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miR-520a靶基因PIK3CA结合位点
多态性与中国汉族人群大肠癌

易感性的关联研究
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　　［摘要］　背景与目的：越来越多的研究表明，微小RNA(microRNA，miRNA，miR)靶基因位点的多态性

可能会影响miRNA的转录或生成能力，影响个体对肿瘤的易感性。本研究旨在探讨大肠癌患者miR-520a靶基

因PIK3CA 3’端单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism，SNP)位点rs141178472与中国汉族人群大肠癌易

感性之间的关系。方法：选取386例大肠癌标本作为实验组，394名年龄及性别比例匹配的非肿瘤个体作为对

照组。病例对照研究检测rs141178472的分布频率。统计分析大肠癌易感性与多态性之间的关系。结果：携有

rs141178472 CC基因型或C等位基因显著增加了大肠癌的发病风险(CC vs TT，OR=1.716，95%CI：1.084~2.716，

P=0.022；C vs T，OR=1.258，95%CI：1.021~1.551，P=0.033)。通过检测大肠癌患者外周血单个核细胞PIK3CA

的表达发现，PIK3CA mRNA的表达与SNP基因型rs141178472具有关联性。结论：miR-520a与PIK3CA 3’UTR的

SNP位点rs141178472相互作用可能与大肠癌易感性有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Increasing evidence has indicated that polymorphisms in the 
microRNA (miRNA, miR) binding site of target gene can alter the ability of miRNA and modulate the risk of 
cancer. We aimed to investigate the association between a miR-520a binding site single nucleotide polymorphism 
(SNP) rs141178472 in the PIK3CA 3’UTR and the risk of colorectal cancer in a Chinese Han population. Methods: The 
polymorphism rs141178472 was analyzed in a case-control study, including 386 colorectal cancer patients and 394 age- 
and sex-matched controls. The relationship between the polymorphism and the risk of colorectal cancer was examined 
by statistical methods. Results: Individuals carrying the rs141178472 CC genotype or C allele had an increased risk of 
developing colorectal cancer (CC vs TT, OR=1.716, 95%CI: 1.084-2.716, P=0.022; C vs T, OR=1.258, 95%CI: 1.021-
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　　大肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，

其发病率和病死率在世界范围内都位于胃肠道

肿瘤的前列［1］。近几十年，国内对于大肠癌发

生、发展的研究越来越多［2］。大肠癌的发生​​是

由环境因素和遗传易感性等多因素共同作用所

导致［3-4］。大肠癌的病因尚未明确。尽管环境

因素被认为是大肠癌的主要风险因素，然而在

面临同样风险因素的个体中，只有极少数最终

罹患大肠癌，这意味着大肠癌的发生还与其他

因素有关。近几年大量的研究表明，基因多态

性所调控的肿瘤易感性在人类癌症的发生中起

重要作用［5-6］。

　　微小RNA(microRNA，miRNA，miR)是一组

内源性长约21~23个核苷酸大小的非编码RNA

分子，在抑制转录后基因表达和促进靶miRNA

降解的过程中起重要的负性调节作用［7］。编

码miRNA的基因及多数蛋白编码基因的3’UTR

也存在大量的单核苷酸多态性(single nucleotide 

polymorphism，SNP)位点，这些SNP位点可能会

影响miRNA的转录加工或影响miRNA与靶基因

3’UTR结合能力的变化甚至是结合位点的改变，

从而导致所调控的靶基因表达或功能改变，影

响个体对肿瘤的易感性。PIK3CA是Volinia等［8］

于1994年发现的一种癌基因，定位于3q2613。

研究发现，约1/3的人类实体肿瘤中存在PIK3CA
基因突变，尤其在大肠癌中，约32%患者存

在PIK3CA基因突变［9］。生物信息学分析SNP 

rs141178472位点位于PIK3CA基因的3’UTR区，

存在于miR-520a潜在结合区，提示PIK3CA基

因表达可能受到miR-520a调控。目前，关于

此区域SNP与肿瘤的关系少见报道。仅Arcaroli

等［10］发现，一个新的PIK3CA基因3’UTR区

SNP(19T>C)与塞卡替尼的药物敏感性相关。此

SNP位于miR-520a和miR-525结合位点。然而，

尚未有研究证实这种SNP与miR-520a之间的相

1.551, P=0.033). Furthermore, the expression of PIK3CA was detected in the peripheral blood mononucleated cell 
of colorectal cancer patients, suggesting that mRNA levels of PIK3CA might be associated with SNP rs141178472. 
Conclusion: These findings provide evidence that a miR-520a binding site polymorphism rs141178472 in the PIK3CA 
3’UTR may play crucial roles in the etiology of colorectal cancer.
  　［Key words］ Colorectal cancer; PIK3CA gene; Single nucleotide polymorphism

互作用是否与患者对大肠癌的易感性有关。   

　　综上所述，我们提出假设，PIK3CA 3’UTR

的基因多态性可能与个体对大肠癌的肿瘤易感

性有关。因此，在本研究中，我们采用病例对

照试验来探讨大肠癌患者miR-520a及其靶基因

PIK3CA 3’端SNP位点rs141178472与中国汉族人

群大肠癌易感性之间的关系。

1　材料和方法

1.1　实验对象

　　研究人群由386例大肠癌病例(年龄23~72岁)

和394名健康对照人群(年龄21~73岁)组成。大肠

癌病例来源于丹阳市人民医院和镇江市第一人

民医院的住院患者，均经过病理组织学检查确

诊；健康对照人群来源于丹阳市人民医院和镇

江市第一人民医院体检中心的正常人群，与患

者组性别和年龄的差异无统计学意义(P>0.05)。

所有受检者相互间无血缘关系，对照组人群无

家族遗传史和肿瘤史。所有受检对象均知情同

意，研究经医院伦理委员会通过。 

1.2　基因分型 

　　按照人全血基因组提取试剂盒说明书提

取人全血中有核细胞基因组DNA，以大肠癌病

例和健康对照人群的血基因组DNA作为模板进

行PCR扩增。根据Gene Bank检索的序列设计

E rs141178472野生型及突变型的特异性检测引

物，引物序列见表1。PCR反应条件如下：95 ℃ 

3 min，95 ℃ 30 s，58 ℃ 45 s，72 ℃ 30 s，共35 

个循环；72 ℃ 10 min。产物经1.2%琼脂糖凝胶

电泳鉴定扩增效果，野生型引物管出现272 bp条

带，基因型为CC；突变型引物管出现272 bp条

带，基因型为TT；两管均出现272 bp条带，基

因型为CT。所有PCR产物均送上海生工生物技

术有限公司测序。
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1.3　PIK3CA 3’-UTR荧光素酶报告基因质粒的

构建与转染

　 　 引 物 由 广 州 锐 博 生 物 科 技 有 限 公 司

合 成 ， 其 序 列 如 下 ： P I K 3 C A  3 ’ U T R - F ：

5 ’ - T C A T G G T G G C T G G A C A A C A A - 3 ’ ；

PIK3CA 3’UTR-R：5’-TCCAAAGCTTTACT 

GGTGTGAGCCACTGTG-3’。将合成的引物进

行PCR扩增，按照凝胶纯化试剂盒说明书进行

纯化产物，酶切后回收纯化酶切产物，将目的

基因及载体进行连接反应后得到连接产物。将

连接产物转化入感受态细胞中，扩增、提取质

粒酶切鉴定，并对质粒进行扩增和提取。293T

细胞进行常规传代培养后铺种于24孔板中， 

24 h后细胞密度达50%~80%，细胞贴壁伸展良

好，即可用于后续转染操作。按照转染说明书

加入miR-520a mimics质粒LipofectamineTM 2000混

合液，培养24 h后，以Promega公司双荧光报告

系统检测试剂盒检测荧光素酶活性。   

1.4　实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qRT-

PCR)检测PIK3CA mRNA表达水平

　　按照人外周血基因组提取试剂盒说明书提

取人外周血单核细胞总DNA。采用Takara的荧光

定量逆转录试剂盒进行检测。qRT-PCR引物序

列如下：5’-GGAGCCTGGAAGAGCCC-3’(F)；

5’-CGTGGAGGCATTGTTCTGAT-3’(R)。qRT-

PCR检测方法依照参考文献［11］所述。

1.5　统计学处理

　　所有资料运用SPSS 12.0软件进行统计分

析。对照组SNP rs141178472位点的Hardy-

Wenbger平衡检验利用χ 2检验进行分析。采

用χ 2检验或确切概率法分析病例组和对照组

rs141178472位点的分布差异与大肠癌风险之

间的关系，用OR及95%CI表示相对危险度。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1 研究对象的一般特征

　　本研究共纳入386例大肠癌病例和394名健

康对照人群，人口统计学特征及一些已知的

大肠癌危险因素等在病例组和对照组间分布见

表2。病例组和对照组间的年龄分布均衡可比

(P=0.506)，两组吸烟史人群分布差异也无统计

学意义(P=0.536)。但病例组和对照组在肿瘤家

族史分布上存在差异，大肠癌病例组有肿瘤家

族史的比例明显高于健康对照组(P=0.023)。在

386例病例中，212例(54.9%)患有结肠癌，其余

174例(45.1%)患有直肠癌。另外，在临床分期

上，大部分病例为Ⅱ期 (44.8%)和Ⅲ期(35.0%)。

2.2　病例组与对照组中rs141178472基因型分

布频率的比较

　　rs141178472基因型AS-PCR分型结果见

图1。rs141178472基因型在健康对照组中的分

布均符合Hardy-Weinberg平衡规律(χ2=0.139，

P=0.709)。rs141178472多态性位点与肠癌易感

性的基因型分布情况见表3。在rs141178472 C>T

基因型中，大肠癌病例组基因型分布频率明

显高于对照组(C：37.3% vs 32.1%；T：62.7% 

vs 67.9%)。与携带rs141178472野生纯合子(TT)

的个体相比，携带rs141178472突变纯合子(CC)

的个体患大肠癌的风险明显上升(OR=1.716，

95%CI：1.084~2.716，P=0.022)。此外，相对

于携带至少1个T等位基因者，携带至少1个C
等位基因者的人群更易患结肠癌(OR=1.258，

95%CI：1.021~1.551，P=0.033)。

2.3　SNP rs141178472影响miR-520a对

PIK3CA表达的调控

　 　 通 过 生 物 信 息 学 分 析 发 现 ， S N P 

rs141178472位于PIK3CA潜在的miR-520a结合

区，T等位基因可与PIK3CA 3’UTR互补配对形

表 1　引物序列

Tab. 1    Primer sequences
Item Genotype Sequence
Forward C 5’-ACTGAGAAAATGAAAGCTCACC-3’

T 5’-ACTGAGAAAATGAAAGCTCTCT-3’
Reverse 5’-CAAACAATCTTCAAAGTTTACC-3’
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成一个新的miR-520a结合位点(图2A)。因此，

我们假设miR-520a可以调控PIK3CA基因的表

达，而SNP rs141178472通过增加T等位基因可以

影响此调控过程。为了验证SNP rs141178472是

否影响PIK3CA的表达，我们构建了rs141178472 

T或C基因型的荧光素酶报告基因载体，然后分

别将这两种质粒与miR-520a mimics共转染到

293T细胞中，结果发现与rs141178472 C基因型

相比，T基因型荧光素酶活性明显下降(图2B)。

此外，我们检测了大肠癌患者外周血单个核细

胞PIK3CA mRNA的表达水平。qRT-PCR结果显

示，与TT基因型相比，CC基因型的大肠癌患者

PIK3CA mRNA的表达明显增加(图2C)。

表 2　研究对象的一般情况在病例组和对照组中的分布

Tab. 2    General characteristics of colorectal cancer case group and control group

[n(%)]

Item Case group (n=386) Control group (n=394) P value
Age/year 60.1±12.3 60.7±12.9 0.506
Gender

Male 216(56.0) 229(58.1)
0.563

Female 170(44.0) 165(41.9)
Smoking

Never 262(67.9) 276(70.1)
0.536

Ever 124(32.1) 118(29.9)
Family history of cancer

No 332(86.0) 360(91.4)
0.023

Yes 54(14.0) 34(8.6)
Tumor site

Colon 212(54.9)
Rectum 174(45.1)

Tumor stages
Ⅰ 38(9.8)
Ⅱ 173(44.8)
Ⅲ 135(35.0)
Ⅳ 40(10.4)

表3　rs141178472与大肠癌易感性的关系

Tab. 3    The association between rs141178472 and colorectal cancer risk

[n(%)]

SNP Genotype Case group Control group OR 95%CI P value
rs141178472 TT 156(40.4) 180(45.7)

CT 172(44.6) 175(44.4) 1.134 0.840-1.531 0.444
CC 58(15.0) 39(9.9) 1.716 1.084-2.716 0.022
T 484(62.7) 535(67.9)

0.033
C 288(37.3) 253(32.1) 1.258 1.021-1.551

图 1　rs141178472基因型AS-PCR分型结果

Fig. 1    The results of AS-PCR assay for rs141178472

  Lane 1, 3, 5: Special primers for C genotype; Lane 2, 4, 6: Special primers for T genotype.
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 图 2　SNP rs141178472影响miR-520a对PIK3CA表达的调控

Fig. 2    Effect of the PIK3CA 3’-UTR Polymorphism rs141178472 

on PIK3CA expression

3　讨　　论

　　在本研究中，我们发现PIK3CA 3’UTR的

SNP位点rs141178472与大肠癌易感性密切相

关。此外，rs141178472可调控PIK3CA的表达。

因此，我们认为miR-520a与PIK3CA的交互作

用可能在大肠癌的发生、发展中扮演重要的 

角色。

　　越来越多的研究证实，miRNA可通过靶向

调控肿瘤相关基因的表达从而促进或抑制肿

瘤的发生和增殖。成熟的miRNA通过与其靶

基因的3’UTR结合，降解靶基因的mRNA或抑

制其翻译，从而调控基因的表达［12-13］。由于

miRNA依赖碱基互补配对与靶基因的3’UTR结

合，因此，3’UTR的SNP或seed区可能通过影

响miRNA与mRNA的结合从而引起靶基因表达

水平的变化［14］。TNFAIP2的miR-184结合区

多态性位点(rs8126 T>C)可以通过调控TNFAIP2
的表达增加患者对颈部鳞状细胞癌的患病风险 

率 ［15］。Hikami等 ［16］研究发现SPI1的一个

3’UTR区SNP位点能够增加SPI1的mRNA水平

和对SLE的易感性。一系列在卵巢癌和乳腺癌

中的研究也发现了类似的结果［17-18］。本研究

选取了780例中国汉族研究对象，证实PIK3CA 
SNP位点rs141178472与大肠癌易感性有关。

rs141178472可能是一个具有汉族人群大肠癌相

关性的SNP位点。另外，通过对大肠癌患者外周

血单个核细胞的检测，PIK3CA mRNA的表达水

平与SNP位点 rs141178472密切相关。 

　　磷脂酰肌醇激酶-3家族是一类调节信号

通路的酯酶，具有重要生物学活性，与调解肿

瘤细胞的存活、增殖、黏附和迁移等密切相

关。PIK3CA是PI3Ks家族的关键成员之一，编

码ⅠA型磷脂酰肌醇-3-激酶(P13K)的p110催化

亚基，致癌性的PIK3CA突变可通过激活PI3K

通路参与恶性肿瘤的发生、发展［19-20］。PI3K

通过调控下游PI3K/AKT通路发挥其生物学效

应，体外研究证实，血管内皮生长因子(vascular 

endothelial growth factor，VEGF)、表皮生长因

子(epidermal growth factor，EGF)、分类血小板

衍生因子(platelet derived growth factor，PDGF)

等可通过调控PI3K通路从而促进肿瘤细胞增 

殖［21］。PTEN是一种分布广泛的抑癌基因，

能够负向调控PI3K通路的活性［22］。PIK3CA基

因突变与PTEN蛋白缺失呈负相关，通过诱导

PI3K通路的异常激活进而促进肿瘤的发生和增 

殖［23］。研究发现，PIK3CA在包括胃癌、肠

癌、脑癌、乳腺癌、肝癌、卵巢癌和肺癌等

恶性肿瘤组织中均有异常的过度表达［24-25］。

PIK3CA突变在多个外显子中均有发现，但主

要存在于两个热点突变区：一个是位于9号外

显子的E542K和E545K突变，另一个是位于20
号外显子的H1047R突变。其中，外显子9突变

率为7%，外显子20突变率为32%，这两个突

变热点都能增强PI3K的脂质激酶活性。本研

究中，我们发现PIK3CA 3’UTR的miRNA结合

区rs141178472与大肠癌的易感性相关，并且

丁丽芳，等.　miR-520a靶基因PIK3CA结合位点多态性与中国汉族人群大肠癌易感性的关联研究



《中国癌症杂志》2015年第25卷第3期 189

在大肠癌的发生、发展过程中可能起着重要的 

作用。

　　综上所述，本研究发现miR-520a与PIK3CA
的相互作用与大肠癌的发生、发展可能存在相

关性，PIK3CA的SNP位点rs141178472可能通过

影响miR-520A的调节作用，从而影响大肠癌的

患病风险。然而，由于本研究样本量较小，对

miR-520a/PIK3CA通路在结肠癌发生、发展过

程中的具体作用需要进一步大样本的研究。
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