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在家族性乳腺癌中的意义
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　　［摘要］　背景与目的：MUTYH基因变异与结直肠癌患癌风险升高有关，但其突变与乳腺癌发生的相

关性尚不明确，该研究探讨MUTYH c.892-2A>G剪切位点突变在中国家族性乳腺癌中的意义。方法：采用二

代测序(next generation sequencing，NGS)方法检测95个家族性乳腺癌患者及亲属MUTYH基因突变情况，并与

BRCA1、BRCA2基因突变情况进行比较。结果：95个家系224名受试者中有4个家系共7名受试者检出MUTYH 
c.892-2A>G突变，突变率为3.1%，其中只有1例先证者检出MUTYH c.892-2A>G突变。95个家系中也只有1例先

证者检出携带BRCA1突变；5个家系中共9名受试者检出携带BRCA2突变，突变率为4.0%。MUTYH c.892-2A>G
突变人数分别与BRCA2、BRCA1突变人数相比较，不存在基因共突变现象。结论：MUTYH c.892-2A>G突变虽

然在有乳腺癌家族史的高危正常人群中突变率较高，但很可能是低外显的乳腺癌发生相关的致病位点。
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　　［Abstract］ Background and purpose: It is suggested that MUTYH mutation is closed to high colorectal cancer 
risk, but it is not clear that the relationship between MUTYH mutation and susceptibility to familiar breast carcinoma. 
The study was to investigate the significance of MUTYH c.892-2A>G splicing mutation in familial breast cancer. 
Methods: The mutations of MUTYH，BRCA1 and BRCA2 genes were tested by the next generation sequencing (NGS) 
method in total of 224 participants， from 95 families with breast cancer patients (containing breast cancer patients and 
their relatives), and then comparisons were carried out between them. The mutations detected by NGS were verified 
by Sanger sequencing. Results: Seven participants from 4 families had a MUTYH c.892-2A>G splicing mutation, with 
a mutation rate of 3.1% (7/224), of which only one proband carried with this mutation. In 224 participants, only one 
proband carried with BRCA1 mutation. While 9 participants from 5 families had BRCA2 mutations, and their mutation 
rate was 4% (9/224). Further the BRCA2 mutation site detected in the proband of every family was not the same. There 
were no significant differences between the number of MUTYH c.892-2A>G mutation and BRCA2 mutation or between 
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546 简文静，等.　MUTYH c.892-2A>G剪切位点突变在家族性乳腺癌中的意义

　　乳腺癌是全球女性最常见的恶性肿瘤。5
年流行病学数据表明，全世界约有11%的乳腺

癌发生在中国，且发病率在迅速上升［1］。有家

族史或携带遗传突变基因是乳腺癌发生的高风

险因素。目前已知的乳腺癌易感基因BRCA1及

BRCA2，其突变、重排及缺失仅与小于15%的

家族性乳腺癌发生有关［2］，表明还有很多促进

家族性乳腺癌发生的突变基因还未被发现或证

实。最近一项大型的协同研究发现，1个多基因

风险评分方法低于1%的个体，家族史对其有更

大的影响，预示着稀有的基因突变很可能对乳

腺癌有重要影响［3］。

　　MUTYH基因是一个参与DNA损伤后碱基切

除修复的基因［2,4］，大量研究发现，MUTYH基

因变异与结直肠癌患癌风险升高有关［4-7］。但

有研究表明，MUTYH基因突变与乳腺癌发生相

关性尚不明确［8-11］。且在中国人群中，MUTYH
突变与乳腺癌发生相关性的报道较少。因此，

本项目旨在研究MUTYH c.892-2A>G剪切位点突

变在家族性乳腺癌中的分布频率与特征，并对

比BRCA1及BRCA2基因突变，观察它们是否有

共突变现象，探讨MUTYH c.892-2A>G剪切位点

突变在家族性乳腺癌中的意义，为家族性乳腺

癌风险评估提供新依据。

1　材料和方法

1.1　标本来源

　　选取2014年12月—2016年10月来自深圳地

区医院95个乳腺癌家系共224名受试者作为研究

对象，其中乳腺癌患者104例，未患乳腺癌的受

试者120名。家族性乳腺癌定义为家族成员中有

2个以上1级亲属患乳腺癌。所有乳腺癌患者均

经病理学确诊。乳腺癌患者年龄为25~80岁，

中位年龄为54岁。未患乳腺癌的受试者年龄为

the number of MUTYH c.892-2A>G mutation and BRCA 1 mutation. And there was no case which existed MUTYH and 
BRCAs gene co-mutations. Conclusion: Although its high mutation rate happens in the high-risk healthy population 
with a history of breast cancer, MUTYH c.892-2A>G is likely to be a low penetrance gene mutation of susceptibility to 
breast cancer.
  　［Key words］ MUTYH; Familial breast cancer; BRCA1; BRCA2

11~77岁，中位年龄为36岁。所有受试者参加研

究前均知情同意，并签署知情同意书。未患乳

腺癌的受试者年龄低于18岁者，均由其监护人

代理签署同意书。

1.2　主要试剂

　　血液DNA提取试剂盒QIAamp® DNA Blood 
mini kit购自德国QIAGEN公司，PCR扩增试剂

KAPA2G™ Robust HotStart ReadyMix购自美国

Kapa Biosystems公司，DNA分子量Marker购自

宝生物工程(大连)有限公司。引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成，二代测序(next 
generation sequencing，NGS)和Sanger测序由深

圳华大基因研究院完成。

1.3　实验方法

1.3.1　人全血DNA的提取

　　每个受试者使用EDTA抗凝管收集约5 mL静

脉血，经DNA提取试剂盒QIAamp® DNA Blood 
mini kit提取样本中基因组DNA 200 μL，使用

Qubit® 2.0检测DNA浓度，每份样本的DNA获得

量大于等于2 μg。

1.3.2　样本的文库构建与上机测序

　　基因组DNA经随机打断、纯化、末端修复

加A后，与Hiseq测序所需特殊接头连接，然后

经PCR预扩增，乳腺癌易感基因芯片目标区域

靶向杂交捕获和PCR再扩增后，得到目标区域

DNA的Hiseq上机文库。经质控合格后的文库

DNA，按照Hiseq测序平台的操作说明进行上机

测序，保证每个文库的原始数据量达到0.6 Gb以

上，目标区域的平均测序深度为200X，目标区

域覆盖度超过99%。

1.3.3　生物信息分析与突变解读

　　下机数据由华大基因研究院进行专业解

读，首先对原始测序数据进行初步处理和质量

控制，然后将所得序列用BWA软件比对到人的
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参考基因组Hg19上，经Picard和GATK软件去

重，校正和突变检测后，找到样本中的点突变

和插入或缺失突变；最后，对目标区域的乳腺

癌易感基因突变进行解读，找出致病突变。

1.3.4　Sanger验证

　　为了验证高通量测序所获 MUTYH 突变

位点的准确性，采用金标准Sanger测序技术

对突变位点进行测序验证。首先对该突变位

点所在的区域设计引物进行PCR扩增，引物

序列为MUTYH-892_F：5’-AGAACTGGAA 
T G G G G C T T C T- 3 ’ ； M U T Y H - 8 9 2 _ R ：

5’-CAGCCCAGGCTAACTCTTTG-3’，然后

以 提 取 的 基 因 组 D N A 为 模 板 ， 使 用 设 计 的

引物进行PCR扩增，扩增的条件为：95 ℃预

变性3 min；94 ℃变性25 s，57 ℃退火30 s，

72 ℃延伸40 s，30个循环；最后72 ℃充分延

伸8 min。40 μL扩增的体系为：2X Kapa2G 
Robust HotStart ReadyMix 20 μL，引物F和R各 

2 μL(10 μmol/L)，DNA模板1 μL(50 ng/μL)，最

后加双蒸水补至40 μL。

　　PCR产物经琼脂糖凝胶电泳验证后，进行

PCR产物纯化及测序。最后根据测序峰图分析

目标位点的突变情况。

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 20 .0软件对数据进行分析，

MUTYH c.892-2A>G剪切位点突变频率分别与

BRCA1、BRCA2基因突变频率的比较采用配对

资料的t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　MUTYH c.892-2A>G突变的检出及验证

　　收集95个家系共224名受试者的外周血，分

离出白细胞，提取DNA及建库后，用NGS技术

对MUTYH基因全外显子及其外显子与内含子连

接区域进行检测。在这224名受试者中，7名受

试者检出MUTYH c.892-2A>G突变，突变信息见

表1。接着我们将检测出的MUTYH c.892-2A>G
剪切突变位点进行Sanger测序及PCR电泳以进一

步验证(图1、2)。该突变发生在该基因1号染色

体，在氨基酸编码区892位上的2个bp碱基A突变

为G，是杂合的剪切位点突变。该基因位点在千

人数据库正常人群中的突变频率为0.3%，在东

亚人群中的突变率为2.77%。其在ClinVar数据库

和文献中均有报道［10］，被判定为引起遗传性

肿瘤发病风险升高的致病突变。

　　7名受试者分别来自4个有乳腺癌家族史的

家系。家系图谱见图3。在家系1中，我们只检

测了先证者及其女儿，先证者未检出该突变，

而其未患病的女儿携带该突变。在家系2中，我

们检测了先证者、先证者姐姐及其4个外甥女，

发现先证者亦未携带该突变，而其4个外甥女中

有3个携带该突变。在家系3中，我们检测了先

证者、先证者姐姐及其女儿，只发现先证者及

其女儿都携带MUTYH基因突变，未检出携带其

它基因突变；而先证者的姐姐未发现携带该基

因突变(图1)。在家系4中，我们检测了先证者、

先证者姐姐及先证者女儿，发现其姐姐携带该

突变，而先证者及其女儿不携带该突变。即4
个家族的先证者中只有1个先证者发现MUTYH 
c.892-2A>G剪切位点突变，其余6个均为不同家

系先证者的未患病亲属。

表 1　MUTYH c.892-2A>G突变位点在千人数据库及东亚人群中的突变频率

Tab. 1    Mutation frequencies of MUTYH c.892-2A>G in 1 000 genomes project and East Asians

Gene Location Nucleic acid 
changes Mutation type Mutation mode Frequency of gene mutation in 

East Asians 
Total frequency of gene mutation in 

1 000 genomes project

MUTYH chr1, intron10 c.892-2A>G Splicing Het 0.277 0.003
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图 2　样本2和5是家系3的两个受试者的MUTYH c.892-2A>G位

点突变PCR电泳图，在567 bp处可见清晰的目标条带

Fig. 2    Electrophoresogram of MUTYH c.892-2A>G was tested 

by PCR, and patients 2 and 5 from the third family in the red 

frames were MUTYH c.892-2A>G with target bands at 567 bp

2.2　MUTYH c.892-2A>G突变频率与BRCAs

突变频率比较

　 　 我 们 同 时 检 测 了 这 9 5 个 家 系 的 B R C A 1
和 B R C A 2 基 因 突 变 情 况 ， 检 测 结 果 见 表

2 。 在 这 9 5 个 家 系 中 ， 有 1 个 家 系 的 先 证

者 存 在 B R C A 1 突 变 ， 有 5 个 家 系 共 9 个 受

试 者 存 在 B R C A 2 突 变 ， 这 6 个 家 系 发 生

B R C A 突 变 的 位 点 不 一 致 ， 它 们 核 酸 改 变

位点分别是BRCA2基因位点c .793+1G>C、

c . 7 6 1 7 + 1 G > A 、 c . 8 9 4 6 _ 8 9 4 7 d e l A G 、

c.9100C>T、c.5344_5345insA及BRCA1基因位点

c.3770_3771delAG。

　　我们将MUTYH c.892-2A>G突变人数分别与

BRCA1、BRCA2基因突变人数进行比较，虽然

结果差异无统计学意义，但MUTYH c.892-2A>G
在这95个家族中有7个受试者存在突变(7/224)，
而且主要发生在目前未患病的受试者中(6/7)，
而BRCA2、BRCA1在6个家族中的突变位点各

不相同，突变率分别为2/224和1/224，并且这6
个家族的先证者都存在BRCA1或BRCA2突变(表
2、3)。另外，我们没有观察到这95个家系人群

中存在MUTYH与BRCA基因共突变现象。

图 1　Sanger测序验证MUTYH c.892-2A>G位点突变测序图

Fig. 1    Picture of MUTYH gene mutation verified by Sanger sequencing

A: MUTYH c.892-2A>G negative; B: MUTYH c.892-2A>G positive. The yellow spot shows base mutation position

简文静，等.　MUTYH c.892-2A>G剪切位点突变在家族性乳腺癌中的意义
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图 3　四个家系图谱

Fig. 3    Pedigree maps of four families

 stands for MUTYH c.892-2A>G mutation.  stands for that MUTYH c.892-2A>G mutation was not tested.  stands for man.  stands 
for woman.  and  stand for non-cancerous death.  and  stand for patient without breast cancer.  stands for patient with breast 
cancer. The black arrow indicates the proband. BC: Breast cancer

表 2　6个家系中BRCA1/2基因的突变信息及在千人数据库中的突变频率

Tab. 2    BRCA1/2 gene mutation in six families with breast cancer and their mutation frequency in 1 000 genomes project

Family number Character of 
participants Gene Location Nucleic acid changes Amino acid 

changes Mutation mode
Total frequency of 

gene mutation in 1 000 
genomes project

5

 The proband BRCA2 intron9 c.793+1G>C — Het 0

The proband’s mother 
with BC BRCA2 intron9 c.793+1G>C — Het 0

27

The proband BRCA2 intron15 c.7617+1G>A — Het 0

The proband’s mother 
with colorectal cancer BRCA2 intron15 c.7617+1G>A — Het 0

34

The proband BRCA2 CDS21 c.8946_8947delAG p.K2982KfsX35 Het 0

The proband’s 
daughter with no 

cancer
BRCA2 CDS21 c.8946_8947delAG p.K2982KfsX35 Het 0

35 The proband BRCA2 CDS22 c.9100C>T p.Q3034X Het 0

44

The proband BRCA2 CDS10 c.5344_5345insA p.Q1782QfsX5 Het 0

The proband’s 
daughter with no 

cancer
BRCA2 CDS10 c.5344_5345insA p.Q1782QfsX5 Het 0

89 The proband BRCA1 CDS9 c.3770_3771delAG p.E1257GfsX9 Het 0
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3　讨　　论

　　5%~10%的乳腺癌是由于基因突变异常而

从家族遗传而来的。与乳腺癌遗传相关的重要

基因BRCA1、BRCA2突变，使BRCA1、BRCA2
表达缺失而导致乳腺癌和(或)卵巢癌的产生。

有研究表明，携带BRCA1突变的人群患乳腺癌

的概率为50%~90%，而携带BRCA2突变的人群

患乳腺癌或卵巢癌的概率为41%~87%［12］。但

除了BRCA1/2基因突变外，还存在其他稀有的

基因，如CDH1、CHEK2、BARD1、MUTYH及

PALB2等基因的突变可能与遗传性家族性乳腺

癌相关。但这些基因突变在中国家族性乳腺癌

中的研究较少。

　　人MUTYH基因位于1号染色体短臂，包含

15个内含子与16个外显子，编码含535个氨基

酸的蛋白［13］，参与氧化碱基8-oxodG错误复

制所导致的错配修正［4］。若MUTYH基因发生

突变，DNA修复缺陷很可能导致癌症的易感 

性［13-14］。多项研究证实，MUTYH突变与多种

癌症的发生有关，如MUTYH突变在结直肠癌、

MUTYH相关性息肉病发生中的分子机制被广泛

研究［4,15-17］。而在乳腺癌研究中，MUTYH突变

与乳腺癌发生风险相关性尚存在争议［9-11,16］。

如有研究报道显示，在有乳腺癌及结直肠癌家

族史的人群中，MUTYH突变的频率有所增加，

并认为杂合的MUTYH突变与乳腺癌的表型有 

关［11］。但另一项病例对照研究结果显示，不能

确定MUTYH突变与乳腺癌是否有相关性［9］。

在中国人群中，AluYb8MUTYH等位基因频率可

能与早发型乳腺癌有关［16］。

　　本研究发现，95个乳腺癌家系中MUTYH 
c.892-2A>G突变主要在有乳腺癌家族史而目

前未患乳腺癌的亲属(3.1%)中被检出。在1000 
Genomes Project中该基因位点突变的总频率为

0.3%，在东亚人种中的突变频率为2.7%，说

明MUTYH c.892-2A>G突变是东亚人群特有的

高频突变，其与乳腺癌的家族血统有关。但在

本研究中，只有1例乳腺癌患者检测出MUTYH 
c.892-2A>G位点突变，同时没有检测出携带其

它基因突变(本研究课题检测了27个与家族性乳

腺癌发生相关的基因)，该基因位点突变在该家

系中是否符合家系共分离现象还有待进一步考

究。但有研究表明，MUTYH c.892-2A>G位点

突变后，会产生异常的转录本，截短MUTYH
蛋白的表达；并且突变的蛋白出现核定位失 

败［18］，可能导致DNA损伤修复缺陷，引起肿

瘤的发生。其次，因为BRCA1/2是目前公认的

乳腺癌遗传相关的基因，携带BRCA基因突变

的人群患乳腺癌的概率为40%~90%。因此本研

究亦比较了MUTYH c.892-2A>G突变与BRCAs

表 3　MUTYH c.892-2A>G突变与BRCA1/2基因突变频率的比较

Tab. 3    Comparison of mutation frequency between MUTYH c.892-2A>G and BRCA1/2 genes

Gene Total number of families Number of familiar mutation Total number of participants Number of gene mutation P value

MUTYH 95 4 224 7

Intron10 4 7

BRCA2 95 5 224 9 0.547*

Intron9 1 2

Intron15 1 2

CDS21 1 2

CDS22 1 1

CDS10 1 2

BRCA1 95 1 224 1 0.071**

CDS9 1 1

*: Comparison of numbers between MUTYH and BRCA2 gene mutation. **: Comparison of numbers between MUTYH and BRCA1 gene mutation
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突变的关系，结果发现两者无明显关联，也没

有检测出有MUTYH与BRCAs基因共突变现象。

但是从检出分布来看，在这些研究家系中，

MUTYH c.892-2A>G突变主要分别在有乳腺癌家

族史的高危健康人群中，仅有一个家系的先证

者携带，而BRCAs阳性突变位点在每个家系中

不一致，且每个阳性家系的先证者都有BRCAs
突变。这些结果也进一步表明，MUTYHc.892-
2A>G突变与中国家族乳腺癌的发生有一定的关

系，但很可能是一个低外显遗传易感基因，需

要进一步扩大样本量，也需要延长随访时间观

察这些携带者将来是否发生乳腺癌。从家系1和

家系2的分布来看，两个家系的先证者都未携带

MUTYHc.892-2A>G突变，而在她们的一级亲属

及二级亲属，都发生了MUTYH突变，该突变是

从父系遗传过来还是新生突变？很遗憾我们未

能检测父系的样本。

　　本研究初步探讨了MUTYHc.892-2A>G剪切

位点突变在中国家族性乳腺癌中的分布特征，

尽管其可能是与乳腺癌发生相关的低外显基

因，但仍需重视，尤其是乳腺癌和肠道肿瘤家

族史都存在的家系人群更应密切关注该基因的

突变情况，为肿瘤防治提供一定依据。
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