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  摘 要:目的 探讨溶酶体四次跨膜蛋白(LAPTM4B)基因多态性与乳腺癌易感性、临床病理特征的相关

性。方法 检测LAPTM4B基因在424例乳腺癌患者和238例体检健康者中外周血的表达情况,及其对不同

基因型结合 乳 腺 癌 患 者 的 临 床 资 料 进 行 统 计 分 析。结果 与 LAPTM4B
 

1型 (*1/1型)基 因 型 比 较,
LAPTM4B

 

2型(*1/2型+*2/2型)基因型在乳腺癌患者中的分布频率更高(占63.7%)。*1/2型和*2/2
型基因携带者患乳腺癌的危险性分别是*1/1型的1.488倍[95%置信区间(CI)1.061~2.085,P=0.021]与

4.915倍(95%CI
 

2.612~9.249,P<0.05)。*2等位基因携带者患乳腺癌的危险性是*1等位基因的1.911
倍(95%CI

 

1.496~2.440,P<0.05)。LAPTM4B基因多态性与肿瘤大小、淋巴结状态、病理学分级及ki-67
的表达情况有相关性(P<0.05)。结论 LAPTM4B*2等位基因可能是筛查乳腺癌的指标,在乳腺癌生长、浸

润及转移中起重要作用,检测LAPTM4B基因多态性可间接为患者临床治疗方案的选择及预后评估提供参考

依据。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

polymorphism
 

of
 

lysosome-associated
 

protein
 

transmembrane
 

4
 

beta
 

(LAPTM4B)
 

gene
 

and
 

the
 

susceptibility
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

breast
 

cancer.Methods The
 

expression
 

of
 

LAPTM4B
 

gene
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

424
 

breast
 

cancer
 

pa-
tients

 

and
 

238
 

healthy
 

subjects
 

was
 

detected,and
 

the
 

clinical
 

data
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

geno-
types

 

were
 

statistically
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

LAPTM4B
 

1
 

genotype
 

(*1/1),the
 

distribution
 

frequency
 

of
 

genotype
 

LAPTM4B
 

2
 

genotype
 

(*1/2+*2/2)
 

was
 

higher
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients
 

(63.7%).
The

 

risk
 

of
 

breast
 

cancer
 

in
 

*1/2
 

and
 

*2/2
 

carriers
 

was
 

1.488
 

times
 

[95%
 

confidence
 

interval
 

(CI)
 

1.061-
2.085,P=0.021]

 

and
 

4.915
 

times
 

(95%CI
 

2.612-9.249,P<0.05).The
 

risk
 

of
 

breast
 

cancer
 

in
 

*2
 

allele
 

carriers
 

was
 

1.911
 

times
 

that
 

of
 

*1
 

allele
 

(95%CI
 

1.496-2.440,P<0.05).LAPTM4B
 

gene
 

polymorphism
 

was
 

associated
 

with
 

tumor
 

size,lymph
 

node
 

status,pathological
 

grade
 

and
 

Ki-67
 

expression
 

(P<0.05).
Conclusion LAPTM4B

 

*
 

2
 

allele
 

may
 

be
 

an
 

indicator
 

for
 

screening
 

breast
 

cancer,and
 

it
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

growth,invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer.Detection
 

of
 

LAPTM4B
 

gene
 

polymorphism
 

can
 

indirectly
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

treatment
 

options
 

and
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

patients.
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  溶酶体四次跨膜蛋白B(LAPTM4B)基因是刘军

建等[1]首次发现的一条在大多数肝癌细胞中高表达,
而在正常肝细胞中低表达的新基因。该基因已被证

实在多种肿瘤中高表达[2-6]。与此同时,LAPTM4B*
2型等位基因已被证实与多种肿瘤的易感性相关[7],
同时研 究 发 现 在 直 肠 癌、肝 癌、胃 癌 等 癌 症 中 的

LAPTM4B*2型等位基因高表达与肿瘤的淋巴结转

移呈正相关,与肿瘤组织分化程度呈负相关[8-10]。但

是,LAPTM4B基因多态性在乳腺癌中的表达及其临

床病理意义尚无明确定论。本研究拟对LAPTM4B
基因多态性与乳腺癌易感性、临床病理特征的相关性

进行分析,初步探索LAPTM4B基因在乳腺癌中的

作用。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2010—2019年就诊于广东省

人民医院的乳腺癌患者424例为病例组,年龄24~73
岁,所有病例均经病理学证实为原发性乳腺癌。选取

同期该院体检健康者238例为对照组,年龄21~78
岁,两组年龄比较差异无统计学意义(P=0.098),具
有可比性。收集所有病例组患者的临床病例资料,包
括年龄、原发肿瘤大小、腋窝淋巴结状态、病理学类

型、病理学分级、雌激素受体(ER)状态、孕激素受体

(PR)状态、激素受体(HR)状态、人类表皮生长因子

受体2(HER2)状态、Ki-67指数等。根据肿瘤细胞的

ER、PR、HER2状态及 Ki-67指数进行分子分型分

类:Luminal
 

A型(ER、PR阳性,HER2阴性,Ki-67≤
14),Luminal

 

B
 

型+HER2阴性[ER和(或)PR阳

性,HER2阴性,Ki-67>14],Luminal
 

B型+HER2
 

阳性(ER阳性,PR阳性或阴性,HER2阳性),HER2
阳性型(HR、ER、PR阴性,HER2阳性),三阴型(ER、
PR、HER2均阴性)。
1.2 仪器与试剂 DNA提取试剂盒购自北京天根

公司;Allegra
 

64R高速台式离心机购自美国贝克曼

库尔特公司;ABI
 

9700
 

PCR扩增仪购自美国赛比奥

公司;Sub-cell大型电泳仪购自美国Bio-Rad公司。
1.3 方法

1.3.1 基因组DNA提取 取所有研究对象外周血

10
 

mL,以乙二胺四乙酸二钾抗凝处理,严格按照外周

血DNA提取试剂盒说明书提取纯化基因组DNA,
-20

 

℃下保存备用。
1.3.2 PCR扩增 采用DNA提取试剂盒对提取纯

化的基因组DNA进行PCR扩增。LAPTM4B引物,
上游:5'-GCC

 

GAC
 

TAG
 

GGG
 

ACT
 

GGC
 

GGA-3',
下游:5'-CGA

 

GAG
 

CTC
 

CGA
 

GCT
 

TCT
 

GCC-3'。
内参β-actin引 物,上 游:5'-TCA

 

CCA
 

ACT
 

GGG
 

ACG
 

ACA
 

T-3',下 游:5'-AGG
 

TAG
 

TCA
 

GTC
 

AGG
 

TCC
 

CG-3'。反 应 条 件:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,64
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,扩增33个循环;最后于

72
 

℃,延长反应
 

5
 

min。

1.3.3 琼脂糖凝胶电泳 将PCR产物加样在2.5%
琼脂糖凝胶中,100

 

V,40
 

min电泳鉴定。LAPTM4B*
1/1型可扩增出1条204

 

bp片段,LAPTM4B*1/2
型可分别扩增出1条204

 

bp片段和1条223
 

bp片

段,LAPTM4B*2/2型可扩增出1条223
 

bp片段,β-
actin可扩增出1条340

 

bp片段。
1.4 统计学处理 应用SPSS25.0统计软件对数据

进行处理分析。通过χ2 检验判断病例组与对照组的

等位基因是否符合 Hardy-weinberg平衡;采用比值

比(OR)和95%置信区间(CI)评估相关因素对乳腺

癌危险度的影响;χ2 检验分析LAPTM4B基因多态

性与乳腺癌临床病理特征的相关性。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 数据符合 Hardy-weinberg平衡 用病例组与

对照组各基因型表达的实际频率与期待频率做χ2 检

验,验证病例组(P=0.104)和对照组(P=0.165)差
异无统计学意义,所用数据可以代表各自人群。
2.2 LAPTM4B基因多态性的分布情况 研究纳入

的424 例 乳 腺 癌 患 者 中,LAPTM4B*1/1 型、
LAPTM4B*1/2型、LAPTM4B*2/2型分布频率分

别为36.3%(154/424)、44.8%(190/424)、18.9%
(80/424)。与 LAPTM4B

 

1 型 (*1/1 型)比 较,
LAPTM4B

 

2型(*1/2型+*2/2型)在乳腺癌患者

中的分布频率更高(占63.7%)。见表1。
2.3 LAPTM4B基因多态性与乳腺癌易感性的关系

 病例组中LAPTM4B*2型等位基因的分布频率较

对照组升高,差异有统计学意义(P<0.05);基因型分

布在两组间比较,差异有统计学意义(P<0.05);
*1/2型和*2/2型基因携带者患乳腺癌的危险性分

别是*1/1型的1.488倍(95%CI
 

1.061~2.085,
P=0.021)与4.915倍(95%CI

 

2.612~9.249,P<
0.05)。*2型等位基因携带者患乳腺癌的危险性是

*1型等位基因的1.911倍(95%CI
 

1.496~2.440,
P<0.05)。见表1。
2.4 LAPTM4B基因多态性与乳腺癌临床病理特征

的相关性 LAPTM4B基因多态性与乳腺癌患者肿

瘤大小、病理学分级、淋巴结状态及ki-67的表达情况

有相关性(P<0.05);与肿瘤位置、有无远处转移、分
子分型均无相关性(P>0.05),见表2。

表1  两组基因型及等位基因分布情况[n(%)]

基因型/等位基因 对照(n=238) 病例(n=424)

*1/1 123(51.7) 154(36.3)

*1/2 102(42.9) 190(44.8)

*2/2 13(5.5) 80(18.9)

*1 348(73.1) 498(58.7)

*2 128(26.9) 350(41.3)
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表2  LAPTM4B基因多态性与乳腺癌临床病理特征的相关性[n(%)]

n(%)
LAPTM4B基因型

*1/1 *1/2 *2/2
P

肿瘤位置 0.635

 左 214(50.5) 80(52.0) 97(51.1) 38(47.5)

 右 209(49.3) 73(47.4) 93(48.9) 42(52.5)

 双侧  1(0.2) 1(0.6) 0(0.0) 0(0.0)

肿瘤大小 0.016

 ≤2
 

cm 152(35.8) 63(40.9) 69(36.3) 20(25.0)

 >2
 

cm 248(58.5) 80(51.9) 108(56.8) 60(75.0)

 缺失 24(5.7) 11(7.1) 13(6.8) 0(0.0)

病理学分级 0.001

 Ⅰ级 53(12.5) 15(9.7) 33(17.4) 5(6.2)

 Ⅱ级 163(38.4) 72(46.8) 60(31.6) 31(38.8)

 Ⅲ级 158(37.3) 46(29.9) 71(37.4) 41(51.2)

 缺失 50(11.8) 21(13.6) 26(13.7) 3(3.8)

淋巴结状态 0.003

 阳性 180(42.5) 67(43.5) 67(35.3) 46(57.5)

 阴性 244(57.5) 87(56.5) 123(64.7) 34(42.5)

远处转移 0.317

 是 45(10.6) 12(7.8) 24(12.6) 9(12.2)

 否 372(87.7) 142(92.2) 165(86.8) 65(81.3)

 缺失  7(1.7) 0(0.0) 1(0.5) 6(7.5)

ki-67 <0.001

 <15% 141(33.3) 65(42.2) 61(32.1) 15(18.8)

 15~<30% 116(27.4) 48(31.2) 52(27.4) 16(20.0)

 ≥30% 157(37.0) 36(23.4) 72(37.9) 49(61.2)

 缺失 10(2.3) 5(3.2) 5(2.6) 0(0.0)

分子分型 0.396

 Luminal
 

A型 99(23.3) 36(23.4) 48(25.3) 15(18.8)

 Luminal
 

B型+HER2阴性 107(25.2) 45(29.2) 45(23.7) 17(21.2)

 Luminal
 

B型+HER2阳性 78(18.4) 29(18.8) 34(17.9) 15(18.8)

 HER2阳性型
 

60(14.1) 18(11.7) 25(13.2) 17(21.2)

 三阴型 61(14.4) 18(11.7) 28(14.7) 15(18.8)

 缺失 19(4.5) 8(5.2) 10(5.2) 1(1.2)

3 讨  论

  乳腺癌是严重威胁女性生命健康的恶性肿瘤,发
病率位居我国女性恶性肿瘤的首位,病死率位居我国

女性恶性肿瘤的第二位[11]。常规的乳腺癌的治疗方

法包括手术、放疗和化疗这3种方式单独或者联合使

用[12]。近年来,乳腺癌的靶向治疗越来越受到临床重

视[13]。尽管乳腺癌诊疗水平不断取得进步,乳腺癌的

病死率已经有所降低,但乳腺癌的诊断和治疗仍旧是

一大难题[14-15]。乳腺癌的发生、发展涉及基因突变、
积聚的多个阶段,导致肿瘤异常的增殖、侵袭、转移、
复发。因此,发现和研究新的乳腺癌相关基因,寻找

新的诊断及治疗靶点,是一项十分迫切且有重要现实

意义的工作。
LAPTM4B基因位于染色体8q22.1,长度约50

 

kb,其由7个外显子及6个内显子组成,包含1个951
核苷酸的开放阅读框[16]。LAPTM4B可编码2种不同

的蛋白:LAPTM4B-35和LAPTM4B-24。LAPTM4B-
35蛋白被证实与多种肿瘤的发生、发展有关,在肺癌

和肝癌等肿瘤中高表达,LAPTM4B-35基因的表达

水平与淋巴结的转移率呈正相关,与肿瘤的分化程度

呈负相关[17-18]。
此外,已发现LAPTM4B基因有2种等位基因

LAPTM4B*1型及LAPTM4B*2型,二者唯一的区

别在于LAPTM4B*2型第1外显子5'端非翻译区处

存在2个串联重复的19
 

bp序列,而LAPTM4B*1
型该区仅有1个该19

 

bp序列[19]。2种等位基因构成

的基 因 型 有 LAPTM4B*1/1,LAPTM4B*1/2,
LAPTM4B*2/2

 

3种。由于有2种等位基因的存在,
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LAPTM4B基因呈现多态性。
MENG 等[20] 研 究 表 明,子 宫 内 膜 癌 人 群

LAPTM4B*2型基因分布频率高于健康人群,*1/2
型和*2/2型相对于*1/1基因型个体患子宫内膜癌

的风险更高(OR 值分别为1.572和2.335)。此外,
WANG等[21]的研究结果也表明肝癌人群*1/2和*
2/2基因型频率高于健康人群(OR 值分别为1.898
和2.483)。这提示LAPTM4B基因与子宫内膜癌及

肝 癌 的 易 感 性 相 关。但 是 上 述 研 究 尚 未 发 现

LAPTM4B基因多态性与该肿瘤临床病理特征的明

显相关性,原因可能与LAPTM4B基因在不同肿瘤之

间的作用机制存在差异性,以及上述研究病例数不足

有关。本研究发现,病例组中*2型等位基因的分布

频率为41.3%,高于对照组的26.9%,携带*2型等

位基因相对于*1型等位基因可使个体患乳腺癌的危

险性增 加1.911倍(95%CI
 

1.496~2.440,P<
0.05)。其中病例组*1/2基因型和*2/2基因型携

带者患乳腺癌的危险性分别是*1/1基因型的1.488
倍(95%CI

 

1.061~2.085,P=0.021)与4.915倍

(95%CI
 

2.612~9.249,P<0.05)。这些结果均提示

*2等位基因也与乳腺癌的易感性有关。LAPTM4B
*1型及LAPTM4B*2型2个等位基因唯一区别在

于非编码区的19
 

bp序列不同。因此,不同等位基因

对肿瘤不同的易感性很大可能归结于19
 

bp基因序列

的数目不同。既往研究提示,LAPTM4B*2型等位

基因多出的19
 

bp序列,一方面可能因存在更多转录

因子结合位点,促使相关基因更多结合于LAPTM4B
*2启动子区,促进LAPTM4B基因上调,以及乳腺

癌的发生、发展;另一方面LAPTM4B*2型等位基因

也有可能由于19
 

bp序列的插入,导致mRNA翻译起

始密码子前移,产生新的促肿瘤发生的蛋白[22-23]。
LAPTM4B基因已被报道有促进肿瘤细胞增殖、

侵袭,启动自噬,抑制肿瘤细胞凋亡,协助耐药性产生

的作用[24]。在小鼠体内,敲低LAPTM4B基因可明

显阻断骨肉瘤细胞的增殖和侵袭,抑制肿瘤的生长和

转移,为LAPTM4B基因作为骨肉瘤治疗的新靶点提

供可能[25]。一项 Meta分析显示,LAPTM4B*2型

等位基因的携带者较LAPTM4B*1
 

型等位基因携带

者其罹患肿瘤的风险更高,且LAPTM4B*2
 

型等位

基因被证实为肿瘤的风险因子之一[26]。LAPTM4B
 

2型(*1/2型+*2/2型)与肿瘤分期显著相关[27]。
本研究针对424例经病理确诊为乳腺癌的患者进行

了 LAPTM4B 等 位 基 因 分 型。研 究 结 果 显 示,
LAPTM4B*1/1型、LAPTM4B*1/2型、LAPTM4B
*2/2型分布频率分别为36.3%(154/424)、44.8%
(190/424)、18.9%(80/424)。与LAPTM4B

 

1型(*1/
1型)比较,LAPTM4B

 

2型(*1/2型+*2/2型)在
乳腺癌患者的分布频率更高(占63.7%)。同时,本研

究进一步观察了LAPTM4B基因多态性与乳腺癌患

者各临床病理特征的相关性,结果表明LAPTM4B基

因多态性与乳腺癌患者肿瘤大小、病理学分级、淋巴

结状态及ki-67表达情况有相关性(P<0.05)。与肿

瘤位置、有无远处转移、分子分型均无相关性(P>
0.05)。提示

 

LAPTM4B基因可能与乳腺癌恶性程度

及侵袭能力相关。本研究结果表明,LAPTM4B*2/2
型乳腺癌患者的肿瘤最大径>2

 

cm、病理学分级Ⅲ
级、淋 巴 结 阳 性、ki-67≥30%所 占 比 例 明 显 高 于

LAPTM4B*1/1
 

型、LAPTM4B*1/2
 

型,提示与其

他2种基因型比较,LAPTM4B*2/2型乳腺癌患者

肿瘤的恶性程度更高、侵袭能力更强。但由于本研究

缺乏患者治疗随访情况,给预后评估带来一定困难,
无法进行3种基因型间的预后比较。此外有研究发

现,相对于乳腺癌其他分子分型,LAPTM4B在三阴

型 乳 腺 癌 中 表 达 最 高[28]。本 研 究 尚 未 发 现

LAPTM4B基因多态性与乳腺癌分子分型的相关性。
当然,可能与中国乳腺癌以Luminal

 

A型为主,三阴

型乳腺癌病例数较少有关。笔者认为研究样本数量

还有待增加,以满足更多分层因素中数据的量化,来
进一步阐明临床资料的相关性。

综上所述,本研究证实了LAPTM4B*2型等位

基因与乳腺癌易感性相关,因此,LAPTM4B*2型等

位基因可作为筛查乳腺癌易感人群和高危人群的指

标,有较大的应用价值。此外,携带LAPTM4B*2型

等位基因乳腺癌患者其肿瘤可能有更高的生长、侵
袭、浸润能力,提示LAPTM4B

 

可能会成为乳腺癌筛

查及治疗的潜在靶点,可间接为乳腺癌患者临床治疗

方案的选择及预后评估提供参考依据。
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