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［摘要］目的 探讨 MDS1-EVI1基因 SNP rs6774994多态性与云南鼻咽癌之间的相关性研究．方法 采用

TaqMan-PCR 方法检测 MDS1-EVI1 基因 rs6774994 基因型与等位基因频率．结果 （1） 鼻咽癌组和对照组

MDS1-EVI1 基因 rs6774994 各基因型 （ ＝0.843） 和等位基因频率（ ＝0.784） 组间分布差异无统计学意义

（＞0.05）；（2）鼻咽癌患者 MDS1-EVI1基因 rs6774994，有家族遗传史患者 GG基因型携带者高于无家族遗传

史患者（ ＜0.01），且病理分化类型为非低分化鳞癌的患者 GG基因型携带者高于低分化鳞癌患者（ ＜0.01）．

结论 MDS1-EVI1基因 rs6774994可能不增加云南人罹患鼻咽癌的风险．MDS1-EVI1基因 rs6774994GG等位基

因可能与家族遗传史和病理分化类型有一定相关性．
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Correlation between MDS1-EVI1 Gene Polymorphism and
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［Abstract］ Objective To investigate the correlation of MDS1-EVI1 gene polymorphism rs6774994 with

nasopharyngeal carcinoma in Yunnan population．Methods The allele frequencies of the genotypes of rs6774994

were detected by utilizing real-time fluorescent PCR method based on TaqMan probe．Results（1） There was no
significant difference in the genotypes（ = 0.843） and allele frequency （ = 0.784） of MDS1-EVI1 rs6774994

between the nasopharyngeal carcinoma group and the control group（ > 0.05） . 2） In nasopharyngeal carcinoma

patients with MDS1-EVI1 rs6774994， the GG genotype of patients with a family history was significantly higher
than that of patients with no family history（ ＜0.001）， and the GG genotype of patients with no

poorly-differentiated squamous cell carcinoma was significantly higher than that of patients with poorly-differentiated

squamous cell carcinoma（ ＜0.001） . Conclusion MDS1-EVI1 rs6774994 may be not associated with

nasopharyngeal carcinoma in Yunnan population. The GG alleles with MDS1-EVI1 rs6774994 may be related to

family history of genetic and pathological differentiation type.
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鼻咽癌 （nasopharyngeal carcinoma，NPC） 为

上皮来源的恶性肿瘤，中国是鼻咽癌发病率最高

的国家，近年来在中国云南地区鼻咽癌发病率有

明显的上升趋势，且覆盖各年龄阶段．本研究选

择全基因组关联性研究最新发现的脊髓发育不良

因子 1- 嗜亲性病毒插入位点 1 融合蛋白

（myelodysplasia 1 and ecotropic viral insertion site 1

fusion proteins MDS1-EVI1） 为研究靶点，探讨
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MDS1-EVI1 基因 rs6774994 单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphisms，SNPs） 与云南鼻

咽癌发病风险的关系，为今后鼻咽癌高危人群的

筛查提供新的理论依据．

1 材料与方法

1.1 研究对象

所有对象均进行详细既往病史询问、体查．

血标本采集：（1）病例组共 87例：收集 2011年

5月至 2012年 5月至云南省肿瘤医院就诊无血缘

关系的云南籍（在云南生活居住至少三代） 鼻咽

癌患者外周血标本， 其中男性 61 例， 女性 26

例， 最大年龄 77 岁，最小年龄 17 岁，平均

（49.1±13.4）岁．病例组均有典型临床表现，并且

纤维鼻咽镜下鼻咽部活检诊断为鼻咽癌的病例；

（2）对照组共 100例：无血缘关系的云南籍接受
常规体检的人群，并且无肿瘤家族病史及其他疾

病的健康人．其中男性 65例，女性 35例，最大

年龄 77岁，最小年龄 17岁，平均（47.8±14.2）

岁．病例组及对照组的年龄、性别比较，差异无

统计学意义（ 性别 =0.457； 年龄 =0.513）．

1.2 人外周血白细胞基因组 DNA提取

清晨抽取研究对象空腹外周静脉血 3～5 mL，

采用人类基因组 DNA提取试剂盒提取外周静脉血

基因组 DNA．

1.3 用 TaqMan-PCR方法鉴别等位基因

使用 ABI-7500实时荧光定量 PCR系统，通过

检测两种标记的等位基因探针的相对荧光强度来

确定基因型，利用终点法对等位基因进行定性的

检测，分析处理 PCR扩增后的 FAM和 VIC荧光信

号，再将 96孔板上每一孔的原始数据转化成数据

点呈现在图上， 2种不同等位基因纯合子数据点

分别沿水平轴、垂直轴分布，杂合子数据点沿对
角线分布．

1.4 基因 SNPs探针、引物设计

将选定的 MDS1-EVI1基因 rs6774994多态性
位点在 Applied Biosystems公司网站上查找，存在

设计完成的针对该位点的 TaqMan-MGB探针，将

探针标号及 SNP 位点一起送至 Applied Biosystems

公司合成引物及探针．并订购基因分型试剂盒

Master Mix，PCR反应体系如下：

上游：60＿10＿F

下游：60＿10＿R

报告名称 1：C__29376860_10_V；

报告基团染料 1：VIC；

淬灭基团 1：NFQ；

报告名称 2：C__29376860_10_M；

报告基团染料 2： FAM；

淬灭基团 2：NFQ；

相关序列：ATTTAATTTTTACAGGCCATGGC-

TT[A/G]GTGACATATTGACTGTTTTCCTTAA；

分类位置：3号染色体．
建立 25 uL反应体系，依次加入 2×TaqMan通

用 PCR扩增预混试剂（2×） 12.50 滋L，20×单核

苷酸多态性基因分型试剂（20×） 1.25 滋L，余下

用无 DNA/RNA 酶水稀释浓度为 100 ng/滋L 样本

11.25 滋L；将混匀的试剂加入 96 孔板．反应条

件： 95℃保持 10 min，PCR（50循环）：92℃解

链 15 sec，后 60 ℃延伸 90 sec．要求恒温避光保

存.

1.5 统计学处理

所有资料采用 SPSS软件包建立数据库．根据

基因型计算各组基因型频率及等位基因频率，采

用χ2检验分析 A、G等位基因和各基因型频率分

布差异，若统计数据值较小可采用秩和检验， ＜

0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 MDS1-EVI1基因 rs6774994荧光扩增曲线

图 1 所示为无模板空白对照 （no template

control，NTC）的实时 PCR反应曲线：横坐标代表

PCR 进行的循环数目，纵坐标代表荧光积累量，

图中的绿色、红色曲线分别代表 VIC和 FAM荧光

反应曲线，蓝色 ROX标记的荧光探针作为校正和

内参基线．每一个样本可得到两条反应曲线，一

条是 VIC探针反应曲线，另一条是 FAM探针反应

曲线．图中两条荧光信号随着 PCR反应的进行均

无增高，为 NTC．图 2所示为纯合子实时 PCR反
应曲线，AA 基因型样本的反应曲线表现为随着

PCR 反应进行，VIC 标记的探针产生荧光信号增

强，而 FAM标记的探针无荧光信号或仅有很低的
荧光信号． 图 3 所示为杂合子实时 PCR 反应曲

线，AG基因型的反应曲线表现为随着 PCR反应进

行，FAM标记的探针和 VIC 标记的探针产生荧光

信号均增高，且增高基本平行一致．图 4所示为

纯合子实时 PCR反应曲线，GG基因型样本的反应

曲线表现为随着 PCR反应进行，FAM标记的探针

产生荧光信号增强，而 VIC标记的探针无荧光信

号或仅有很低的荧光信号．

2.2 MDS1-EVI1基因 rs6774994基因分形图



分析结果如图 5所示：ABI-7500型荧光定量

PCR仪软件中，SNP结果的等位基因鉴别试验图谱

中每一个符号（□、○、◇、△、×）代表一个样

品，横坐标 X代表 VIC荧光信号，纵坐标 Y代表

FAM 荧光信号．正常的信号分布应分为 4 组，

“□”靠近原点处为 NTC（无模板空白对照）；

“○”靠近 X轴的是 VIC信号，是携带 VIC信号的
探针所表示的等位基因的纯合子（即 AA基因型）；

“◇”靠近 Y轴的是 FAM信号，是携带 FAM信号

的探针所代表的等位基因的纯合子（即 GG 基因
型）；“△”靠近对角线位置的信号既包含有 VIC

图 2 纯合子 AA基因型实时荧光定量扩增曲线

Fig. 2 Real-time fluorescent quantitative amplificat-

ion curve of homozygote AA genotype

图 1 无模板空白对照实时荧光定量扩增曲线

Fig. 1 Real-time fluorescent quantitative amplificat-

ion curve of NTC

图 3 杂合子 AG基因型实时荧光定量扩增曲线

Fig. 3 Real-time fluorescent quantitative amplificat-

ion curve of heterozygote AG

图 5 MDS1-EVI1基因 rs6774994多态性的检测图

Fig. 5 MDS1-EVI1gene SNP rs6774994 allele distrib-

ution plot

图 4 纯合子 GG实时荧光定量扩增曲线

Fig. 4 Real-time fluorescent quantitative amplificat-

ion curve of homozygote GG genotype

信号也包含有 FAM信号，是杂合子（即 AG基因

型）．

2.3 2组基因型和频率分布

（1） 鼻咽癌组和健康对照组 AA、AG、GG

基因型差异无统计学意义（ ＞0.05），鼻咽癌组和

对照组 A和 G等位基因频率，差异无统计学意义

（ ＞0.05），见表 1； （2） MDS1-EVI1 基因

rs6774994 AA、AG、GG 基因型与鼻咽癌患者性

别、吸烟、饮酒以及临床分期之间，差异无统计

学意义（ ＞0.05）；（3）在鼻咽癌患者中有家族

遗传史患者 GG基因型携带者显著高于无家族遗传

史患者，差异有统计学意义（ ＜0.01）；病理分化

类型为非低分化鳞癌的患者纯合子 GG基因型携带
者显著高于低分化鳞癌患者，差异有统计学意义

（＜0.01），见表 2．

3 讨论

Mucenski等于 1988年第一次在 AKXD鼠髓系

恶性肿瘤 DNA中发现了 EVI1基因．通过建立小

鼠逆转录病毒诱发的急性髓系白血病（acute mye-

locytic leubemia，AML）模型，观察到 EVI1是病毒
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表 2 鼻咽癌患者MDS1-EVI1基因 rs6774494各基因型基本资料比较

Tab. 2 The comparison of basic information in each genotype of MDS1-EVI1 gene rs6774494 of NPC patients

表 1 NPC组和正常对照组MDS1-EVI1基因 rs6774494基因型及等位基因频率分布（%）

Tab. 1 The distribution of genotype and allele frequency of MDS1-EVI1 gene rs6774494 in NPC group and

normal control group（%）

组 别
基因型（n） 基因频率（%）

AA AG A G

NPC 34（39.1） 44（50.6） 9（10.3） 112（64.4） 62（35.6）

正常对照 39（39.0） 48（48.0） 13（13.0） 126（63.0） 74（37.0）

χ2 0.342 0.075

0.843 0.784

GG

基因型
性别 吸烟 饮酒 家族遗传史 临床分期 * 病理类型

男 是 是 有 早 低分化 非低分化

AA 22 12 15 19 9 25 2 31 8 26 30 3

AG 31 13 20 24 15 29 1 43 14 30 37 7

GG 8 1 6 3 2 7 3 7＃＃ 1 8 5 5△△

0.37 0.46 0.666 0.000 0.389 0.000

晚无否否女

*注：早期临床分期为Ⅰ、Ⅱ期，晚期为Ⅲ、Ⅳ期．与有家族遗传史比较，＃＃ ＜0.01；与低分化比较，△△ ＜0.01.

常见的插入位点 [1，2]．EVI1（ecotropic virus integra-

tion site-1） 基因定位于人类基因组 3 号染色体

（3q26.2）上，编码 16个外显子，其中 10个编码

蛋白质，第一个框架内 ATG的起始密码子存在于

外显子 3内[3]．人 EVI1基因 cDNA含 3 587 bp，包

括 5'非编码序列 267 bp，开放阅读框 3 153 bp以

及 3' 非编码序列 167 bp [4]．EVI-1a、EVI-1b、E-

VI-1c、EVI-1d、EVI-3L 是位于 5' 非编码区所有

的亚型，仅 EVI-1a为非人类细胞所特有[5]．EVI1

基因产物是一个位点特异且与 RNA转录调节有关

的 DNA结合蛋白．EVI1蛋白还有一种更短的缺乏

锌指 6和 7的同种型，选择性剪接形成的相对分

子质量为 8.8万，在人和鼠均可见[5，6]．

MDS1基因，又称 MDS相关基因（MDS-asso-
ciated gene），于 1994年由 Nucifora等[7]首先在骨髓

增生异常综合征 （MDS） 患者骨髓细胞中发现，

MDS1定位于 EVI1 上游 170～400 kb 处 [7，8]，转录

本大约为 115和 210 kb，编码一种相对分子质量

2.8万的蛋白 [1，9，10]．Fears等[8]证实 MDS1既能作为

一个独立的基因，又可以与 EVI1结合形成融合基

因 MDS1- EVI1，已从正常人基因文库中分离出编

码 MDS1- EVI1的 cDNA克隆．

MDS1-EVI1 编码 3 种蛋白，EVI1、MDS1 和

融合蛋白 MDS1-EVI1．Kreider[11]等已证实 EVI1在

红系造血中能明显抑制 GATA-1依赖的转录激活

作用．Soderholm [12]等比较了 MDS1- EVI1 和 EVI1

的作用，进一步证实 MDS1- EVI1是一个含 GATA

基序启动子的强激活物，而 EVI1则抑制了由 GA-

TA-1介导的激活作用．当去除 MDS1- EVI1氨基

端 188个氨基酸变成 EVI1后，由激活物转变为抑

制物，且 MDS1- EVI1本身也受 EVI1的抑制．许

多研究表明， EVI1基因过度表达本身也有阻碍髓

系细胞分化促进其转化的作用．EVI1作为转录因

子参与造血细胞白血病转化过程，可以抑制 TGF

-β（转化生长因子 transforming growth factor -β）

在生长抑制发面的效能[13]，反过来促进肿瘤生长；

EVI1还可以通过抑制 c- JNK保护细胞免受诱导凋

亡[13，14]．相比之下，当 EVI1与 MDS1 融合时，其

抑制 TGF-β信号的能力明显削弱[15]．众所周知，

TGF-β和 JNK信号通路与 EB病毒相关的鼻咽癌
肿瘤形成相关，因此 EVI1和 MDS1-EVI1 之间平

衡的中断对于鼻咽癌的发病机制至关重要[16，17]．

本研究试图以 MDS1-EVI1基因 rs6774994 （

A /G）位点作为候选 SNP位点在云南鼻咽癌人群

中寻找发病易感性．然而，并未发现 MDS1-EVI1

基因 rs6774994各基因型及 A、 G等位基因频率在

鼻咽癌与对照组中差异有统计学意义，未发现 G

等位基因增加鼻咽癌的发病风险．但是研究发现：

鼻咽癌患者 MDS1-EVI1基因 rs6774994 有癌症家

族遗传史的者中携带 GG基因型较无家族遗传史的

患者更易患鼻咽癌，病理分化类型为非低分化鳞

癌的者 GG基因型携带者比例高于低分化鳞癌者．
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因此提出 MDS1-EVI1基因 rs6774994GG等位基因

可能与家族遗传史和病理分化类型有一定相关性，

尚需进一步扩大样本证实．

本研究采用 TaqMan-PCR技术研究 MDS1-E-

VI1 基因 rs6774994A→G 与云南鼻咽癌发病相关

性，发现 MDS1-EVI1基因 rs6774994A→G各基因

型与鼻咽癌发病无关并且 rs6774994G的等位基因

不增加云南鼻咽癌发病的危险．首次提出了与全基

因组关联性研究相悖的结论，这是非常有意义的研
究结果．然而鼻咽癌作为复杂的多基因疾病，其众

多可干预、不可干预的危险因素的存在，在一定程

度上可能会影响结果的判定．同时，样本量的大
小、人种的选择都是可能导致研究结果差异的原

因．因此，认为在本研究基础上继续扩大样本量且

重复进行实验，并进一步探索其中具体机制将是非

常有现实意义．
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