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暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨散发性乳腺癌患者BRCA1及BRCA2基因突变与健康人的差

异。方法暋应用聚合酶链反应灢单链构象多态性(PCR灢SSCP)分析方法,对83例散发性乳

腺癌患者(乳腺癌组)与86例健康人(健康对照组)的血液标本,针对BRCA1和BRCA2基

因,选择4个突变发生率较高的外显子[BRCA1中的第5、11(11A、11B)、18外显子,

BRCA2中的第11外显子]共5对引物进行突变检测,并应用限制性片段长度多态性

(RFLP)方法对具有单核苷酸多态的碱基位点作单核苷酸多态性定性分析。成组设计的

定性资料比较采用氈2检验。结果暋部分散发性乳腺癌患者和健康人BRCA1基因第5外

显子的cDNA273和287(C曻G和 A曻T),第11外显子的2430、2532、2630、2685、3191、

3232和3667、3876(T曻C、T曻C、T曻G、T曻C、C曻G、A曻G、A曻G和C曻A)以及第18外显

子的5206和5214(T曻A和C曻T)碱基位点处存在单个碱基的变化,散发性乳腺癌患

者的BRCA1基因突变率高于健康人(14.5%比2.3%,P<0.05);应用 RFLP方法证

实cDNA2430、2630(T曻C、T曻G)碱基位点的变化为单核苷酸多态(SNP);散发性乳

腺癌患者与健康人2430(T曻C)碱基位点等位基因频数分布不相同,但差异无统计学

意义(P>0.05)。结论暋散发性乳腺癌患者BRCA1基因突变较常见,而BRCA2的突

变十分罕见。
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暰Abstract暱暋Objective暋ToexplorethemutationsofBRCA1andBRCA2genesin
sporadicbreastcancerpatientsandtheirdifferencesbetweenbreastcancerpatients
andhealthypeople.Methods暋Singlestrandconformationpolymorphism (PCR灢SSCP)

wasusedtodetectmutationsofBRCA1(exons5,11(11Aand11B)and18)and
BRCA2(exon11)genesinthebloodsamplesfrom83sporadicbreastcancerpatients
and86healthypeople(asthenormalcontrol).RFLP (restrictionfragmentlength
polymorphism)wasusedforquantitativeanalysisofsinglenucleotidepolymorphism
forthebasicsitewithsinglenucleotidepolymorphism.Chi灢squeartestwasusedfor
qualitationdatacomparison.Results暋SinglebasechangesonthebasesiteofBRCA1
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exons5[cDNA273and287(C曻GandA曻T)],11[(2430,2532,2630,2685,3191,
3232and3667,3876(T曻C,T曻C,T曻G,T曻C,C曻G,A曻G,A曻GandC曻A)],and
18[5206and5214(T曻AandC曻T)]werefoundinsomesporadicbreastcancer
patientsandnormalcontrols.TherateofBRCA1genemutationinthesporadicbreast
cancerpatientswashigerthaninthenormalcontrols(14.5%vs2.3%,P<0.05).
RFLPshowedthatbasesitechanges[cDNA2430,2630(T曻C,T曻G)]wasSNP;
thedistributionofthebasesite[2430(T曻C)]allelefrequencywasdifferentbetween
thesporadicbreastcancerpatientsandthenormalcontrols,butwithoutstatistical
significance(P>0.05).Conclusions暋BRCA1genemutationoccursmoreofteninsporadic
breastcancer,butBRCA2genemutationseldomhappens.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;BRCA1gene;BRCA2gene;Singlestrand
conformationpolymorphism;Singlenucleotidepolymorphism;
DNAsequencing;Restrictionfragmentlengthpolymorphism

暋暋乳腺癌是发达国家妇女最常见的恶性肿瘤之一,在英国每12位妇女中就
有一位可能得乳腺癌[1]。中国近年来乳腺癌发病率高居女性恶性肿瘤的首
位,并以3%以上的速度逐年递增,保守估计全国每年有4万多妇女死于本
病[1-2]。但其发病机制目前尚不清楚,主要归纳为遗传易感性、内分泌失调、
通过哺乳传染病毒颗粒等[2]。研究者认为大约5%的乳腺癌是由于基因突变
引起的,其中肿瘤抑制基因BRCA1和BRCA2与乳腺癌发病的关系较为密
切。对BRCA1和BRCA2的研究主要见于国外的报道,国内的研究较为少
见[2-3]。本研究拟对BRCA1和BRCA2基因的部分外显子(BRCA1基因第

5、11、18外显子,BRCA2基因第11外显子)在散发性乳腺癌患者和健康人群
中的突变情况作初步探讨。

1暋材料与方法

1.1暋标本收集

83例女性散发性乳腺癌患者(乳腺癌组)外周静脉血分别由广州医学院
附属荔湾医院、广东省中医院和广州医学院附属肿瘤医院提供。患者均为汉
族,年龄32~73岁,平均年龄50.2暲11.3岁,均经组织病理学诊断为乳腺癌,
并排除家族遗传性原因,其中85.5%(71/83)为乳腺导管上皮细胞癌,14.5%
(12/83)为乳腺浸润癌。86例女性健康人(健康对照组)外周血来源于广州血
库和广州市第一人民医院。健康人均为汉族,年龄33~70岁,平均年龄为

50.3暲10.6岁。外周血标本保存于-20曟冰箱中。
1.2暋基因组DNA的提取

采用常规的酚氯仿方法提取基因组DNA,经定量测定后稀释为50ng/毺l备
用,操作按美国Promega公司生产的外周血基因组DNA提取试剂盒说明进行。
1.3暋DNA体外扩增聚合酶链反应(PCR)

所有PCR引物由上海生物工程公司合成,引物序列及退火温度见表1。
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PCR试剂盒购于Promega公司。检测范围涵盖BRCA1基因第5、11外显子
的cDNA第789~4230碱基,BRCA1基因第18及BRCA2第11外显子,共
为5对引物(表1)。反应总体积为25毺l,含100~600ng模板DNA、0.3毺mol/L
两端引物、200毺mol/L三磷酸脱氧核糖核苷(dNTP)、2.0mmol/L MgCl2、
1.0UTaqDNA 聚合酶和相应的缓冲液。循环条件为:94.5 曟 预变性

5min;94.5曟变性45s、55曟退火45s(不同引物退火温度稍有不同,可根
据引物的解链温度值而定)、72曟延伸45s,共35个循环;72曟延伸10min。

表1暋BRCA1和BRCA2各外显子的引物序列及片段在全长基因上的位置
外显子 暋暋暋位置 暋暋暋暋5曚端引物序列 暋暋暋暋3曚端引物序列 解链温度(曟)
BRCA1
暋5 (29429)254~(29506)331 5曚灢CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG灢3曚 5曚灢ATGGTTTTATAGGAACGCTATG 灢3曚 55
暋11A (41102)789~(41218)907 5曚灢CTCTCAGGAAAGTAACTCGTT灢3曚 5曚灢GAGTAATGAGTCCAGTTTGGT灢3曚 52
暋11B (41102)789~(44527)4215 5曚灢CTGAGTGACAAGGAATTGGT灢3曚 5曚灢AAAGCATAAACATTTAGCTCAC灢3曚 55
暋18 (72011)5194~(72088)5273 5曚灢GGCTCTTTAGCTTCTTAGGAC灢3曚 5曚灢CTCAGACTCAGCATCAGC灢3曚 54
BRCA2
暋11 2137~7068 5曚灢GGGAAGCTTCATAAGTCAGTC灢3曚 5曚灢TTTGTAATGAAGCATCTGATACC灢3曚 55

1.4暋单链构象多态性(singlestrandconformationpolymorphism,SSCP)分析
制备6%聚丙烯酰胺凝胶,1暳Tris灢硼酸缓冲液,200V电压,预电泳1h。

然后,取前述PCR 产物10毺l与3毺l甲酰胺,用加样缓冲液混匀后沸水浴

10min,立即于冰上骤冷,上样。在80V电压下,于4曟冰箱内,电泳16h,银
染染色。10%乙醇固定5 min;蒸馏水洗涤2次,每次2min;1%HNO3,
5min;蒸馏水洗涤2次,每次2min;0.1%AgNO3 银染15min;蒸馏水洗涤

3次,每次20s;将凝胶放入显影液中,使其显影至可见清晰条带为止,约
5min;10%冰乙酸3min,终止反应,封膜保存。
1.5暋 DNA序列分析

异常的SSCP条带均进行DNA直接测序,此工作委托上海基康公司完成。
1.6暋限制性片段长度多态性(restrictionfragmentlengthpolymorphism,
RFLP)检测[2]

取BRCA1基因11exonPCR产物10毺l,加入BseN栺限制性内切酶2U,
65曟水 浴 3h,电 泳 检 测 2430 位 单 核 苷 酸 多 态 性 (singlenucleotide
polymorphisms,SNP)。为探讨病例及健康人中单核苷酸多态的分布状况是否
存在差异,通过对BRCA1基因2430位T曻C前后碱基序列的分析,采用可以特
异识别该位点(T曻C)的核酸内切酶BseN栺,对病例及健康对照组进行该位点单
个碱基变化的酶切检测。如该碱基为C,则DNA链被切开。如该碱基为T,则
酶切后片段为216、66、30bp;如该碱基为C,则片段为170、66、46、30bp。
1.7暋统计学分析方法

所有数据均应用SPSS10.0统计软件包进行处理分析。成组设计的定性
资料比较采用氈2检验,P 值取双侧0.05检验界值。
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2暋结果

2.1暋BRCA1和BRCA2基因突变PCR灢SSCP检测结果
对83例乳腺癌患者及86例健康人血液的BRCA1和 BRCA2基因(共

5对引物)进行PCR灢SSCP检测后发现乳腺癌患者有12例、健康人有2例发
生BRCA1基因突变(表2,图1~4),两组间BRCA1基因突变率的差异有统
计学意义(氈2=8.18,P<0.05)。BRCA2基因检测未见异常条带。

表2暋BRCA1和BRCA2基因突变的PCR灢SSCP检测情况

暋暋暋暋BRCA1突变(例) BRCA1基因 BRCA2基因 BRCA2基因
分组 n暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

5exon 11Aexon 11Bexon 18exon 突变率(%) 11exon突变 11exon突变率
乳腺癌组暋 83 2 4 4 2 14.5a暋 0 0
健康对照组 86 0 1 1 0 2.3暋 0 0

暋暋a:P<0.05,与健康对照组比较(氈2=8.18)

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋1-6,8-11:BRCA1基因11B外显子PCR产物;7:标记条带;

BRCA1基因11B外显子PCR产物在琼脂糖凝胶电泳检测均显

示单一条带,与DNA标记条带的相应片段长度一致,表明BRCA1
基因11B外显子在所检测的片段上没有明显的插入或缺失。

图1暋BRCA1基因第11B外显子部分标本的PCR产物

1,3:正常条带;2:异常条带

图2暋BRCA1基因第5外显子的SSCP检测结果
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1,3:正常条带;2:异常条带

图3暋BRCA1基因第11外显子的SSCP检测结果

1,3:正常条带;2:异常条带

图4暋BRCA1基因第18外显子的SSCP检测结果

2.2暋DNA测序分析
将PCR灢SSCP检测有突变条带的14例样本回收、纯化进行DNA直接测

序后,发现12例乳腺癌患者分别在BRCA1基因第5外显子的cDNA273和

287(C曻G和A曻T),11外显子的cDNA2430、2532、2630、2685、3199、3232、
3667和3876(T曻C、T曻C、T曻G、T曻C、C曻G、A曻G、A曻G和C曻A),18
外显子的cDNA5206和5214(T曻A和C曻T)碱基位点处存在单个碱基的变
化,并且cDNA第2430、2630位分别存在一个 T曻C、T曻G的转换,均属同
义突变,为多态性表现;而2例健康对照者在11外显子的cDNA2430、2630
(T曻C、T曻G)各发生一例同义突变,亦为多态性表现(图5~16)。
2.3暋BRCA1基因2430位与2630位显示为T/C或T/G单核苷酸多态

由DNA测序图7、9所示:BRCA1基因2430位点与2630位点单个碱基
的变化并未导致氨基酸的变化,即 TTG、CTG 均为亮氨酸的密码子,GTT、
GTG均为颉氨酸的密码子,此为同义点突变或称单核苷酸多态。病例及健康
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5Exon第273位碱基上“C暠被“G暠取代,第52位密码子编码的

亮氨酸被颉氨酸替代,属错义突变。

图5暋BRCA1基因外显子5的cDNA273位碱基突变

5Exon第287位碱基上“A暠被“T暠取代,第56位密码子 编码的

赖基酸被天酰氨酸替代,属错义突变。

图6暋BRCA1基因外显子5的cDNA287位碱基突变

11Exon第2430位碱基上氨酸"T'被"C"取代,但第771位密码子编码的

亮氨酸没有改变,属同义突变,为多态性。

图7暋BRCA1基因外显子11的cDNA2430位碱基突变

11Exon第2532位碱基上“T暠被“C暠取代,从而使第805位密码子编码的

半光氨酸被丝氨酸替代,为错义突变。

图8暋BRCA1基因外显子11的cDNA2532位碱基突变
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11Exon第2630位碱基上“T暠被“G暠取代,但第837位密码子编码的

撷氨酸没有改变,属同义突变,为多态性。

图9暋BRCA1基因外显子11的cDNA2630位碱基突变

11Exon第2685位碱基上“T暠被“C暠取代,从而使第856位密码子编码的

酪氨酸被组氨酸替代,为错义突变。

图10暋BRCA1基因外显子11的cDNA2685位碱基突变

11Exon第3191位碱基上“C暠被“G暠取代,从而使第1024位密码子编码的

丝氨酸被精氨酸替代,为错义突变。

图11暋BRCA1基因外显子11的cDNA3191位碱基突变

11Exon第3232位碱基上“A暠被“G暠取代,从而使第1038位密码子编码的

谷氨酸被甘氨酸替代,为错义突变。

图12暋BRCA1基因外显子11的cDNA3232位碱基突变
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11Exon第3667位碱基上“A暠被“G暠取代,从而使第1183位密码子编码的

赖氨酸被精氨酸替代,为错义突变。

图13暋BRCA1基因外显子11的cDNA3667位碱基突变

11Exon第3876位碱基上“C暠被“A暠取代,从而使第1253位密码子编码的

丝氨酸被酪氨酸替代,为错义突变。

图14暋BRCA1基因外显子11的cDNA3876位碱基突变

18Exon第5206位碱基上“T暠被“A暠取代,从而使第1696位密码子编码的

撷氨酸被谷氨酸替代,为错义突变。

图15暋BRCA1基因外显子18的cDNA5206位碱基突变

18Exon第5214位碱基上“C暠被“T暠取代,从而使第1699位密码子编码的

精氨酸被色氨酸替代,为错义突变。

图16暋BRCA1基因外显子18的cDNA5214位碱基突变

·423· 中华乳腺病杂志(电子版)2009年6月 第3卷 第3期ChinJBreastDis(ElectronicEdition),June2009,Vol.3,No.3



对照进行BRCA1基因2430位点位点单个碱基变化的酶切检测结果见图

17~18;cDNA2430碱基T曻C单个碱基变化在乳腺癌组及健康对照组中的
分布见表3,4。结果显示,BseN 栺位点C等位基因分布在乳腺癌组和健康对
照组中分别为7.8%和4.5%,频率均高于1%,即该单个碱基的变化应为单核
苷酸多态;C等位基因在乳腺癌组中的频率高于健康对照组,但差异无统计
学意义(氈2=0.54,P=0.46);乳腺癌组BseN 栺位点基因型分布与健康对照
组比较亦无统计学意义(氈2=0.39,P=0.82)。

1~3,6:T/C;4,8:CC;5,7:TT;M:标记条带暋暋暋暋
图17暋乳腺癌部分样本BRCA1基因第2430碱基位点的BseNI酶切结果

1:T/C;2,4:TT;3:CC;M:标记条带暋暋暋暋
图18暋健康对照组BRCA1基因第2430碱基位点的BseNI酶切结果

表3暋BseN等位基因在乳腺癌和健康对照组中的分布

分组 T等位基因数(%) C等位基因数(%) 合计

乳腺癌组暋 153(92.2) 13(7.8) 166
健康对照组 162(94.2) 10(4.5) 172

合计 315 23 338

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋氈2=0.54,P=0.46
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表4暋乳腺癌和健康对照组中BseN位点的

暋暋暋暋暋暋暋暋暋基因型分布暋暋暋暋暋暋暋暋(例)

分组 TT基因型 TC基因型 CC基因型 合计暋
乳腺癌组暋 72暋暋 9暋暋 2暋暋 83暋
健康对照组 75暋暋 10暋暋 1暋暋 86暋

合计 147暋暋 19暋暋 3暋暋 169暋

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋氈2=0.39,P=0.82

3暋讨论
流行病学研究发现[1-4],乳腺癌患者一级亲属的患病危险性显著高于一

般人群,特别是在早年发生肿瘤的患者中危险性更高。这些证据表明存在与
乳腺癌密切相关的基因。1990年在17号染色体长臂(17q)发现了乳腺癌易
感基因(BRCA1),此基因的突变与超过45%的家族性乳腺癌相关;1994年又
发现BRCA2基因。两基因先后被克隆[1-2],研究提示两基因均与乳腺癌发生
有关,且为患乳腺癌的高危险易感基因。其中BRCA1与乳腺癌和卵巢癌相
关,而BRCA2与卵巢癌的发生无关,但BRCA2与有男性乳腺癌患者的家系
有关。亦有研究结果显示[4-6]:BRCA1和BRCA2均属于肿瘤抑制基因,表达
的蛋白与 DNA 损伤后的修复有关;它们分别位于第17号和第13号染色体
上。20世纪90年代后期,针对BRCA1和BRCA2的研究在世界范围内得到
重视。在白人一般群体中BRCA1的突变基因频率大约为0.05%~0.2%,而
在乳腺癌患者中 BRCA1基因的突变率大约为5%,早期乳腺癌患者则为

12%[3-4]。亚洲人群中有关乳腺癌BRCA1突变的研究较少。日本、新加坡和
香港等有部分报道[5-11]。对BRCA1的分析发现,日本乳腺癌患者中存在错
义突变、缺失突变、无义突变[7];另有学者则认为BRCA1中的突变以错义突
变为主,白人的突变率高于日本人[6,8]。BRCA1基因包括5592个核甘酸,由22个
外显子组成。有文献报道,BRCA1基因可发生于多形式多位点的基因突变,种类
超过40多种,突变可发生在整个基因的任何位置,以外显子11(48.5%)、
2(18.6%)、20(9.2%)、5(8.2%)、18(31%)和21(3.1%)为多见[1-10]。根据国内外
研究状况,突变率比较高的11外显子以及国内研究较少的5、18外显子被选
择作为本研究的主要基因。按文献提供的 BRCA1基因碱基系列,选择5、
11A、11B、18与BRCA2第11外显子,各设计一对引物,应用PCR灢SSCP方法
筛选和DNA直接测序法,检测乳腺癌患者BRCA1基因外显子突变及突变位
置,将检测结果与GeneBank中野生型BRCA1基因比较。结果显示:83例乳
腺癌患者中,有12例患者发生基因突变,分别在第5、11和18外显子上有突
变;乳腺癌患者的BRCA1基因突变率高于健康对照者,提示在乳腺癌早期诊
断具有一定临床价值。本研究中,有4例乳腺癌患者和2例健康人的cDNA
基因突变位于2430、2630碱基核苷酸,为同义突变,属于多态变化。应用
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RFLP方法,采用可以特异识别该位点(T曻C)的核酸内切酶BseN栺,对83例
病例及86名健康对照进行了该11B外显子2430位点单个碱基变化进行的定
性酶切检测鉴定,结果显示,C等位基因频率无论是在患者组(7.8%)还是在
对照组(4.5%)中,均高于1%,即该碱基的变化应为单核苷酸多态,与有关研
究相似[1]。

近年来,有关乳腺癌患者BRCA1基因的研究发现,多种形式的基因突变可
发生于BRCA1基因的整个编码区,种类超过1000多种,而且没有明显的热点形
成。有研究者在冰岛、瑞典和非洲妇女早期乳腺癌人群中检出了较高的BRCA1
突变[3-7],认为BRCA1突变的种类及频率可能与地域、人种有关。国内有关

BRCA1的研究绝大多数都集中在第2、11和20外显子上[8-12],结果显示

BRCA1基因突变不局限于有卵巢癌或乳腺癌家族史的妇女,因此不能单纯根据
家族史来判断有无BRCA1基因突变。目前,散发性乳腺癌BRCA1突变率的研
究结果也很不一致。赖春宁等[11-13]对38例散发性乳腺癌患者血中 DNA的

BRCA1基因突变进行了检测,突变率为10.5%(4/38);而崔静和董秋明等[1,14]

分别对79例和34例乳腺癌患者进行11外显子检测,发现2430位点呈多态
性,此结果与本研究结果一致。本研究结果显示,乳腺癌患者中BRCA1基因
的突变率高于健康对照组;乳腺癌组BRCA灢1基因第11B外显子C等位基因
的频率和2430位点基因型高于对照组,但差异无统计学意义(P=0.46),
SNP的分布与国内有研究相似[1-2]。由于国内对BRCA1研究较少,没有对

BRCA1基因编码外显子的全部序列进行检测,以及检测方法可能存在不
足[15],因此目前国内BRCA1基因研究与国外相比存在较大的差距,值得进行
进一步研究。
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