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$摘 要% 背景与目的!转化生长因子 !%@*+$&-(*K#$E E*(U@" -+/@(* !!HVI!$信号
通路通过控制细胞增殖和分化而在肿瘤的发生发展中发挥重要作用!HWI!8 血浆
水平及其"类受体的表达水平与肿瘤发生密切相关’ 本研究拟探讨中国华东宜兴
地区汉族人群 HWI!8 基因 HWIG8 .F4;<H 和 HWIG8 X%)8;S*( 及其"类受体基因
HWIGY0 WF524Z 单核苷酸多态与胃癌遗传易感性的关系’ 方法!本研究为病例对
照研究’ 选取宜兴胃癌高发区组织学确诊的胃腺癌患者 043 例及年龄和性别频数
匹配的对照健康体检人群 =;= 例 ! 以引物错配限制分析 S.Y">*#K%*F#$@*(?)/%?
*%&@*#/@#($ +$+,P&#&FS.Y!S[YZFS.Y$ 方法进行 HWIG8 .F4;<H(HWIG8 X%)8;S*( 及
HWIGY0 WF524Z 多态性检测!应用多元 X(E#&@#/ 分析方法计算比值比"(??& *+@#(!
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周 炎!等! "#$%& 和 "’$()* 基因多态与胃癌遗传易感性的关系

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一!*++, 年我国
约有 -+万的胃癌新发病例和 .+万死亡病例! 发病
率和死亡率居全部恶性肿瘤的第三位"/#$胃癌的形成
是由于环境危险因素和个体遗传因素交互作用的结

果!经典流行病学研究证明!幽门螺杆菌%!"#0&感染’
进食盐腌食品’饮酒’吸烟等因素被认为是与胃癌
发生有关的主要危险因素"1#!很多人接触相同的致癌
危险因素!但仅有少数人最终发生胃癌!说明不同个
体的反应存在易感性$ 最近研究表明!转化生长因
子 !%234567839:5; ;38<2= 74>283 !!"’$!&信号通路
在包括胃癌在内的多种肿瘤发生发展中发挥重要

作用!该通路已成为肿瘤研究的热点之一 ".#$
"’$! 信号通路在肿瘤的发生发展中发挥双重

作用 ".#!在正常细胞及早期肿瘤!"’$! 通过调控细
胞周期’抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡抑制肿瘤的
形成(而对进展期肿瘤!则通过免疫抑制 ?逃逸’增
加血管生成以及增加肿瘤细胞与胞外基质的相互

作用促进肿瘤的侵袭和转移$"’$(& 和 "’$()1 是
该通路的核心基因 ! 二者的遗传变异被证明与
"’$! 信号的强弱和能否正常下传密切相关! 参与
包括胃癌在内的多种肿瘤的发生发展 ".!@#$ "’$(&
基因多态可能与肿瘤的遗传易感性相关 "@AB#$ 本研
究拟通过病例A对照研究探讨 "’$%C 和 "’$()*
基因多态与胃癌遗传易感性的关系$

! 资料与方法

!"! 研究对象
原发性胃癌患者 *DE 例!均为江苏宜兴地区汉

族人!*++F 年 C 月至 *G+, 年 H 月在宜兴市人民医
院普外科或肿瘤科就诊$所有患者均经组织病理学
确诊! 术前未经放疗和化疗$ 无肿瘤病史和体征的
F+F 例正常对照随机选自健康体检的汉族人群!按
性别和年龄%I, 岁&与病例频数配对$ 所有对象均
签署知情同意书! 空腹采集 , 9J 静脉血!KL"M 抗
凝!收集血液标本的同时! 采用流行病学调查表询
问并记录每个研究对象详细的人口学资料’生活方
式和生活习惯%包括吸烟状况和饮酒状况等&等$
!"# 一般特征
病例组和对照组患者在性别与年龄方面均衡可

比%表 /&!胃癌患者吸烟人数比例显著高于对照组
%D*0GN O60 -G0PN!#QG0GGH&!胃癌患者中饮酒的患者
所占比例为 FR0HN!高于对照组的 F/0-N%#QG0GHG&$

!"$ %&’()%*’ 法进行 +,-.! 和 +,-.’# 多态
性的基因分型

应用引物错配限制分析 ST)%U3:9V3W:5238XY>VX
3V623:>2:85 454JZ6:6WST)! S[)\WST)&方法 "] #分析

"’$(C 基因启动子区域 TWD+]"%36CB++-E]&’第一
外显子 ^VYCGS38%36C]B*G_F&多态以及 "’$()* 启
动子区域 ’WB_DM%36FGB_-ED&多态$ 扩增含有 TW
DG]" 多态位点的 L‘M 片段时!我们在多态位点下
游 * 个碱基处通过引物引入了一个错配的 " 来代
替原来的 ’!以便产生一个 $%&"内切酶识别位点$
引物为 "’$(CWDG]$!Da W’"T ’TM ’’’ "’" "’M
’"’ MTM’WFa和 "’$(CWD+b)!Da WM’’ ’’’ TMM
TM’ ’MT MTT ""MWFa ! 由 英 骏 生 物 公 司

c)&及其 ]Dd可信区间%>857:XV5>V :52V3O4J!T[&!以评估不同
基因型与胃癌发病风险的关系 $ 结果 !"’$(/ TWDGb" 和
"’$(/ ^VY/GS38 多态呈高度连锁不平衡%LeQG0BE&!与携带
野生纯合基因型%WDGbTT 和 /G ^VY f ^VY&个体相比!携带突
变基因型%WDGbT" f "" 和 /G ^VY f S38 或 S38 f S38&的个体患胃
癌风险分别显著下降 -bd %校正 c)QG0D/!bDdT[QG0FEg
G0_-&和 F-d%校正 c)QG0EE!bDd T[QG0-DgG0bR&$ "’$(C TW
DGb" 和 "’$()* ’WR_DM两位点突变位点个数与胃癌危险性
的降低呈显著的剂量W反应关系%#*QCD0_G!# h G0GGC&!即随着
突变位点个数的增加!患胃癌的危险性显著下降$ 进一步的
分层分析显示! 这一保护效应在年龄!EG 岁者 %校正 c)Q
G0-*!bDdT[QG0*FgG0_b&和非饮酒者%校正 c)QG0-D!bDdT[Q
G0*_gG0_-&中更为明显$结论!"’$(C 和 "’$()* 基因多态改
变可能与中国华东宜兴地区汉族人群胃癌遗传易感性相关$
关键词!胃肿瘤( "’$(C( "’$()*(单核苷酸多态性(遗传易
感性
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!!"#$%&’()""合成#!"# 酶套装购自上海申能博彩生
物科技有限公司扩增片段 *+, -.# 使用 /0 1234
+55 型 637 扩增仪#反应体系 +5 !8$含有大约 95
"( 基因组 :;<#*+=9 .>’8 各种引物 #5=* >>’8 ? @
各种单核苷酸#*A13B 缓冲液!95 >>’8 ? @ C38#*5
>>’8 ? @ D&EF G38 和 5H*I D&E%’" J4*55"# *=K >>’8 L
@ /(38+和 *=5 M !"# 酶%& 反应退火温度为 NOP& 取
扩增产物 9 !8#$%&" ,M !;)Q R"(8S"T UE’@S-F#
MV<"#配套缓冲液 * !8#加 TTG+W 至 *5 !8#,XY消
化 N Z& ,I琼脂糖凝胶 K5 [ 电泳 *55 >E" 检测酶
切结果&野生基因型 33 无酶切位点#杂合子 3D 产
生 *+, -.’*5* -. 和 ++ -. , 个片段#而突变型 DD
酶切后产生 *5* -. 和 ++ -. + 个片段 !见图 *<"&
同理# 在扩增含有 D\]U* @)^*51&’ 和 D\]UB+ \4
KX9< 多态位点的 :;< 片段时#分别在多态性位点
的上游 , -. 和上游 + -. 处通过引物引入错配的 <
和 \ 来代替原来的 D 和 <# 以便产生 ’()"和 *+"
#内切酶识别位点& 所用引物为 D\]U* *5](9_4
3D3 3\\ \3D \3\ \3D \3< \34,‘#D\]U* *57(
9‘ 4\\3 3D3 \<D \3\ 3DD 33\ 3DD 3<4,‘ )
D\]U7+4KX9](9‘ 4\3< <\< <<\ \<< <DD D\<
<<\ DDD \D4,‘#D\]U7+4KX97(9‘4 D3< 33D \<<
D\3 DD\ D\3 DDD D4,‘& 反应体系与前述相似#所
用退火温度为 N5Y和 9NY& 产物分别为 *,N -.和
*+O -.#’()"和 *+"#!;)Q R"(8S"T UE’@S-F#Ma<"
,XY消化 N Z& D\]U* @)^*51&’ 野生基因型 @)^ ?
@)^ 产生 **b -. 和 *X -. 两个片段) 杂合子 @)^ ?
1&’ 产生 *,N -.’**b -. 和 *X -. , 个片段#而突变
型 1&’ ? 1&’ 无酶切位点!见图 *U"&D\]U7+ \4KX9<
野生基因型 \\ 无酶切位点# 杂合子 \< 产生 *+O
-.’bb -. 和 +9 -. , 个片段#而突变型 << 酶切后
产生 bb -. 和 +9 -. + 个片段!见图 *3"&对于基因
分型结果#我们随机挑选三种不同带型的标本通过
直接测序的方法予以确认!见图 +"& 此外#随机重
复了约 *5I的样本#都获得了 *55I的一致结果&
!"# 统计分析
以 $+检验比较人口学特征’ 吸烟和饮酒状况

以及各基因型在两组中分布的差异&单因素和多因
素 @’(EF%Ec 回归计算比值比 !’TTF &S%E’#W7" 及其
b9I可信区限 !c’"dET)"c) E"%)&#S8#3e"表示相对风
险度& 所有的统计检验均为双侧概率检验& 吸烟的
定义为(凡每天至少吸烟 * 次#且持续 * 年以上者&
饮酒的定义为(凡每周至少饮酒 , 次#且持续 N 个
月以上者& 所用统计软件为 a<abf*f, 版&

$ 结 果

$"! %&’(! 和 %&’()$ 的基因型和等位基因分
布及其与胃癌发病风险的关系

在所有 ,5, 名正常对照中 #D\]U* 3495bD’

图 * D\]U* 和 D\]UB"基因多态的 1eB<413B 分析图谱
]E(^&) * D\]U* S"T D\]UB+ ()"’%g.)F T)%)c%)T -g .&E>)&4

E"%&’T^c)T &)F%&Ec%E’" S"S8gFEF4.’8g>)&SF) cZSE" &)Sc%E’"
!1eB<413B"

@S") 3(c’"%&’8 !QS%)&") 8S") /(:;< >S&h)&) 8S") *(D\]U*495b33
!*+, -.") 8S") +( D\]U* 495b3D !*+, -. S"T *5* -.") 8S") ,(
D\]U*495bDD !*5* -.") 8S") O(D\]U* *51&’ ? 1&’ !*,N -.") 8S") 9(
D\]U* *5@)^ ? 1&’ !*,N -. S"T **b -.") 8S") N( D\]U* *5@)^ ? @)^
!**b -.") 8S") X(D\]UB+4KX9\\ !*+O -.") 8S") K(D\]UB+4
KX9\< !*+O -. S"T bb -.") 8S") b( D\]UB+ 4KX9<< !bb -."f

图 + D\]U* 3495bD!D\]U* @)^*51&’ 和 D\]UB+ \4KX9<
基因多态测序图

]E(^&) + \)"’%g.) F)i^)"cE"( ’d %Z) D\]U* 3495bD#
D\]U* @)^*51&’ S"T D\]UB+ \4KX9< .’8g>’&.ZEF>F

3ZS&% *(D\]U*495b33) cZS&% +(D\]U*495b3D) cZS&% ,(D\]U*4
95bDD) cZS&% O(D\]U* *5@)^ ? @)^!+bDD") cZS&% 9(D\]U* *5@)^ ?
1&’!+bD3") cZS&% N( D\]U* *51&’ ? 1&’!+b33") cZS&% X( D\]UB+4
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!"#!$ %&’$()*+ 和 !"#,-. "/0123 多态基因型的
频率分布与基于 45678/9&:6;&*<公式的计算结果差
异均无显著性!=/2(>!"".?(@(0#!?(@112$%&’$()*+"
".?(@.(#!?(@A2$$"/0123"".?(@B$#!?(@21>%& 说明
对照组具有人群代表性’ !"#,$和 !"#,-.基因型
的分布及其与胃癌风险的关系归纳于表 .’ !"#,$
=/2(>!(!"#!$ %&’$()*+ 和 !"#,-. "/0123 基因
型及等位基因在病例组和对照组中的分布均有统

计学意义’ 多因素 %+<:CD:E 回归分析显示&在调整
年龄(性别(吸烟和饮酒因素后& 携带突变等位基因
!/2(>!) 的个体较野生纯合基因型携带者患胃癌的
风险显著下降 F>G!>2G=H?(@BAI(@1F)’ 同样&与携
带 $( %&’ J %&’基因型者相比& 携带 $()*+ J )*+ 基因
型的个体罹患胃癌的风险显著下降了 FBG!校正
K-?(@21&>2G=H ?(@B2 I(@>.)$ 而至少携带一个
$()*+ 的个体患胃癌的风险也显著降低 BFG!>2G
=H?(@F2I(@>0)’ 而对于 !"#,-. "/0123位点&至少
一个携带/0123 的个体患胃癌的风险较/012"" 基
因型携带者下降 B(G !K- ?(@1(&>2G =H ?(@F0 I
$@($)&但尚未达到统计学意义’
!"! 联合和分层分析
对 !"#,$ 两个多态位点进行连锁不平衡分析

显示&二者高度连锁不平衡!LM? (@0A)’ 因此&我们

选择 !"#,$ =/2(>! 与 !"#,-. "/0123&分析两位
点联合作用对胃癌风险的影响!表 .)’ 与两个位
点都是野生型纯合子的个体相比& 仅一个位点变
异!杂合子或突变纯合子)的个体患胃癌的风险下
降 F.G!校正 K-?(@20&>2G =H"(@B0I(@0>)&而当
两个位点同时存在突变等位基因时&个体患胃癌的
风险显著降低 A2G!校正 K-?(@B2&>2G =H"(@.$I
(@A()’ 趋势性检验显示 &携带突变等位基因位
点的个数越多& 其保护效应越强 !".?$2@1(&! N
(@(($)’ 应用混杂因素进行分层分析表明&其中之
一或同时发生突变的联合基因型& 其保护作用在
年龄!A( 岁者!校正 K-?(@F.&>2G=H?(@.BO(@1>)
和非饮酒者!校正 K-?(@F2&>2G=H?(@.1I(@1F)中
尤为明显!表 B)’

# 讨 论

本 研 究 结 果 表 明 &!"#,$ =/2(>!(!"#!$
%&’$()*+ 和 !"#,-. "/0123 三位点突变型等位基
因!/2(>!($()*+ 和/0123)均降低胃癌的患病风险&
但/2(>! 和 $()*+ 的作用更为显著’而且&!"#,$ =/
2(>! 和 !"#,-. "/0123 两多态位点与胃癌危险
性的降低呈显著的剂量/反应关系& 即随着突变位
点的增加&患胃癌的危险性显著下降’同时&两位点
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表 ! "#$%& 和 "’$()* 基因多态与胃癌患病风险的 +,-./0.1 回归分析
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6./@ ,9 -2/06.1 127156 !12/5/"A#$
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(@21!(@B2X(@>.)
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联合基因型的保护作用在年龄!!" 岁者和非饮酒
者中更明显!
大量的研究表明"#$%! 信号通路在肿瘤的发

生发展中发挥重要的作用" 而 #$%&’ 和 #$%&()
作为该通路的核心基因"其突变将影响该通路信号
的正常下传! #$%! 信号增强可以显著降低肿瘤发
病率" 而体内 #$%!* 水平的上升可以增强 #$%!
信号"与 #$%&* +,-./ 和 *-012 等位基因比"+,-.#
和 ’-345 等位基因可以增加 #$%!’ 的分泌 #6" *"$! 以
往的研究表明"#$%&* /+,".# 和 012*"345 多态性
与多种肿瘤的患病风险相关"如 07 等 #8$在一项基

于日本医院的病例+对照研究%9,9 例病例和 9"9 例
对照& 中表明" 携带 *" 012 : 012 基因型的个体较
’-345 : 345 基因型携带者患前列腺癌的风险显著增
加%;(<’=!>".,?/@<*=-8A)=,>&! 我们的研究也得
到了与上述研究一致的结果!
以往的研究表明"#$%&() 的启动子区域易于

突变"使 #$%!("低表达"影响 #$%! 信号的正常
下传 #**$! $+8>,B 位点是该基因启动子区域唯一频
率大于 ,?的多态性位点" 而+8>,B 等位基因可以
增强上皮细胞 #$%&() 的转录水平 #’)$"这可能是在
本研究中+8>,B 等位基因在胃癌的发生中表现为
保护效应的生物学机制! C7D 等 #,$的一项病例+对照
研究表明"#$%&() $+8>,B 多态可能与乳腺癌的
患病风险无关"与我们的研究结果不一致"可能是

由于遗传背景不同"样本量不同以及不同的肿瘤其
发病机制各异等因素导致的!
我们的研究也表明 "#$%&’+,-.# 和 #$%&’

).345 等位基因在中国汉族正常人群的频率分别为
-=6.> 和 -=,)!"与以往的报道 #!$一致"日本和韩国
人群的频率也大都在 -=,- 左右 #>"8$"但其在高加
索人群中的频率一般均在 -=6- 以下 #6",$! #$%&()+
8>,B 等位基因的频率在中国汉族人群 %-=’8!&与
高加索人群%芬兰’-=’>-(波兰’-=’.-&相似#,$!
本 研 究 提 示 "#$%&’ /+,-.#)012’-345 和

#$%&() $+8>,B 多态可能与中国汉族人群胃癌遗
传易感性有关"但仍有待进一步的体内和体外功
能学研究"以及大样本的前瞻性研究来证实!
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表 ! "#$%& ’()*+" 和 ",$-./ ,(0123 联合基因型与
胃癌患病风险的分层分析

"4567 8 9:;4:<=<7> 4?46@A<A B= :C7 DB;;764:<B? B= :C7
DBE5<?7> F7?B:@G7A B= ",$-& ’(2*+" 4?> ",$-.H

#(01IJ GB6@EB;GC<AEA :B ;<AK B= F4A:;<D D4?D7;
!D4A7A &L’"

FBIe2OK1I N54 FG1" O1b" OJ5Y7DG OKFK2O FDI I47DY7DG OKFK2O=
T*Q7LI+ 41V41O1DKO KP1 O2Te1HKO \7KP T5KP \7LI P5J5‘MG5K1O %#$%&*+
,-.// FDI #$%&()+8>,$$&( *WF47FDK+ 41V41O1DKO KP1 O2Te1HKO \7KP
FK L1FOK 5D1 WF47FDK FLL1L1 5N #$%&* /+,-.# FDI #$%&() $+8>,B=
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