论文

． 南方医科大学

学位论文原创性声明

本人郑重声明：所呈交的论文是本人在导师的指导下独立进行研究所取得的

研究成果。除了文中特别加以标注引用的内容外，本论文不包含任何其他个人或

集体已经发表或撰写的成果作品。对本文的研究做出重要贡献的个人和集体，均

已在文中以明确方式标明。除与外单位合作项目将予以明确方式规定外，本研究

已发表与未发表成果的知识产权均归属南方医科大学。

本人承诺承担本声明的法律效果。

懈名荔 日期汐易年赡弓。日

学位论文版权使用授权书

本学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，同意学校保

留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子版，允许论文被查阅和借

阅。本人授权南方医科大学可以将本学位论文的全部或部分内容编入有关数据库

进行检索，可以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存和汇编本学位论文。

本学位论文属于(请在以下相应方框内打“√”)：

1、保密口，在一年解密后适用本授权书。2、不保衫

⋯名：李璐魄沙缉厂月≯日
剥醛钮翻1嗍沩6叮形3日
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