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  摘 要:目的 探讨DNA甲基化转移酶1(DNMT1)基因多态性位点与乳腺癌临床病理特征的相关性。
方法 采用SNaPshot技术检测68例乳腺癌患者(病例组)和80例体检健康女性(对照组)外周血中DNMT1
基因rs2114724、rs2228611、rs8101866和rs16999593共4个多态性位点的基因分型。

 

结果 病例组和对照组

DNMT1的4个位点的基因型比较,差异均无统计学意义(P>0.05);病例组各基因型在乳腺癌临床病理学指

标间比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。DNMT1基因rs2114724、rs2228611、rs8101866
 

3个位点的单倍型

T、A、T能增加患乳腺癌的风险。结论 DNMT1基因rs2114724、rs2228611、rs8101866和rs16999593位点单

核苷酸多态性与患乳腺癌的风险有一定的相关性。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

DNA
 

methyltransferase
 

1
 

(DNMT1)
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

breast
 

cancer.Methods Four
 

polymorphic
 

loci
 

of
 

DNMT1
 

gene
 

rs2114724,RS2228611,RS8101866
 

and
 

RS16999593
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

68
 

breast
 

cancer
 

patients
 

(case
 

group)
 

and
 

80
 

healthy
 

women
 

(control
 

group)
 

were
 

detected
 

by
 

SNaPshot
 

technique.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

genotype
 

of
 

4
 

DNMT1
 

loci
 

between
 

the
 

patient
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(P>
0.05).There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

clinical
 

pathological
 

indexes
 

of
 

breast
 

cancer
 

genotype
 

in
 

case
 

group
 

(P>0.05).The
 

haplotype
 

T,A,T
 

at
 

rs2114724,RS2228611
 

and
 

RS8101866
 

of
 

DNMT1
 

gene
 

could
 

in-
crease

 

the
 

risk
 

of
 

breast
 

cancer.Conclusion Single
 

nucleotide
 

polymorphisms
 

of
 

rs2114724,rs2228611,

rs8101866,and
 

rs16999593
 

in
 

DNMT1
 

are
 

associated
 

with
 

the
 

risk
 

of
 

breast
 

cancer.
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  乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,严重威胁

女性的生命健康[1]。研究证实环境因素和遗传方式

可能导致乳腺癌或增加患乳腺癌的风险[2]。DNA甲

基化是一种表观遗传修饰,在肿瘤基因表达调控、细
胞增殖分化等方面起最重要作用。DNA甲基化转移

酶(DNMT)是表观遗传学中催化并维持DNA甲基化

的重要酶家族。其中DNMT1是DNMT酶家族中最

重要也是目前研究最多的一种酶。研究发现DNMT1
与DNA异常甲基化有关,从而导致肿瘤的进一步发

生、发展,乳腺癌患者外周血中DNMT1
 

mRNA和蛋白

高表达[3],但是DNMT1多态性与乳腺癌的研究报道较

少。本研究选取DNMT1启动子区域的4个多态性位

点rs2114724、rs2228611、rs8101866、rs16999593进行研

究,拟通过检测分析DNMT1多态性位点的基因型与乳

腺癌临床病理特征风险之间的关系,探讨DNMT1多态

性与乳腺癌发生、发展的相关性。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年4月至2019年12月在
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本院接受乳腺癌手术且经病理学证实为乳腺癌的患

者68例作为病例组,年龄31~85岁,平均(46.8±
12.2)岁;另选同期体检健康女性80例作为对照组,
年龄28~74岁,平均(44.8±13.9)岁。按照文献[4]
乳腺癌的肿瘤大小判定标准分为T1

 

21例,T2~T4
 

47例;按照组织学等级分为G1
 

15例、
 

G2
 

27例、G3
 

26例;按照是否有淋巴结转移分为无转移25例、有转

移43例;按照是否有远处转移分为无远处转移56
例、有远处转移12例。所有病例术前均未经任何治

疗。患者均知情同意,本研究经医院伦理学委员会

批准。

1.2 仪器与试剂 郎基 A300PCR仪购于浙江杭州

飞迪生物有限公司,博日 HB-T2-D
 

金属浴加热仪购

于杭州诺丁科学器材有限公司,其林贝尔螺旋震荡仪

V6RTAX-5购于北京通世华港设备有限公司,ABI
 

3730xl测序仪购于美国ABI公司,DNA提取试剂盒

TSP201-200、PCR试剂1.1×T3
 

Super
 

PCR
 

Mix购

于广州擎科生物技术有限公司,SNaPshot反应试剂

盒、内标试剂、HiDi缓冲液均由ABI生物技术中国有

限公司提供。

1.3 DNA提取 病例组和对照组各采集空腹静脉

血3
 

mL,乙二胺四乙酸二钾抗凝。按照DNA试剂盒

步骤,抽提得到 DNA,测定 DNA 水平及 A260/A280
值,选 用 DNA 水 平 为 50

 

ng/μL,A260/A280 值 为

1.70~2.10的样本,-80
 

℃保存、备用。

1.4 PCR扩增产物 按照单碱基延伸引物设计原

则,DNMT1
 

4个多态性位点扩增引物见表1。提取

的DNA样品稀释至20
 

ng/μL后作为 PCR 模板。

PCR反应体系为25
 

μL,其中1.1×T3
 

Super
 

PCR
 

Mix
 

22
 

μL,10
 

μmol/L正向引物1
 

μL,10
 

μmol/L
 

反

向引物
 

1
 

μL,模板(gDNA)1
 

μL。PCR反应条件:98
 

℃预变性2
 

min,然后98
 

℃10
 

s、58~61
 

℃
 

10
 

s、72
 

℃
 

10
 

s,35个循环后,72
 

℃延伸5
 

min。反应产物进

行2%的琼脂糖凝胶电泳。

表1  DNMT1
 

4个多态性位点扩增引物

位点 正向引物 反向引物

rs2228611 5'-GGC
 

ACA
 

AAG
 

TCT
 

CAC
 

ACC
 

CT-3' 5'-ACC
 

GGC
 

CTC
 

ATC
 

GAG
 

AAG
 

AA-3'

rs2114724 5'-
 

GTT
 

ACC
 

TCA
 

CAG
 

ACG
 

CCA
 

CA-3' 5'-
 

GGA
 

GAG
 

TTA
 

TGA
 

CGA
 

GGC
 

CG-3'

rs8101866 5'-
 

AGA
 

TCA
 

CAC
 

CAT
 

TGC
 

ATG
 

ACA
 

GA-3' 5'-
 

TTT
 

GTA
 

GAG
 

ATA
 

GGG
 

TTT
 

TGC
 

CAT-3'

rs1699959 5'-
 

TAC
 

GCT
 

TAG
 

CCT
 

CTC
 

CAT
 

CG-3' 5'-
 

TGC
 

TGT
 

AGG
 

AGG
 

GCT
 

ACC
 

TG-3'

1.5 PCR产物测序 纯化好的混合PCR产物待用,
单碱基延伸引物稀释到10

 

μmol/L,将各位点的等体

积单碱基延伸引物混合,得到混合引物,进行SNaP-
shot

 

PCR,PCR体系及各组分如下:PCR反应体系为

5
 

μL,其中 ABI
 

SnapShot
 

multiplex
 

Mix
 

2
 

μL,混合

引物
 

2
 

μL,纯化后PCR模板
 

1
 

μL。PCR反应条件为

96
 

℃预变性2
 

min,然后96
 

℃10
 

s、50
 

℃5
 

s、60
 

℃
 

30
 

s,25个循环。反应产物处理后上ABI
 

3730xl测序仪

进行毛细管电泳测序。

1.6 统计学处理 采用统计软件SPSS18.0分析

DNMT1多态性位点基因型频率分布,并验证 Hardy-
Weinberg平衡定律,评估对照组和病例组的基因型,
分析各基因型与乳腺癌患者临床病理特征的关系。
为了评估同一基因单核苷酸的相关性,利用 Haplo

 

View
 

4.2
 

software对DNMT1的4个位点进行了连锁

不平衡和单体型分析。计算相对优势比(OR)及95%
CI,P<0.05表示差异有统计学意义;计数资料比较采

用χ2 检验,病例资料少于5例时采用Fish精确检验。

2 结  果

2.1 DNMT1单个基因型与乳腺癌风险分析 PCR
反应后,得到清晰的扩增条带。所有样本经测序后成

功分型,经χ2 检验,在病例组和对照组中DNMT1各

位点基因型分布符合 Hardy-Weinberg平衡,见表2。
病例组和对照组DNMT1的4个位点的基因型构成

比比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。
表2  DNMT1各位点基因型 Hardy-Weinberg

   平衡检测

DNMT1位点 基因型
病例组

[n(%)]
P

对照组

[n(%)]
P

rs2228611 GG 31(45.6) 0.770 35(44.0) 0.760

AG 31(45.6) 36(45.0)

AA 6(8.8) 9(11.0)

rs2114724 CC 31(45.6) 0.770 35(44.0) 0.760

TC 31(45.6) 36(45.0)

TT 6(8.8) 9(11.0)

rs8101866 TT 35(51.5) 0.847 51(63.7) 0.158

CT 28(41.2) 24(30.0)

CC 5(7.3) 5(6.3)

rs16999593 TT 42(61.8) 0.864 48(60.0) 0.257

CT 25(36.8) 30(37.5)

CC 1(1.4) 2(2.5)

  注:P>0.05表示群体基因遗传平衡,数据来自同一孟德尔群体。
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2.2 DNMT1基因多态性与乳腺癌临床病理学指标

的分析 病例组 DNMT1
 

多态性位点rs2228611、

rs2114724、rs8101866、rs16999593各基因型频率在乳

腺癌临床病理学指标间比较,差异均无统计学意义

(P>0.05)。见表4。

表3  DNMT1基因多态性与乳腺癌发病风险性研究

DNMT1位点 基因型 病例组[n(%)] 对照组[n(%)] OR(95%CI) P

rs2228611 GG 31(45.6) 35(44.0) 1 0.250

AG 31(45.6) 36(45.0) 0.972(0.492~1.922) 0.935

AA 6(8.8) 9(11.0) 0.753(0.241~2.355) 0.625

rs2114724 CC 31(45.6) 35(44.0) 1 0.250

TC 31(45.6) 36(45.0) 0.972(0.492~1.922) 0.935

TT 6(8.8) 9(11.0) 0.753(0.241~2.355) 0.625

rs8101866 TT 35(51.5)
 

51(63.7) 1 0.990

CT 28(41.2)
 

24(30.0) 0.588(0.294~1.178) 0.133

CC 5(7.3) 5(6.3) 0.686(0.185~2.549) 0.572

rs16999593 TT 42(61.8) 48(60.0) 1
 

0.260

CT 25(36.8) 30(37.5) 1.05(0.536~2.059) 0.887

CC 1(1.4) 2(2.5) 1.75(0.153~19.996) 0.649

表4  DNMT1基因多态性与乳腺癌临床病理学指标的相关性研究[n(%)]

项目 n
rs2228611

GG AG AA
P

rs2114724

CC CT TT
P

发病年龄 0.055 0.055

 ̀≤48岁 22 14(63.6) 8(36.4) 0(0.0) 14(63.6) 8(36.4) 0(0.0)

 >48岁 46 17(36.9) 23(50.0) 6(13.1) 17(36.9) 23(50.0) 6(13.1)

组织学分级 0.888 0.888

 G1 15 8(53.3) 5(33.3) 2(13.3) 8(53.3) 5(33.3) 2(13.3)

 G2 27 12(44.4) 12(44.4) 3(11.1) 12(44.4) 12(44.4) 3(11.1)

 G3 26 11(42.3) 14(53.8) 1(3.9) 11(42.3) 14(53.8) 1(3.9)

肿瘤大小 0.954 0.954

 T1 21 9(42.9) 10(47.6) 2(9.5) 9(42.9) 10(47.6) 2(9.5)

 T2~T4 47 22(46.8) 21(44.7) 4(8.5) 22(46.8) 21(44.7) 4(8.5)

淋巴结状态 0.780 0.780

 阴性 25 11(44.0) 11(44.0) 3(12.0) 11(44.0) 11(44.0) 3(12.0)

 阳性 43 20(46.5) 20(46.5) 3(7.0) 20(46.5) 20(46.5) 3(7.0)

远处转移 0.606 0.606

 否 56 24(42.9) 27(48.2) 5(8.9) 24(42.9) 27(48.2) 5(8.9)

 是 12 7(58.3) 4(33.3) 1(8.3) 7(58.3) 4(33.3) 1(8.3)

ER状态 0.421 0.421

 阴性 31 12(38.7) 16(51.6) 3(9.3) 12(38.7) 16(51.6) 3(9.3)

 阳性 37 19(51.4) 15(40.5) 3(8.1) 19(51.4) 15(40.5) 3(8.1)

PR状态 0.714 0.714

 阴性 35 15(42.9) 16(45.7) 4(11.4) 15(42.9) 16(45.7) 4(11.4)

 阳性 33 16(48.5) 15(45.5) 2(6.0) 16(48.5) 15(45.5) 2(6.0)
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续表4  DNMT1基因多态性与乳腺癌临床病理学指标的相关性研究[n(%)]

项目 n
rs8101866

TT CT CC
P

rs16999593

TT CT CC
P

发病年龄 0.034 0.175

 ≤48岁 22 16(72.7) 6(27.3) 0(0.0) 11(50.0) 10(45.5) 1(4.5)

 >48岁 46 19(41.3) 22(47.8) 5(10.9) 31(67.4) 15(32.6) 0(0.0)

组织学分级 0.656 0.428

 G1 15 9(60.0) 4(26.7) 2(13.3) 8(53.3) 6(40.0) 1(6.7)

 G2 27 13(48.1) 12(44.4) 2(7.4) 17(63.0) 10(37.0) 0(0.0)

 G3 26 13(50.0) 12(46.1) 1(3.9) 17(65.4) 9(34.6) 0(0.0)

肿瘤大小 0.874 0.396

 T1 21 11(52.4) 8(38.1) 2(9.5) 11(52.4) 10(47.6) 0(0.0)

 T2~T4 47 24(51.1) 20(42.6) 3(6.4) 31(66.0) 15(31.9) 1(2.1)

淋巴结状态 0.909 0.418

 阴性 25 12(48.0) 11(44.0) 2(8.0) 15(60.0) 9(36.0) 1(4.0)

 阳性 43 23(53.5) 17(39.5) 3(7.0) 27(62.8) 16(37.2) 0(0.0)

远处转移 0.753 0.555

 否 56 30(53.6) 22(39.3) 4(7.1) 33(58.9) 22(39.3) 1(2.8)

 是 12 5(41.7) 6(50.0) 1(8.3) 9(75.0) 3(25.0) 0(0.0)

ER状态 0.778 0.127

 阴性 31 16(51.6) 12(38.7) 3(9.7) 23(74.2) 8(25.8) 0(0.0)

 阳性 37 19(51.4) 16(43.2) 2(5.4) 19(51.4) 17(45.9) 1(2.7)

PR状态 0.763 0.177

 阴性 35 19(54.3) 13(37.1) 3(8.6) 25(71.4) 10(28.6) 0(0.0)

 阳性 33 16(48.5) 15(45.5) 2(6.0) 17(51.5) 15(45.6) 1(3.0)

  注:ER为雌激素受体;PR为孕激素受体。

2.3 连锁不平衡和单体型分析 DNMT1多态性位

点rs2228611、rs2114724和rs8101866之间存在较强

的连锁不平衡并且形成一个单体型模块,见图1。为

了评 估 同 一 基 因 单 核 苷 酸 的 相 关 性,利 用 Haplo
 

View
 

4.2
 

software分析了DNMT1的4个位点连锁

不平衡系数(D')和相关系数
 

(r2),依据D'
 

和r2 值大

小,在同一基因内判断各单核苷酸之间关联程度的强

弱,对关联性较强的单核苷酸采用单体型分析,分析

所有样本中常见的单体型及携带单体型的相对危险

度。发现DNMT1多态性位点rs2114724、rs2228611
和rs8101866之间存在较强的连锁不平衡,r2>0.8,
而rs16999593与以上3个位点之间关联程度较弱,
r2<0.2。见 表 5。对 关 联 较 强 的 rs2114724、
rs2228611和rs8101866位点进行了单倍体型分析,发
现研究人群中DNMT1最常见的单倍体型为C、G、T,

频率为68.4%,少见的单倍体型为 T、A、T,频率为

3.7%,差异有统计学意义(P<0.05),表明DNMT1
基因中rs2114724、rs2228611和rs8101866位点形成

的单倍体 T、A、T能显著增加患乳腺癌的风险。见

表6。
表5  所有研究人群中DNMT1单核苷酸多态性的

   连锁不平衡分析

Rs1 Rs2 D' r2 P

rs2114724 rs2228611 1.0 1.000 <0.001

rs2114724 rs8101866 1.0 0.839 <0.001

rs2114724 rs16999593 1.0 0.115 <0.001

rs2228611 rs8101866 1.0 0.839 <0.001

rs2228611 rs16999593 1.0 0.115 <0.001

rs8101866 rs16999593 1.0 0.096 <0.001

  注:Rs1
 

表示单核苷酸位点1,Rs2表示单核苷酸位点2。

表6  所有研究对象DNMT1
 

单倍体型分析

rs2114724 rs2228611 rs8101866 频率(%) OR(95%CI) P

C G T 68.4 1 0.017

T A C 27.9 0.785(0.457~1.347) 0.379

T A T 3.7 3.509(1.267~9.720) 0.011
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  注:1、2、3、4 分 别 代 表 rs2114724、rs2228611、rs8101866、

rs16999593。

图1  DNMT1多态性位点连锁不平衡结构图

3 讨  论

  乳腺癌居女性癌症发病首位[1]。在肿瘤进展过

程中启动子通过调控基因表达发挥了重要的表观遗

传学作用。DNA甲基化是表观遗传学机制最常见的

形式,基因启动子区及附近区域CpG岛胞嘧啶的甲

基化可以在转录水平调节基因的表达,从而引起相应

基因沉默[5]。DNA甲基化是指在DNMT的作用下,
以S-腺苷甲硫氨酸(SAM)为甲基供体,将甲基基团

转移到胞嘧啶和鸟嘌呤(CpG)二核苷酸的胞嘧啶中5
位碳原子上并与其3'端的鸟嘌呤形成

 

mCpG,且在双

链对称出现。异常的基因启动子甲基化能抑制多种

抑癌基因的表达。目前研究发现的DNMT家族成员

至少包括
 

DNMT1、DNMT2、DNMT3。其中位于染

色体19q13.2的DNMT1是以复制病灶为靶点的最

丰富的DNA甲基转移酶,并且在细胞分裂过程中起

最主要的、稳定的维持甲基化状态作用[6]。DNMT1
不仅与胚胎发育、细胞衰老有关,也与肿瘤的发生密

切相关。DNMT1高表达可以使甲基化模式发生异

常,抑癌基因沉默、原癌基因激活导致肿瘤发生[7]。

DNMT1的多态性与人类乳腺癌[8]、结直肠癌[9]、卵巢

癌[10]等有关。DNMT1在乳腺癌中能导致许多抑癌

基因发生甲基化,如P53[11]、PTEN[12]、APG等。目

前,有两项关于中国人群DNMT1多态性与乳腺癌的

研究,在黑龙江人口的一项研究中发现中国人群DN-
MT1

 

rs16999593的杂合子基因型CT的频率病例组

低于对照组[13];而在中国南方人群中调查发现相同位

点基因型CT能显著增加患乳腺癌的风险,广东人群

DNMT1
 

rs2228612 位 点 和 重 庆 人 群 DNMT1
 

rs2114724和rs2228611与乳腺癌易感性相关[14],可
以看出结果存在差异。

本研究发现,病例组和对照组在各位点基因型频

率和等位基因型频率比较,差异均无统计学意义(P>
0.05),位点rs16999593的CT基因型频率在两组间

并没有较大差别,与野生基因型TT相比,杂合子基

因型CT和突变基因型CC能显著增加患乳腺癌的风

险。SUN 等[14]报 道 在 病 例 组 和 对 照 组 DNMT1
 

rs16999593杂合子CT能明显增加患乳腺癌的风险,
这与本研究结论不同。分析可能的原因:(1)研究对

象背景不同,遗传结构可能存在一定差异;(2)纳入的

符合要求的样本量不同,可能会导致统计结果偏倚;
(3)检测方法不同,可能会导致检测结果不一致。扩

大符合要求的样本统计是本课题下一步工作的重要

内 容 之 一。此 外,在 本 研 究 人 群 中 DNMT1
(rs2228611、rs2114724、rs8101866)3个多态性位点彼

此间存在较强的关联,4个位点单核苷酸可以形成连

锁不 平 衡 结 构 图,这 说 明 中 国 妇 女 DNMT1
 

rs2228611、rs2114724、rs8101866位点多态性可能与

乳腺癌易感性相关,还发现样本中单体型C、G、T的

频率明显高于单体型T、A、C和T、A、T,差异均有统

计学意义(P=0.017),携带T、A、T单倍体型的人群

患乳腺癌的风险显著增加。这与SUN等[14]研究结

果不一致,其认为 DNMT1基因的位点rs2228611、

rs2114724、rs8101866和rs16999593形成的单倍体

C、G、T、C能明显增加患乳腺癌的风险,结论的不同

还需要增加样本量等进一步探讨。通过对临床病理

指标的分析发现,在发病年龄、组织学分级、肿瘤大

小、淋巴结状态、远处转移、ER和PR状态等方面,乳
腺 癌 患 者 DNMT1 多 态 性 位 点 rs2228611、

rs2114724、rs8101866、rs16999593各基因型频率比较

差异均无统计学意义(P>0.05)。本研究进一步探讨

了乳腺癌中DNMT1单核苷酸多态性与以上临床病

理特征的关系,也进一步证明了DNMT1可能参与了

乳腺癌的发生,但与病程的发展还有待进一步深入

研究。

DNA甲基化是调控基因表达的表观遗传学的重

要机制之一,DNMT表达状态影响着细胞基因的表达

调控。本研究通过对DNMT1多态性位点的分析评

估 了 其 与 乳 腺 癌 发 生、发 展 的 相 关 性。位 点

rs16999593能增加患乳腺癌的风险,但分子机制还有

待进一步阐明,今后也将扩大样本进行分层分析,为
乳腺癌的早期筛查、诊断及DNMT1抑制剂的使用提

供更加准确的科学依据。
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