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Abstract
AIM: To provide evidence for screening of 
colorectal cancer in susceptible population 
through detecting famil ial adenomatous 
polyposis (FAP) family clan MUTYH gene SNP 
site.

METHODS: PCR-SSCP and gene sequencing 
were used to detect MUTYH gene SNP site in 
three doubtful FAP genealogy, and PCR-CTPP 
was used to detect MUTYH gene SNP muta-
tional site in 283 colorectal cancer patients and 
307 control group patients in the affiliated first 
hospital of China Medical University. Relation-
ship between the SNP site and colorectal cancer 
susceptivity was analyzed.

RESULTS: Three SNP sites of MUTYH genes 
were found in three doubtful FAP genealogy, 
that is, IVS1-5 A>C (A/C), IVS6 + 35 A>G (A/G, 
G/G) and c.G972C (Q335H) (G/C). Eleven pa-
tients were found to generate MUTYH IVS1-5 

A/C mutation and 2 MUTYH IVS1-5 C/C muta-
tion in colorectal cancer group. And 4 patients 
were found to have MUTYH IVS1-5 A/C muta-
tion and no MUTYH IVS1-5 C/C homozygosity 
mutation in control group. Significant difference 
in MUTYH IVS1-5 A/C allele frequency was de-
tected between colorectal cancer group and con-
trol group (χ2 = 7.43, P = 0.006). Polymorphism 
of MUTYH IVS1-5 A>C was closely correlated to 
colorectal cancer susceptivity.

CONCLUSION: MUTYH IVS1-5 A>C site gene 
polymorphism plays important role in genesis 
of colorectal cancer, which is significant to etio-
pathogenesis of colorectal cancer and screening 
of high-risk group.
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ectal cancer; MUTYH gene; PCR-CTPP method
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摘要
目的: 检测家族性腺瘤性息肉病(f a m i l i a l 
adenomatous polyposis, FAP)家族成员MUTYH
基因SNP位点, 为结直肠癌易感人群的筛检提
供依据. 

方法: 应用PCR-SSCP及基因测序方法检测三
个疑似FAP家系患者MUTYH基因SNP位点, 
PCR-CTPP方法检测中国医科大学附属第一
医院结直肠癌组患者283例与对照组307患者
血液DNA中MUTYH IVS1-5 A>C SNP突变位
点的情况, 分析其多态性与结直肠癌易感性的
关系. 

结果: 发现MUTYH基因3个SNP位点, 分别为
IVS1-5 A>C (A/C); IVS6+35 A>G(A/G, G/G)
及c.G972C(Q335H)(G/C). 结直肠癌患者中
发生MUTYH IVS1-5 A/C与MUTYH IVS1-5 
C/C突变的患者分别为11和2例, 对照组中发
生MUTYH IVS1-5 A/C突变的患者为4例, 但
未发现MUTYH IVS1-5 C/C纯合性突变. 对照

®

■背景资料
结直肠癌 (CRC)
是世界上最常见
的恶性肿瘤之一. 
每年近50万人死
于结直肠癌, 已引
起人们的广泛关
注 .  结 直 肠 癌 的
发生、发展是一
个多因素、多阶
段、多基因异常
改变的复杂过程. 
M U T Y H 基因定
位于1号染色体短
臂p32.1到p34.3,
长7.1 kb, 含有16
个外显子, 编码一
个535个氨基酸的
蛋白, MUTYH蛋
白是一种糖基化
酶, 定位于细胞核
和 线 粒 体 内 .  目
前 M U T Y H 基因
已发现多个SNP, 
在家族遗传性胃
癌 中 也 发 现 了
MUTYH的突变.

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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组中MUTYH IVS1-5 A/C等位基因频率与结
直肠癌组相比, 有显著性差异(χ2 = 7.43, P  = 
0.006). MUTYH IVS1-5 A>C多态性与结直肠
癌易感性有相关性.

结论: MUTYH IVS1-5 A>C位点基因多态性在
结直肠癌发生中起着作用, 其对了解结直肠
癌的发病机制及对高危人群的筛检具有重大
意义.

关键词: 家族性腺瘤性息肉病; 结直肠癌; MUTYH

基因; PCR-CTPP法
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0  引言

碱基切除修复途径在生物体内是保守的, 在参

与修复氧化损伤所引起的突变中起到至关重要

的作用. 其中MUTYH基因定位于染色体1p32.1
至p34.3, MUTYH基因编码一种特异的腺嘌呤

转葡糖基酶, 在复制后切除子链DNA中与母链

8-oxodG错配的A. 如果MUTYH蛋白失活, 则易导

致复制过程中G∶C-A∶T的颠换. 研究表明在癌

基因及抑癌基因中, 由于碱基切除修复途径缺陷

所引起的基因突变频率的增加能导致肿瘤发生. 

1  材料和方法

1.1 材料 3个受检家系血样标本均来源于中国医

科大学附属第一医院. 且经患者及其家族成员同

意对其血样进行基因筛查. 家系一受检者2005年
诊断为早期胃癌行纤维结肠镜检查示盲肠、升

结肠、乙状结肠均有多发息肉. 其妹行纤维结肠

镜检查发现有散发小的大肠息肉. 病理诊断为肠

腺瘤、中度异型. 家系二受检者其兄于20年前行

大肠癌手术, 于术后半年死亡. 为其家族第1个发

病者. 其姐于其兄发病后行纤维结肠镜检查, 发
现全结肠多发息肉, 行病理检查未发现癌. 遂行

全结肠切除术, 保留直肠. 当时受检者29岁, 行纤

维结肠镜检查, 发现盲肠和直肠散在数十个非密

生型息肉, 大小为1-8 mm. 病理诊断为肠腺瘤、

中度异型. 家系三受检者其父于2000-01便血, 行
纤维结肠镜检查, 镜下呈典型的FAP密生型息肉. 
病理示升结肠高分化腺瘤, 其父并于2007-08-09
因直肠癌肝肺转移病逝.

本研究中结直肠癌组患者283名与对照组

307名均来源于中国医科大学附属第一医院. 且

经患者及其家属同意对其血样进行基因检测.
1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: 对每个受检者抽取约5 mL静
脉血, 经DNA提取试剂盒QIAamp® DNA Blood 
Maxi Kit提取受检者全血中DNA.
1.2.2 RNA提取: 对每个受检者抽取约5 mL静脉

血, 经RNA提取试剂盒PAXgene Blood RNA Kit
提取受检者全血中RNA.
1.2.3 引物的设计与合成: 在GenBank中登载

人M U T Y H(N M_012222 .1)基因全序列 ,  应
用Ol igo@S igma Genosys软件分别对APC及

MUTYH基因全部外显子设计引物. 
1.2.4 PCR反应体系: 20 μL PCR反应体系为: 
Hotstar Taq DNA聚合酶0.2 U 10×PCR缓冲液包

含15 mmol/L MgCl2 共2 μL, 200 μmol/L dNTP 1.6 
μL, 每种0.25 μmol/L引物0.2 μL, 加入1 μL模板

DNA, 加双蒸水至20 μL. 反应条件设置为: 95℃
预变性15 min, 94℃变性30 s, 退火30 s, 72℃延伸

1 min, 重复37个循环, 最后72℃充分延伸10 min. 
1.2.5 限制性内切酶反应体系: 20 μL限制性内切

酶反应体系为: PCR扩增产物15 μL, 10×缓冲液

2 μL, 100×BSA 0.2 μL, 各种限制性内切酶5 U, 
37℃孵育过夜.
1.2.6 单链构像多态性分析(single strand confor-
mation polymorphism, SSCP): PCR扩增后产物

或PCR扩增酶切后产物17 μL与FEXB(950 mL/L
甲酰胺, 0.02 mol/L EDTA, 0.25 g/L溴酚蓝)按 
1∶1.5比例混合, 96℃变性15 m in后置于冰中. 
然后各取10 μL上样于120 g/L聚丙烯酰胺凝胶, 
在4种条件下(常温, 常温+50 mmol/L甘油, 4℃, 
4℃+50 mmol/L甘油)电泳, 电压为150 V. 常温电

泳3.5 h, 4℃电泳4.5 h. 然后将聚丙烯酰胺凝胶

银染, 观察结果, 如果在凝胶上出现与正常对照

组不同的条带, 即泳动移位、多余条带或条带

变宽者视为异常条带, 提示有突变的可能性, 待
DNA测序分析.
1.2.7 DNA测序: 在凝胶上出现异常条带者, 应
用Sanger双脱氧终止法对PCR-SSCP法检测出

的可疑P C R产物进行测序 .  所用测序仪器为

ABI PRISM 3100, 测序前应用QIAquick PCR 
Purification Kit净化PCR产物, 使用Nanodrop 
ND-1000分光光度仪对DNA进行定量. 测序试剂

为ABI BigDye® Terminater v3.1 Cycle Sequence 
Kit序列分析软件为GENETYX 8.
1.2.8 相对的两对引物-聚合酶链反应(polymerase 
chain reaction with confronting two-pair primers, 

■研发前沿
近年来, 结直肠癌
的发病率呈明显
上升趋势, 已引起
人们的广泛关注.
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PCR-CTPP): 针对MUTYH基因突变位点IVS1-5 
A>C设计引物, 引物设计方法同上, PCR-CTPP
反应体系里同时加入两对引物 ,  其序列为 : 
Primer F1: 5'-GTC TTT GCA TGT CTC CAG 
GG-3'及Primer R1: 5'-CCA TGT TAC CCA AGC 
TGG TC-3'; Primer FT: 5'-CTT TGG CTG GGT 
CTT TTT GTT-3'及Primer RC: 5'-CTT CCT CAT 
GAT GGC CTG AC-3'(Sigma公司). 退火温度为

60℃, 共40个循环. 引物所设位置及CTPP-PCR
扩增所得产物见图1.

统计学处理  以χ 2检验比较各基因型 ,  相
关危险因素暴露在病例与对照之间分布的差

异. 以比值比(odd ratios, OR )及其95% CI表示

相对危险度, 其计算采用Logistic回归模型, 以
MUTYH IVS1-5野生基因型(A/A)作参照; OR值

经年龄、性别校正. 采用SPSS12.0统计软件进行

分析, 所有的统计检验均为双侧概率检验.

2  结果

2.1 基本特征 本研究中患者年龄范围20-74岁, 
结直肠癌组平均年龄为62.15±6.16岁, 对照组

的平均年龄为58.81±6.78岁, 差异有显著性(u  = 
6.27, P <0.001). 结直肠癌组和对照组中男性频率

分别为61.10%和52.10%, 经卡方检验有显著性

差异(χ2 = 4.87, P  = 0.027). 受检者于2000年其父

诊断为FAP时行纤维结肠镜检查, 未见异常, 7年
来未再次检查. 3个受检家系如图2所示.
2.2 PCR及基因测序 应用PCR-SSCP及基因测序

方法检测3个疑似FAP家系患者MUTYH基因全

部外显子, 发现MUTYH基因3个SNP位点, 分别

为IVS1-5 A>C(A/C); IVS6+35 A>G(A/G, G/G)
及c.G972C(Q335H)(G/C)如表1所示. 我们选择

MUTYH IVS1-5 A>C SNP突变位点作为研究靶

点(参见NCBI SNP数据库).
应用PCR-CTPP方法检测中国医科大学附

属第一医院结直肠癌组与对照组患者在血液

DNA中MUTYH IVS1-5 A>C SNP突变位点的情

况如图3, 结果发现在283例结直肠癌患者中发

生MUTYH IVS1-5 A/C与MUTYH IVS1-5 C/C突
变的人数分别为11人、2人, 在307例对照组中发

生MUTYH IVS1-5 A/C突变的人数为4人, 但未

发现MUTYH IVS1-5 C/C纯合性突变.

图  2  3个受检家系. A: 疑似FAP家系1; B: 疑似FAP家系2; 

C: 疑似FAP家系3.
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B
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■相关报道
目 前 M U T Y H 基
因 已 发 现 多 个
SNP, 其中研究比
较多的是Y165C
和G382D. 在家族
遗传性胃癌中也
发 现 了 M U T Y H
的突变, 在日本发
现IVS10-2 A>G
剪切位点的突变, 
在中国家族遗传
性胃癌中, 也发现
了两个新的突变
位点: Pro18Leu和
Gly25Asp.

图  1  引物所设位置及CTPR-PCR扩增所得产物. 上图

为PCR-CTPP所设引物在MUTYH基因上位置以及与

MUTYH IVS1-5 A>C突变位点的关系; 中图为PCR-

CTPP产物在琼脂糖凝胶电泳中的影像. 其中a-c: MUTYH 

IVS1-5基因野生型纯合子(A/A); d-f: MUTYH IVS1-5基因

突变型杂合子(A/C); g-h: MUTYH IVS1-5基因突变型纯

合子(C/C). 下图从左至右分别为MUTYH IVS1-5基因野生

型纯合子(A/A); MUTYH IVS1-5基因突变型杂合子(A/C); 

MUTYH IVS1-5基因突变型纯合子(C/C)的基因测序结果.

a          b        c         d        e         f          g         h
CTG AAACAAAAA CTG ANACAAAAA CTG ACACAAAAA

IVS1-5 A/A IVS1-5 A/C IVS1-5 C/C

MUTYH IVS1-5 A>C

5' 3'

R1

RAF1

FC

A
C
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2.3 基因型分布 结直肠癌组和对照组中MUTYH 
IVS1-5 A>C多态基因型的分布频率见表2. 对照

组中MUTYH IVS1-5 A/C等位基因频率为0.65%, 
结直肠癌组的MUTYH IVS1-5(A/C)及(C/C)频率

为2.65%; 经卡方检验有显著性差异(χ2 = 7.43, P  
= 0.006).
2.4 MUTYH IVS1-5 A>C多态性与结直肠癌易

感性的关系 结直肠癌患者中MUTYH IVS1-5多
态基因型的调整比值比见表2. 以携带MUTYH 
IVS1-5基因野生型(A/A)的个体为参照组, 调整

年龄、性别的混杂作用前后, 携带至少1个MU-
TYH IVS1-5等位基因(即A/C和C/C基因型)的个

体罹患结直肠癌的危险显著增高, 调整分别为

OR  = 3.64(95% CI: 1.17-11.32)和OR  = 3.60(95% 
CI: 1.21-10.48).

3  讨论

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是世界上最常

见的恶性肿瘤之一, 仅2000年全球就有945 000
新发病例, 每年近50万人死于结直肠癌, 仅次于

肺癌乳癌居恶性肿瘤发病率的第3位[1]. 结直肠

癌在我国也是最常见的恶性肿瘤之一, 目前居

恶性肿瘤发病率第4位. 近年来, 结直肠癌的发

病率呈明显上升趋势, 已引起人们的广泛关注. 
结直肠癌的发生、发展是一个多因素、多

阶段、多基因异常改变的复杂过程. 可因原癌

基因和抑癌基因突变累积而成, DNA损伤修复

系统缺陷亦可导致基因突变率增高, 促进肿瘤

发生[2-3]. DNA损伤修复系统是机体内主要的防

御屏障, 参与修复由内外环境因素所致的DNA
损伤. DNA修复能力缺陷或低下将增加基因突

变和细胞癌变的危险[4]. 研究表明, DNA修复能

力低于一般人群平均水平的个体对肿瘤易感. 
因此, DNA修复能力的个体差异可能是决定肿

瘤遗传易感性极其重要的因素[5]. 现在知道, 许
多DNA修复基因具有SNP, 越来越多的研究表明

SNP能导致氨基酸替换进而改变相应修复酶的

活性[6]. 因此, DNA修复基因SNP是导致DNA修

复能力个体差异的重要原因, 特别是位于基因

编码区或调节区的SNP. 研究表明, DNA修复基

表  2  结直肠癌组和对照组MUTYH IVS1-5多态基因型分布频率

     
分组

     			           MUTYH IVS1-5多态基因型

		        野生型                突变型杂合子             突变型纯合子	    
χ2	   P 值

对照组		    303(98.70)	    4(1.30)		    0(0.00)		

结直肠癌组	   270(95.41)              11(3.89)		    2(0.70)		  7.10	 0.029a

aP<0.05 vs  对照组.

表  1  3个受检家系患者APC与MUTYH基因PCR-SSCP及基因测序结果

     
基因	       位置	                             突变	      家系一患者          家系二患者         家系三患者

MYH	   内含子		  IVS1-5 A>CΔ	        wild type	      A/C	           wild type

	   内含子		  IVS6+35 A>G	        wild type	      A/G	           G/G

	   外显子12	 c.G972C(Q335H)	        wild type	      G/C	           wild type

图  3  左侧为疑似MAP家系二患者
SNP突变位点MUTYH IVS1-5 A>C使用
PCR-SSCP方法的检测结果; 右侧为该
患者SNP突变位点MUTYH IVS1-5基因
测序结果. 1: Control-1; 2: Control-2; 

3: Patient 1; 4: Patient 2; 5: Patient 3; 6: 

Control-3.

GANACAAAAAGACCCAGCCAAAG
         120                      130

IVSI-5 A>C  A/C

T: RT
Glycerol
   (+)

T: 4℃
Glycerol
   (-)

1    2   3    4    5 1  2   6   3   4  5

MYH intron IVS1-5 A>C

■创新盘点
本研究首次报道
了 D N A 修 复 基
因 M U T Y H 在人
群 中 的 一 个 新
的SNP突变位点
MUTYH IVS1-5 
A > C ,  并 且 就
MUTYH IVS1-5 
A>C多态性与结
直肠癌易感性的
关系进行了分析, 
并提示 M U T Y H 
IVS1-5 A>C位点
基因多态性在结
直肠癌发生中起
着重要作用.
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因的遗传多态性可导致个体发生癌症的危险性

增高[7-8]. 
人类DNA损伤修复系统主要包括: 碱基切

除修复(BER)、核酸切除修复(NER)和错配修复

(MMR)等[9]. 而MUTYH是碱基切除修复(BER)
的三级防御, MUTYH 基因定位于1号染色体短

臂p32.1到p34.3, 长7.1 kb, 含有16个外显子, 编
码一个535个氨基酸的蛋白[10], MUTYH蛋白是

一种糖基化酶, 定位于细胞核和线粒体内[11]. 在
DNA复制后他能迅速扫描子链DNA, 切除子

链DNA中与母链8-oxodG错配的A[12-15], 如果

MUTYH蛋白失活, 则易导致复制过程中G∶C
→A∶T的颠换, 从而促进肿瘤的发生[16-17]. 

目前MUTYH基因已发现多个SNP[17], 其
中研究比较多的是Y165C和G382D. 在家族遗

传性胃癌中也发现了MUTYH的突变, 在日本

发现IVS10-2 A>G剪切位点的突变[4], 在中国家

族遗传性胃癌中, 也发现了两个新的突变位点: 
Pro18Leu和Gly25Asp[6]. 本研究首次报道了DNA
修复基因MUTYH在人群中的一个新的SNP突
变位点MUTYH IVS1-5 A>C, 并且就MUTYH 
IVS1-5 A>C多态性与结直肠癌易感性的关系进

行了分析. 结果发现携带MUTYH IVS1-5基因突

变型杂合子(A/C)或MUTYH IVS1-5基因突变型

纯合子(C/C)基因型的个体罹结直肠癌的危险是

携带MUTYH IVS1-5基因野生型纯合子(A/A)的
3.64, 调整年龄、性别的混杂作用前后, OR值仍

为3.60. 提示MUTYH IVS1-5 A>C位点基因多态

性在结直肠癌发生中起着重要作用. 
个别学者对MUTYH基因的点突变进行了

功能分析[17]. 研究发现Y165C和G382D突变可以

减低大肠杆菌中MUTY的表达数量. 他们同时使

用底物类似物FA(2-fluoro-2-deoxyadenosine)对
酶作用底物亲和力进行评价, 结果发现这两种

突变均严重影响MUTYH识别FA以及区分鸟嘌

呤与8-oxoG的能力. 也许MUTYH IVS1-5 A>C
点突变也有类似的作用. 此外, MUTYH IVS1-5 
A>C SNP突变位点位于MUTYH与复制蛋白

A(replication protein A, RPA)的结合位点[18]. 而
RPA具有单链结合和解旋的功能, 在DNA复制

开始和延长阶段起着重要作用[19-20]. 在DNA复制

过程中, RPA磷酸化可改变他与DNA结合的活

性以及与参与DNA复制的各种蛋白质的相互作

用, 进而调节DNA复制. 此外, RPA除了参与正常

DNA的复制, 还参与了DNA损伤应激反应, 如核

苷酸切除修复(nucleotide excision repair, NER)、

DNA错配修复(DNA mismatch repair, MMR)、
同源重组(homologous recombination, HR)和非同

源末端连接(non-homologous end joining, NHEJ)
等修复过程. 这些均可能是提高MUTYH IVS1-5
基因突变型携带者的结直肠癌易感性的原因, 
其具体机制还需进一步探讨. 

本研究首次发现了DNA修复基因MUTYH
一个新的SNP突变位点MUTYH IVS1-5 A>C, 并
且分析了MUTYH IVS1-5 A>C多态性对结直肠

癌发生存在一定的影响, 提示MUTYH IVS1-5 
A>C多态性是构成结直肠癌遗传易感性的重要

因素, 这对了解结直肠的发病机制及对于预防、

早期诊断及早期治疗结直肠癌具有重大意义. 
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