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　　［摘要］　背景与目的：miR-196a2在肿瘤的发生、发展中起类似于原癌基因的生物学功能。其表达升高

会促进肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移，有望成为重要的肿瘤标志物。该研究旨在探讨miR-196a2基因多态性位

点rs11614913与白血病发病风险的关系。方法：采用病例-对照分析方法，收集2009年1月—2015年7月在烟台

山医院检查确诊的210例白血病患者(病例组)及同期体格检查健康的250名正常体检者(对照组)的骨髓血或外周

血，限制性片段长度多态性聚合酶链反应技术(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism，

PCR-RFLP)检测miR-196a2基因多态性位点rs11614913的基因型，应用χ2检验比较各基因型频率在病例组和对

照组中的差异，采用Logistic回归分析计算SNP的等位基因的比值比(odds ratio，OR)和95%CI表示各基因型发生

白血病的风险度。结果：病例组和对照组相比，miR-196a2 rs11614913的T/T、C/C、C/T基因型频率的分布差异

有统计学意义(P<0.05)，携带突变型纯合子C/C基因型的个体患白血病风险是野生纯合子T/T基因型个体的2.661

倍，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：miR-196a2基因多态性位点rs11614913与白血病发病风险有关，突变型

纯合子C/C或携带C等位基因可能是白血病发生的危险因素。
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　　［Abstract］ Background and purpose: miR-196a2 functions as an oncogene during tumor initiation and pro-

gression. The up-regulation promotes tumor cell proliferation, invasion and metastasis. Therefore, it is promising to be an 

important tumor biomarker. The aim of this study was to investigate whether rs11614913, a gene polymorphic site of miR-

196a2, is associated with the risk of leukemia. Methods: A case-control analysis was employed. Bone marrow or periph-

eral blood was collected from 210 leukemia patients diagnosed from Jan. 2009 to Jul. 2015 in Yantaishan Hospital (case 

group) as well as 250 healthy people who were physically examined during the same period (control group). Polymerase 
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chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-PFLP) was used to detect the genotype of rs11614913. 

Application test was used to compare the difference in the frequency of each genotype between case group and control 

group. The odds ratio (OR) of SNP allelic genes was calculated using logistic regression analysis and 95%CI represented 

the risk of leukemia for each genotype. Results: The distribution differences in the frequency of T/T, C/C, C/T genotype of 

miR-196a2 rs11614913 between case group and control group were statistically significant (P<0.05). The risk of leukemia 

for individuals who carried mutant homozygous C/C was 2.661-fold higher than those carried wild-type homozygous T/T, 

and the difference was statistically significant (P<0.05). Conclusion: The miR-196a2 gene polymorphic site rs11614913 

was associated with the risk of leukemia. Mutant homozygous C/C or C allelic gene carrying was probably a risk factor for 

leukemia.
  　［Key words］ miR-196a2; rs11614913; Single nucleotide polymorphism; Polymerase chain reaction-restriction 

fragment length polymorphism; Leukemia

　　白血病是我国高发病率的恶性肿瘤之一，

患者生存期短，死亡率高，对人类健康构成

巨大威胁。明确白血病发病机制，提高治疗效

果，是当前研究工作的重要目标。白血病是

多种环境因素与遗传因素互相作用的结果，

国内外学者对白血病相关基因多态性和发病

风 险 已 有 不 少 研 究 ， 其 中 在 H L A 基 因 多 态 

性［1-2］、生物代谢酶基因多态性［3-4］等方面

有重大发现。MicroRNA(miRNA)是大小约为

21~25个碱基的单链小分子，是一类在生物进

化过程中高度保守的非编码小分子RNA。人类

大约60%编码蛋白基因受到miRNA的调控，在

大多数的基因通路上调节多种生物学过程［5］。

有研究显示，人类基因组广泛存在的单核苷酸

多态性(single nucleotide polymorphism，SNP)
被证明与多种肿瘤的发生、发展、浸润、转

移、侵袭及增殖等过程相关［6-8］。miR-196a2的

rsl1614913(T/C)是位于miRNA前体(pre-miRNA)
区域的潜在功能SNP，该SNP基因位点与多种

肿瘤的发生有关［9］。目前国内外少见对于miR-
196a2中rs11614913多态性与白血病相关性研

究的文献报道。本研究通过病例-对照方法，

利用限制性片段长度多态性聚合酶链反应技术

(polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism，PCR-RFLP)研究两组人群

中miR-196a2基因多态性，探讨miR-196a2遗传

变异与白血病发病风险的相关性，为明确白血

病的发病机制提供科学依据。

1　材料和方法

1.1　研究对象

　　样本来源于2009年1月—2015年7月烟台山

医院收治的白血病患者与同期体格检查健康的

正常体检者(筛选程序符合伦理学标准，受试

者知情且同意)。其中210例白血病患者(病例

组)及250例年龄、性别相匹配的正常对照人群 

(对照组)的年龄范围为4~88岁。两组研究对象的

年龄、性别等一般构成情况差异无统计学意义 

(P>0.05，表1)。
表 1　病例组与对照组一般情况的比较

Tab. 1    Comparison of general conditions between the case 

group and control group

Project Case n(%) Control n(%) P value

Age/year

＜45 96(45.7) 107(42.8)

≥45 114(54.3) 143(57.2) 0.531

Gender

Man 122(58.1) 137(54.8)

Woman 88(42.1) 113(45.2) 0.478

1.2　实验准备

1.2.1　主要试剂

　　DNA抽提试剂盒购自生工生物工程(上海)股

份有限公司，蛋白酶K购自生工生物工程(上海)

股份有限公司，RNA酶购自宝生物工程(大连)有

限公司，PCR试剂盒和限制性内切酶Msp Ⅰ购

自宝生物工程(大连)有限公司，引物由上海赛百

盛基因技术有限公司合成，琼脂糖购自宝生物
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工程(大连)有限公司，DNA Ladder Maker购自宝

生物工程(大连)有限公司。

1.2.2　实验仪器

　　DYY-BC双稳定时电泳仪购自北京六一生

物科技有限公司，6F-dox3-0818全自动数码凝

胶图像处理系统购自上海天能科技有限公司，

Eppendorf梯度PCR仪购自德国Eppendorf公司，

DW-FL208超低温冷冻储存箱购自中科美菱低温

科技股份有限公司。

1.2.3　引物设计

　 　 根 据 G e n B a n k 数 据 库 中 基 因 序 列 ， 设

计出miR-196a2基因扩增引物。上游引物序

列：5’-CCCCTTCCCTTCTCCTCCAGATA-3’；

下 游 引 物 序 列 ： 5 ’ - C G A A A A C C G A C T G A 

TGTAACTCCG-3’。
1.2.4　限制性内切酶选择

　　通过Pubmed SNP和Hapmap SNP等数据库，

确定miR-196a2基因(pri-miRNA)中rs11614913多

态的位置。运用软件NEBcutter V2.0［10］将长度

为149 bp的miR-196a2基因片段序列输入后，筛

选出识别覆盖rs11614913多态位点的限制性内

切酶Msp I。根据酶切位点，miR-196a2基因多

态性位点rs11614913基因型C/T产生149、125和 

24 bp 3个片段，C/C有125和24 bp 2个片段，T/T

有149 bp 1个片段。

1.3　DNA提取及基因型鉴定

　　经DNA抽提试剂盒推荐方法提取DNA，

放 入 － 8 0  ℃ 冰 箱 保 存 备 用 。 P C R 反 应 体 系

共25.0 μL，含上下游引物各1 μL、2×Buffer 

12.5 μL、提取的DNA 0.1~0.2 μL、dNTP 2 μL、

Taq  DNA聚合酶 0 .4  μL，加蒸馏水定容至

25.0 μL。PCR反应条件为：94 ℃ 10 min预变

性；94 ℃变性30 s，56 ℃ 30 s退火，72 ℃ 20 s

延伸，30个循环；最后再72 ℃充分延伸5 min。

酶切反应体系为20.0 μL，其中PCR产物3 μL，

10×Buffer 2 μL，限制性内切酶(Msp Ⅰ)0.5 μL，

加蒸馏水定容至20 μL，37 ℃水浴30~60 min。

酶切产物经3%琼脂糖凝胶电泳，稳压80 V，电

流200 mA，紫外成像。

1.4　统计学处理

　　运用SPSS 17.0软件包对数据进行统计学处

理。计数变量比较采用χ2检验，并用χ2检验分析

病例与对照的基因型频率是否符合哈迪-温伯克

(Hardy-Weinberg)平衡，同时采用二元回归分析

方法，分析miR-196a2基因多态性与白血病之间

的关系。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　210例白血病类型及其亚型统计结果

　　210例白血病类型及其亚型统计结果见 

表2。
表 2　210例白血病类型及其亚型统计

Tab. 2    210 cases of leukemia and its subtypes

Type Subtype Number of cases Ratio/%

ALL

L1 18 8.6

L2 16 7.6

L3 13 6.2

ANLL

M1 13 6.2

M2 32 15.2

M3 28 13.3

M4 4 1.9

M5 11 5.2

M6 3 1.4

M7 5 2.4

 CLL 32 15.2

 CML 18 8.6

 CMML 16 7.6

Others 1 0.6

ALL: Acute lymphoblastic leukemia; ANLL: Acute non-lymphocytic 
leukemia; CLL: Chronic lymphocytic leukemia; CML: Chronic 
myelocytic leukemia; CMML: Chronic myelomonocytic leukemia

2.2　PCR-RFLP结果

　　miR-196a2基因PCR扩增产物琼脂糖凝胶电

泳图见图1。经限制性内切酶Msp Ⅰ酶切后凝胶

电泳图见图2。

2.3　miR-196a2(rs11614913)与白血病发病风

险的关系

　　病例组和对照组miR-196a2基因型频率见

表3。携带突变纯合子C/C基因型的个体患白血

病的风险分别是野生纯合子T/T基因型个体以
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及T基因的携带者(C/T+T/T)的2.661倍和2.218倍

(P<0.05)，说明携带C/C基因型的个体其患白血

病可能性较高；相对于T等位基因，携带C等位

的基因型将可能是白血病发生的危险因素。

图 1　PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1    Agarose gel electrophoresis of PCR amplified products

M: 100 bp DNA ladder maker

图 2　Msp Ⅰ 酶切后凝胶电泳

Fig. 2    Msp Ⅰ gel electrophoresis figure after enzyme digestion

M: 20 bp DNA ladder maker

2.4　miR-196a2基因(rs11614913)多态性与白

血病的相关性

　　miR-196a2基因多态性位点rs11614913基因

型(T/T、C/C、C/T)在病例组和对照组中的分布

差异有统计学意义(χ2=11.665，P<0.05，表4)。

3　讨　　论

　　白血病的发病存在着种族和地域差异。有

研究显示，油田、煤矿和生活污染区白血病发

病率较高，而农村较低。全国白血病发病呈分

散式，南、北无明显差异。1年中，第1季度发

病较多，第4季度发病较少，其中ANLL和CML

季节发病差异显著。白血病的总体发病率呈缓

慢增长的趋势［11］。

　　miRNA基因不编码蛋白质，但是其产物可

以借助碱基互补的原则调节下游多达数千种编

码蛋白质功能基因的表达，对肿瘤的发生可能

有重要意义［12］。近年来，miRNA的基因多态性

的研究很受关注，尤其miR-196a2(rs11614913)

是这两年研究的热点。miR-196a2基因定位于

人类第12号染色体上，其表达产物(成熟miRNA)

借助碱基互补与下游多种基因的3’-UTR区域

结合，诱导靶基因mRNA沉默，在白血病的发

病过程中可能起重要作用。在miR-196a2的成

表 3　miR-196a2基因(rs11614916)多态在病例组和对照组中分布对比

Tab. 3    miR-196a2 gene polymorphism (rs11614913) distribution in the case group and the control group

SNP(rs11614913) Case n(%) Control n(%) OR(95%CI) P value

T/T 69(32.7) 111(44.5) 1*

C/C 43(20.4) 26(10.2) 2.661(1.501~4.715) 0.001

C/T 98(46.9) 113 (45.3) 1.395(0.931~2.090) 0.106

C/T+T/T 167(79.6) 224(89.8) 1#

C/C 43(20.4) 26(10.2) 2.218(1.310~3.756) 0.003

*: Compared with homozygous wildtype (T/T); #: Compared with heterozygous (C/T) and homozygous wildtype (T/T)

表 4　miR-16a2基因(rs11614913)多态性与白血病相关性

Tab. 4    miR-196a2 genetic polymorphism (rs11614913) associated with leukemia

Group
SNP (rs11614913) HWE HWE

C/C n(%) T/T n(%) C/T n(%) χ2 P value

Case 43(20.4) 69(32.7) 98(46.9)
11.665 0.003

Control 26(10.2) 111(44.5) 113(45.3)
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熟miRNA互补区中存在的SNP(rs11614913)与乳

腺癌［13］、肺癌［14］、胃癌［15］和肝癌［16-17］的

发生风险呈正相关。Tian等［18］通过研究1 058

例肺癌患者和1 035例非癌症患者中miR-196a2 

4种SNP(rs2910164、rs2292832、rs11614913和

rs3746444)在前体miRNA和肺癌易感性之间的联

系后发现，miR-196a2(rs11614913)变异纯合子

C/C比野生纯合子T/T和杂合子C/T患肺癌风险高

25%。

　　本研究表明，携带C/C基因型的个体其患白

血病可能性较高；相对于携带T的基因型，携带

C的基因型将可能是白血病发生的危险因素。

Okubo等［19］研究发现，携带T等位基因的个体

罹患胃癌、食管癌的发病风险高于携带C等位基

因的个体，说明miR-196a2基因中的rs11614913

位点与肿瘤的易感性存在组织特异性。

　　miR-196a2作为一个肿瘤促进因子，未来

可能成为肿瘤治疗的一个新靶点。然而，目前

miR-196a2的复杂关系网络研究尚不成熟，其

生物学功能和调控机制还需进一步研究；而且

miR-196a2(rs11614913)与急、慢性白血病的关

系的研究也需要进一步深入。
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