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瘦素及瘦素受体基因多态性与乳腺癌的

相关性研究

·现场调查·

韩存芝 石绿 杜丽莉 荆洁线 赵先文 田保国 田富国 刘秀英 张中书 张进

【摘要】 目的探讨瘦素及其瘦素受体基因多态性与乳腺癌发生的关系。方法 采用PcR—

RFLP对94例乳腺癌患者、128例健康对照者进行瘦素受体基因Gln223mg多态性检测；ELISA分析

法测定瘦素水平。结果 乳腺癌组瘦素受体基因G1n223Arg的GG、GA和AA基因型表达频率分别

为69．15％、17．02％和13．83％；等位基因G和A为77．66％和22．34％与对照组82．03％、15．63％和

2．34％及等位基因的89．84％和10．16％相比较，差异有统计学意义(P=0．004，P=0．001)。乳腺癌

组瘦素水平，腰臀比(wHR)明显高于对照组，差异均有统计学意义(P<0．01，P<0．001)。非条件

logistic回归多因素分析表明，瘦素受体基因多态性、瘦素水平及WHR升高，与乳腺癌发生的相关危

险度分别为：OR=4．87，95％CJ：1．30～18．22，P=O．019；0R=1．53，95％Cj：1．13～2．07，P=

0．006；oR=3．68，95％口：1．34～10．11。P=0．01l。结论 瘦素受体基因Glll223mg多态性、瘦素

及wHR升高，可能增加乳腺癌发生的风险性。

【关键词】 乳腺肿瘤；瘦素；瘦素受体基因多态性
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【Abstract】 objective To evaluate the association between serum 1evd of l印tin and leptin rec印tor

gene(LEPR)p。lym。rphism and patients with breast cancer．Methods LEPR Gln223Arg polymorphism

was detected by p01ymerase chain reacti。n—restricti。n fragment length polymorphism in 94 patients with

breast cancer and 128 healthy contr01s． The level of leptin were analyzed by enzyme Iinked immunosorbent

assav．Results In univa“ate regression analyses，we found serum 1evel of leptin and LEPR Girl223Arg

genotype p01ymorphism were significantly higrer than those of the contr01s(P<O．05—0．001，respectively)．

Through multivariable analyses，we found that increased risk estimates for breast cancer were among those

with 1eptin level(OR=1．53，95％CJ：1．13—2．07，P=0．006)，LEPR Gin223Arg genotype(oR=4．87，

95％C工：1．30—18．22，P二0．019)，WHR(OR=3．68，95％CJ：1．34一10．11，P=0．011)．ConcIusion

Results fmm this study suggested that LEPR Gln233Agr polymorphism，the elevated WHR and serum level

of 1eptin might be correlated with increased risk of breast cancer．

【Key words】 Breast ne。plasms；Lepitin；Leptin receptor gene polymorphism

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，近年来

其发病率有不同程度的升高。研究发现，超重、肥胖

尤其是中心性肥胖不仅会导致血清瘦素(Lep)、胰

岛素水平改变及脂代谢紊乱，同时与乳腺癌的发生

也有明显的相关性n’2I，绝经后肥胖妇女患乳腺癌

的危险性更大¨’4I。Lep及其瘦素受体(1eptin

receptor，LEPR)基因在人类乳腺癌组织中的表达均
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显著高于对照组，且LEPR基因的表达与瘦素的表

达呈显著的相关性㈦。本研究检测瘦素、LEPR基

因变异及其多态性、测量体重指数(BMI)和腰臀比

(wHR)等，对寻找诱发乳腺癌的危险因素具有重要

的意义。

对象与方法

1．研究对象：选择山西省肿瘤医院乳腺外科

2004年1一10月治疗前女性乳腺癌原发患者94例

(术后均经组织病理学确诊为乳腺恶性肿瘤)为病例

组，对照组128名(无血缘关系的患者陪侍人42名、
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健康体检者86名)。病例和对照组(均为汉族)均排

除糖尿病及其他系统恶性肿瘤，并分别采集人选者

肘静脉抗凝血3 ml，采用高盐沉淀法提取外周血白

细胞基因组DNA后，一28℃保存备用。非抗凝血

2 ml，分离血清，48 h内测定血清瘦素水平。

2．研究内容：

(1)测量所有入选者身高、体重、腰围、臀围、血

压等指标，并对其职业、地区饮食习惯和运动等生活

行为进行流行病学问卷调查。病例组吸烟、饮酒、常

吃蔬菜和水果、高热量饮食摄入和运动均取患病前

的数值，其他各值均为调查当时的测定值。吸烟指

每天至少吸1支并持续1年以上。饮酒指每周至少

饮2次，白酒30 ml／次，葡萄酒或啤酒50 ml／次，并持

续6个月以上者。高热量饮食指每日每公斤摄入量

超过35 kcal，常吃蔬菜指每天至少250 g，常吃水果

指每周至少吃3次以上。规律的运动指每周至少3

次，30 min／次以上。所有调查者均取得本人同意，

自愿进行。

(2)LEPR基因多态性，采用PCR—RFLP分析技

术检测；瘦素采用ELISA分析法测定。

3．实验材料及仪器：PcR扩增试剂盒、内切酶、

引物序列合成等试剂均由上海生物工程有限公司提

供；血清瘦素测定试剂盒由美国Headquarter公司提

供。主要实验仪器，9700型PcR荧光定量仪(美国

PE公司产品)，22331 Hamburg DNA浓度测定仪

(德国Eppendorf公司产品)，smart View 2001生物

电泳图像分析仪(复日公司产品)，suNRIsE酶标

仪(奥地利Tecan公司产品)。

4．LEPR基因G1n223Arg多态性的检测：

(1)PCR扩增反应体系：2×|IiFi—PCR Master

25肚l力口上游引物(5 7一ACC叨_r TAA GCr GGG TGT

CCC AAA T(；A一3 7)2肚l，力Ⅱ下游弓I物(5’一G(T AGC

AAATAT TTT TGT AAG CAA TT一37)2 pl，加DNA

模板10弘l，加Stedal ddH20 ll P1共50弘l。反应体系

在94℃预变性5面n后进行30个循环，94℃变性

60 s，55℃复性60 s，72℃延伸60 s，循环结束后72℃终

延伸5 min。取10肛l PcR扩增产物与2肛1 6×上样缓

冲液混匀，在2．0％琼脂糖凝胶中上样、电泳，电压为

100 v，时间为30 40 min，以Marker为参照，在紫外

灯下观察扩增产物片段为440 bp。

(2)琼脂糖凝胶电泳鉴别基因型型别：酶切反应

体系，取PCR扩增产物10 m，加10×酶切缓冲液

15”l，加2肛l内切酶(M吐)，加无菌去离子水23 pl，共

50肛l；在37℃中放置过夜。取10 f-l PCR酶切产物，

加2 m 6×上样缓冲液混匀，在2．0％琼脂糖凝胶中上

样、电泳，电压为100 V，时问为30—40 min，以Marker

为参照，在紫外灯下观察3种不同基因型结果，

Gln223纯合子(AA)电泳图谱为440 bp 1条带；Ar9223

纯合子(GG)电泳图谱为300 bp和140 bp 2条带，

Gln223／√6岬r223杂合子(GA)电泳图谱为300 bp、

140 bp和440 bp 3条带(图1)。

图1 LEPR基因G1n223m。g多态性电泳结果

5．血清瘦素水平的测定；由美国Headquarter公

司提供的人类瘦素测定试剂盒(Kit)，采用ELISA

法测定所有受检对象血清瘦素水平，具体操作步骤

严格按照试剂盒说明书要求操作。

6．BMI和wHR测量：体重测量采用经核准的

体重秤，称重前空腹并排空膀胱，脱鞋穿内衣，测量

身高(m)和体重(kg)，分别计小数点后1位数。

BMI=体重(kg)／身高(m)2。腰围和臀围测量，测量

者穿单衣裤，用软皮尺在受检者腰部肋下缘与髂骨

上缘中点处水平测量腰围(cm)。臀围测量时通过

耻骨联合处水平测量臀围(cm)，分别计小数点后l

位数。WHR=腰围(cm)／臀围(cm)。

7．统计学分析：采用SPSS 11．0软件对调查资

料与实验结果进行￡检验、Y2检验、相关和非条件

logistic回归等统计学分析。结果均以孟±5表示，

显著性水平均为P<0．05。

结 果

1．一般情况：病例组与对照组在年龄、职业、种

族、地域、文化程度得到很好的匹配。病例组血清瘦

素、BMI等与对照组比较明显升高，且进食蔬菜、水

果及锻炼明显少于对照组，两组比较差异有统计学

意义(P<0．05，P<0．01)。病例组喜食高热量饮

食者明显高于对照组，差异有统计学意义(P<

0．01)。吸烟、饮酒、WHR等两组之间差异均无统
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计学意义(P>o．05)，对照组收缩压高于病例组，在

数值上两者比较有统计学意义，但临床意义不大

(表1)。

表1 病例组与对照组一般情况的比较

注：括号外数据为人数，括号内数据为百分比(％)

2．LEPR基因G1n223Arg多态性与乳腺癌的

关系：

(1)遗传平衡性检验(H—w检验)：H—W检验结

果表明，对照组LEPR基因Gln223Arg的GG、GA、

AA基因型频率分别为82．03％、15．63％和2．34％

及等位基因G和A频率为89．84％和10．16％与理

论分布78．83％、19．82％和1．35％及88．9％和

11．1％比较，差异无统计学意义(P>0．05)，基因型

频率分布符合H—w定律，说明所研究的样本具有群

体代表性。

(2)LEPR基因Gln223Arg各基因型在病例和

对照组频率分布：病例组Gln223Arg的GG、GA、AA

基因型分布频率分别为69．15％(65例)、17．02％

(16例)和13．83％(13例)，G和A等位基因频率分

别为77．66％(146例)和22．34％(42例)与对照组的

82．03％(105人)、15．63％(20人)和2．34％(3人)

及G和A等位基因的89．84％(230人)和10．16％

(26人)相比，差异有统计学意义(Y2=“．16，P=

0．004；x2=12．4l，P=0．001)。

(3)LEPR基因Gln223Arg多态性与乳腺癌发

生的关系：携带AA基因型和AG基因型与携带GG

基因型相比，患病的危险度分别为7．14和1．33，携带

(GG+AG)基因型者患病的危险度为2．04(表2)。

表2 病例与对照组LEPR基因Gln223Arg多态性

与乳腺癌发生的关系

“括号外数据为人数，括号内数据为百分比(％)

3．病例和对照组血清瘦素水平的比较：病例组

血清瘦素水平为(18．97±9．97)ng／ml明显高于对

照组(13．31±7．81)ng／ml，两组相比差异有统计学

意义(f=6．99，P<0．001)。进一步将血清瘦素水

平的均数转换成等级资料，以18 ng／m1分为高、低两

组进行比较，结果表明，高水平组患乳腺癌的危险是

低水平组的2．97倍(oR=2．97，95％cJ：1．7l～

5．16；X2=15．36，P<0．001)。

4．瘦素水平与体脂的关系：血清瘦素水平与

啪、BMI进行回归分析，结果表明，瘦素水平与
w职、BMI呈明显的正相关，相关系数分别为r=
0．423、，．=O．468，差异均有统计学意义(P=0．001)。

5．非条件109istic回归多因素分析：对单因素分

析有意义的因素和可能的危险因素引入非条件

logistic回归模型，采用逐步回归法进行多因素分析

(a=0．05，B=O．10)，最终进入方程的有瘦素、

Gln223Arg多态性和wHR。结果显示，LEPR基因

Gln223Arg多态性、瘦素水平及WHR升高、蔬菜食

用频率低，OR值均>1，它们可能是乳腺癌发生的

危险因素(表3)。

表3 乳腺癌与多种因素的非条件logistic回归分析

因素 p 如 0尺值(95％[1J)w“埘x2 P值

Gh口23Arg多态性1．58 0 67 4 87(1 30～18．22)5．52 0．019

WHR 1．30 0．52 3 68(1 34～10．11)6．40 0．01l

蔬菜食用频率 0．72 0，24 2 06(1．23～3．28) 9．33 0．002

讨 论

1994年zhang等【61利用定位克隆技术首次成

功地克隆了小鼠的0B基因及人类的同源序列，至

今小鼠、大鼠及人的OB基因结构和定位均已明确。

瘦素为OB基因编码的产物，由167个氨基酸残基

组成，在分泌入血的过程中去除其中由21个氨基酸
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残基组成的N端信号肽后形成具有生物活性的瘦

素，成熟的瘦素以单体形式存在于血浆中。。7【，由146

个氨基酸残基组成，它主要由白色脂肪组织产生，许

多的非脂肪组织也可以合成和分泌瘦素，这包括胃

黏液细胞、乳腺上皮细胞、肌细胞和胎盘。也有报道

睾丸、卵巢及毛囊等也有瘦素表达。

本研究发现乳腺癌患者的血清瘦素水平显著高

于对照组(P<0．001)，提示血清瘦素水平升高可能

是乳腺癌发生的危险因素。Tessitore等∞o的研究也

表明血清瘦素水平与乳腺癌的发生呈正相关。Hu

等∽o的研究发现，在乳腺癌的上皮细胞中有Lep

mRNA的表达，瘦素既增加正常乳腺细胞的增生，

又增加乳腺癌细胞的增殖，提示瘦素可能与乳腺癌

的发生及发展有关。瘦素促进乳腺癌细胞生长的机

制，可能通过瘦素自分泌和全身内分泌作用于乳腺

上皮细胞，促进肿瘤细胞的生长，还可促进肿瘤向周

围组织的浸润，加强肿瘤内血管的发生，促使脂肪组

织中雄二烯酮向雌酮的转化，从而与雌激素相互作

用，刺激乳腺上皮的增生而促使乳腺肿瘤的

发生‘1⋯。

LEPR基因的多态性来自于基因序列中的单碱

基变异，迄今为止，已经发现多种LEPR基因多态

性Hk挖]，这些多态性导致其基因产物的变化，它们

的变化与多种疾病相关，如肥胖、糖尿病等。1997

年Matsuoka等¨¨对LEPR基因的2～20外显子应

用PCR技术做了测序分析，发现了7种核苷酸变

异。本次研究选择了多态性频率较高的G1n223Arg

位点进行分析。结果表明，所测人群中LEPR基因

Gln223Arg等位基因G和A频率分布符合H—w定

律，并与日本、韩国及我国上海地区妇女基因频率分

布相似(P>0．05)，提示该等位基因频率分布在亚

洲人种中保持一致。

本次研究发现，LEPR基因G1n223Arg位点多

态性的分布频率在对照组和病例组间差异有统计学

意义，提示LEPR基因Gln223Arg位点多态性可能

与乳腺癌发生有关。到目前为止，仅有两项关于

LEPR基因Gln223Arg多态性与乳腺癌的相关性研

究。woO等。12o的研究认为LEPR基因Gln223Arg

多态性与乳腺癌的发生无关系。Ishikawa等"。研究

结果表明，LEPR基因变异可能是乳腺癌发生的危

险因素。关于LEPR基因Gln223Arg多态性在乳腺

癌发生、发展过程中产生的作用有待于进一步的

研究。

· 139 ·

WHR、BMI是判断超重、肥胖和体脂分布的重

要指标。肥胖症一直被认为是乳腺癌的一个危险因

素¨引。有肥胖倾向的妇女患乳腺癌后，病势凶险，

且预后不良。本次结果在单因素分析时BMI、wHR

乳腺癌患者组高于正常对照，而wHR两组比较差

异无统计学意义。多因素logistic回归分析剔除影

响因素之后，wHR进入模型，oR值为3．68，P<

0．0ll，表明肥胖者尤其是中心型肥胖是乳腺癌发生

的危险因素。同时研究结果表明瘦素水平与

wHR、BMI呈显著正相关(P<0．001)，即乳腺癌患

者瘦素水平升高，可能是因中心型肥胖导致血清瘦

素产生抵抗u’141。

癌症的发生是基因和环境因素共同作用的结

果，两者在癌的发生和发展过程中均发挥着不可或

缺的作用。因此，本研究采用病例对照的研究方法

对乳腺癌患者LEPR基因的变异、生活行为、饮食结

构及相关的生物标志物进行分析。乳腺癌病例组超

重、肥胖者多，参加体育活动、常吃水果和蔬菜者少。

多因素分析剔除混杂影响因素之后，瘦素水平和

wHR的升高、LEPR基因的变异、食蔬菜者少为乳

腺癌发生的危险因素，它们同时存在时增加患乳腺

癌的风险性。
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北京地区麻疹野病毒基因型特征分析

张铁钢 贺雄 陈丽娟 和京果 陈萌 杨洁 王竞梅

对北京市18个区(县)及铁路等疾病预防控制中心

1998—2006年4月采集的210例麻疹疑似病例标本(318

份)进行了病毒分离和基因序列分析。其中尿液标本109

份，咽拭子标本209份。利用B95a细胞，共分离到50株麻

疹病毒，其中尿液标本分离到26株；咽拭子标本分离到24

株。从10例麻疹病例的咽拭子及尿液标本同时分离到麻疹

病毒。1998年分离到1株(1例)、1999年2株(47例)、2000

年l株(35例)、2001年2株(29例)、2002年5株(20例)、

2003年4株(21例)、2004年4株(11例)、2005年13株(32

例)，2006年8株(14例)。将来源于不同病例的40株麻疹

病毒，按照分离时间的先后顺序，定义为BJ—l至BJ一40。对40

株麻疹病毒的N基因羧基末端450 bp的核苷酸进行序列测

定，并利用DNAstar的MegAl追n生物学软件进行分析。

结果与结论：分析结果表明，BJ一1、4、7、9、10、11、12、13、

14、33、38和40的基因序列完全一致；BJ 2、3、5一致；BJ一18、

19、27一致；BJ一21、29一致；BJ 22、23、24、25、30、31、35、36和

37一致；其余毒株基因序列各不相同。对代表不同基因序列

的16株麻疹病毒(BJ 1、2、6、8、15、16、17、18、20、21、22、26、

28、32、34和39)与GenBank中的wH0 23个基因型的参考

株以及中国的H1a、Hlb、H1c的N基因羧基末端450 bp的核

苷酸进行序列比对，并做基因亲缘性关系分析(图1)。15株

麻疹病毒与H1基因型参考株N基因羧基末端450 bp的核苷

酸的型内变异率为1．6％～2，7％，氨基酸变异率为2．0％～

4．0％；与H1a标准株相比，核苷酸的变异率为0．7％～

1．6％，氨基酸变异率为O 7％～2．7％。15株麻疹病毒之间

的核苷酸变异率为0．2％～2．3％，氨基酸的变异率在0％～

2．0％。编号为BJ．20的麻疹病毒与亲缘关系最近的D9基因

型参考株N基因羧基末端450 bp的核苷酸变异为3％。根据

wHo关于新基因型的定义，如果N基因超过2．5％，同时H

基因变异超过2 0％，则定义为一种新的基因型11。。由于
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BJ．20与D9基因型参考株变异超过2．5％，因而继续利用

RT-PCR的方法扩增BJ一20的H基因全长片段，并对其进行测

序。与参考株相比，BJ一20的H基因的变异率为2．0％，未超

过2．O％。因而BJ一20仍然属于D9基因型；在此之前我国本

土尚未分离到D9基因型的麻疹病毒。以上结果表明，北京

地区麻疹野病毒的流行趋势与全国基本相同，以Hla亚型为

主，并存在其他基因型或亚型的散发。

图1 北京地区分离的麻疹病毒和wHO参考株

基因亲缘性关系树
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