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［摘　要］目的：探讨血小板膜糖蛋白基因（ＧＰ）１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ单核苷酸多态性与肺癌的相关性。方法：
经病理确诊的肺癌患者１００例作为肺癌组，同期健康体检者１００例作为对照组，提取两组受检者外周全血ＤＮＡ，
用聚合酶链反应－序列特异性引物（ＰＣＲＳＳＰ）法检测ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点的基因型；采用非条件 ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归法分析肺癌患者ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ基因型频率及等位基因频率与肺癌的相关性。结果：对照组和肺
癌组ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ基因型频率及等位基因频率比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点
的基因型和等位基因频率分布与肺癌的ＴＮＭ分期及淋巴结转移之间无明显关系（Ｐ＞００５）；对ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和
５０６Ｇ／Ａ位点的不同基因型与肺癌的相关性进行相对危险度分析，结果显示 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ位点中 ＴＣ型及 Ｃ等位
基因对肺癌的发病有统计学意义（ＯＲ＝０３９２、０４９０，９５％ＣＩ分别为０２４１～０６３９和０３０１～０７９８，Ｐ＜００５）。
结论：ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ基因多态性可能与肺癌的发生有关，Ｃ等位基因可能是肺癌发病的保护因素。

［关键词］肺肿瘤；多态性，单核苷酸；血小板膜糖蛋白基因；基因位点，ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ，ＧＰ５０６Ｇ／Ａ；相关性分析
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　　肺癌是呼吸系统常见的恶性肿瘤，其发病率、
死亡率居各类恶性肿瘤之首。癌细胞的浸润和转

移高度依赖血液循环，通过血液循环肿瘤细胞可转

移到脑、肝、肾上腺及骨等部位［１］。有研究发现血

小板活化状态及其数量的增多与肺癌的发生、发展

及转移密切相关［２］。癌细胞可活化血小板，使肿

瘤患者血液呈高凝状态时，还可使活化血小板的聚

集能力增强，对肿瘤细胞的侵袭、转移、生长、增殖

以及肿瘤血管的生成起到重要的作用［３－４］。血小

板抗原性可影响血小板的活化功能，其表达水平和

结构受血小板膜糖蛋白（ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＰ）基因多
态性的影响［３］。目前 ＧＰ基因多态性与疾病的相
关性研究大量集中于心梗、脑梗等血栓性疾病［４］。

关于ＧＰ基因多态性与肺癌患者的相关性研究未
见报道，本研究采用序列特异性引物－聚合酶链反
应技术（ｓｅｑｅｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲＳＳＰ）对 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ基因
位点进行扩增，采用病例 －对照的研究方法，探讨
ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点单核苷酸多态性与肺
癌发生、发展的相关性。

１　材料与方法

１１　对象
收集２０１４年６月～２０１５年２月就诊的１００例

肺癌患者作为肺癌组，所有病例经临床资料和组织

病理学检查确诊，采用世界卫生组织（ＷＨＯ２００４）
肺癌组织类型划分标准进行病理分型［５］。１００例
同期健康体检者作为对照组。肺癌组平均（５７４３±
１１５７）岁，男性７３例，女性２７例；小细胞癌１６例，
腺癌４６例，鳞癌２６例，腺鳞癌４例；根据２００９年
国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）肺癌 ＴＮＭ分期标准，Ⅰ期５
例、Ⅱ期７例、Ⅲ期４３例及Ⅳ期４５例。对照组平
均（５６５０±９２９）岁，男性７４例，女性２６例。
１２　方法
１２１　血样采集和 ＤＮＡ提取　抽取所有受试者

外周静脉血２ｍＬ，采用酚 －氯仿法提取全血基因
组 ＤＮＡ（全血ＤＮＡ试剂盒购于上海生工生物工程
技术有限公司），－２０℃保存备用。
１２２　基因检测　应用 ＰＣＲＳＳＰ技术对 ＧＰ
１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点进行基因分型（美国 ＡＢＩ
公司生产的 ＰＥ９７００扩增仪），ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和
５０６Ｇ／Ａ的上、下游引物序列由上海捷瑞试剂公司
合成［６］。ＰＣＲ体系中包含１对内参照来确认 ＰＣＲ
反应的有效性，ＰＣＲ反应体系为 ２×Ｔａｑｐｌｕｓ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ、内参上游引物（５ｎｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ、内参下游引物（５ｎｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、特异性引物
（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ、公共引物（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ、
模板ＤＮＡ（０１ｇ／Ｌ）２０μＬ、灭菌双蒸水补足体积
为２５μＬ，ＰＣＲ反应条件为 ９４℃ 预变性５ｍｉｎ，
９４℃３０ｓ、６５℃ ４５ｓ、７２℃ ３０ｓ进行１０个循环，
再以９４℃３０ｓ、６１℃４５ｓ，７２℃３０ｓ进行２２个循
环，最后７２℃ 延伸７ｍｉｎ。
１２３　电泳　取扩增产物５μＬ进行２％琼脂糖
凝胶（含０５μｇ／ｍＬ溴乙锭）电泳，置于ＤＮＡ成像
分析器ＧｅｌＤｏｃＥＱ（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）观察特异
性条带，记录实验结果。

１３　统计学分析
应用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ（ＨＷ）平衡软件计算肺

癌患者 ＧＰ基因型的分布并进行统计检验，Ｐ＞
００５说明研究人群符合 ＨＷ平衡；采用 χ２检验
分析肺癌患者基因型和等位基因频率的分布，非条

件 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归法计算比值比 （ＯＲ）及９５％ ＣＩ，探
讨ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点单核苷酸多态性与
肺癌发生、发展的相关性；Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２１　受试人群的年龄和性别分布
两组受试人群的年龄和性别分布比较差异无

统计学意义（Ｐ＞００５），见表１。
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表１　两组受试人群的年龄和性别分布
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆａｇｅａｎｄｓｅｘ

ｉｎｇｒｏｕｐｓＯａｎｄＣ

指标
分组

肺癌组 对照组
χ２ Ｐ

年龄（岁）

　＜５０ ２８ ２５
　５０～６５ ４８ ５０ ０．３２１ ０．８９１
　＞６５ ２４ ２５
性别

　男 ７３ ７４
０．２６０ ０．８７３　女 ２７ ２６

２２　ＰＣＲ扩增结果及基因型判定
ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ位点基因经 ＰＣＲ扩增后可见１９６

ｂｐ扩增片段，ＧＰ５０６Ｇ／Ａ位点基因经 ＰＣＲ扩增后
可见２５２ｂｐ扩增片段见图１、图２。
２３　ＨＷ平衡检验

对肺癌组及对照组基因型频率进行ＨＷ平衡
检验，除对照组 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ位点外，均符合 ＨＷ
平衡。见表２。

注：Ｍ为１００ｂｐｌａｄｄｅｒＤＮＡ，１、２、４为基因型 ＴＣ，
３为基因型ＣＣ；５为基因型ＴＴ

图１　ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ位点琼脂糖电泳结果
Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＧＰ１７６Ｔ／Ｃｌｏｃｕｓ

注：Ｍ为１００ｂｐｌａｄｄｅｒＤＮＡ，１～２为ＧＧ，３～５为基因型ＧＡ

图２　ＧＰ５０６Ｇ／Ａ位点琼脂糖电泳结果
Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＧＰ５０６Ｇ／Ａｌｏｃｕｓ

表２　两组受试人群ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ基因多态性ＨＷ平衡检验
Ｔａｂ．２　ＧｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｔｅｓｔｏｆＧＰ１７６Ｔ／ＣａｎｄＧＰ５０６Ｇ／Ａｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ

基因型
实际频数，预期频数（％，％）
肺癌组 对照组

肺癌组

χ２ Ｐ
对照组

χ２ Ｐ
ＧＰ－１７６Ｔ／Ｃ
　ＴＴ ６８．００，７０．５６ ４５．００，５１．８４
　ＴＣ ３２．００，２６．８８ ５４．００，４０．３２ ３．６２８ ０．０５７ １１．５１０ ０．００１
　ＣＣ ０．００，２．５６ １．００，７．８４
ＧＰ－５０６Ｇ／Ａ
　ＧＧ ７５．００，７６．５６ ７３．００，６６．４２
　ＧＡ ２５．００，２１．８８ １７．００，１５．４９ ２．０４１ ０．１５３ ０．８１０ ０．３６８
　ＡＡ ０．００，１．５６ ０．００，０．９０

２４　ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ基因型和等位基因频
率分布

对照组与肺癌组 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ基因型频率及等
位基因频率分布比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；ＧＰ５０６Ｇ／Ａ基因型频率及等位基因频率分
布比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；见表３。
２５　不同临床分期及有无淋巴结转移肺癌中的
ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点多态性分布

ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点的基因型和等位
基因频率在分期及有无淋巴结转移中分布比较，差

异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表４。
２６　ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点不同基因型对肺
癌的相对危险度

非条件 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归法结果显示，ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ

表３　肺癌病人ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ
基因型分布和等位基因频率

Ｔａｂ．３　ＧｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＧＰ１７６Ｔ／Ｃ
ａｎｄ５０６Ｇ／Ａｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ

基因型
组别

肺癌组（％） 对照组（％）
　χ２ Ｐ

ＧＰ－１７６Ｔ／Ｃ
　ＴＴ ６８ ４５

１１．３０００．００４　ＴＣ ３２ ５４
　ＣＣ ０ １
　Ｔ １６８ １４４

８．３９００．００４　Ｃ ３２ ５６
ＧＰ－５０６Ｇ／Ａ
　ＧＧ ７５ ７３

１．０３００．３１０　ＧＡ ２５ １７
　ＡＡ ０ ０
　Ｇ １７５ １６３

０．９０００．３４３　Ａ ２５ １７

１８２

　３期 于　盠等　血小板膜糖蛋白基因１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ单核苷酸多态性与肺癌的相关性



位点ＴＣ型及 Ｃ等位基因与肺癌的发病相关（ＯＲ
＝０３９２、０４９０，９５％ ＣＩ分别为０２４１～０６３９和
０３０１～０７９８，Ｐ＜００５）。ＧＰ５０６Ｇ／Ａ位点中 ＧＡ

型及 Ａ等位基因与肺癌的发病无关（ＯＲ＝１６２７、
１５３８，９５％ＣＩ分别为 ０９９９～２６５１和 ０９４４～
２５０５，Ｐ＞００５），见表５。

表４　不同临床分期及淋巴结转移肺癌中的ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点多态性分布
Ｔａｂ．４　ＴｈｅＧＰ１７６Ｔ／Ｃａｎｄ５０６Ｇ／Ａｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓａｎｄｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｓｉｔｕａｔｉｏｎ

基因型
分期（％）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
χ２ Ｐ

淋巴结转移（％）
有 无

χ２ Ｐ

ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ
　ＴＴ ３ ７ ２８ ３０ ５９ ９
　ＴＣ ２ １ １４ １５ １６２０ ０６５０ ２９ ３ ０３１４ ０５７８
　ＣＣ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＧＰ５０６Ｇ／Ａ
　ＧＧ ５ ６ ３２ ３２ ６６ ９
　ＧＡ ０ １ １１ １３ ２４６６ ０４８１ ２２ ３ ００００ １０００
　ＡＡ ０ ０ ０ ０ ０ ０

表５　ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点不同基因型对肺癌的相对危险度
Ｔａｂ．５　ＲｅｌａｔｉｖｅｒｉｓｋｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＧＰ１７６Ｔ／Ｃａｎｄ５０６Ｇ／Ａｌｏｃｉｔｏｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ

基因型 肺癌组 对照组 χ２ Ｐ ＯＲ ９５％ＣＩ
ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ ＴＴ ６８ ４５

ＴＣ ３２ ５４ １００３ ０００２ ０３９２ ０２４１～０６３９
ＣＣ ０ １
Ｔ １６８ １４４
Ｃ ３２ ５６

８３９ ０００４ ０４９０ ０３０１～０７９８

ＧＰ５０６Ｇ／Ａ ＧＧ ７５ ８３
ＧＡ ２５ １７ １０３ ０３１０ １６２７ ０９９９～２６５１
ＡＡ ０ ０
Ｇ １７５ １８３
Ａ ２５ １７

０９０ ０３４３ １５３８ ０９４４～２５０５

３　讨论

肺癌的发病机制复杂，早期诊断率低，病死率

高，转移是患者治疗失败的主要原因。肿瘤的转移

包括了肿瘤细胞的迁移、侵袭，并通过内渗或外渗

作用穿过血管，最终在远处器官积聚［７］。研究发

现，肿瘤细胞可释放凝血酶、组织因子和基质金属

蛋白酶等诱导血小板活化，活化的血小板可表达大

量糖蛋白于膜表面，并黏附于肿瘤细胞表面，为肿

瘤细胞的存活及成功转移提供条件。血小板黏附、

活化后，ＧＰ可获得结合纤维蛋白原的能力，使血小
板聚集，故ＧＰ的表达水平和结构可影响血小板的
黏附、聚集和活化反应［８］。Ｗａｎ等［９］研究发现在

结直肠癌中发生复发转移的患者平均血小板数高

于局限性癌症患者及未发生转移的患者。此外，在

胰岛管腺癌、肝癌等多种肿瘤组织中发现血小板内

皮细胞黏附分子１高表达［１０］；缪小辉等［１１］研究也

发现血小板内皮细胞黏附分子１表达与肺癌患者
淋巴结转移存在显著相关性。因此，血小板的活化

功能与肿瘤的发生发展密切相关，其可能是促使肿

瘤细胞侵入脉管，进行血行转移的重要因素。

本研究对性别、年龄分布无统计学差异的肺癌

和正常对照人群 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ的基因型
及等位基因频率分析，结果显示，ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ中ＣＣ
基因型只有１例，Ｃ等位基因频率与既往学者对亚
洲人的研究报道相近［１２］。在 ＧＰ５０６Ｇ／Ａ位点中
未检测到ＡＡ型，Ａ等位基因频率与美国白种人、

２８２
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黑人、韩国人群［１３］，德国人群［１４］基本接近，而低于

日本人群（１８％）［１５］。提示 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／
Ａ等位基因频率可能存在明显的地区、人群和种族
的差异。分析 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ位点基因多
态性与肺癌的相关性，结果显示，与对照组相比，肺

癌组 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ的 Ｔ等位基因频率升高，ＧＰ
５０６Ｇ／Ａ位点等位基因频率无明显变化；对两位点
基因多态性与肺癌分期、有无淋巴结转移的相关性

分析显示，其基因型和等位基因频率在肺癌分期、

有无淋巴结转移患者分布无明显差异。用单变量

ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析探讨两位点基因多态性与肺癌的
关系，结果显示，ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ位点中相对于 ＴＴ型
及Ｔ等位基因而言，ＴＣ型及 Ｃ等位基因与肺癌的
发生发展具有相关性，而 ＧＰ５０６Ｇ／Ａ位点中相对
于ＧＧ型及Ｇ等位基因而言，ＧＡ型及 Ａ等位基因
与肺癌的发病无明显相关性。推测 ＧＰ１７６Ｔ／Ｃ位
点基因改变可影响肺癌的发生发展，Ｃ等位基因是
肺癌发病的保护因素，其可能通过影响 ＧＰ基因转
录及翻译效率，从而影响血小板的活化，最终造成

个体对疾病易感性的差异。
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［１１］缪小辉，夏锡仪，吕镗烽，等．血小板内皮细胞黏附分
子１在肺癌中表达及与转移的关系［Ｊ］．中国老年学
杂志，２０１６（１０）：２４１１－２４１３．
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２００４（３）：１－５．
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Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，１９９９（１）：１２５６．

［１４］ＬｅｇｌｅｒＴＪ，ＫｏｌｈｅｒＭ，ＭａｙｒＷＲ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆｈｕ
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［１５］张秉贵，刘馨，安煜致．肿瘤标志物临床手册［Ｍ］．北
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　３期 于　盠等　血小板膜糖蛋白基因１７６Ｔ／Ｃ和５０６Ｇ／Ａ单核苷酸多态性与肺癌的相关性


