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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨 CYP1A1 基因 Msp玉位点与 CYP1A2 基因 C734A 位点多态性与汉族女性乳腺

癌的关系。 方法摇 应用聚合酶链反应鄄限制性片段长度多态性技术和限制性核酸内切酶酶切的方法,检
测 2011 年 9 月至 2012 年 8 月在四川省医学科学院四川省人民医院确诊的 144 例女性乳腺癌患者(乳腺

癌组)和 152 例同期健康体检正常女性(对照组)CYP1A1 基因 Msp玉与 CYP1A2 基因 C734A 多态性位

点的基因型,用 字2 检验比较两组等位基因频率的差异。 结果 摇 在乳腺癌组与对照组中,CYP1A1 基因

Msp玉位点 T 等位基因频率分别为 0郾 73 和 0郾 65,两者差异有统计学意义(字2 =4郾 94, P=0郾 03),C 等位基

因与 T 等位基因相比,乳腺癌发病风险 OR 为 0郾 67 (95% CI: 0郾 47 ~ 0郾 96);CYP1A2 基因 C734A 位点 C
等位基因频率分别为 0郾 26 和 0郾 29,两者差异无统计学意义 (字2 = 0郾 63, P = 0郾 43)。 将乳腺癌组按照

ER、PR 表达与否进一步分组后,CYP1A1 基因 Msp玉与 CYP1A 2 基因 C734A 2 个多态性位点的等位基

因频率在 ER(+)与 ER( -)组之间以及 PR( +)与 PR( -)组之间差异均无统计学意义[ER( +)组比

ER(-)组:字2 =0郾 34、0郾 01;PR(+)组比 PR(-)组:字2 =0郾 60、0郾 68;P 均>0郾 05]。 结论摇 汉族女性 CYP1A1
基因 Msp玉位点多态性与乳腺癌相关联。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To explore the correlation of polymorphism of CYP1A1 gene Msp玉 site and

CYP1A2 gene C734A site with breast cancer in women of Han nationality. Methods摇 A case鄄control study was
performed in 144 female patients with breast cancer ( breast cancer group) and 152 healthy women ( control
group) in Sichuan Provincial People爷 s Hospital from September 2011 to August 2012. Genotypes of CYP1A1
gene Msp 玉 and CYP1A2 gene C734A polymorphic sites were defined using polymerase chain reaction
restriction fragment length polymorphism ( PCR鄄RFLP) method. Chi鄄square test was used to compare the
genotype and allele frequencies between breast cancer and control group. Results摇 The T allele frequencies at
Msp玉 site of CYP1A1 gene were 0郾 73 and 0郾 65 in breast cancer and control group, respectively, which
showed a significant difference (字2 = 4郾 94, P = 0郾 03). Comparing C allele with T allele, the odds ratio of
breast cancer risk was 0郾 67 (95% CI: 0郾 47-0郾 96). C allele frequencies at the C734A site of CYP1A1 gene
were 0郾 26 and 0郾 29 in breast cancer and control group, respectively. No significant difference was observed
between those two groups (字2 =0郾 63, P=0郾 43). The patients in breast cancer group were further divided into
subgroups according to ER and PR status. No significant difference of allele frequency at the 2 polymorphic sites
was observed between the ER (+) / (-) or PR (+) / (-) subgroups, respectively [ER(+) subgroup vs ER(-)
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subgroup:字2 =0郾 34,0郾 01;PR(+) subroup vs PR(-) subgroup:字2 =0郾 60,0郾 68;all P>0郾 05]. Conclusion摇 The
polymorphism of CYP1A1 gene Msp玉 site is associated with breast cancer in women of Han nationality.

揖Key words铱摇 Breast neoplasms;摇 Polymorphism, single nucleotide;摇 Cytochrome P鄄450 CYP1A1;摇
Cytochrome P鄄450 CYP1A2; 摇 Polymerase chain reaction鄄restriction fragment length
polymorphism

摇 摇 乳腺癌是起源于上皮组织的恶性肿瘤,多发

于女性,居女性恶性肿瘤的第二位。 每年新确诊

的癌症患者中有 1 / 10 是女性乳腺癌[1]。 北美和

北欧大多数国家为乳腺癌的高发区,年发病率为

65 / 10 万 ~ 74 / 10 万,病死率在 25 / 10 万以上,在
欧美女性恶性肿瘤中占第一位[2]。 乳腺癌的发生

是一个多因素诱导及相互作用的过程,其机制至

今仍未阐明。 近年来,研究表明雌、孕激素及其受

体与乳腺癌患者的预后密切相关,并且应用 ER、
PR 筛选内分泌治疗优势人群,使乳腺癌的内分泌

治疗达到了新的水平[3]。 雌激素代谢需要多种酶

系的参与,包括 CYP450 家族( cytochrome P450,
CYP450) 和儿茶酚鄄O鄄甲基转移酶 ( catechol鄄O鄄
methyltransferase, COMT)等。 CYP450 是雌激素代

谢过程中的重要限速酶,其家族成员 CYP1A1 和

CYP1A2 通过羟化作用参与雌激素代谢[4]。
CYP1A1 和 CYP1A2 是细胞色素 P450 亚家

族的重要成员,CYP1A1 基因由 7 个外显子和 6 个

内含子构成,全长为 5987 bp,编码由 512 个氨基

酸组成的蛋白质[5],目前,共发现 CYP1A1 基因存

在 19 个 单 核 苷 酸 多 态 性 ( single nucleotide
polymorphism, SNP)位点[6],其中对其 3忆非编码

区 6235(poly A 下游 250 bp 处)位点的 6235T / C
(Msp玉)多态性报道较多。 CYP1A2 基因 C734A
位点 SNP 与 CYP1A2 活性改变、乳腺癌发病关系密

切。 Khvostova 等[4]报道 ER 阳性表达的 C734A 杂

合子 AC 携带者可能罹患乳腺癌的风险更高。 本

研究旨在探讨 CYP1A1 基因 Msp玉位点和 CYP1A2
基因 C734A 位点多态性与汉族女性乳腺癌患者

的关联。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 研究对象

乳腺癌患者组(实验组)144 例,均为四川省

医学科学院四川省人民医院乳腺外科 2011 年 9 月

至 2012 年 8 月收治的女性乳腺癌患者,均于手术

后病理确诊为乳腺癌,年龄为 31 ~ 76 岁,中位年

龄为 48 岁(P25 ~ P75: 42 ~69 岁)。 对照组 152 例,
均为女性,为同期在四川省医学科学院四川省人

民医院健康体检的人群,年龄 22 ~ 78 岁,中位年

龄为 52 岁(P25 ~ P75: 45 ~ 64 岁)。 两组间年龄差

异无统计学意义(Z = -1郾 93, P = 0郾 05)。 所有患

者均排除肿瘤、高血压、糖尿病等代谢性疾病、自
身免疫性疾病等基础疾病。
1郾 2摇 血液全基因组 DNA 提取

收集静脉抗凝血(EDTA 抗凝),取 0郾 5 ml,参照

Erlich 等[7]微量 DNA 全血提取法提取基因组 DNA。
加 4 倍体积红细胞裂解液(10 mmol / L KHCO3;
155 mmol / L NH4Cl; 100 滋mol / L EDTA鄄Na2 ),
3000 r / min(离心半径为 17 cm)离心 10 min,弃上

清液; 加 入 0郾 5 ml 裂 解 液, 3000 r / min 离 心

10 min;重复上述步骤至沉淀物变为白色;向白

色沉淀中按 100 颐 1 的比例加入白细胞裂解液

(100 mmol / L Tris鄄HCl pH 8郾 0,200 mmol / L NaCl,
2 mmol / L EDTA鄄Na2; 80 mmol / L 十二烷基硫酸钠

(sodium dodecyl sulfate, SDS)和蛋白酶 K,置于 65 益
恒温水浴 60 min,3000 r / min 离心 10 min;吸取上

清液,再加入异丙醇,于室温下 3000 r / min 离心

15 min,去上清液;加 75% 乙醇轻轻震荡,室温下

3000 r / min 离心 15 min,去上清液;向白色沉淀中

加入 100 滋l 超纯水,将充分溶解的沉淀 DNA 于

-20 益保存。
1郾 3摇 CYP1A1 与 CYP1A2 基因的 PCR 扩增

采用聚合酶链反应鄄限制性片段长度多态性

法对两个 SNP 位点进行分型。 根据 Khvostova
等[4]设计 PCR 引物。 CYP1A1 Msp玉位点:上游

引物 5忆鄄TAGGAGTCTTGTCTCATGCC鄄3忆,下游引物

5忆鄄GCACTTAAGCAGTCTGTTTGAG鄄3忆。 CYP1A2 C734A
位点:上游引物 5忆鄄TGAGGCTCCTTTCCAGCTCTC
A鄄3忆,下游引物 5忆鄄AGAAGCTCTGTGGCCGAGAAG
G鄄3忆。

目的片段的 PCR 扩增反应体系为 25 滋l,含
10 滋mol / L 上下游引物,2 伊DNA Dream Taq PCR
Master Mix (美国赛默飞公司),0郾 2 滋g DNA 模
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板,加矿物油覆盖后,于 94 益 预变性 10 min;
94 益变性 1 min,62 益退火 1 min,72 益延伸 1 min,
扩增 39 个循环;最后 72 益延伸 10 min,4 益保存,
结束 PCR 反应。
1郾 4摇 用核酸内切酶 Msp玉及 Apa玉酶切 Msp玉及

C734A 位点 PCR 扩增产物和基因型鉴定

取 10 滋l CYP1A1 PCR 产物加入 1 U 限制性

内切酶 Msp玉 (美国赛默飞公司)、2 滋l 10伊Tango
缓冲液及超纯水至总体积 20 滋l,置于 37 益保温

5 h;取 10 滋l CYP1A2 PCR 产物加入 1 U 限制性

内切酶 Apa玉 (美国赛默飞公司)、2 滋l伊10伊Tango
缓冲液及超纯水至总体积 20 滋l,置于 37 益保温

5 h。 酶切产物分别加入 2%琼脂糖凝胶中,120 V
电压下电泳 40 min,再用溴化乙锭染色,紫外凝胶

成像系统下观察、拍照和分型,计算基因型和等位

基因型的频率。 等位基因频率 = 该等位基因频

数 /两等位基因频数之和,其中等位基因频数 =该

等位基因纯合子基因型例数伊2+杂合子基因型

例数。
1郾 5摇 统计学处理

采用 Windows SPSS 13郾 0 统计软件,建立数据

库。 由于乳腺癌组和对照组年龄为非正态分布,
采用 Wilcoxon 秩和检验比较两组年龄的差异。
用 字2 检验比较两组 Msp玉位点和 C734A 位点基

因型和等位基因频率差异;乳腺癌组中,ER 阳性

及阴性亚组、PR 阳性及阴性亚组之间基因型与等

位基因频率差异也用 字2 检验;P<0郾 05 为差异有

统计学意义。

2摇 结果

2郾 1摇 乳腺癌组和对照组 CYP1A1 基因 Msp玉位

点扩增及酶切分型

Msp玉多态性位点是 CYP1A1 基因 6235 位点

T 和 C 之间的碱基突变。 当 Msp玉位点为 CC 基

因型时,电泳图显示 138 bp 和 205 bp 两条 DNA
片段; TC 基因型时显示 138、205、343 bp 3 条

DNA 片段;TT 基因型时仅显示 343 bp 一条 DNA
片段(图 1)。
2郾 2摇 乳腺癌组和对照组 CYP1A2 基因 C734A 位

点扩增及酶切分型

当 C734A 位点为 CC 基因型时,电泳图显示

211 bp 和 54 bp 两条 DNA 片段;AC 基因型时显

示 265、211、54 bp 3 条 DNA 片段;AA 基因型时仅

显示 265 bp 一条 DNA 片段(图 2)。

M:DNA 标记条带;1, 3, 4, 8: TC 基因型;2, 5, 7:TT 基因

型;6: CC 基因型

图 1摇 CYP1A1 基因 Msp玉位点 PCR 产物酶切的琼脂糖凝

胶电泳图

M:DNA 标记条带;1, 8, 9, 10:AC 基因型;2 ~ 6:AA 基因

型;7:CC 基因型

图 2摇 CYP1A2 基因 C734A 位点 PCR 产物酶切的琼脂糖

凝胶电泳图

2郾 3摇 乳腺癌组与对照组 CYP1A1 基因 Msp玉位

点不同基因型及等位基因频率的分布

在乳腺癌组,TT、TC 和 CC 基因型携带者分

别为 78 例、55 例和 11 例,而在对照组中,三种基

因型携带者分别为 59 例、79 例和 14 例,两组间基

因型频率的差异有统计学意义(统计结果详见表 1)。
在乳腺癌组和对照组之间,T 和 C 等位基因

频率的差异有统计学意义(统计结果详见表 1)。 C
等位基因携带者发病风险 OR 值为 0郾 67(95% CI:
0郾 47 ~0郾 96)。
2郾 4摇 乳腺癌组与对照组 CYP1A2 基因 C734A 位

点不同基因型及等位基因频率的分布

在 C734A 位点,由于 CC 基因型携带者例数

较少,分别将乳腺癌和对照两组中 AC 与 CC 基因

型携带者合并与 AA 携带者比较,两组间 AA 和

AC+CC 携带者基因型频率的差异无统计学意义;
两组间等位基因频率差异也无统计学意义(统计

结果详见表 2)。
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表 1摇 乳腺癌组与对照组 CYP1A1 基因 Msp玉位点的基因型及等位基因频率分布

组别 例数
基因型[例(频率)] 等位基因[个(频率)]

TT TC CC Ta Ca

乳腺癌组 144 78 (0郾 54) 55 (0郾 38) 11 (0郾 08) 211 (0郾 73) 77 (0郾 27)

对照组 152 59 (0郾 39) 79 (0郾 52) 14 (0郾 09) 197 (0郾 65) 107 (0郾 35)

字2 值 7郾 08 4郾 94

P 值 0郾 03 0郾 03

摇 摇 a: T 等位基因频数=TT 基因型例数伊2+TC 基因型例数,C 等位基因频数=CC 基因型例数伊2+TC 基因型例数

表 2摇 乳腺癌组与对照组 CYP1A2 基因 C734A 位点的基因型及等位基因频率分布

组别 例数
基因型[例(频率)] 等位基因[个(频率)]

AA AC CC Ab Cb

乳腺癌组 144 72 (0郾 50) 69 (0郾 48) 3 (0郾 02) 213 (0郾 74) 75 (0郾 26)

对照组 152 64 (0郾 42) 88 (0郾 58) 0 (0) 摇 216 (0郾 71) 88 (0郾 29)

字2 值 1郾 86a 0郾 63

P 值 0郾 17a 0郾 43

摇 摇 a: AC、CC 基因型携带者合并后与 AA 携带者比较;b: A 等位基因频数 =AA 基因型例数伊2+AC 基因型例数,C 等位基因频数 = CC
基因型例数伊2+AC 基因型例数

2郾 5摇 乳腺癌患者 Msp玉位点与 C734A 位点基因

型及等位基因频率与 ER 表达的关系

在 Msp玉位点,由于 CC 基因型携带者例数较

少,分别将 ER (+)和 ER (-)两组中 TC 与 CC 基

因型携带者合并后再与 TT 携带者比较,TT 与 TC+
CC 携带者间基因型频率的差异无统计学意义;两
组间等位基因频率的差异也无统计学意义(统计

结果详见表 3)。
同样,在 C734A 位点,ER (+)和 ER (-)两组

间 AA 与 AC+CC 携带者基因型频率差异无统计

学意义;两组间等位基因频率差异也无统计学意

义(统计结果详见表 4)。
2郾 6摇 乳腺癌患者 Msp玉位点和 C734A 位点基因

型及等位基因频率与 PR 表达的关系

在 Msp玉位点,由于 CC 基因型携带者例数较

少,分别将 PR (+)和 PR (-)两组中 TC 与 CC 基

因型携带者合并后再与 TT 携带者比较,TT 和 TC+
CC 携带者间基因型频率的差异无统计学意义;两

表 3摇 乳腺癌患者中 ER (+)与 ER (-)组 CYP1A1 基因 Msp玉位点的基因型和等位基因频率分布

组别 例数
基因型[例(频率)] 等位基因[个(频率)]

TT TC CC Tb Cb

ER (+) 90 47 (0郾 52) 40 (0郾 44) 3 (0郾 03) 134 (0郾 74) 46 (0郾 26)

ER (-) 54 31 (0郾 57) 15 (0郾 28) 8 (0郾 15) 77 (0郾 71) 31 (0郾 29)

字2 值 0郾 37a 0郾 34

P 值 0郾 55a 0郾 56

摇 摇 a: TC、CC 基因型携带者合并后与 TT 携带者比较;b:T 等位基因频数 =TT 基因型例数伊2+TC 基因型例数,C 等位基因频数 = CC 基

因型例数伊2+TC 基因型例数

表 4摇 乳腺癌患者中 ER (+)和 ER (-)组 CYP1A2 基因 C734A 位点的基因型和等位基因频率分布

组别 例数
基因型[例(频率)] 等位基因[个(频率)]

AA AC CC Ab Cb

ER (+) 90 45 (0郾 50) 42 (0郾 47) 3 (0郾 03) 132 (0郾 74) 48 (0郾 26)

ER (-) 54 27 (0郾 50) 27 (0郾 50) 0 (0) 摇 81 (0郾 71) 27 (0郾 29)

字2 值 0郾 00a 0郾 01

P 值 1郾 00a 0郾 76

摇 摇 a: AC、CC 基因型携带者合并后与 AA 携带者比较;b: A 等位基因频数 =AA 基因型例数伊2+AC 基因型例数,C 等位基因频数 = CC
基因型例数伊2+AC 基因型例数
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组间等位基因频率的差异也无统计学意义(统计

结果详见表 5)。
同样,在 C734A 位点,PR (+)和 PR (-)两组

间 AA 与 AC+CC 携带者基因型频率的差异无统

计学意义;两组间等位基因频率的差异也无统计

学意义(统计结果详见表 6)。

3摇 讨论

细胞色素 P450 酶系是机体中催化外来化合

物进行生物转化的主要酶系,由细胞色素 P450 超

基因家族编码,参与雌激素代谢。 本研究发现,
CYP1A1 Msp玉位点和 CYP1A2 C734A 位点基因

型分布均符合 Hardy鄄Weinberg 遗传平衡定律。
CYP1A1 基因 Msp玉位点等位基因频率在乳腺癌

组与对照组间差异有统计学意义(P<0郾 05),C 等

位基因携带者发病风险 OR 值为 0郾 67(95% CI:
0郾 47 ~ 0郾 96)。 这与 Miyoshi 等[8]对日本人群的研

究结果相一致,其 OR 值为 0郾 60(95% CI:0郾 41 ~
0郾 88)。 然而,白淑芬等[9] 对吉林地区和郭卫东

等[10]对宁夏地区汉族人群的研究结果却相反。
白淑芬等[9]发现在对照组中 T 等位基因频率高于

乳腺癌组,郭卫东等[10]发现 C 等位基因携带者发

病风险 OR 值为 1郾 32(95% CI:0郾 80 ~ 2郾 18)。 文

献报道 T 等位基因纯合子可能通过降低雌激素活

性使 TT 基因型比 CC 基因型具有更低的乳腺癌

患病风险;然而,CYP1A1 基因多态性与乳腺癌患

病风险的关系仍不明确,复杂的遗传和环境因素

的影响以及不同种族的差异均可能导致不同的结

果[8,11鄄12]。 笔者进一步对乳腺癌患者按 ER 和 PR
表达情况分组,均未发现 ER、PR 表达阳性与阴性

乳腺癌患者间等位基因频率的差异存在统计学意

义(P 均>0郾 05),这与 Khvostova 等[4] 的研究结果

相一致。 上述结果之间的差异可能由于 CYP1A1
基因通过影响其他环境致癌因子而不是雌激素的

表达从而促进乳腺癌的发生[8]。 Huang 等[13] 发

现绝经女性人群 CC 基因型比 TT 基因型显著增

加台湾女性的乳腺癌危险,OR 值为 2郾 97 (95%
CI:1郾 03 ~ 8郾 72),但在未绝经妇女中未发现此关

联,绝经前后结果的差异可能和雌、孕激素及其受

体的表达有关。 上述研究与本研究均属于小样本

SNP 分析,有待扩大样本量以获得更多研究结果。
本研究未发现 CYP1A2 基因 C734A 位点等

位基因频率在乳腺癌组和对照组间的差异有统计

学意义。 进一步按 ER 和 PR 是否表达分组后,仍
未发现 ER 和 PR 阳性表达的乳腺癌患者与阴性

表达者之间的基因型和等位基因频率存在差异,
说明 ER 和 PR 表达可能不是影响乳腺癌患者该

位点等位基因频率差异的因素。 然而,Khvostova
等[4]发现,西伯利亚女性乳腺癌患者及正常女性

中此位点基因型及等位基因频率的差异存在统计

表 5摇 乳腺癌患者中 PR (+)与 PR (-)组 CYP1A1 基因 Msp玉位点的基因型和等位基因频率分布

组别 例数
基因型[例(频率)] 等位基因[个(频率)]

TT TC CC Tb Cb

PR (+) 75 35 (0郾 47) 37 (0郾 49) 3 (0郾 04) 107 (0郾 71) 43 (0郾 29)

PR (-) 69 43 (0郾 62) 18 (0郾 26) 8 (0郾 12) 104 (0郾 75) 34 (0郾 25)

字2 值 3郾 55a 0郾 60

P 值 0郾 06a 0郾 44

摇 摇 a: TC、CC 基因型携带者合并后与 TT 携带者比较;b: T 等位基因频数=TT 基因型例数伊2+TC 基因型例数,C 等位基因频数 =CC 基

因型例数伊2+TC 基因型例数

表 6摇 乳腺癌患者中 PR (+)与 PR (-)组 CYP1A2 基因 C734A 位点的基因型和等位基因频率分布

组别 例数
基因型[例(频率)] 等位基因[个(频率)]

AA AC CC Ab Cb

PR (+) 75 42 (0郾 56) 30 (0郾 40) 3 (0郾 04) 114 (0郾 76) 36 (0郾 24)

PR (-) 69 30 (0郾 44) 39 (0郾 56) 0 (0) 摇 99 (0郾 72) 39 (0郾 28)

字2 值 2郾 25a 0郾 68

P 值 0郾 13a 0郾 41

摇 摇 a: AC、CC 基因型携带者合并后与 AA 携带者比较;b: A 等位基因频数 =AA 基因型例数伊2+AC 基因型例数,C 等位基因频数 = CC
基因型例数伊2+AC 基因型例数
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学意义,进一步按体质指数分组后,差异仅存在于

非肥胖女性人群中,A 等位基因有降低乳腺癌患

病风险的趋势。 Suzuki 等[14] 发现超重或肥胖是

影响绝经后女性患乳腺癌的危险因素,尤其在 60 岁

以上人群中。 超重或肥胖情况下机体代谢状态及

激素水平的紊乱可能会屏蔽 CYP1A2 基因 C734A
位点 A 等位基因对乳腺癌发病的抑制作用。

综上所述,CYP1A1 基因 Msp玉位点多态性可

能与汉族女性罹患乳腺癌有关,未发现 CYP1A2
基因 C734A 位点与汉族女性乳腺癌发病相关联。
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