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２５２例结直肠癌患者胸苷酸合成酶基因多态性分析

金晓波１，彭南求２△

（１．宁波市明州医院，浙江宁波３１５１０４；２．上海赛安生物医药科技有限公司，卫生部医药卫生科技发展研究

中心肿瘤个体化治疗分子诊断技术研究基地，上海２０１９００）

　　摘　要：目的　分析结直肠癌患者脑苷酸合成酶（ＴＳ）基因多态性，以期能为结直肠癌的个体化治疗提供指导。方法　采用

ＰＣＲ测序的方法分析２５２例结直肠癌患者ＴＳ基因多态性。结果　共检测了２５２例结直肠癌患者，其中男１３７例、女１１５例。男

性患者ＴＳ基因型主要为３ＲＧ／３ＲＣ（３６．５０％），其次是２ＲＣ／３ＲＣ和３ＲＧ／３ＲＧ（各占１８．２５％）。女性患者基因型也主要是３ＲＧ／

３ＲＣ（３６．５２％），其次是 ３ＲＧ／３ＲＧ（２６．０９％）。２８例年轻患者中，基因型主要为 ３ＲＧ／３ＲＣ（４２．８６％），其次是 ２ＲＣ／３ＲＧ

（２１．４３％）；８４例中年患者中，基因型主要为３ＲＧ／３ＲＣ（４５．２４％），其次是２ＲＣ／３ＲＣ（１６．６７％）；１１５例老年患者中，基因型主要为

３ＲＧ／３ＲＣ（３６．５２％），其次是２ＲＣ／３ＲＧ（１６．５２％）。结论　结直肠癌患者ＴＳ基因多态性检测中发现的主要基因型为３ＲＧ／３ＲＣ。
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　　结直肠癌是常见的高危害消化道恶性肿瘤，发生率仅次于

胃癌和食道癌。全球每年新发病例超过１００万，年死亡数超过

５０万。中国每年新发病例已超过１７万，死亡近１０万。近二

十年来结直肠癌的发病率在逐渐增加，同时，其发病年龄正趋

向老龄化。一般而言，结直肠癌多在６０～７０岁发病，５０岁以

下的患者所占比例不到２０％。中国患者的发病年龄多在４０～

６０岁，中位发病年龄比欧美约提前１０年，高峰在５０岁左右，

但３０岁以下的结直肠癌患者也比欧美多见
［１３］。胸苷酸合成

酶（ＴＳ）参与ＤＮＡ的合成，５氟尿嘧啶（５ＦＵ）主要通过抑制

ＴＳ而发挥抗肿瘤的作用。ＴＳ基因多态性造成 ＴＳ蛋白表达

和功能的差异，影响５ＦＵ化疗有效性。ＴＳ基因启动增强子

区５′端的一个２８ｂｐ的序列可发生２～３次的重复（２Ｒ／３Ｒ）多

态性，影响ＴＳ基因的转录水平。３Ｒ将导致 ＴＳ基因表达增

加，ＴＳ活性提高。２Ｒ纯合子和２Ｒ／３Ｒ杂合子有临床生存期

的显著提高，而３Ｒ纯合子无生存获益
［４］。在３Ｒ／３Ｒ情况下，

如果第二个重复中的第１２个碱基同时存在 Ｇ＞Ｃ的多态性，

将使ＴＳ表达量降低至２Ｒ水平
［５］，５ＦＵ的疗效较好

［６］。

本研究采用ＰＣＲ测序法研究了２５２例中国人结直肠癌肿瘤血

液标本中ＴＳ的基因多态性，同时比较了不同性别和年龄群体

中ＴＳ基因突变频率的差异，以期能为５氟尿嘧啶的使用提供

参考依据。

１　材料和方法

１．１　标本来源　本研究使用的临床样本来自全国上百家三级

医院，包括２５２例血液标本。所有参与本研究的结直肠癌患者

或其家属均签署过授权给上海赛安生物医药科技有限公司进

行ＴＳ基因检测的知情许可同意书。所有标本均为抽取２ｍＬ

外周血，置于ＥＤＴＡ抗凝管中，低温保存和运输。

１．２　仪器与试剂　实验使用的Ｐｆｕ酶、ｄＮＴＰ购自上海申能

博彩生物科技有限公司，ＤＮＡ提取试剂盒购自 ＡｘｙｇｅｎＳｃｉｅｎ

ｔｉｆｉｃ公司，所使用的ＰＣＲ仪则购自杭州博日科技有限公司，离

心机购自湘仪离心机仪器有限公司，ＰＣＲ产物序列测定由上

海鼎安生物科技有限公司完成。

１．３　方法　基因组ＤＮＡ的提取按照试剂盒说明书进行。ＴＳ

基因多态性检测采用ＰＣＲ测序法，用ｐｒｉｍｅｒ５软件进行引物
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设计，由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。检测步骤为：（１）

ＰＣＲ扩增，正向引物：ＧＴＧＧＣＴＣＣＴＧＣＧＴＴＴＣＣＣＣＣ，反

向引物：ＧＣＴＣＣＧＡＧＣＣＧＧＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴＧＧＣＧＣＧＧ，

扩增产物片段大小为２４２ｂｐ。２５Ｌ扩增体系包括２．５Ｌ１０×

ＰＣＲ缓冲液０．４ｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物，０．２５ｍ ｍｏｌ／Ｌ的

ｄＮＴＰ，０．５ＵＰｆｕ酶，１００ｎｇＤＮＡ 模板。ＰＣＲ扩增程序为

９５℃先变性３ｍｉｎ，然后进行４５个循环的扩增：９５℃４０ｓ，５８

℃２０ｓ，７０℃４０ｓ，最后在７２℃延伸５ｍｉｎ。（２）ＰＣＲ产物纯

化测序，由上海鼎安生物科技有限公司完成。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ产物测序结果　采用ＰＣＲ的方法，检测ＴＳ基因多

态性，其代表性结果见附图１（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。

２．２　结直肠癌患者ＴＳ基因型分布　本研究共检测了２５２例

结直肠癌患者，其中男１３７例、女１１５例。男性患者 ＴＳ基因

型主要为３ＲＧ／３ＲＣ，占３６．５０％，其次是２ＲＣ／３ＲＣ和３ＲＧ／

３ＲＧ，各占１８．２５％；女性患者基因型也主要是３ＲＧ／３ＲＣ，占

３６．５２％，其次是３ＲＧ／３ＲＧ，占２６．０９％；２８例年轻患者中，基

因型主要为 ３ＲＧ／３ＲＣ，占 ４２．８６％，其次是 ２ＲＣ／３ＲＧ，占

２１．４３％；８４ 例中年患 者 中，基 因 型 主 要 为 ３ＲＧ／３ＲＣ，占

４５．２４％，其次是２ＲＣ／３ＲＣ，占１６．６７％；１１５例老年患者中，基

因型主要为 ３ＲＧ／３ＲＣ，占 ３６．５２％，其次是 ２ＲＣ／３ＲＧ，占

１６．５２％。２ＲＣ／２ＲＧ是一种罕见的基因型，２５２例患者中仅在

女性老年患者中发现１例。见表１。

表１　　不同性别、年龄结直肠癌患者的ＴＳ基因多态性

患者类型 狀

基因型［狀（％）］

２ＲＣ／２ＲＣ ２ＲＣ／２ＲＧ ２ＲＣ／３ＲＣ ２ＲＣ／３ＲＧ ３ＲＣ／３ＲＣ ３ＲＧ／３ＲＣ ３ＲＧ／３ＲＧ

性别

　男 １３７ ３（２．１９） ０（０．００） ２５（１８．２５） １９（１３．８７） １５（１０．９５） ５０（３６．５０） ２５（１８．２５）

　女 １１５ ２（１．７４） １（０．８７） ９（７．８３） １７（１４．７８） １４（１２．１７） ４２（３６．５２） ３０（２６．０９）

年龄

　青年ａ ２８ ０（０．００） ０（０．００） ２（７．１４） ６（２１．４３） ５（１７．８６） １２（４２．８６） ３（１０．７１）

　中年ｂ ８４ ２（２．３８） ０（０．００） １４（１６．６７） １１（１３．１０） ８（９．５２） ３８（４５．２４） １１（１３．１０）

　老年ｃ １１５ ３（２．６１） １（０．８７） １８（１５．６５） １９（１６．５２） １６（１３．９１） ４２（３６．５２） １６（１３．９１）

　　ａ：２５～＜４５岁；ｂ：４５～＜６０岁；ｃ：６０～９０岁。

３　讨　　论

ＴＳ催化ｄＵＭＰ转变成ｄＴＭＰ，它是胸苷酸唯一的从头合

成途径［７］。ＴＳ３Ｒ基因多态性在不同种族中的分布频率存

在差异，肯 尼 亚 人 是 ４９％，高 加 索 人 是 ５５％，中 国 人 是

８２％
［８］，土耳其人是５８％

［９］。有文献报道了在３′ＵＴＲ发现了

另外一个多态性ＴＳ１４９４ｄｅｌ６位点
［１０］，这个多态性在美国白人

中的分布频率是７１％，在中国华北和华南的分布频率分别是

３２．０％和３０．９％
［１１］。基因多态性存在种族差异，可能是由于

遗传和生存环境的不同造成的。最新的研究表明，相比较于

３Ｒ基因型，２Ｒ 基因型个体更容易罹患结直肠癌，而 ＴＳ

１４９４ｄｅｌ６则没有影响
［１２］。Ｚｈｏｕ等

［１３］的 Ｍｅｔａ分析也支持这一

个观点，２Ｒ／２Ｒ基因型的亚洲人更容易罹患癌症，而对于高加

索人来讲，这种基因型反而有保护作用。有研究发现，ＴＳ

１４９４ｄｅｌ６会导致ＴＳｍＲＮＡ表达水平的减少，这个多态性可能

和ｍＲＮＡ的稳定性和翻译有关
［１４１５］，携带ｉｎｓ６ｂｐ／ｉｎｓ６ｂｐ基

因型患者ＴＳｍＲＮＡ表达水平是纯合删除基因型（ｄｅｌ６ｂｐ／ｄｅｌ

６ｂｐ）的４倍，而杂合基因型（ｄｅｌ６ｂｐ／ｉｎｓ６ｂｐ）则位于中间。

Ｔｈｏｍａｓ等
［１６］在高加索人 ＴＳ的第一个重复中发现了一

个稀有的单核苷酸多态性（ＳＮＰ），这个ＳＮＰ在非裔美国人亚

洲人中都没有被发现，它和 ＴＳ的关系需要更多的研究来证

明。他们还在３ＲＣ等位基因中发现了６ｂｐ的插入，在高加索

人和非裔美国人中的频率分别是０．４％和１．３％，这个多态性

最早是在日本人中发现的，出现频率是０．６％
［１７］，至于６ｂｐ的

插入对ＴＳ功能的影响目前还不清楚。

ＴＳ是广泛使用的化疗药５ＦＵ的靶点。５ＦＵ治疗的致

死率是 ０．５％，引发 ３４ 级毒性副反应的概率是 ２０％ ～

３０％
［１８２２］。对这个药物相关的一些基因如 ＴＳ多态性进行分

析被认为可以有效地预测不良反应和治疗结果，Ｌｅｃｏｍｔｅ

等［２３］研究发现，２Ｒ／２Ｒ、２Ｒ／３Ｒ、３Ｒ／３Ｒ基因型患者发生３～４

级毒性反应的概率分别是４３％、１８％、３％，单倍型２Ｒ／ｉｎｓ６ｂｐ

患者有严重的不良反应。因此，ＴＳ基因型有可能可以作为基

于５ＦＵ化疗不良反应预测的指标，从而指导医生个体化用

药。也有研究认为ＴＳ的基因多态性并不能预测５ＦＵ治疗Ⅲ

期结肠癌的疗效，然而，年龄会影响ＴＳ的基因多态性对生存

的作用［２４］。

叶酸是一个重要的微量营养素分子，参与ＤＮＡ的合成、

甲基化和修复。ＴＳ不仅在ＤＮＡ复制和修复中提供需要的核

苷酸方面发挥重要的作用，而且在叶酸代谢中也起着很重要的

作用［８，１０，２５］。Ｔｒｉｎｈ等
［２６］研究发现，ＴＳ３Ｒ／３Ｒ基因型和血浆

叶酸减少相关，而低叶酸水平则会增加罹患结直肠癌的风

险［２７２８］。
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