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■背景资料
随着人类基因组
遗传图和物理图
的逐步精细化, 以
荧光标记、多重
PCR、半自动化
操作为特点的大
规模全基因组扫
描技术已成为当
今疾病基因定位
的主要工具. 在肿
瘤方面, 采用已知
多态性微卫星进
行基因扫描, 进而
进行遗传连锁分
析、连锁不平衡
分析, 已初步筛选
到一些可能的易
感基因位点. 
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Abstract
AIM: To compare the gene frequencies of 15 STR 
loci between patients with colorectal cancer and 
healthy people from Xiamen in order to search 
for the genes that related to the colorectal cancer.

METHODS: The genotypes of the sample DNA 
were analyzed by multiplex polymerase chain 
reaction (PCR) combined with 4-colored fluores-
cence-labeled method. All the polymorphic alleles 
of these 15 STR loci in the unrelated healthy locals 
and patients with colorectal cancer were inves-
tigated. The sensitive or resistant genetic factors 
were inferred according to the statistical difference 
in the distribution of allele frequencies.

RESULTS: There were statistical differences 

between the healthy controls and patients with 
colorectal cancer in allele frequencies of the 
three loci: D5S818 (0.520 0 vs 0.219 5, c2 = 36.69, 
P < 0.01; RR = 3.852 1, P < 0.05), vWA (0.050 0 vs 
0.292 7, c2 = 53.99, P < 0.01; RR = 0.127 2, P < 0.05), 
and FAG (0.09 vs 0.243 9, c2 = 37.58, P < 0.01; RR 
= 0.306 6, P < 0.05)�.

CONCLUSION: It is very possible that there is a 
sensitive gene for colorectal cancer near the area 
of D5S818-11 locus, and there are resistant genes 
for colorectal cancer near the region of vWA-15 
and FAG-23 locus�.
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摘要
目的: 比较15个STR基因座基因频率在厦门地
区大肠癌患者和正常人群中的分布, 推测与大
肠癌相关的基因. 

方法: 应用PCR复合扩增结合四色荧光检测
方法对血样DNA进行基因型分析, 调查了本
地区大肠癌患者人群和无关人群的基因频率
分布, 并根据二者的该15个基因座等位基因频
率分布的显著性差异, 推测易感连锁和抗性连
锁的等位基因. 

结果: 厦门地区大肠癌患者的D5S818(0.520 0 
vs  0.219 5, c2＝36.69, P <0.01; RR＝3.852 1, 
P <0.05)、vWA(0.050 0 vs 0.292 7, c2＝53.99, 
P <0.01; RR＝0.127 2, P <0.05)和FAG(0.09 
vs  0.243 9, c2＝37.58, P <0.01; RR＝0.306 6, 
P <0.05)基因座的等位基因的分布与该地区健
康人群有显著性差异, (P＜0.01). B组超微结构
改变明显, 而C组较B组超微结构有不同程度
减轻.

结论: D5S818-11附近可能存在大肠癌易感基
因; vWA-15、FAG-23附近有可能存在与大肠
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0  引言

肿瘤已成为一类严重危害人类健康的疾病, 其
发病的主要原因是遗传和环境因素相互作用的

结果. 消化道肿瘤是发病率较高的恶性肿瘤, 其
发生与外界各种不良因素持续作用以及不同个

体遗传易感性差异有关. 按人类目前的知识水

平尚难以攻克晚期恶性肿瘤, 因此对肿瘤进行

预防和早期诊治至关重要. 这就需要从研究肿

瘤的遗传易感性和易感基因入手.
我们收集了厦门地区无癌家族史的健康无

关个体血液标本123份, 厦门地区散发性大肠癌

患者血液标本50份作为试验组, 选择D3S1358、
TH01、D21S11、D18S51、Penta E、D5S818、
D13S317、D7S820、D16S539、C S F1P O、

Penta D、vWA、D8S1179、TPOX、FGA 15个
多态性较高的STR基因座, 采用基因扫描技术, 
应用PCR复合扩增结合四色荧光检测方法对血

样DNA进行基因型分析. 调查了本地区无癌家

族史的健康人群和散发性大肠癌患者人群的基

因频率分布, 并根据二者的上述15个基因座等

位基因频率分布的显著性差异, 推测易感连锁

和抗性连锁的等位基因. 我们首次将该15个STR
基因座应用于消化道肿瘤易感因子的研究, 对
易感基因的筛选作了有益的探索, 为大肠癌易

感因子的进一步定位克隆提供了一定的线索. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 123份血样采自本地区无癌家族史的健

康无关个体, 50份样本采自本地区散发性大肠

癌患者. 美国Promega公司PowerPlex 16 System
试剂盒, PE公司5700荧光定量PCR仪、美国生

物应用系统公司377DNA测序仪.
1.2 方法 用Chelex法提取DNA[1], 四色荧光PCR
复合扩增, 变性, 电泳, 片段分析、基因分型软

件自动判断等位基因.
1.2.1 PCR扩增 参照PowerPlex 16 System PCR 
Amplification Kit User` Manual略做改进: 在同

一反应管中对上述15个基因位点进行复合扩增. 

反应体系为25 µL, 其中PowerPlex16 10×Primer 
Pair Mix 2.5 µL, Taq  DNA聚合酶0.8 µL, DNA模

板2.5 µL(0.5-1.0 ng). 扩增条件如下: 96℃预热

10 min, 接着96℃预变性1 min, 94℃ 30 s, 经68 s
变温到60℃保持30 s, 经50 s变温到70℃保持45 s, 
进行10个循环, 再按90℃ 30 s经60 s变温到60℃
保持30 s, 经50 s变温到70℃保持45 s进行20个循

环, 最后于60℃延伸30 min.
1.2.2 扩增产物的电泳与检测 采用ABI377型基

因分析仪自动进行电泳分离和基因检测, 扩增

DNA片段大小由Genescan分析软件(版本为2.1)
确定,再由Genotype(版本为2.5)分析命名＂等位＂等位等位

基因＂.＂..
按RR =Pd(1-Pc)/Pc(1-Pd)公式进行相对危险

度分析并作统计学比较(RR :相对危险度; Pd: 患
者组基因频率; Pc: 对照组基因频率), RR >1为有

易感倾向, RR <1为有抗性倾向[3,4]. 找出各STR基
因座与大肠癌相关基因的易感连锁或抗性连锁

的等位基因.
统计学处理 用Microsoft Excel软件计算本

地区健康人群和大肠癌患者人群的基因频率. 
每个个体STR基因座应有2个等位基因检出, 只
检出1个者视为纯合子. 如此计算出各等位基因

的基因频率, 并对健康人群的等位基因频率分

布作Hardy Weinberg吻合度检验[2].
用行列皆无序卡方检验(χ2检验)分析本地

区健康人群和大肠癌患者人群的15个STR基因

座等位基因的分布情况. 以上分析在SPSS13.0统
计软件平台上完成.

2  结果

2.1 厦门地区无关人群等位基因Hardy Wein-
berg 平衡分析  D3S1358、TH01、D21S11、
D18S51、P e n t a E、D5S818、D13S317、
D7S820、D16S539、C S F1P O、P e n t a D、

vWA、D8S1179、TPOX和FGA 15个基因位点

在厦门地区无关人群中Hardy Weinberg 吻合度

检验 P >0.05, 说明这15个位点的分布符合Hardy-
Weinberg平衡遗传定律. 因此本研究选择的对照

组具有群体代表性.
2.2 厦门地区大肠癌与15个STR基因座关联分析 

这里只将具有统计学比较意义的基因座的频数

分布表列出. 表1-3分别表示厦门地区大肠癌患

者人群和健康无关人群在D5S818、vWA和FAG 
STR基因座上的等位基因频数分布.

■研发前沿
近年来, 人们逐渐
意识到个体易感
性在肿瘤发病机
制中的重要性. 国
内外学者在多个
层面研究了基因
多态性与胃肠癌
发生的相关性, 阐
明了基因型与表
型之间的联系. 本
研究选择多态性
较高的STR基因
座, 根据其在癌患
者组与匹配对照
组中出现频率是
否存在显著性差
异, 推测易感基因.
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因为P <0.01, 所以可以认为D5S818基因座

等位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相

关联. 肠癌人群与健康人群两组D5S818的等位

基因分布有性差异(χ2＝36.69, P < 0.01). 特别是

在个别等位基因比较中, 肠癌人群D5S818-11
的基因频率为0.520 0, 健康人群该等位基因的

基因频率为0.219 5, 两者有统计学显著差异

(P <0.01); RR＝3.852 1, P <0.05, 提示D5S818-11
与肠癌相关联, 其附近可能存在肠癌易感基因

(表1).
因为P <0.01, 所以可以认为vWA基因座等

位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相关

联. 肠癌人群与健康人群两组vWA的等位基因

分布有显著性差异(χ2＝53.99, P < 0.01). 特别是

在个别等位基因比较中, 肠癌人群vWA-15基因

频率0.050 0, 明显低于健康人群vWA-15的基因

频率0.292 7, 两者有统计学差异(P <0.01). RR＝
0.127 2, P <0.05, 提示vWA-15与肠癌相关联, 其
附近可能存在肠癌抗性基因(表2).

因为P <0.01, 所以可以认为FAG基因座等

位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相关

联. 肠癌人群与健康人群两组FAG的等位基因

分布有显著性差异(χ2＝37.58, P <0.01). 特别是

在个别等位基因比较中, 肠癌人群FAG-23的基

因频率为0.09, 健康人群该等位基因的基因频

率为0.243 9, 两者有统计学差异(P <0.01). RR＝

0.306 6, P <0.05, 提示FAG-23与肠癌相关联, 其
附近可能存在肠癌抗性基因(表3).

3  讨论

自1990年代以来, 随着人类基因组遗传图和物

理图的逐步精细化, 以荧光标记、多重PCR、

半自动化操作为特点的大规模全基因组扫描技

术已成为当今疾病基因定位的主要工具. 在肿

瘤方面, 采用已知多态性微卫星进行基因扫描, 
进而进行遗传连锁分析、连锁不平衡分析, 已
初步筛选到一些可能的易感基因位点. 例如von 
Brevern et al [5]对35位散发性食道鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)患者

通过分析胼胝症食管癌基因(tylosis oesophageal 
cancer gene, TOC gene)附近的6个多态微卫星标

记的杂合性缺失(LOH), 推测TOC基因是引起散

发性食管癌发病的易感基因.
由于STR蕴含丰富多态性, 所以可用于基

因作图、定向克隆、亲子鉴定、疾病机理的连

锁分析以及肿瘤生物学、群体遗传学和进化生

物学的研究[6]. 采用PCR技术, 基因扫描分型技

术及自动分析系统, 选择多态性较高的STR基

    

表 1  厦门地区肠癌人群和健康无关人群在D5S818基因座上的等位基因频数分布

  人群类型                                                                                                   合计                         c2值                    P值

  健康人群     

  肠癌人群       

  合计

    36.69 246

 100

 346

<0.01

D5S818基因座的等位基因

7       9       10        11       12       13        14

7

0

7

22

  3

25

54

11

65

54

52

106

60

14

74

46

20

66

3

0

3

    

表 2  厦门地区肠癌人群和健康无关人群在vWA基因座上的等位基因频数分布

  人群类型                                                                                                      合计                     c2值                  P值

  健康人群     

  肠癌人群       

  合计

    53.99 2

 6

 8

    <0.01

vWA基因座的等位基因

7     12     13     14     15     16     17     18     19	 20

0

0

0

5

0

5

6

1

7

46

19

65

72

  5

77

53

16

69

40

26

66

22

24

46

0

3

3

 246

 100

 346

    

表 3   厦门地区肠癌人群和健康无关人群在FAG基因座上的等位基因频数分布

  人群类型                                                                                                                                 合计     c2值       P值

  健康人群     

  肠癌人群       

  合计

  53.99 0

 2

 2

<0.01

FAG基因座的等位基因

16  18  19  20  20.2  21  21.2  22  23  23.2  24  24.2  25  25.2	 26  26.2  27  28

0

2

2

18

  7

25

0

1

1

31

14

45

0

1

1

58

23

81

60

  9

69

25

15

40

 1

 3

 4

4

2

6

13

  5

18

 0

 1

 1

 33

 13

 46

 0

 2

 2

 2

 0

 2

 0

 0

 0

 1

 0

 1

 246

 100

 346

■创新盘点
本项研究首次将
D3S1358, TH01, 
D21S11, D18S51, 
Penta E, D5S818, 
D13S317, D7S820, 
D16S539, CSF1PO, 
Pen ta  D ,  vWA, 
D8S1179, TPOX
和FGA等15个多
态性较高的STR
基因座应用于消
化道肿瘤易感因
子的研究, 发现了
D5S818-11附近可
能存在肠癌易感
基因; vWA-15附
近有可能存在与
大肠癌相关的抗
性基因;  FAG-23
附近可能存在肠
癌抗性基因.
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■应用要点
本研究对易感基
因的筛选作了有
益的探索, 为消化
道肿瘤易感因子
的进一步定位克
隆提供了一定的
线索. 今后可对可
疑基因的附近选
择多个STR位点, 
进行全基因组扫
描, 做进一步深入
分析.

■名词解释
短串连重复序列
(STR): STR又称为
微卫星,他们的多
态性又称为简单
序列长度多态性. 
STR是第二代遗
传标记, 广泛分布
于原核、真核生
物基因组中. 它存
在于基因组的非
编码区和染色体
的近端粒区. 由于
核心序列重复数
目的不同, 因此在
群体中呈现出遗
传多态性.

因座对肿瘤患者进行研究已经得到科学家的认

同.Yue et al [7]利用PCR技术和高效液相色谱法

(DHPLC)技术分析位于ECRG2基因外显子非编

码区的多态性较高STR基因座后指出, ECRG2 
STR可能是食道鳞状细胞癌(ESCC)的基因易感

因子; Tseng et al [8]利用STR 、SNP等遗传标记

推测表达N-氨基乙酸转甲基酶(Glycine N-meth-
yltransferase, GNMT)的基因可能是肝癌的一个

新的肿瘤易感基因; Zhang et al [9]采用3色荧光标

记的15个微卫星引物扩增相应的STR位点, PCR
产物用PRISM377测序仪进行电泳及Genescan和
Genotype软件分析, 得出 APC, MCC, CTNNA1
和IL家族基因与结肠直肠癌发生密切相关的结

论. Peng et al [10]分析正常人和83例结肠直肠癌

肿瘤患者的多态性微卫星基因座, 发现正常人

LOH频率和患者有显著差异. 他们得出结论, 散
发性结肠直肠癌患者20号染色体有着显著的基

因不稳定性, 其变异与结肠直肠癌的发生密切

相关. 分析的微卫星标志愈多, 与疾病相关的易

感基因座的定位愈准确. 在寻找肿瘤相关的易

感基因座时, 多采用间隔定位(interval mapping)
法, 即沿基因组逐一检验微卫星标志的位点与

疾病某表型的位点呈连锁和不连锁机率的比值. 
该比值的对数称为优势对数分数＂LOD＂(log＂LOD＂(logLOD＂(log＂(log(log 
odd score). 连锁信息以LOD值表示, 一般以LOD
值>2提示连锁, LOD值>3肯定连锁, LOD值<-2
否定连锁[11-13].

实验证明, 采用基因扫描技术, 结合遗传分

析方法, 有可能从癌症患者基因组中找出与肿

瘤发病有关的等位基因. 本研究选择D3S1358、
THO1、D21S11、D18S51、Penta E、D5S818、
D13S317、D7S820、D16S539、C S F1P O、

Penta D、vWA、D8S1179、TPOX及FGA 15个
基因座, 对消化道肿瘤患者进行基因型频率调

查, 进而根据癌症患者组与对照组中上述基因

座的基因频率的显著性差异, 从中筛查易感等

位基因.有助于对相关基因的进一步定位克隆和

深入研究, 为探询消化道肿瘤病因及其防治研

究提供有益的帮助.
STR基因型频率与人种(民族)的遗传背景关

系明显, 因此需先建立本地区健康人群的STR基
因型频率的分布, 进而根据当地癌患者组与当

地健康人群出现的STR基因型频率是否存在显

著性差异, 从而筛出易感基因. 否则, 结果有可

能偏差, 甚至相反 Arnett et al [14]研究了20例具有

抗心磷脂抗体(Auto-antibodies to phosphor lipids, 

APA)类型的美国SLE患者,发现DQB1*0301可
能是易感基因;  而在江浙沪一带S L E患者中 , 
DQB1*0301却可能是保护基因, 结论正好相反. 
这证明, 疾病与基因的遗传关联与人种(民族)
的遗传背景关系明显. 我们在对本地区消化道

肿瘤患者进行基因扫描之前, 先采集123例健康

无关人群血样, 对其进行DNA分型, 建立了本

地区必备的人群遗传背景, 这是必不可缺的基

本环节.
D5S818位于染色体5q23.3-32, 其核心序列

为AGAT; vWA位于染色体12p12-pter, 在人类假

血友病因子基因(Human von Willebrand factor 
gene, HUMVWFA31)内, 其核心序列为TCTA; 
FAG位于染色体4q28, 在纤维蛋白原α链基因

(Human fibrinogen alpha chain gene, HUMFI-
BRA)内, 其核心序列为TTTC. 所以在5、12、4
号染色体上可能存在大肠癌的易感基因, 今后

可对可疑基因的附近选择多个STR位点, 进行

全基因组扫描, 做进一步深入分析.  SNP作为

第三代图谱, 与STR比较, 它具有高密度、高稳

定性和易于分型检测的优势, 因而在疾病, 特
别是多基因疾病研究领域显示了巨大的优势. 
它在人类基因组中出现的频率非常高, 平均每

500-1 000个碱基对中就有一个SNP, 估计其总数

在300万个以上[15]. 因此也可以根据肿瘤的一个

或几个易感基因内或附近的SNP对患病人群与

正常对照人群进行相关分析, 确定某SNP的某种

基因型、单倍型频率在患病人群与正常对照人

群中的差异分布, 从而确定某基因型或单倍型

所反映的个体对某种肿瘤的易感性.
将基因多态性作为消化道肿瘤易感性的检

测指标, 可用于消化道肿瘤易感个体的一级预

防以及进一步探索消化道肿瘤的发病机制. 如
果在某消化道肿瘤, 例如胃癌高发地区和高危

人群中广泛开展胃癌较特异的基因多态位点检

测, 然后进一步采取相关的预防措施, 这样可有

效降低人群中胃癌的患病率. 同时, 如何针对基

因多态位点进行有效的基因治疗也是一个值得

进一步研究的问题.
本课题对大肠癌易感基因和抗性基因进

行了初步的探索. 但是仅从这几个等位基因的

有或无来推断是否会患大肠癌是较武断的. 携
带这些基因的人不一定都会患大肠癌, 而不携

带这些基因的人也不一定就不会患大肠癌. 其
原因在于消化道细胞的癌变是多因素、多阶

段及多基因联合作用的结果 .  不过我们发现

www.wjgnet.com



D5S818-11, vWA-15和FAG-23位点, 作为消化道

肿瘤易感性的检测指标, 将为消化道肿瘤易感

个体的一级预防以及进一步深入探索消化道肿

瘤的发病机制提供重要的线索.
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