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摘要：目的探讨接受芳香化酶抑制剂(AIs)治疗的乳腺癌患者ERd基因rs9340799、rs2234693位点单核苷酸多态性(SNPs)

与AIs所致骨代谢异常的相关性。方法 随机选取160名接受AIs治疗的乳腺癌术后患者，排除影响骨代谢的疾病，提取全

基因组DNA并进行PCR扩增，对rs9340799、rs2234693位点进行单向测序；用双能x线吸收法测定腰椎(Ll_4)骨密度

(BMD)。结果 ERd基因rs9340799位点各基因型受试者的腰椎BMD存在显著性差异(P<0．01)，A／A型高于A／G型及G／

G型(P<0．01)；rs2234693位点各基因型间的腰椎BMD亦存在显著性差异(P<0．01)，T／T型、C／T型均高于C／C型(P<

0．01)。去除绝经年数的影响，两位点各基因型受试者间腰椎BMD的差异仍具有统计学意义(P<O．01)。根据接受AIs治疗

时间分层分析，两位点SNPs与服药1年内受试者的腰椎BMD相关(P<O．叭)，在服药1年及以上的受试者中，rs9340799位点

SNP与腰椎BMD相关(P<0．05)。结论 ERd基因rs9340799、rs2234693位点sNPs与接受AIs治疗的乳腺癌患者的腰椎

BMD存在显著性关联。与纯合基因型A／A型、T／T型相比，杂合基因型A／G型、c／T型及纯合基因型G／G型、c／c型更具有

发生骨代谢异常的可能。

关键词：ERd基因；单核苷酸多态性；乳腺肿瘤；芳香化酶抑制剂；骨质疏松；骨密度；骨代谢
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近年来，针对绝经后乳腺癌患者内分泌治疗的

研究取得了丰硕的成果，普遍认为芳香化酶抑制剂

(aromatase inhibitors，AIs)可作为替代或序贯他莫昔

芬(Tamoxifen，TAM)的标准治疗。ATAc。“、BIGl—

98。“、TEAM。3‘等国际多中心临床研究，通过不同时

间的随访，证实阿那曲唑、来曲唑、依西美坦用于绝

经后乳腺癌的起始内分泌治疗，无病生存率(disease

free survival，DFs)、总生存率(overall survival，0S)均

优于TAM，复发、远处转移的风险有所降低。

ABCsG。41、IES。5。等大型临床研究则发现，TAM序贯

AIs治疗的无复发生存率(recurrence-free survival，

RFs)较维持5年TAM治疗更高。2014年ASCO年

会报道了一项包括36889例绝经后乳腺癌患者的

Meta分析，无论是持续或序贯AIs治疗，在防治乳腺

癌复发转移及死亡方面均优于TAM单药治疗5年

甚至10年，持续AIs治疗的复发率略低于TAM序

贯AIs治疗’0。。

然而，AIs治疗在提高乳腺癌生存率的同时，所

引起的骨代谢异常也影响了患者治疗的依从性和生

活质量。国内外研究均证实雌激素受体(estrogen

receptor，ER)．0【基因多态性与绝经后女性骨质疏松

状况密切相关，对骨折发生风险具有一定的预测作

用。对于中国绝经后女性，rs9340799、rs2234693位

点单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism，

sNP)与骨密度(bone mineral density，BMD)降低及

骨折风险相关，但关于AIs引起的骨代谢异常与

ER仪基因多态性的关系尚无研究涉及。因此，本研

究旨在探究ER0【基因SNPs与乳腺癌AIs治疗所致

骨代谢异常的相关性。

1资料与方法

1．1研究对象

所有病例来自于2015年6月．2016年3月至上

海中医药大学附属龙华医院门诊或住院治疗的乳腺

癌术后患者，共160例。

纳人标准：长期居住在长三角地区，年龄45～

80岁；经病理及免疫组织化学诊断为乳腺癌；已接

受芳香化酶抑制剂(来曲唑、阿那曲唑、依西美坦)

治疗满1个月；完成知情同意及相关告知。

排除标准：影响骨代谢的疾病(如库欣综合征、

甲状腺功能亢进症、风湿或类风湿性关节炎等)；研

究前应用类固醇类激素或抗惊厥药物>6个月或6

个月内曾使用激素替代治疗；45岁前行子宫、卵巢

切除术。
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1．2试验方法

1．2．1 骨密度测定：采用双能x线吸收法测量腰

椎(Ll_4)BMD(生产公司：HOLOGIC，型号：

QDR4500)，按照常规腰椎检测条件及体位，并对年

龄、体重指数(body mass index，BMI)等影响BMD的

因素进行修正。每日开机后均用模体校正，错误率

为0．5％，常年错误率<1％。

1．2．2 ERd基因多态性检测：所有受试者抽取外

周静脉血500¨L置于EDTA抗凝管中，4℃保存待

检测，采用DNA提取试剂盒统一提取DNA。对目

标片段进行PCR扩增，PCR反应体系为50仙L，其中

基因组DNA模板1斗L，巢式引物Fi 1¨L，巢式引物

Ri 1斗L，dNTP混合物(10 mm01／L)1斗L，Taq反应

缓冲液5¨L，Mgcl：(25 mm01／L)5斗L，Taq酶(5 U／

斗L)0．5斗L，水35．5斗L。引物由生工(上海)生物

工程有限公司合成，rs9340799．F5’TTG，rrr

ATTTTTTTGACACATGTTCT 3’． rs9340799一R 5’

AAAATGACAAAATG AAATTAGCTG 3 7．rs223 4693-

F 5’ATCCAGGGTTATGTGGCAAT 3’．rs2234 693-R

5’CTAATAGACTTAATGTTTTTGCAGG 3
7。 PCR反

应体系首先在95℃预变性3 min，然后进行35个循

环扩增(每个循环包括94cc变性30 s、55℃～60℃

退火35 s、72℃延伸40～50 s)，循环完毕后进行

72℃修复延伸5～8 min。产物于1％琼脂糖电泳

(150 V、100 mA)20 min电泳观察，见图1。PCR产

物送于生工(上海)生物工程有限公司进行单向测

定，测序仪型号为3730XL(美国ABI)，结果使用

Chromas软件分析，见图2。

图1 ERd基因PCR产物琼脂糖电泳观察图

Fig．1 0bseIvation of ERd gene PCR pmducts by

agarose electrophoresis

1．3统计分析

用基因计数法分别统计各位点基因型和等位基

因频率，经Hardy—weinberg基因平衡检验。使用

SPSSl8．0软件进行统计分析。计量资料组间比较

采用方差分析(ANOVA)，两两比较采用￡检验；计
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图2 ERd基因rs9340799、rs2234693位点测序图

Fig．2 Locus sequencing of ERd gene rs9340799 and rs2234693

数资料组间比较用，检验。所有统计检验均采用
双侧检验，检验水准0【=0．05，P<0．05差异具有统

计学意义。

2 结果

2．1临床资料分析

160名乳腺癌术后接受AIs内分泌治疗的患者

参加了本研究，排除／失访0例；所有受试者年龄为

(60．87±7．18)岁，绝经年数为(9．08±5．99)年，接

受AIs治疗0—6．5年，服用AIs时间<1年、1～2

年、2～3年、3～4年、4年以上的分别有64例、45

例、21例、22例及8例。其中左侧乳腺癌80例，右

侧乳腺癌77例，双侧乳腺癌3例；病理诊断为浸润

性导管癌的131例，导管原位癌13例，浸润性导管

癌伴高级别导管原位癌9例，浸润性小叶癌4例，粘

液腺癌3例；术后经过化疗及放疗者75例，仅经过

化疗者62例，未经化疗及放疗者23例；口服来曲

唑、阿那曲唑、依西美坦的分别有65例、51例、44

例。各基因型组临床资料基线均衡，P>o．05。

2．2 ERd rs9340799、rs2234693位点基因型及等位

基因分布

经Hardy—weinberg基因平衡检验及基因型分

析，ERd基因rs9340799位点存在A／A、A／G、G／G 3

种基因型(测序峰图见图2)，其中A／A型88例，A／

G型55例，G／G型17例，A、G等位基因分布频率分

另0为72％、28％，z2=2．97，P>0．05。rs2234693位

点存在c／C、c／T、T／T 3种基因型，分别为26例、75

例、59例，C等位基因分布频率为40％，T等位基因

分布频率为60％，疋2=0．19，P>O．05，样本具有群

体代表性。

2．3 ER仪基因rs9340799、rs2234693位点SNPs与

BMD的关系

对ER0l基因rs9340799位点各基因型乳腺癌患

者的腰椎(L1_4)BMD进行统计分析，结果如表1，

该位点各基因型受试者间腰椎BMD存在显著性差

异(P<0．01)。A／A型组腰椎BMD高于A／G型组

及G／G型组(P<0．01)，携带G等位基因(A／G型、

G／G型)与腰椎骨量降低有较大关联。对

rs2234693位点SNP与腰椎BMD的关系分析显示，

该位点各基因型受试者间BMD亦存在显著差异(P

<0．01)。3种基因型组间比较，腰椎BMD的差异

均具有统计学意义，T／T型、C／T型组腰椎BMD均

高于C／C型组(P<0．01)。

表l ERd基因SNPs与腰椎BMD的关系

Table l The relationships between SNPs of ERd gene and BMD

A／A 88 O．953土0．141

rs9340799 A／G 55 0．875±0．141 <0．01 0．002 <0．01 0．001

G／G 17 0．741士0．143

C／C 26 O．803±0．162

rs2234693 C／T 75 O．904±0．143 <0．01 0．004 <0．Ol O．086

T／T 59 0．948土O．150

注：．p8表示rs9340799位点A／A型与A／G型、rs2234693位点c／c型与c／T型组问比较；P6表示rs9340799位点A／A型与G／G型、

rs2234693位点c／c型与T／T型组间比较；∥表示rs9340799位点A／G型与G／G型、rs2234693位点c／T型与T／T型组间比较。

进而将全部受试者分为绝经10年以下 (n=95)、绝经10年及以上(n=65)两组，以去除绝
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经年数对于BMD的影响。分别对各绝经年数段受

试者的腰椎BMD及ERd基因sNPs的关系进行分

析，结果表明两位点各基因型间BMD仍存在显著差

异(P<0．01)，见表2。rs9340799、rs2234693位点
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纯合基因型A／A型、T／T型乳腺癌患者的腰椎BMD

高于含G、C等位基因的杂合及纯合基因型，说明携

带A及T等位基因对BMD的维持具有一定的

优势。

表2 ERq基因SNPs与不同绝经年数段腰椎BMD的关系

Table 2 The relationships between SNPs of ER0【gene and BMD according to menopausal years

根据接受AIs治疗时间将受试者分为服药1年

以下(凡=64)、1年及以上(n=96)两组，分别分析

各服药时间段受试者的腰椎BMD与ER仅基因

SNPs的关系。如表3，在接受AIs治疗1年以内的

受试者中，腰椎BMD与rs9340799、rs2234693位点

sNPs存在显著性关联，含G、c等位基因的受试者

的腰椎BMD低于纯合基因型A／A、T／T型(P<

0．01)；在服药1年及以上的受试者中，rs9340799位

点SNP与腰椎BMD相关(P<0．05)。

表3 ER饯基因SNPs与不同服药年数腰椎BMD的关系

Table 3 The relationships between SNPs of ER0【gene and BMD according to years of taking AIs

3 讨论

3．1乳腺癌AIs治疗所致的骨代谢异常

乳腺癌内分泌治疗是通过阻断雌激素合成、降

低雌激素水平以及全部或部分阻断ER活性等方

法，来改变激素依赖性肿瘤生长所需的内分泌环

境’71。绝经后女性雌激素大部分来源于外周组织

的芳香化酶，AIs通过抑制芳香化酶活性以降低循

环中的雌激素水平，从而抑制雌激素对肿瘤生长的

促进作用。但是，雌激素也是人体内重要的调节骨

代谢的激素之一¨J，AIs的作用降低了体内雌激素

水平，破坏了骨吸收和骨形成间的动态平衡，导致严

重的高转换型骨代谢异常。因此，接受AIs治疗的

乳腺癌患者BMD降低的发生率及速率高于健康绝

经后女性，称为AIs相关性骨丢失(arolmtase

inhibitor-associated bone loss，AIBL)。口服阿习B曲唑

1、2、5年后腰椎BMD分别降低2．3％、4．0％及

6．1％，髋部BMD分别降低1．4％、3．9％及7．2％；

口服来曲唑l、2年后，腰椎BMD分别降低3．3％、

5．3％，髋部BMD分别降低1．4％、3．6％；服用依西

美坦6个月、24个月后，腰椎BMD分别降低1．7％、

1．0％，髋部BMD分别降低1．4％、0．8％一。。

ATAC¨1、IES”1等临床试验的间接结果也显示，阿

那曲唑组腰椎BMD大约每年下降2％～4％。Meta

分析显示，使用5年阿那曲唑，腰椎和髋部BMD分

别降低6．1％、7．2％，使用2年来曲唑，两部位BMD

分别降低5．3％、3．6％，使用2年依西美坦治疗后，

两部位BMD分别降低4．0％、2．0％¨⋯。

3．2 ERd基因多态性与骨代谢异常的相关性研究

并不是所有接受AIs治疗的乳腺癌患者均会发
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生骨代谢异常，即使出现了骨代谢异常，在使用AIs

相同时间的情况下，BMD降低的程度也存在巨大差

异。除了个体后天获得骨量的差异(如体育锻炼、

饮食中钙含量等环境因素的影响)，近年来，遗传因

素越来越受到重视，成为研究的重点。一种基因决

定一种性状，而基因多态性使得同类基因对同一种

信号的反应存在程度上的差异。

雌激素主要通过与ER仅受体结合发挥作用，

ER仅基因多态性可以改变ER的表达水平及功能，

从而影响雌激素的生物学效应。ER仅基因位于

6q25．1，由8个外显子和7个内含子组成，其第一内

含子中有增强子和启动子等非常重要的基因调节序

列，它的突变就有可能引起ER仅在表达与功能上产

生差异。因此，目前与骨代谢异常有关的ER仅基因

多态性的研究主要集中在其第一内含子上两个SNP

位点rs9340799(即xbaI A351G)、rs2234693(即

PvuII T397C)。

针对不同国家及地区的不同人种进行的研究，

结果不尽一致。对于中国绝经后女性的研究，由于

地区的差异，结果也略有差异。汪曾荣⋯o对广东地

区120名60～76岁老年健康女性的研究发现，PvuII

限制性内切酶片段多态性(restriction fragment length

p01ymorphism，RFLP)PP基因型女性的大转子与

Ward’s三角处的BMD明显大于Pp及pp基因型女

性，说明P等位基因对于老年女性BMD的维持有一

定作用；而xbaI．RFLP与老年女性股骨颈、大转子与

ward’s三角的BMD均无显著关联。在上海绝经后

妇女中，xbaI．RFLP与股骨干BMD相关，xx组股骨

干BMD明显低于xx组。1“。wang'1副对涉及16个

研究，包括4297例中国女性的研究资料进行了

Meta分析，发现中国女性PvuII—RFLP与股骨颈

BMD有弱相关性，xbaI．RFLP与股骨颈和腰椎BMD

均无显著相关性。在其它国家及地区，与之结果相

似的是对于土耳其绝经后妇女的研究，p等位基因

携带者BMD低于P等位基因携带者，xbaI．RFLP与

各部位BMD无明确相关性¨“。但在日本绝经后妇

女中，PPxx基因型携带者BMD明显低于其他人

群¨5|。除以上两个位点外，Tranah等¨钊在6752名

绝经后白人女性中发现rsl801132位点sNP增加椎

体骨折风险。Luo等Ⅲ3检测1753名中国绝经后女

性的腰椎(L24)、股骨颈、髋关节BMD及骨代谢生

化指标，发现rsl999805位点(A／G)、rs6929137位

点(A／G)与发生骨折的风险相关，rs4870044位点

(C／T)c／c基因型女性髋部BMD较低。

3．3 ER0【单核苷酸多态性与AIs所致骨代谢异常

的关系

虽然国内外研究均表明ERd基因多态性与绝

经后女性BMD改变及骨折风险相关，但研究对象主

要集中于自然雌激素降低(自然绝经)的人群。本

研究探索ERd基因rs9340799、rs2234693位点SNPs

与AIs治疗相关性骨代谢异常有无关联，将目标人

群限定为长期居住在长三角地区的无亲缘关系的乳

腺癌患者，以去除因人种、地区差异引起的基因改

变。采用单向测序法检测的ERd基因rs9340799、

rs2234693位点各基因型及等位基因分布频率与近

年的文献报道相似(包括患乳腺癌人群、绝经后骨

质疏松人群及正常人群)，表明该基因SNPs在中国

东南部女性人群中的分布可能无明显差异¨引。

本研究分析了ER仅基因rs9340799、rs2234693

位点各基因型与腰椎BMD的关系，结果显示两位点

SNPs与AIs导致的BMD降低确存在关联，一定程

度上起到预判断AIBL的作用。进一步去除绝经年

数的影响后发现，不论是绝经10年以下或是绝经

10年及以上乳腺癌患者中，rs9340799位点A／A型

组腰椎BMD均高于A／G型、G／G型组，表明携带A

等位基因可能是维持骨量的保护因素，而G等位携

带者有更高的发生骨质疏松的风险。rs2234693位

点T／T型、c／T型受试者的腰椎BMD明显高于c／c

型者，说明T等位基因可能对于腰椎骨量有一定的

维持作用，而C等位携带者有更高的发生BMD降

低的概率。在去除了接受AIs治疗时间的影响后，

在服药1‘年以内的受试者中发现腰椎BMD与

rs9340799、rs2234693位点SNPs均存在显著性关

联，与在所有受试者中的表现相同，纯合基因型A／

A型、T／T型组BMD高于含G、c等位基因组，在服

药1年及以上的受试者中，仅发现rs9340799位点

SNP与腰椎BMD相关。ER仅基因rs9340799、

rs2234693位点SNPs对腰椎BMD的影响可能与接

受AIs治疗的时间有关，但尚需进一步研究证实。

综上所述，绝经后乳腺癌的内分泌治疗是通过

抑制芳香化酶的功能，本研究发现AIs治疗引起雌

激素水平降低而导致的骨代谢异常可能与特殊的基

因型相关，rs9340799、rs2234693位点SNPs与AIs所

致的骨代谢异常存在关联。含G、C等位基因的女

性可能更易发生AIBL。因此，对特殊基因型女性，

在使用长期的AIs治疗时，应进行更密切的观察及

检测以及时发现骨丢失，采取有效地预防及治疗，或

可缓解伴随骨代谢异常所产生的全身骨关节疼痛，
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