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CTLA-4+49A>G基因多态性与结直肠癌的相关性研究 *
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摘要 目的：探讨细胞毒性 T淋巴细胞相关抗原 -4(CTLA-4) +49 A>G位点多态性与结直肠癌发生的相关性，为早期预测结直肠

癌的发生提供临床参考依据。方法：选取结直肠癌病例 231例未实验组和正常健康体检者 325例为对照组，取其空腹外周静脉血

提取 DNA后，采用聚合酶链式反应(PCR)技术对 CTLA-4基因第 1外显子区 +49位点 DNA进行扩增，产物用限制性片段长度多

态性(RFLP)方法检测 CTLA-4第 1外显子区 +49A>G位点的多态性，比较两组杂合子 AG和纯合子 AA、GG基因型发生的频率、

A等位基因与 G等位基因的分布，分析 CTLA-4 +49 A>G位点多态性与结直肠癌发生的相关性。结果：两组间 CTLA-4基因外显

子 1区 +49A>G位点杂合子 AG和纯合子 AA、GG基因型发生的频率以及 A等位基因与 G等位基因的分布比较差异均无统计

学意义(P>0.05)。结论：CTLA-4基因外显子 1区 +49 A>G基因多态性与我省汉族人群结直肠癌的发病无显著相关性。
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Correlative Study on CTLA-4+49A>G Polymorphism Gene Polymorphism
and Colorectal Cancer*

To study the relation of CTLA-4 +49 A>G polymorphism on thesusceptibility of colorectal cancer, and pro-

vide clinical help for the earlyprediction and monitoring of colorectal cancer. Selection of colorectal cancer in 231 cases; 325

cases of normal control group, according to kit instructions after extracting DNA, using polymerase chain reaction CTLA-4 gene first exon

region amplification of the +49 locus DNA, products with restriction fragment length polymorphism (restrictionfragment length polymor-

phism, RFLP) exon region of +49A>Gpolymorphism detection of CTLA-4 first, a comparative analysis of nodeand control groups in rec-

tal cancer, to analyze the correlation between CTLA-4 +49 A>G polymorphism and the risk of colorectal cancer for further. Two

groups of CTLA-4 gene exon 1 +49A>G locus, heterozygous andhomozygous AG AA, GG genotype frequency showed not statistically

significant difference between two groups (P>0.05); A alleles and G alleles between the two groups were not significantly different (P>0.

05). There was no association between the prevalence of CTLA-4 gene exon 1 region of +49 A>G gene polymorphism and

people of our province of colorectal cancer.
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前言

结直肠癌(colorectal cancer，CRC)是胃肠道中最常见的恶
性肿瘤，近年来我国结直肠癌的发病率明显上升[1]。随着分子生

物学技术的不断发展，人们逐渐认识到结直肠癌的发生发展是

一个多步骤、多阶段及多基因参与的细胞遗传性疾病 [2]。CT-
LA-4基因编码一种与抗原提呈细胞表面的 B7分子相结合的
膜蛋白(cytotoxic T-lymphocyte antigen-4，CTLA-4)，通过与配体
相互作用可使 T淋巴细胞的活化、增殖受到抑制，从而引起外
周免疫耐受[3]。本研究旨在探讨 CTLA-4基因外显子 1区 +49

A>G的基因多态性与结直肠癌发生的相关性，以期为早期预
测结直肠癌的发生提供临床帮助。

1 材料和方法

1.1 标本及试剂来源
选取 2012年 3月～ 2013年 9月由哈尔滨医科大学附属

第四医院经肠镜下取病理确诊为结直肠癌患者 231例为实验
组，所有患者均未行放疗或化疗治疗，其中男 137例，女 94例，
平均年龄为(53.4± 1.7)岁。同时选取 2012年 10月～ 2013年 9
月体检健康的 325例为对照组，其中男 195例，女 130例，平均
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年龄为(51.2± 1.3)岁。两组均在患者及家属之情同意的情况下，
抽取空腹外周静脉血。所研究对象均为黑龙江省无血缘关系的

汉族人，既往无冠心病、糖尿病、甲状腺疾病、系统性红斑狼疮、

关节炎等病史，亦无肿瘤及免疫相关疾病家族史。基因组 DNA
提取试剂盒购买于天为时代公司；基因组扩增采用 ABI9600
荧光定量 PCR仪 (Applied Biosystems，USA) 进行 PCR扩增；
Taq DNA聚合酶购自 TaKaRa公司；引物的合成及测序由上哈
尔滨医科大学基础实验室完成。

1.2 方法
1.2.1 两组 DNA的提取 抽取两组受试外周静脉血 5 mL，采
用 EDTA抗凝，蛋白酶 K消化[4]，利用 DNA提取试剂盒提取基
因组 DNA，在 -20℃的冰箱中保存备用。
1.2.2 CTLA-4 +49 A>G 位点扩增 采用聚合酶链反应一限

制性片段长度多态性( PCR-RFLP)法对 CTLA-4 +49 A>G位点
扩增。引物序列[5]，上游为：5'-CCA CGG CTTCCT TTC TCG-3'；
下游为：5'-GCA GAA GACAGG GAT GAA-3'；PCR 扩增片段
为 311bp。
1.2.3 CTLA-4 +49基因多态性检测 PCR扩增产物应用限制
性内切酶 BstEII进行酶切，然后使用 3%琼脂糖凝胶对酶切产
物进行电泳，EB染色进行基因型鉴定。

1.3 统计学处理
应用 SPSS19.0统计学软件，应用 x2检验检验 Hardy-Wein-

berg平衡吻合度；应用标准 x2检验比较两组基因型和等位基

因频率的差异；以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CTLA-4 +49 A>G位点多态性酶切的结果
CTLA-4基因外显子 1区 +49 A>G位点 PCR扩增片段为

311 bp，扩增产物应用限制性内切酶 BstEII进行酶切，然后使
用 3%琼脂糖凝胶对酶切产物进行电泳分离后获得基因型：GG
纯合子 255 bp 片段；AA 纯合子 311 bp 片段；AG 杂合子 255
bp和 311 bp片段。
2.2 两组 CTLA-4 +49 A>G位点多态性分布的比较

经 x2检验，两组 CTLA-4 +49 A>G位点基因型分布均符合
Hardy-Weinberg平衡，具有群体代表性。两组 CTLA-4第 1外
显子区 +49A>G位点基因型及等位基因频率见表 1，两组间杂
合子 AG和纯合子 AA、GG 基因型发生的频率比较差异无统
计学意义 (P>0.05)，A等位基因与 G等位基因的分布比较差异
亦无统计学意义(P>0.05)。

表 1 两组 CTLA-4基因第 1外显子 +49位点基因型及等位基因频率的比较

Table 1 Comparison of the frequencies of CTLA-4 gene exon first +49 locus genotype and allele between two groups

观察项目

Observation items

结直肠癌组

Colorectal cancer group

正常对照组

Normal control group

x2值

x2 value

P值

P value

n 231 325

基因型[例(%)]

Genotype cases[n(%)]

GG 18( 7.79) 46(14.15) 21.083 <0.05

AG 138( 59.74) 131(40.31) 21.083 <0.05

AA 75( 32.47) 148(45.54) 21.083 <0.05

等位基因[例(%)]

Allele cases[n(%)]

G 73( 31.60) 78(24.00) 3.944 <0.05

A 158( 68.40) 247( 76.00) 3.944 <0.05

3 讨论

恶性肿瘤的发生可能与免疫监督缺失有关[14-16]，参与肿瘤

细胞的免疫应答包括 T细胞、NK细胞、巨噬细胞激活以及抗
体产生等，免疫耐受或免疫无反应性可使肿瘤细胞逃避这种免

疫应答，而 CTLA-4的表达在对 T细胞的活化起负性调节作用
[17]。CTLA-4基因导致自身免疫遗传倾向改变是通过调控引起
CTLA-4蛋白的表达或者功能改变而实现的[6-8]，而其对前导序

列翻译后修饰作用的影响是因为前导序列的蛋白质糖基化效

率是由 CTLA-4基因第一外显子 49 位点 A>G 的多态性决定
的[9]。CTLA-4基因第一外显子 49A>G位点的多态性可导致 17
位密码子上苏氨酸 /丙氨酸交换，进而使得前导肽链功能发生
改变，减弱了 CTLA-4蛋白携带丙氨酸从胞内向细胞表面迁移
能力，使得细胞表面 CTLA-4蛋白减少[10]。近年来，有实验研究
[11-13]表明 CTLA-4 +49 A>G基因可以导致疾病易感，如 Graves
病、胰腺癌、胃癌等，其位点基因已经成为研究焦点之一。然而，

CTLA-4 +49 A>G位点基因及等位基因频率与结直肠癌的关系
目前尚未确实。

过去，伴随着 CTLA-4基因多态性被不断发现，研究主要
集中于个体遗传背景与不同类型癌症发生发展的相关性[18-20]。

有研究观察了爱尔兰、意大利和土耳其三个人群中 CTLA-4
+49 A>G多态性与结直肠癌易感性的相关性，但这些研究都得
出了阴性结果[18-20]：爱尔兰人群中，Hadinia 等[18]选择 109例结
直肠癌患者和 190 例健康者为研究对象，探讨 CTLA-4
(-1772T>C、-1661A>G、-318C>T和 +49A>G) 与结直肠癌易感
性的相关性，结果两组间基因型分布和等位基因频率差异均无

统计学意义，但他们也发现结直肠癌中 TACG单体型在 CT-
LA-4(-1722T、-1661A、-318C、+49G)四个位点中出现的频率很
低；意大利人群中，Solerio等[19]对 132例结直肠癌、186例结直
肠腺瘤患者和 238例健康者的对照研究显示各组间 CTLA-4
+49A>G多态性比较差异无统计学意义，表明意大利人群 CT-
LA-4 +49A>G多态性与其结直肠癌的发生无显著相关性；土耳
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其人中，Dilmec等[20]对 56例结直肠癌患者和 162例健康者的
对照研究显示两组间 CTLA-4 +49A>G 和 -318C>T 多态性比
较差异亦无统计学意义。而本研究探讨了我省汉族人群 CT-
LA-4 +49A>G位点基因多态性与结直肠癌发生的相关性，结果
显示 CTLA-4第 1 外显子区 +49A>G位点杂合子 AG 和纯合
子 AA、GG基因型发生的频率、A等位基因与 G等位基因的分
布与正常健康人群比较差异均无统计学意义，这与上述国家的

相关研究结果相似。

综上所述，本次研究的结果表明我省汉族人群 CTLA-4
+49 A>G位点多态性与结直肠癌的发生并无相关性。但本研究
的结果尚存在一定的局限性可能对结果造成影响：(1)样本含量
小；(2)所选取的基因位点少；(3)地域性和种族的差异。因此，未
来尚需要大样本的研究进一步分析证实 CTLA-4 +49A>G 基
因多态性与结直肠癌发生的关系。
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