
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）$(#$!$’#"(

陕西汉族人群 !" 基因扩增片段酶切长度多态性

李军林!，舒) 青!，郑强荪$，冯) 蕾!

（ ! 第四军医大学基础部遗传与发育生物学教研室，陕西 西安 %!""((，$第四军医大学唐都医院心脏内科，陕西 西安 %!""(*

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""’#"’#"+；) 修回日期：$""’#"&#!’

基金项目：国家自然科学基金（(&%""!+,）

通讯作者：舒) 青- ./0-（"$&）*((%’’&" 12340- 546789:; <22:- /=:- >6

作者简介：李军林（!&%$#），男（汉族），陕西省眉县人- 讲师- ./0-

（"$&）*((%’’&") 12340- 04?:6046!&",; !+(- >@2

!#$%&’() %(*(+$&% +&,-.&%+/0#. 0)
12) +&+3,2$0&) &4 5/22)60 7%&80)*(
!" #$%&!’%!，()* +’%,!，-)./0 +’1%,&($%$，2./0 !3’!
!A/B3CD2/6D @< E/=4>30 F/6/D4>G 36= A/H/0@B2/6D I4@0@7J，8>9@@0
@< I3G4> E/=>46/，K@:CD9 E404D3CJ E/=4>30 L64H/CG4DJ，M4’36
%!""((，N9463，$A/B3CD2/6D @< N3C=4@0@7J，.367=: O@GB4D30，
K@:CD9 E404D3CJ E/=4>30 L64H/CG4DJ，M4’36 %!""(*，N9463

【9:#$%2*$ 】9;<：!" #$%&’ $() &*#$+*,%$*"- ". /0 *-$+"- !
1"2’3"+1(*#3 *- 45- 1"1%25$*"- ". &*..)+)-$ 56)# 5-& #)7)#
*- 8(55-7* 9+":*-;)< <!=1>?5：=312*.*;5$*"->0)#$+*;$*"-
?+563)-$ 2)-6$( 9"2’3"+1(*#3（=31>0?@9）A5# %#)& $"
5-52’B) $() 1"2’3"+1(*#3 ". 45- 1"1%25$*"- *- 8(55-7*
9+":*-;)< !() $)3125$)# ". 9C0 A)+) )7$+5;$)& .+"3 !+$
*-&)1)-&)-$ ;5#)# ". &*..)+)-$ 56)# 5-& #)7)# *- 8(55-7*
9+":*-;)< "!5@A=5：! !() .%22 2)-6$( ". /0 *-$+"- D 5.$)+
9C0 A5# !< ( E,< " F#*-6 +)#$+*;$*"- )-&"-%;2)5#) )->
B’3)#，$(+)) $’1)# ". 6)-"$’1)# A)+) ",$5*-)&：!"# DD：
9 G 9（!< ( E,），9 G 1（!< ( E,，*," 5-& ’," ,1）5-& 1 G 1

（*," ,1，’," ,1）< # F#*-6 +)#$+*;$*"- )-&"-%;2)5#) )->
B’3)#，5-"$()+ $(+)) $’1)# ". 6)-"$’1)# A)+) ",$5*-)&：

$%& D ：H G H（!< ( E,），H G 7（!< ( E,，&!" 5-& (&" ,1）5-&
7 G 7（&!" ,1，(&" ,1）< B>CBA@5;>C：D$ *# #%66)#$)& $(5$
/0 6)-) *-$+"- ! ". 45- 1"1%25$*"- *- 8(55-7* 9+":*-;) *#
1"2’3"+1(*#3< !() &*#$+*,%$*"- ". $() 6)-"$’1) *# -"$ +)25$>
)& $" &*..)+)-$ 56) 6+"%1# 5-& &*..)+)-$ 6)-&)+ 6+"%1#<

【D(-E&%F#】/0 6)-)；6)-) 1"2’3"+1(*#3；45- 1"1%25$*"-
*- 8(55-7* 1+":*-;)

【摘) 要】目的：分析陕西省不同年龄和不同性别的汉族人

群雌激素受体（1P）基因 ! 号内含子基因多态性分布情况-
方法：研究基于 QNP 后 45$ RR 和 671 R 的酶切结果，QNP 模板

AST 来自陕西省 !+$ 例无关个体，研究对象分为不同年龄和

不同性别两组- 结果：!QNP 扩增 1P 基因的 AST 片段长度

为 !- ( UV；"经 45$#酶切，得到 ( 种 1P 基因型：Q W Q 型（!- (
UV），Q W B 型（!- ( UV，*," 和 ’," VB），B W B 型（*," 和 ’," VB）；

$经 671 R 酶切得到的 ( 种 ! 号内含子基因型为：M W M 型（!- (
UV），M W X 型（!- ( UV，&!" 和 (&" VB）和 X W X 型（&!" 和 (&" VB）-
结论：在陕西汉族非相关正常人群中 1P 基因 ! 号内含子存

在多态性，基因型分布与年龄和性别不存在相关性-
【关键词】雌激素受体基因；基因多态性；陕西汉族人群
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GH 引言

限制性片段长度多态性在基因组中普遍存在，据

估计，人体基因组中平均异质性约为 !Y Z,Y- 基因

位点的多态性会影响基因的转录表达，进而通过影响

基因产物来影响相关的生理功能［!］- 在对动脉粥样

硬化遗传易感性研究过程中，发现女性在绝经前发病

率明显低于男性，但绝经后与男性发病率相近，而动

脉粥样硬化与雌激素的关系表明女性通过雌激素受

体途径拮抗动脉粥样硬化- 我们采用 T2B#PK[Q 技

术对陕西汉族正常人群的雌激素受体基因（ /GDC@7/6
C/>/BD@C 7/6/，1P 7/6/）多态性分布进行初步研究，

希望有助于从 AST 水平更深入地了解 1P 基因多态

性是否存在性别差异和年龄变化，以及相关疾病发生

机制-

IH 对象和方法

I- IH 对象H 随机抽取 !+$（男 &*，女 +’）例体质健康

个体外周血血样，均为陕西省无血缘关系人群-
I- JH 方法 H 对 !+$ 例研究对象按照年龄和性别分

为：少年组（% Z !* 岁）(% 例，成年组（!& Z ’" 岁）%$
例，老年组（+" Z %’ 岁）,( 例；按照性别分为男女两

组，男 &* 例，女 +’ 例- 分别取静脉血 ( Z , 2[，生理

盐水洗去血浆，加入 8.1，8A8 和蛋白酶 \，(%]过夜

消化，酚 W 氯仿 W 异戊醇（体积比为 $,^$’^!）抽提，无水

乙醇和醋酸钠沉淀，制备基因组 AST- 引物序列分别

为：,_#N.FNNTNNN.T.N.F.T.N....NN.T..N.NN#
(_，,_#.N...N.N.FNNTNNN.FFNF.NFT..T.N.FT#
(_- QNP 反应体系 ," %[，依次加入灭菌双蒸水 ($
%[，!" ‘ I:<</C（ 含 E7$ a ）, %[，$- , 22@0 W [ =S.Q ’
%[，引物各 $- , %[，模板 AST ( %[- &%] 预变性 %
246，加入 81, 酶 ! %[（’ 22@0 W [），&’] 变性 (" G，
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!"#复性 $% &，’(# 延伸 )% &，共 *% 个循环，循环结

束后 ’(# 延伸 "% +,-. 取 /01 扩增产物 2 !3，"$
4 5 3琼脂糖凝胶 *% +6 电泳 *% +,-，观察 /01 结果.
取 (% !3 /01 扩增产物，无水乙醇和醋酸钠沉淀，晾

干后加入灭菌双蒸水 "7. 7 !3 溶解，加入 89::;< 8 (
!3，6=;>?@A>;B 8C6 ( !3 和 ! D !"# EE 和 $%& E 于

*’#分别酶切 * F $ G. 酶切产物经 "7 4 5 3 琼脂糖凝

胶（含溴乙锭）电泳分离，在紫外灯下判读并照相记

录结果.
统计学处理：基因频率用直接算法，并按 HA<B?I

J;,-K;<4 平衡原理确认样本的群体代表性. 不同年

龄、性别间等位基因频率差异用 !( 检验.

!" 结果

在正常人群中 L1 基因 " 号内含子分别存在 *
种等位基因片段：/ 5 /，/ 5 M，M 5 M，N 5 N，N 5 O 和 O 5 O
型，琼脂糖凝胶电泳显示分别为 " 条、* 条和 ( 条带，

大写字母表示存在点突变而使该酶切位点消失，小写

字母则表示存在该酶切位点. 陕西汉族正常人群 L1
基因 " 号内含子经 /01 后结果为 ". * PK 大小的 " 条

带，经 !"# EE 酶切可区分出 * 种基因型：/ 5 / 型（". *
PK），/ 5 M 型（". * PK，27% 和 $7% KM），M 5 M 型（27% 和

$7% KM）（Q,4 "6）. $%& E 内切酶区分出的 * 种基因型

分别为：N 5 N 型（". * PK），N 5 O 型（". * PK，)"% 和 *)%
KM）和 O 5 O 型（)"% 和 *)% KM）（Q,4 "8）. 陕西汉族人

群中 L1 基因 " 号内含子 /01 片段为 ". * PK，经 !"#
EE 和 $%& E 酶切，以 / 5 M 和 O 5 O 基因型分布最为广泛.
经 !"# EE 酶切基因频率分布范围为 %. %2 F %. 7’，经

$%& E 酶切基因频率分布范围为 %. %7 F %. 7*. / 基因

频率为 %. *7，M 基因频率为 %. !7；N 基因频率为%. (2，

O 基因频率为 %. ’(. 不同年龄组之间 L1 基因 !"# EE
酶切多 态 性 分 布 无 统 计 学 差 异（!( R %. !$2，! S
%. )7），$%& E 酶切多态性分布无统计学差异（!( R
(. *!7，! S %. 7%，TAK "）. 性别之间差异也不显著：

L1 基因 !"# EE 酶切多态性分布差异（!( R %. !("，

! S %. ’%），$%& E 酶切多态性分布差异（!( R %. 7))，

! S %. ’%，TAK (）. 即 L1 基因 /01 扩增片段 !"# EE
与 $%& E 酶切多态性与年龄和性别不存在相关性.

#" 讨论

L1 基因位于 !U($I(’，野生型全长 "$% PK. 其 "
号内含子有两个高度多态性的 6Q3/ 位点，因其特殊

位置可能会影响基因转录，所以引起研究者的关注.
D&G,<V?A+A 等［(］对日本 $( F $! 岁绝经后妇女的骨矿

密度与雌激素受体基因 " 号内含子多态性关系研究，

6（!"# EE）："：M 5 M；(：/ 5 M；*：/ 5 /；W：+A<P;<. 8（$%& E）："：O 5 O；(：

N 5 O；*：N 5 N；W：+A<P;<.
Q,4 " X 1;&9@>& V: !"# EE A-B $%& E <;&><,=>,V- A:>;< /01 ,- L1
4;-; ,-><V- "
图 "X L1 基因 " 号内含子 /01 扩增后 !"# EE 和 $%& E 酶切

结果

表 "X 不同年龄组 L1 基因 " 号内含子 !"# EE 和 $%& E 酶切

结果

TAK "X Y,&><K9>,V- V: L1 4;-; !"# EE A-B $%& E 6Q3/ A+V-4 B,:I
:;<;-> A4;& 4<V9M&

Z<V9M ’
Q<;-U9;-=; V: 4;-V>?M;

/ 5 / / 5 M M 5 M N 5 N N 5 O O 5 O

[V9>G（’ \ "2） *’ %. %2 %. 7’ %. *7 %. "* %. *2 %. $)

6B9@>（") \ $%） ’( %. %2 %. 7% %. $( %. %7 %. $( %. 7*

L@B;<（!% \ ’$） 7* %. %) %. 7( %. *) %. %) %. $* %. $2

表 (X 不同性别 L1 基因的内含子 !"# EE 和 $%& E 酶切结果

TAK (X Y,&><K9>,V- V: L1 4;-; !"# EE A-B $%& E 6Q3/ A+V-4 B,:I
:;<;-> &;O9A@ 4<V9M&

Z<V9M ’
Q<;-U9;-=; V: 4;-V>?M;

/ 5 / / 5 M M 5 M N 5 N N 5 O O 5 O

WA@; )2 %. %) %. 7% %. $" %. %’ %. $7 %. $2

Q;+A@; !$ %. %’ %. 77 %. *2 %. %7 %. $* %. 7(

发现骨矿密度与基因型之间的差异型：//NO 杂合子

基因型个体的骨矿密度明显偏低，但与其他基因型无

显著关联；CAM,<I]V<;- 等［*］对 "2* 例 "2 F 2$ 岁的男

性和 "!" 例 (* F ’) 岁女性进行骨矿密度和 L1 基因
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多态性相关性研究，发现男性 !" 基因多态性与骨矿

密度存在相关性趋势，但不存在显著的统计学意义，

女性 !" 基因多态性与骨矿密度之间无相关性# $%&’
()(*+&% 等［,］对 -.. 例怀孕妇女骨矿密度与 !" 关系

研究揭示两者之间存在相关性# 在对动脉粥样硬化

遗传易感性研究过程中，我们发现女性在绝经前发病

率明显低于男性，但绝经后与男性发病率相近［/］，而

雌激素的分泌与年龄不存在相关性［0］# 本研究结果

显示，从少年组到老年组，!" 基因 - 号内含子 !"# 11
和 $%& 1 两个与动脉粥样硬化遗传易感性相关的位

点均有多态性分布，2 3 2，4 3 4 较少见，2 3 5 和 6 3 6 基

因型分布频率较高；结果与日本人种群基因频率相

似［7，.］；!" 基因在正常男性和正常女性中分布频率

极为相近，不存在性别差异# !" 基因 - 号内含子 !"#
11 和 $%& 1 两个研究位点不存在变化，说明在不同性

别和不同年龄组之间，对动脉粥样硬化遗传易感性的

敏感性和替代疗法存在的差异与其他限制性酶切位

点可能存在相关性# 结合 8*+9:%;% 等［<］实验，说明也

可能与其他位点或者与 !" 基因其他的多态性形式

如甲基化等相关#
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#$ 临床资料$ 肝癌伴脾亢患者 .7（男 7.，女 O）例，年龄 .< ‘
0/ 岁# 肿块直径 . ‘ -- F@# E\2 a 7N !H 3 T 者 . 例# 7N ‘ ,NN
!H 3 T 者 -- 例，,NN ‘ 7/NN !H 3 T -^ 例# 术前外周血白细胞平

均值 7# O b -NO 3 T，血小板平均值为 /<# 0 b -NO 3 T，具有明确的

脾功能亢进征象# 肝功能改良 c*+JC E 级 -^ 例，V 级 -N 例，c
级 , 例# 采用 8DJC+IHD> 技术行腹主动脉造影后，对肿块可凝

供血动脉如肝动脉、肠系膜上动脉、膈动脉及胃左动脉等选择

性造影，对供血动脉尽可能作节段性栓塞# 栓塞剂为超液化

碘油和化疗药物之混悬液，其中 ,NN H 3 T 碘油 / ‘ 7N @T，表阿

霉素 ,N ‘ 0N @H，卡铂 .NN ‘ ,NN IH，直至肿瘤血管和肿瘤染色

完全或大部分消失，期间灌注 /’\= /NN ‘ -NNN @H# 对肝动’静
脉瘘者，化疗药半量灌注后行明胶海棉或钢圈堵瘘，根据造影

情况行单纯灌注或碘油栓塞# 经脾动脉造影后，了解脾脏大

小及血管情况，灌注庆大霉素 7# , $) 后，以 -N @@ b -N @@
之明胶海棉或 2dE 颗粒栓塞脾动脉达，脾脏的 - 3 . 范围# 在

行第 7 次肝动脉化疗栓塞时，如仍有脾功能亢进及门脉高压

征象，还可进行第 7 次脾动脉栓塞，本组 O 例 7 次栓塞，总面

积控制在 /Ne ‘<Ne范围内# 栓塞后常规应用抗生素及对症

治疗# 肝动脉栓塞 7 ‘ 0 次（平均 .# ^）次，出现左上腹疼痛 7O
例，发热 < ‘ ,7（平均 -/# ^）C 70 例，体温 .<# 7 ‘ .^# Of，其中

剧烈疼痛高热 0 例，腹腔积液 . 例# 术后 , ;? 70 例外周血白

细胞计数升高至 , b -NO 3 T，血小板 ^N b -NO 3 T# 随访 - ‘ . %，

存活 N# / % 以上者 7/ 例，- % 以上者 -7 例，. % 以上者 7 例# 食

管胃底静脉扩张改善者 O 例#

"$ 讨论$ 原发性肝癌在众多的姑息治疗中，肝动脉化疗栓塞

术（QEc!）是最有效的治疗方法之一［-，7］# 肝癌合并脾功能亢

进时，同时采用部分脾动脉栓塞术，既缓解了脾亢症状，又为

肝癌患者的化疗提供了有利条件，体现了明显的优越性［.］#
严格掌握适应证和控制脾脏栓塞面积是减少并发症的重要

因素#

【参考文献】

［-］南克俊，随晨光，魏永长，等# 中晚期肝癌介入化疗术的愈后影

响因素［M］# 第四军医大学学报，7NN7；7.（-7）：--., P --.0#
［7］金Y 刚，李丽平，王Y 微，等# 肝动脉化疗栓塞治疗中晚期肝癌

的临床分析［M］# 中国肿瘤临床，7NN-；7（̂-N）：</N P </7#
［.］王艳青，孟庆江，史庆辉，等# 肝癌介入放射治疗的护理［ M］# 第

四军医大学学报，7NN-；77（-,）：-O..#
编辑Y 潘伯荣

!"#" 第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）"334；"5（"6）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1


