
广西地区健康人群miR-221基因rs2858060C/G

遗传多态性及其分布特征

黄晶晶1,龚嘉琳1,韦叶生2,向阳2

(1.右江民族医学院医学检验学院2015级本科,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院检验科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 研究 miR-221基因rs2858060C/G单核苷酸多态性(SNP)各等位基因及基因型在广西地区健康人群中的

频率分布,比较其与欧洲人群、非洲人群、日本人群及北京人群之间的分布差异。方法 采用单碱基延伸的PCR技术和

基因测序法检测450例右江民族医学院附属医院正常体检者的miR-221基因rs2858060C/G单核苷酸多态性,结合文献

与人类基因组计划已经公布的4组人群的 miR-221基因型及等位基因的频率分布进行比较分析。结果 在广西健康人

群中miR-221基因rs2858060位点分别有CC、CG、GG三种基因型,其中以CC基因型多见,占74.00%,C等位基因频率

最高,占81.33%。基因型和等位基因的频率分布在男女间的差异无统计学意义(P 均>0.05),说明多态性分布与性别

无关。与人类基因组计划公布的欧洲人群、北京人群、日本人群及非洲人群的SNPs分型数据比较发现,广西地区健康

人群miR-221基因rs2858060C/G位点频率分布与这四个地区人群的基因多态性分布的差异都具有统计学意义(基因型

χ2 分别为12.708、198.214、179.586和49.799,等位基因χ2 分别为20.214、306.588、126.462和71.606,P 均<

0.001)。结论 广西地区健康人群中存在 miR-221基因rs2858060C/G基因多态性,其基因多态性在男女间的频率分

布差异无显著性,但与其他种族人群比较存在显著性差异。这种差异对于与 miR-221相关的疾病及遗传方面的研究可

能起重要作用。
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  Abstract: Objective Tostudyalleleandgenotypefrequencydistributioninsinglenucleotidepolymor-
phism(SNP)ofmiR-221geners2858060C/GinGuangxihealthypopulation,andtocomparetheirfrequency
distributionwithHapMap-CEU,HapMap-YRI,HapMap-JPTandHapMap-HCBpopulations,respectively.
Methods ThemiR-221geners2858060C/GSNPdetectionwasperformedbyusingsinglebaseextensionPCR
techniqueandDNAsequencingfor450individualswhoreceivedhealthexaminationintheAffiliatedHospitalof
YoujiangMedicalUniversityforNationalities.ThefrequencydistributionsofmiR-221genotypesandalleles
fromGuangxihealthypopulationwerecomparedwiththoseofthe4mentionedabovepopulationspublishedin
theHap-Mapdatabaseandtheanalysiswasalsoperformedbyliteraturereview. Results Thers2858060C/G
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locusofmiR-221genepresentedwiththreegenotypesofCC,CGandGGinGuangxihealthypopulation,and
CCgenotypewasmorecommonamongthem,accountingfor74.00%;thehighestfrequencywasCallele,ac-
countingfor81.33%.Thecomparisonofgenotypeandallelefrequencydistributionbetweenmaleandfemale
showedthattherewerenosignificantdifferences(allP >0.05),indicatingthatthedistributionofpolymor-
phismwasnotrelatedtosex.ComparedwithSNPstypingdatafromHapMap-CEU,HapMap-HCB,HapMap-
JPTandHapMap-YRIpopulationspublishedbytheHumanGenomeProject,itwasfoundthatthefrequency
distributionofmiR-221geners2858060C/GlocusinGuangxipopulationwassignificantlydifferentfromthese
fourpopulations(thegenotypeχ2was12.708,198.214,179.586and49.799,respectively,andthealleleχ2

was20.214,306.588,126.462and71.606,respectively,allP<0.001). Conclusion ThereismiR-221gene
rs2858060C/GpolymorphisminGuangxihealthypopulation,andnosignificantdifferenceinthefrequencydis-
tributionofmiR-221genepolymorphismbetweenmaleandfemale,butthereissignificantdifferencecompared
withotherpopulations.ThisdifferencemayplayanimportantroleinthestudyonmiR-221-relateddiseasesand
geneticaspect.
  Keywords: miR-221;rs2858060locus;genepolymorphism,singlenucleotide;continentalpopulation

groups

  微小RNA (microRNA,miRNA或 miR)是一类

内源性非编码小RNA分子,大约由21~23个碱基组

成,是由具有茎环结构的单链RNA前体经过Dicer酶

加工后生成的。其通过碱基配对的方式结合到靶

mRNA的3′UTR(3′untranslatedregion)从而抑制靶

mRNA转录、翻译或者剪切靶mRNA并促进其降解,
但不影响其转录功能。而靶mRNAs又进一步调控着

多种生物学行为,如机体发育的进程、干细胞分化、细
胞的增殖与凋亡,以及肿瘤发生、发展[1]。所以,微小

核糖核酸是由细胞自身表达,并作用于自身的调节物

质。
人类miR-221,又名hsa-miR-221,定位于X染色

体上,具有类癌基因的功能。其编码基因在细胞核内

经RNA聚合酶Ⅱ转录成pri-miRNA,在DroshaRNA
酶的作用下形成miRNA前体(pre-miRNA)。在Dic-
er酶的作用下,miRNA前体被剪切成双链 miRNA,
随后双链 miRNA中的一条 miRNA链结合到 RNA
诱导基因沉默复合物RISC中,形成非对称RISC复合

物。复合物通过miRNA与靶mRNA的3′UTR完全

或不完全匹配结合从而降解 mRNA 或抑制 mRNA
翻译[2]。

研究表明,miR-221在大多数癌症中高度表达[3],
其通过调控靶基因的表达从而促进肿瘤的发生、发展,
表现出癌基因的特征。此外,据研究,至少有三分之一

的人类基因受 miRNA 调控,miRNA 在包括胚胎发

育、干细胞自我更新以及肿瘤的侵袭、转移和耐药等广

泛的生理和病理过程中也起重要作用[4-5]。
为此,本研究采用单碱基延伸的PCR技术和基因

测序法来研究广西地区健康人群 miR-221基因的单

核苷酸多态性,并将其分型数据与人类基因组计划已

经公布的4组人群进行比较,探讨基因多态性在不同

种族正常人群中的分布差异。为与 miR-221相关的

疾病和遗传等方面的研究提供一些基础性的参考资

料。

1 对象与方法

1.1 研究对象 入选本组研究对象选自2015年4月

~9月于右江民族医学院附属医院正常体检者,共450
例,其中男270例、女180例,年龄23~78岁。入选研

究对象各项实验室检查正常,心脑血管疾病及重要脏

器疾病者除外。所有研究对象均为广西自然人群,彼
此之间无血缘关系,并且签署知情同意书,经伦理委员

会批准。

1.2 基因组DNA提取 采集研究对象静脉血2ml,
加入EDTA-K2抗凝;选择改良碘化钠的方法提取基

因组DNA,提取的DNA产物置于-70℃保存备用。

1.3 引物的设计与合成 根据 NCBI上查找的和

miR-221基因rs2858060C/G位点的序列,选择包含

位点的序列并输入引物设计软件Primer3,得到用于

特异性扩增rs2858060C/G上游引物5′-TGTGGCT-
TGGAGCATTTTTGTTG-3′;下游引物5′-CATGC-
TA-GTGAGCACCTGCTTTGA-3′。

1.4 PCR反应 miRNA基因的PCR扩增反应体系

为20μl,其中含1×GC缓冲液Ⅰ (TAKARA)2.0

μl,2.5mmolMg2+,0.2mmoldNTP,上、下游引物各

0.2μmol/L,TaqDNA聚合酶1.0U,DNA模板1μl,
余下体积用灭菌双蒸水补足。PCR产物用Qiagen公

司的HotStarTaq进行多重PCR获取,PCR产物经虾

碱酶(SAP,购自Promega)和外切酶I(EXOI,购自

Epicentre)纯化后用ABI公司的SNaPshotMultiplex
kit进行延伸反应。延伸产物用虾碱酶(SNP,购自

Promega)纯化后在ABI3130XL上样检测。SNP分型

用GeneMapper4.0软件(Appliedbiosystems公司生
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产)来分析。

1.5 统计学方法 根据测序的结果直接计算出

rs2858060位点的基因型和等位基因频率,并与 Hap-
Map数据库公布的4个人群(欧洲人群、非洲人群、日
本人群及北京人群)的多态性分型结果进行比较。基

因型和等位基因频率的比较及 Hardy-Weinberg平衡

符合程度均采用χ2 检验,以P >0.05认为达到遗传

平衡,以P<0.05认为多态性分布的差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 miR-221的基因型检测结果 miR-221基因

rs2858060 位 点 扩 增 产 物 的 大 小 为 211bp。经

ABI3130XL基因检测单核苷酸多态性(SNP)分型结

果显示rs2858060位点分别有GG、CG、CC三种基因

型。经过基因测序后得到的数据进一步证实我们所检

测到的结果(见图1)。

2.2 miR-221基因多态性在广西健康人群中的分布

 根据检测的结果直接计算 miR-221基因rs2858060

多态性位点的基因型和等位基因频率。经χ2 检验,本
次实验样本miR-221基因rs2858060的多态性分布符

合 Hardy-Weinberg遗传平衡定律,可认为已经符合

遗传平衡,具有明显的群体代表性。分型结果统计显

示,在广西人群中miR-221基因rs2858060位点以CC
基因型多见,占74.00%;C等位基因频率最高,占

81.33%。基因型和等位基因的频率分布在男女间的

差异无统计学意义(P 均>0.05),说明多态性分布与

性别无关(统计结果见表1)。

2.3 miR-221基因多态性在不同地区人群间的比较

 分别将广西人群miR-221基因rs2858060位点多态

性分布频率与人类基因组计划公布的4个人群的

SNPs分型数据进行比较,结果发现广西人群miR-221
基因rs2858060位点频率分布与其他四个地区人群的

基因多态性频率分布的差异都具有统计学意义(基因

型χ2 分别为12.708、198.214、179.586和49.799,等
位 基 因 χ2 分 别 为 20.214、306.588、126.462 和

71.606,P 均<0.001),见表2。

图1 miR-221基因rs2858060C/G测序图

注:①、②、③分别表示GG、CG和CC基因型;箭头所示基因突变点

表1 rs2858060C/G基因型和等位基因型在广西人群中的分布 (n,%)

SNP位点 性别 n
基因型分布

CC CG GG

等位基因型分布

C G

rs2858060 男性 270 203(75.19) 40(14.81) 27(10.00) 446(82.59) 94(17.41)
女性 180 130(72.22) 26(14.44) 24(13.33) 286(79.44) 74(20.56)

 注:基因型分布在男女间的比较,χ2=1.197,P=0.550;等位基因分布在男女间的比较,χ2=1.410,P=0.235

表2 不同种族及地区人群 mir-221基因rs2858060C/G多态性分布的比较

人群 n
基因型分布

CC CG GG

等位基因型分布

C G

HapMap-CEUa 120 72(60.00) 20(16.67) 28(23.33) 163(67.92) 77(32.08)

HapMap-HCBa 90 8(8.89) 12(13.33) 70(77.78) 29(16.11) 151(83.89)

HapMap-JPTa 88 12(13.64) 10(11.36) 66(75.00) 33(31.73) 71(68.27)

HapMap-YRIa 120 58(48.33) 16(13.33) 46(38.00) 132(55.00) 108(45.00)
广西人群 450 333(74.00) 66(14.67) 51(11.33) 732(81.33) 168(18.67)

 注:①a:与广西人群基因型与等位基因分布比较,P均<0.001;②HapMap-CEU:欧洲人群;HapMap-HCB:北京人群;HapMap-
JPT:日本人群;HapMap-YRI:非洲人群
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3 讨论

miRNA是一类不编码蛋白质但具有重要生物学

功能的RNA分子,现已成为潜在的肿瘤治疗的生物

标志物和分子靶点[6]。miRNA-221定位于 X染色体

p11.3区的1kb区域内,是目前已知的700多种微

RN-A之一[7],与恶性肿瘤的发生发展有着密切的联

系。近年来研究发现,miRNA-221在多种恶性肿瘤中

扮演着促癌和抑癌的角色[8]。其中,在前列腺癌、乳腺

癌、非小细胞肺癌 、肝癌中表达上调[9-12],表现为一种

促癌作用,在胶质瘤[13]中表达下调,表现为一种抑癌

作用。其发生机制可能是通过调控细胞增殖周期而参

与肿瘤的发生发展。miR-221在不同肿瘤中的差异表

达及其与肿瘤的分类、诊断和治疗的相关性,提示

miRNA-221有望成为治疗肿瘤的新靶点[14]。而 miR-
221rs2858060C/G作为miR-221的一个重要位点,可
能影响miRNA-221基因的功能,进而导致某些肿瘤的

发 生 与 发 展。 因 此,研 究 正 常 人 群 miR-221
rs2858060C/G位点多态性就显得十分重要,其研究结

果将为miRNA-221基因相关疾病的预防和治疗提供

一些前瞻性资料。
因此,我们运用DNA测序和PCR-RFLP技术检

测广西正常人群 miR-221rs2858060C/G位点基因型

和等位基因频率的分布特点。结果显示,在广西正常

人群中,miR-221rs2858060C/G位点有CC、CG、GG
三种基因型,频率分别为74.00%、14.67%、11.33%。
等位 基 因 C 型 和 G 型 的 频 率 分 别 为 81.33% 和

18.67%。基因型和等位基因的分布在性别间的差异

无统计学意义。我们将研究结果进一步与欧洲人群、
非洲人群、日本人群及北京人群多态性分型结果比较

和分析后可以得出,广西人群 miR-221rs2858060C/G
位点与这4个地区人群基因多态性的差异均有统计学

意义。出现这种差异的原因可能是自然环境的选择及

进化的结果,具有不同遗传背景的人群,对疾病的易感

性不同,也可能是疾病在不同地理环境的分布差异所

致。我国人口众多,占地面积大,地理环境的差异对人

类的影响是不可忽视的,而广西壮族自治区位于西南

地区,生活方式以及饮食习惯与欧洲人、非洲人、日本

人、北京人存在较大的差异,因而导致基因多态性的差

异,这些差异最终导致不同地区人群对疾病的易感性

不同。
总之,研究广西地区健康人群 miR-221rs2858-

060C/G遗传多态性及其分布特点,将有助于了解该人

群在这方面的医学背景,为相关疾病的预防和治疗打

下坚实的基础。同时,将其基因多态性分布与不同地

区人群比较,将为后人在miR-221rs2858060C/G基因

相关疾病的遗传学和人类学等方面提供一些前瞻性资

料。
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