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　　[摘要]　目的:探讨 Duffy血型基因多态性和结直肠癌的关系。方法:收集325例结直肠癌患者和306例健

康对照人群血样,应用 TaqMan-MGB探针实时PCR方法进行 Duffy血型的基因分型。结果:在对照组人群中,
基因型FY∗A/FY∗A 为266例(86.9%),FY∗A/FY∗B 为39例(12.7%),FY∗B/FY∗B 为1例(0.3%)。
在结直肠癌患者中,基因型FY∗A/FY∗A 为286例(88.0%),FY∗A/FY∗B 为38例(11.7%),FY∗B/FY
∗B 为1例(0.3%)。结直肠癌组和对照组比较,Duffy血型基因型频率分布差异无统计学意义(P>0.05)。在

淋巴结转移阴性的结直肠癌患者组FY∗A/FY∗B 和FY∗B/FY∗B 组合的基因型频率(16.7%)高于淋巴结

转移阳性组的基因型频率(8.6%),而FY∗A/FY∗A 的基因型频率(83.3%)要低于淋巴结转移阳性组的基因

型频率(91.4%)(P<0.05)。基因型FY∗A/FY∗A 的结直肠癌患者要比非FY∗A/FY∗A 基因型的患者发

生淋巴结转移的风险高2.137倍。结论:Duffy血型基因多态性与结直肠癌发生无关,与结直肠癌的淋巴结转移

有关。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheassociationofDuffybloodgroupgenepolymorphism withcolorectal
cancer(CRC).Method:BloodsamplesfrompatientswithCRCandcontrolgroupwerecollectedandgenotypedu-
singreal-timePCRwithTaqMan-MGBprobes.Result:ThenumbersofFY∗A/FY∗A,FY∗A/FY∗BandFY
∗B/FY∗B genotype were266(86.9%),39(12.7%)and1(0.3%)respectivelyincontrolgroupand286
(88.0%),38(11.7%)and1(0.3%)respectivelyinCRC.Therewerenosignificantdifferences(P>0.05)inthe
genotypefrequencydistributionforDuffybloodgenebetweenthepatientsandthecontrolgroups.Combinationof
FY∗A/FY∗BandFY∗B/FY∗B genotypefrequencies(16.7%)inlymphnodenegativepatientswashigher
thanthatinlymphnodepositivepatients(8.6%).However,FY∗A/FY∗A genotypefrequency(83.3%)in
lymphnodenegativepatientswaslowerthanthatinlymphnodepositivepatients(91.4%)(P<0.05).CRCpa-
tientswithFY∗A/FY∗Agenotypehadhigherlymphnodemetastasisrisk(2.137-fold)thanpatientswithoutFY
∗A/FY∗Agenotype.Conclusion:DuffybloodgroupgenepolymorphismisnotassociatedwithCRCtumorigene-
sisbutiscorrelatedwithlymphnodemetastasis.
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　　结直肠癌是一种严重影响人类健康的恶性肿

瘤。在全球范围内,男性人群结直肠癌排在恶性肿

瘤的第3位,女性人群排在第2位〔1〕。结直肠癌的

发生和发展受到外界的因素以及遗传背景的影响,
从而形成了某些易感人群或高发人群。结直肠癌

遗传易感性因素包括染色体和微卫星不稳定性以

及一些原癌基因和抑癌基因的分子突变以及单核

苷酸多态性(SNP)等〔2〕。SNP是人类基因组中最

常见的一种遗传变异,平均1000bp就会存在一个

SNP位点。目前,已证实多种基因的SNP和结直

肠癌易感性有关。
Duffy血型抗原又称Duffy抗原趋化因子受体

(Duffyantigenreceptorforchemokines,DARC),
是位于红细胞以及内皮细胞等表面的一种糖蛋白,
属于红细胞血型系统之一〔3〕。Duffy血型基因序列

的3个位点的SNP形成了4个等位基因,分别为

FY∗A、FY∗B、FY∗X 和FY∗Fy〔4〕。Duffy血

型抗原在多种肿瘤的发生及发展中发挥重要作用。
在这个研究中,我们使用 TaqMan-MGB探针实时

PCR方法检测了结直肠癌病例组和对照组 Duffy
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血型基因FY∗A 和FY∗B 的基因多态性,探讨

其与结直肠癌发生以及转移的关系。

1　资料与方法

1.1　资料

本研究收集325例在我院住院的结直肠癌患

者血样,其中男189例,女136例;年龄29~87岁。
所有患者均经手术外科治疗,并经病理学诊断为结

直肠癌,基本特征见表1。健康对照组为同期进行

健康体检并未患肿瘤者306例,其中男197例,女
109例;年龄 22~73 岁。抽取研究对象静脉全

血5mL,置于5mL的EDTA-K2 抗凝真空采血管

中用于DNA提取。
1.2　仪器及试剂

实时荧光定量 PCR 仪(ApplitedBiosystems
公司,ABIPrism® 7300型);全自动核酸提取仪

(RBCBioscience 公 司,MagCore® HF-16 型 );
MagCoreGenomicDNA WholeBlood Kit(RB-
CBioscience公司);2×TaqMan® UniversalMas-
terMixⅡ(ThermoScientific公司)。
1.3　结直肠癌的浸润深度、转移及分期

按照 美 国 癌 症 联 合 会 (AJCC)的 结 直 肠 癌

TNM 分期标准确定。
1.4　血液基因组DNA的提取

使用全自动核酸提取仪(磁珠法)提取全血

DNA。
1.5　引物和探针的设计与合成

应用 PrimerExpressv2.0 软件,设计 Taq-
Man-MGB探针实时PCR引物和探针序列(表2)。
用于FY∗A 和FY∗B 基因分型的2条探针5′端

分别用荧光基团FAM 和 VIC标记,3′端用非荧光

淬灭基团和 MGB标记。
1.6　TaqMan-MGB探针实时PCR

25μL反应体系包含2×TaqMan® Universal
MasterMixⅡ12.5μL;正、反向引物(20μmol/L)
各1.125μL;FY∗A、FY∗B 探针(20μmol/L)各
0.25μL;模板 DNA10ng。PCR 反应条件:95℃
预变性,10min;95℃变性15s,60℃退火/延伸60
s,共40个循环。
1.7　统计学分析

使用SPSS11.5软件进行数据的统计分析。
使用χ2 拟合优度检验人群 Duffy血型基因型的

Hardy-Weinberg平衡状态,确定样本的群体代表

性。使用χ2 检验方法检验病例组和对照组 Duffy
血型基 因 型 的 分 布 差 异。使 用 非 条 件 多 因 素

Logsitic回归统计方法调整年龄和性别因素的影

响,计算OR 值及其95%CI。使用 χ2 检验分析

Duffy血型基因型和结直肠癌病理特征的关系。
P<0.05为差异有统计学意义。

表1　结直肠癌患者基本特征

例数 百分比/%
年龄/岁

　≤40 20 6.2
　41~60 135 41.5
　61~80 168 51.7
　≥81 2 0.6
性别

　男 189 58.2
　女 136 41.8
部位

　结肠 138 42.5
　直肠 187 57.5
肿瘤大小

　<5cm 168 51.7
　≥5cm 157 48.3
分化程度

　低分化 42 12.9
　中分化 235 72.3
　高分化 48 14.8
浸润深度

　T1 6 1.8
　T2 18 5.5
　T3 165 50.8
　T4 136 41.8
淋巴结转移情况

　N0 138 42.5
　N1 115 35.4
　N2 72 22.2
远处转移

　M0 262 80.6
　M1 63 19.4
TNM 分期

　Ⅰ 14 4.3
　Ⅱ 112 34.5
　Ⅲ 136 41.8
　Ⅳ 63 19.4

表2　TaqMan-MGB探针实时PCR引物和探针序列

引物和探针 序列(5′~3′) 长度/mer Tm/℃ 终浓度/(μmol·L-1)
正向引物 TGTGAATGATTCCTTCCCAGATG 23 59.8 0.9
反向引物 CACTGGTGAGGATGAAGAAGGG 22 59.6 0.9
FY∗A 探针 FAM-AGACTATGGTGCCAAC-MGB 16 65.0 0.2
FY∗B 探针 VIC-AGACTATGATGCCAACC-MGB 17 66.0 0.2

　　注:加粗和下划线的碱基是多态性位点。
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2　结果

2.1　结直肠癌病例组和对照组 Duffy血型基因分

型结果的 Hardy-Weinberg平衡检验

对获得的结直肠癌病例组和对照组人群Duffy
血型基因型数据,进行 Hardy-Weinberg平衡检验。
结果表明,结直肠癌病例组和对照组 Duffy血型基

因型分布处于 Hardy-Weinberg 平衡状态 (P >
0.05),表明2组的人群数据具有群体代表性。
2.2　结直肠癌病例组和对照组 Duffy血型基因型

分布的比较

在306例对照组人群中,基因型FY∗A/FY
∗A 为266例,FY∗A/FY∗B 为39例,FY∗B/
FY∗B 为1例。在325例结直肠癌患者中,基因

型FY∗A/FY∗A 为286例,FY∗A/FY∗B 为

38例,FY∗B/FY∗B 为1例。基因型FY∗A/
FY∗A 个体患有结直肠癌的风险比非FY∗A/
FY∗A 基因型个体高1.103倍(OR=1.103,95%

CI=0.688~1.767),经χ2 检验分析差异有无统计

学意义,见表3。为避免年龄和性别因素对结果的

影响,使用多因素Logistic回归分析将年龄和性别

因素进行调整后进行分析。如表4所示,虽然OR
值增加到1.709,但仍差异无统计学意义。尚未发

现Duffy血型基因型与结直肠癌的发生有关。
2.3　Duffy血型基因型和结直肠癌患者的病理特

征的关系

Duffy血型基因型与结直肠病理特征的相关

性 见 表 5。Duffy 血 型 的 基 因 型 与 淋 巴 结 转

移(P=0.026)、TNM 分期(P=0.039)有显著性

关联,但是与年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位、分化

程度、浸润深度以及远处转移等没有显著性关联

(P>0.05)。基因型FY∗A/FY∗A 的结直肠癌

患者要比非FY∗A/FY∗A 基因型的患者发生淋

巴结转移的风险高2.137倍(OR=2.137,95%CI
1.082~4.221,P<0.05)。

表3　2组Duffy血型基因型分布的比较 例(%)

基因型 结直肠癌组 对照组 OR 95%CI χ2 P
FY∗A/FY∗A 286(88.0) 266(86.9) 1.103 0.688~1.767 0.165 0.684
FY∗A/FY∗B+FY∗B/FY∗B 39(12.0) 40(13.1) 1.000

表42组Duffy血型基因型的多因素Logistic回归分析

基因型 OR 95%CI P
FY∗A/FY∗A 1.7090.993~2.9420.053

FY∗A/FY∗B+FY∗
B/FY∗B

1.000

3　讨论

结直肠癌的发生、发展受多种因素影响。目前

已明确的结直肠癌的风险因子包括年龄、性别、种
族、克隆氏病、炎症性肠病、肠息肉或结直肠癌家族

史、低纤维及高脂饮食、吸烟、酒精、缺乏运动、肥
胖、糖尿病、遗传综合症以及放疗等〔2〕。 结直肠癌

患者中大约75%患者是散发病例,没有明显的证

据表明和遗传有关,但其余的25%患者具有结直

肠癌的家族史,这部分患者或者因为共同暴露于某

种致癌因素或是由于与遗传有关〔2〕。小于5%的

结直肠癌患者归咎于家族性癌症综合征,如家族性

腺瘤性息肉病及遗传性非息肉病性结直肠癌。结

直肠癌的发生是一个多基因参与、多阶段的过程,
包括原癌基因的突变活化、抑癌基因的失活等。结

直肠癌遗传易感性因素除了染色体和微卫星不稳

定性,还包括一些原癌基因和抑癌基因的分子突变

和 SNP。基 因 的 分 子 突 变 包 括 P53、KRAS、
BRAF、APC、b-Catenin、SMAD4和 AXIN 等基

因〔2〕。SNP包括TP53、MTHFR NQO1CYP2E

等与结直肠癌有关〔2〕。

Duffy血型基因序列中存在着多个SNP,比较

重要的SNP位点包括rs2814778和rs12075。SNP
位点rs2814778产生的等位基因FY∗Fy 使 GA-
TA-1红细胞转录因子无法结合到该启动子上,导
致红细胞无法表达Fyb抗原蛋白,但不影响其他组

织如内皮组织 Duffy抗原的表达〔4〕。FY∗Fy 等

位基因在非洲黑种人中比较常见,但是在高加索人

和其他人种中很少携带该等位基因〔5〕。SNP位点

rs12075形成的FY∗A、FY∗B 等位基因可引起

氨基酸的改变(Gly42Asp),其与血型抗原 Fya和

Fyb有关〔4〕。
本研究中,我们使用 TaqMan-MGB探针实时

PCR对结直肠癌病例组和对照组的人群进行 Duf-
fy血型基因分型。我们首先对 Duffy血型基因分

型结果进行 Hardy-Weinberg平衡检验。结果表

明,病例组和对照组均处于 Hardy-Weinberg平衡

状态,因此,本研究的人群具有代表性。对照组和

病例组比较结果表明,虽然在结直肠癌病例组中

FY∗A/FY∗A 基因型频率高于对照组,非FY∗
A/FY∗A 基因型频率要低于对照组,但是经统计

学分析,未发现有统计学意义。为了避免年龄和性

别对结果的影响,我们使用了多因素Logistic回归

分析调整年龄和性别影响因素,但仍然未发现有统

计学意义。因此,认为 Duffy血型的rs12075位点
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的基因多态性与结直肠癌发生无关。

表5Duffy血型基因型和结直肠癌患者病理特征

例(%)

基因型

FY∗A/

FY∗A

FY∗A/

FY∗B+
FY∗B/

FY∗B

χ2 P

年龄/岁

　≤60 124(91.2)　12(8.8) 2.235 0.135
　>60 162(85.7) 27(14.3)

性别

　男 168(88.9) 21(11.1) 0.338 0.561
　女 118(86.8) 18(13.2)

部位

　结肠 125(90.6) 13(9.4) 1.511 0.219
　直肠 161(86.1) 26(13.9)

肿瘤大小

　<5cm 148(88.1) 20(11.9) 0.003 0.956
　≥5cm 138(87.9) 19(12.1)

分化程度

　低分化 36(85.7) 6(14.3) 1.160 0.447
　中分化 210(89.4) 25(10.6)

　高分化 40(83.3) 8(16.7)

浸润深度

　T1+T2+T3 164(86.8) 25(13.2) 0.664 0.422
　T4 122(89.7) 14(10.3)

淋巴结转移状态

　N0 115(83.3) 23(16.7) 4.946 0.026
　N1+N2 171(91.4) 16(8.6)

远处转移

　M0 230(87.8) 32(12.2) 0.058 0.809
　M1 56(88.9) 7(11.1)

TNM 分期

　Ⅰ+Ⅱ 105(83.3) 21(16.7) 4.244 0.039
　Ⅲ+Ⅳ 181(91.0) 18(9.0)

进一步分析了Duffy血型FY∗A、FY∗B 基

因多态性与病理特征的关联。结果表明,Duffy血

型的FY∗A、FY∗B 的基因多态性与患者年龄、
性别、肿瘤大小、肿瘤部位、分化程度、浸润深度以

及远处转移等均无关,而与淋巴结转移、TNM 分期

有显著性关联。这提示 Duffy血型FY∗A、FY∗
B 的基因多态性能影响结直肠癌的淋巴结转移,其
中基因型FY∗A/FY∗A 患者相对于非FY∗A/
FY∗A 患者更易发生淋巴结转移。Yang等〔6〕的

研究发现Duffy血型基因多态性与乳腺癌淋巴结

转移有关与笔者研究结果相似。那么 Duffy血型

FY∗A、FY∗B 的基因多态性是如何影响结直肠

癌的淋巴结转移呢? 目前,在乳腺癌、非小细胞肺

癌、喉鳞状细胞癌、胃癌、宫颈鳞状细胞癌以及前列

腺癌的一系列研究表明,Duffy血型抑制肿瘤的机

制是Duffy血型抗原发挥趋化因子受体作用清除

微环境中促进肿瘤生长与转移的趋化因子,降低肿

瘤微血管密度,进而抑制肿瘤生长与转移〔3,6-13〕。
最近,Schnabel等〔14〕对来自3个人群的样本进行

全基因组关联分析。研究结果表明,Duffy血型的

基因多态性和其配体趋化因子 CCL2的血清浓度

高度相关。基于上述研究,可以推测 Duffy血型基

因多态性影响结直肠癌的淋巴结转移是和其影响

其编码蛋白的清除趋化因子的能力有关。Mangal-
murti等〔15〕研究了红细胞在储存期间趋化因子清

除功能的变化,发现红细胞在储存期间趋化因子清

除功能是随着储存时间的延长而降低。他们认为

在储存过程中红细胞 Duffy血型抗原结构受损是

引起红细胞趋化因子清除功能下降的主要原因。
因此,不同Duffy血型基因型的红细胞的趋化因子

清除功能的不同可能与FY∗A、FY∗B 等位基因

所引起Duffy抗原的趋化因子结合区域的结构改

变有关。
Duffy血型抗原除了表达在红细胞表面,还表

达在内皮细胞等。最 近 的 研 究 发 现,血 管 内 皮

Duffy血型抗原通过和肿瘤细胞的上的 KAI1分子

相互作用,将肿瘤细胞吸附到内皮细胞上,而 KAI1
和Duffy血型抗原的交互作用能抑制肿瘤的增殖

和转移,并且通过 TBX2的下调和p21的上调而诱

导肿瘤的衰老〔16〕。King等〔17〕研究发现,Duffy血

型基因多态性影响其与疟原虫 Duffy结合蛋白的

结合能力。内皮细胞上 Duffy血型的基因多态性

或许也能影响其与肿瘤细胞上的 KAI1蛋白的结

合能力。最近的研究还发现,Duffy血型抗原通过

抑制人胰腺导管腺癌中的 CXCR2信号传导来抑

制肿瘤进展〔18〕。因此,Duffy血型基因多态性也许

通过多种机制影响结直肠癌的转移。
综上所述,本研究表明,Duffy血型基因多态

性与结直肠癌的发生无关,而与结直肠癌的淋巴结

转移有关。
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