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高海拔地区藏族妇女 P21Ser31Arg多态性及与宫颈癌遗传易感性的
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张晓兰 李海萍 金艳霞 成 华 琪美格
（青海大学附属医院肿瘤妇科 青海西宁 810001）

摘要 目的：研究高海拔地区藏族妇女宫颈组织中 P21Ser31Arg的多态性，并分析其与宫颈癌遗传易感性的相关性。方法：选择

2015年 7月～2016年 6月收治的 200例宫颈癌患者、100例宫颈上皮内瘤样病变（CIN）患者、100例宫颈炎患者及 100例正常宫

颈患者为研究对象，采用限制性酶切片段长度多态性分析（PCR-RFLP）方法检测各组患者宫颈组织中 P21Ser31Arg三种基因型

Ser/Ser、Ser/Arg及 Arg/Arg的分布情况并比较其构成差异，进一步分析其多态性与宫颈癌患者年龄、癌症分型及分化程度的相关

性。结果：四组患者宫颈组织中均检测到三种基因型，Ser/Arg、Ser/Ser及 Arg/Arg三种基因型的构成比分别为 53.38%、34.88%及

11.75%。四组患者宫颈组织中 P21Ser31Arg的三种基因型分布整体比较及各组两两比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。200例
宫颈癌患者中，不同年龄组及不同分型组患者的 P21Ser31Arg基因型分布比较，差异无统计学意义（P>0.05）；而不同分化程度组
浸润性鳞癌患者的三种基因型分布比较，差异具有统计学意义（P<0.05）。结论：未发现 P21Ser31Arg多态性与高海拔地区藏族妇

女宫颈癌的遗传易感性有关，而可能与宫颈癌患者的分化程度相关。
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Association Between P21Ser31Arg Polymorphism and Genetic Susceptibility
to Cervical Cancer in Tibetan Women at High Altitude*

To study the polymorphism of P21Ser31Arg in cervical tissues of Tibetan women at high altitude, and to

analyze its correlation with the genetic susceptibility to cervical cancer. All the objects were selected from the patients during

July 2015 to June 2016, including 200 cases of patients with cervical cancer, 100 cases of patients with cervical intraepithelial neoplasia

(CIN), 100 cases of patients with cervicitis and 100 cases of patients with normal cervical. The distribution of the three genotypes

(Ser/Ser, Ser/Arg and Arg/Arg) of P21Ser31Arg in cervical tissues of all groups were detected by the method of restriction fragment

length polymorphism (PCR-RFLP), and the the composition differences in different groups were compared. The association of

polymorphism with age, type of cancer and differentiation of cervical cancer was further analyzed. Three genotypes of

P21Ser31Arg in cervical tissues of the four groups were all detected, and the constituent ratio of Ser/Arg, Ser/Ser and Arg/Arg were

respectively 53.38%, 34.88% and 11.75%. There was no significant difference of the distribution of three genotypes of P21Ser31Arg

among the four groups and between each two groups (P>0.05). In the 200 cases of cervical cancer patients, there was no significant

difference the distribution of P21Ser31Arg genotypes in different groups with various ages and types of cancer (P>0.05); and the

difference of distribution of three genotypes in the groups with different differentiation was statistically significant (P<0.05).
P21Ser31Arg polymorphism may not associated with genetic susceptibility to cervical cancer in Tibetan women at high altitude, but may

be related to the degree of differentiation in cervical cancer patients.

P21 gene; Polymorphism; Cervical cancer; Susceptibility; Tibetan

前言

宫颈癌是一种对女性健康造成严重威胁的生殖系统恶性

肿瘤之一，其死亡率与发病率仅次于乳腺癌。据统计，全世界每

年宫颈癌的新发病例高达 527.62万人，致使约 265.65万人死

亡，且 85%以上患者均在发展中国家[1，2]。我国是宫颈癌的高发

国家，每年新增患病人数超过 13.15万人，且呈逐年上升趋势，

对患者家庭及社会造成巨大的疾病负担[3]。对于宫颈癌的发生

机制目前尚不明确，学者普遍认为其是遗传和环境共同作用的

结果[4]。大量研究发现家族史、HPV感染、流产次数多、性伴侣
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多、吸烟及被动吸烟、多产等因素均可增加宫颈癌的患病风险
[5，6]。近年来随着基因检测技术的进步和发展，关于宫颈癌遗传

因素的研究受到学者们的广泛关注，而遗传学基础中最常见的

即为基因的单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，

SNPs）[7，8]。P21基因为 P53基因的重要下游基因之一，而 P53蛋

白失活被认为是 HPV相关性宫颈癌发生的重要机制，因此学

者推测 P21基因亦可能参与宫颈癌的发生发展[9]。P21基因是

细胞周期 G1/S期的负调控因子，其编码表达的 P21蛋白是激

酶抑制活性最广泛的细胞周期抑制蛋白，其表达水平的高低与

多种癌症的发生及预后相关[10，11]。P21Ser31Arg是 P21基因高

度保守区内的多态位点，有研究发现其与宫颈癌的遗传易感性

有关，但也有学者持不同观点。有调查发现，高海拔地区藏族妇

女在宫颈癌的发生中存在发病率高、发病人群低龄化等特点
[12，13]，研究该地区妇女 P21Ser31Arg的多态性及其与宫颈癌遗

传易感性的关系，可为探索藏族妇女宫颈癌遗传易感性的发生

机制提供依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选择 2015年 7月～2016 年 6 月住院治疗的 200 例宫颈

癌患者、100例宫颈上皮内瘤样病变（CIN）患者、100例宫颈炎

患者及 100例正常宫颈患者为研究对象。纳入标准：（1）患者均

为世居青海高海拔地区的藏族已婚妇女；（2）患者均进行病理

学检查；（3）宫颈炎、CIN 组取自因宫颈病变筛查后行宫颈

LEEP术或锥切术后经病理学明确诊断者；（4）正常宫颈患者为

因子宫肌瘤或子宫腺肌症行子宫全切术，术后病理证实未存在

恶变者；（5）患者的病历资料完整；（6）患者知情同意。排除标

准：（1）近期进行过盆腔放射治疗、放化疗的患者；（2）妊娠、哺

乳期患者；（3）严重心、肝、肾功能疾病患者。其中，宫颈癌组患

者的年龄在 25-57岁之间，平均年龄为（46.81± 9.22）岁，患者

组织学分类中，原位癌为 33例，高分化鳞癌 16例，中分化鳞癌

90例，低分化鳞癌 61例；cin组患者的年龄在 26～55岁之间，

平均年龄为（44.90± 8.39）岁；宫颈炎组患者的年龄为 24～54

岁，平均年龄为（46.17± 7.28）岁；对照组患者的年龄在 23～58

岁之间，平均年龄为（43.25± 10.41）岁。四组患者的平均年龄比

较，差异均无统计学意义（P>0.05），均衡可比。
1.2 研究方法

宫颈癌组患者中有 151例进行了子宫全切术，另 49例进

行活检，取四组患者的宫颈组织标本，由 2位经验丰富的病理

科医生仔细判断并核对病检结果，记录宫颈癌组患者的组织

分型及分级。采用限制性酶切片段长度多态性分析

（PCR-RFLP）方法对标本中 P21Ser31Arg的多态性进行检测，

操作过程如下：

1.2.1 DNA提取 将 10份厚度为 5 滋m的石蜡包埋切片组织
置于 2.0 mL消毒离心管内，采用 1.5 mL二甲苯脱蜡 10 min，

4℃8000 r/min离心 5 min，弃去上清，操作两次；后以 1.5 mL酒

精脱苯 10 min弃去上清，操作三次；加入 250 滋L细胞裂解液
和 50 滋L 20 mg/mL的蛋白酶 K，55℃水浴振荡，对组织进行过

夜消化，组织完全裂解后灭活蛋白酶 K，并分别以苯酚 -氯仿 -

异戊醇及酒精进行 DNA的抽提及沉淀，滴入 50 滋L TE试剂

（pH=8.0）使 DNA溶解，放置沉淀 12h。-20℃冻存待用。

1.2.2 引物设计及合成 根据相关参考文献[14]设计引物序列，

并由上海生工生物制品有限公司合成，包括 P21 For、P21 Rev I

及 P21 Rev II。其中，P21For 的引物序列为 5’-GGATGTC-

CGTCAGAACCATG-3’，P21RevI 的 引 物 序 列 为 5’-GGT-

GCCAGGAAGCCTGCCTC-3’，片段长度为 274bp，P21RevII的

引物序列为 5’-ACGCTCCCAGGCGAAGCT-3’，片段长度为

199bp。

1.2.3 半巢式 PCR扩增 采用半巢式 PCR法扩增宫颈癌活

检组织中的基因片段，其过程包括变性、退火、延伸三个阶段，

第 1 轮 PCR 的反应体系有 buffer 2.5 滋L、dNTP 0.5 滋L、MgCl2

2.5 滋L、引物 P21For及 P21RevI各 0.8 滋L、Taq酶 0.2 滋L、DNA
模板 2.0 滋L及双蒸水，共 25 滋L。反应参数为：94℃5 min，94℃

30s，67℃30s，72℃30s，35个循环，72℃延伸 7 min。第 2轮 PCR

的反应体系有 buffer 2.5 滋L、dNTP 0.5 滋L、MgCl22.5 滋L、引物
P21For及 P21RevII各 0.8 滋L、Taq酶 0.2 滋L、DNA模板 2.0 滋L
及双蒸水，共 25 滋L。反应参数为：94℃变性 5 min，94℃

30s，59℃30s，72℃30s，35 个循环，72℃延伸 7 min。储存于

-20℃的冰箱内。

1.2.4 酶切反应 吸取扩增的 DNA 产物 10 滋L 放入 EP 管

中，分别加入 2.0 滋L酶切 buffer、0.5 滋L限制性内切酶 BlpI（购
自上海基因公司）、双蒸水共 20 滋L，于 37℃水浴锅中恒温消化

5h。将 5 滋L酶切产物于电泳仪中行凝胶电泳，1h后取出置于凝
胶成像系统中观察结果。

1.2.5 测序 样品纯化及测序由上海基康生物技术有限公司

进行，且结果均经 BLAST基因服务站行同源性分析。

1.3 观察指标

比较四组患者宫颈组织中 P21 Ser31Arg 的基因多态性，

即三种基因型 Ser/Ser、Ser/Arg及 Arg/Arg分布的差异；以宫颈

癌组患者的年龄、分化程度为分层变量，分析其与 P21Ser31Arg

多态性的相关关系。

1.4 统计学方法

采用 spss20.0软件对数据进行整理与分析，计量资料以

（x依s）表示，行 t检验；计数资料以率（%）表示，进行 x2检验，以
P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCR扩增与酶切结果

500例患者宫颈组织标本 PCR结果中，共 328例由 PCR

技术扩增出 274bp的目的片段，另 172例由半巢式 PCR技术

扩增出 199bp的目的片段。274bp的目的片段经酶切后：检出

200bp及 74bp片段的则为基因型 Ser/Ser，检出 274bp、200bp

及 74bp 三条片段的为 Ser/Arg，检出 274bp 一条片段的为

Arg/Arg；199bp的目的片段经酶切后，出现 154bp及 45bp两条

片段的为 Ser/Ser，出现 199bp、154bp 及 45bp 三条片段的为

Ser/Arg，出现 199bp一条片段的为 Arg/Arg。

2.2 四组患者宫颈组织中 P21 Ser31Arg的基因多态性

四组患者宫颈组织中均检测到三种基因型，其中 Ser/Arg

基因型的构成比最多，平均值为 53.38%，其次为 Ser/Ser，均值

为 34.88%，Arg/Arg的构成比最低，均值为 11.75%。四组患者
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Groups Cases
P21Ser31Arg genotypes

x2 P
Ser/Ser Arg/Arg Ser/Arg

Cervical cancer group 200 77（38.50） 28（14.00） 95（47.50）

4.172 0.653
CIN group 100 35（35.00） 13（13.00） 52（52.00）

Cervicitis group 100 33（33.00） 9（9.00） 58（58.00）

Control group 100 33（33.00） 11（11.00） 56（56.00）

表 1 四组患者宫颈组织中 P21 Ser31Arg的基因多态性比较[n(%)]

Table 1 P21Ser31Arg polymorphisms in cervical tissues of four groups of patients [n(%)]

表 2 宫颈癌患者相关因素与 P21Ser31Arg多态性的相关性[n(%)]

Table 2 Correlation of related factors of cervical cancer patients with P21Ser31Arg polymorphism [n(%)]

Factors Cases
P21Ser31Arg genotypes

x2 p
Ser/Ser Arg/Arg Ser/Arg

Age(years)

<30 11 5 4 2

6.554 0.16130~50 169 65 21 83

>50 20 7 3 10

Types
Cancer in situ 33 14 5 14

0.411 0.814
Invasive squamous cell carcinoma 167 63 23 81

Differentiation degree

Well differentiated 16 8 4 4

12.286 0.015Moderately differentiated 90 37 15 38

Poorly differentiated 61 18 4 39

宫颈组织中的三种 P21基因型分布总体比较和两两比较，差异 均无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

2.3 宫颈癌患者相关因素与 P21Ser31Arg多态性的相关性

200例宫颈癌组患者中，不同年龄组及不同分型组患者的

P21基因型分布比较，差异均无统计学意义（P>0.05）；而在 167

例浸润性鳞癌患者中，不同分化程度组的三种基因型分布比

较，差异具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论

宫颈癌是我国女性高发的妇科恶性肿瘤之一，具有发病率

及死亡率高、易复发、预后差等临床特征。近年来该病的发生率

逐年攀升，且呈年轻化趋势，严重威胁患者的生命健康[15，16]。目

前关于宫颈癌的病因及发生机制尚未阐明，学者普遍认为其与

遗传、环境等多因素有关。据调查，宫颈癌呈现一定的民族聚

集性高发现象，除经济条件、社会文化和生活方式等存在差异

外，亦可能存在一定的遗传易感性，而 SNPs在遗传易感性的

的产生原因中占 90%以上[17，18]。目前大量研究均提示，HPV感

染与宫颈癌的发生密切相关，在 99.8%的宫颈癌标本中均可检

出HPV DNA，其主要机制是 HPV致使 P53蛋白降解，从而使

其抑癌功能失活 [19-21]。因此 P53基因及与其功能有关的 P21、

P73等基因的多态性成为学者们研究宫颈癌遗传易感性的热

点领域[22]。

当前大量研究均证实 P53基因的多态性与宫颈癌的发生

有关[23]。而关于 P21基因多态性与宫颈癌的研究较少，且观点

不一，而有研究发现，P21基因可能与肝癌的发生有关[24-26]。P21

基因作为 P53基因的重要下游基因，在调节细胞周期、调控细

胞的凋亡和衰老等过程中发挥重要作用。其作用途径主要为：

（1）P21 蛋白可结合细胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子（Cy-

clin-dependent kinase inhibitor，CDKI）复合物，使细胞周期在

G1期停滞，从而为受损伤的细胞获得足够的修复时间；（2）P21

蛋白羧基末端可与 DNA聚合酶附属因子 -增殖细胞核抗原

（proliferating cellular nuclear antigen，PCNA）结合，从而阻止

PCNA与 DNA聚合酶复合物的形成，致使 DNA的合成受阻。

P21具有 3个多态位点，其中位于基因保守区的第 31位密码

子（P21Ser31Arg）的变异，主要体现为 Ser→Arg的改变，此位

点多态性的改变，可能导致受损伤的细胞无法修复，进而导致

DNA的异化或恶变[27，28]。

有研究显示，高海拔地区藏族妇女中宫颈癌的发生率较汉

族人群更高，且发病年龄更低，可能与其遗传差异相关[12，13]。本

次研究对该人群 P21Ser31Arg的多态性进行检测，结果显示，

四组患者宫颈组织中均检测到三种基因型，Ser/Arg、Ser/Ser及

Arg/Arg的构成比各为 53.38%、34.88%及 11.75%。这与新疆维

吾尔族妇女各基因型的分布特点较一致。研究进一步发现，四

组患者宫颈组织中 P21Ser31Arg的三种基因型分布比较无差

异（P>0.05），说明 P21Ser31Arg多态性可能与宫颈癌的遗传易
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感性无关，这与 Bhattacharya P等人[29]的研究结果不符，而与杨

安强等人[30]的研究结果一致。究其原因，我们认为主要与研究

对象的样本量、癌症分型、分化程度及人种原因所致的基因频

率等因素存在差异有关，也可能与本研究中未对宫颈癌的相关

危险因素进行控制有关。本研究进一步分析了宫颈癌患者年

龄、癌症分型、分化程度对 P21Ser31Arg多态性的影响，结果显

示，不同年龄及癌症分型对 P21Ser31Arg的基因型分布无影

响，而不同分化程度组患者的基因型分布有差异（P<0.05），说
明 P21Ser31Arg的多态性可能与宫颈癌的恶化有关。

综上所述，P21Ser31Arg多态性可能与高海拔地区藏族妇

女宫颈癌的遗传易感性无关，而可能与宫颈癌患者的组织分化

程度相关。
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