
·实验研究·

胃癌易感性与诱导型一氧化氮合酶基因

多态性关系的研究

沈靖 王润田 王理伟 王朝曦 邢厚恂 王滨燕 李茂森 华召来

王建明 郭春华 王心如 徐希平

【摘要】 目的 探讨中国人诱导型一氧化氮合酶（!"#$）基因多态性与胃癌易感性的关系。

方法 以社区为基础的病例对照研究。病例经胃镜及病理确诊，有效分析样本包括肠型胃癌 %& 例，

胃贲门癌 ’( 例，对照 )*+ 人。结果 !"#$ 基因第 ,+ 外显子存在 -!. 多态性（产生 !"# ’(%!内切酶

的识别位点），使编码的氨基酸由丝氨酸（$/0）改变为亮氨酸（1/2），对照人群 . 等位基因频率为

,&3),4，单独存在 -!. 多态性与肠型胃癌、胃贲门癌易感性增加无统计学关联，但与吸烟因素同时

存在，对肠型胃癌、胃贲门癌产生明显的 ) 型超相乘交互作用；与缺乏 -567 抗体同时存在，对胃贲门

癌产生明显的相加交互作用。结论 !"#$ 基因 -!. 多态性可能是胃癌的易感基因，特别与吸烟、缺

乏幽门螺杆菌 -567 抗体的肠型胃癌、胃贲门癌发生密切相关。
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症反应，可刺激诱导型一氧化氮合酶（!"#$）产生大

量的 "#。"# 除了作为介导免疫细胞和上皮细胞间

信号传导的因子，具有保护胃黏膜作用外，还同时具

有促炎、损伤胃粘膜等病理作用，其致突变性和致癌

性在启动和促进胃癌发生、发展中起重要作用［,，)］。

!"#$ 是体内参与 "# 代谢、与致癌性亚硝基化合物

形成有密切联系的关键酶，其基因位于人类染色体

,OF/:HK,, 3)，有 )O 个外显子，)+ 个内含子［&，*］。本

研究利用在江苏省扬中胃癌高发区获得的病例对照
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研究资料，对 !"#$ 基因多态性与中国人群胃癌易感

性的关系进行了探讨。

材料与方法

% &研究对象：以 %’’( 年 % 月至 %’’) 年 %* 月间，

经江苏省扬中市人民医院胃镜及病理确诊的现患胃

癌为研究病例总体，在得到研究对象知情同意后签

署知情同意书，共获得肠型胃癌 %%* 例，胃贲门癌 +%
例，健康对照 *), 名，作为本研究 !"#$ 基因多态性

的总体，均为汉族人群，其中 %’ 例肠型胃癌、%% 例

胃贲门癌和 -) 名对照标本，经两次重复检测，均未

获得基因型结果而删除，最终分析的有效样本包括

肠型胃癌 ’- 例，胃贲门癌 ./ 例，对照 *,+ 名。比较

有效分析样本与删除样本的年龄、性别等人口学特

征，差异未见显著性。研究对象的其他特征和入选

标准见文献［.，+］。

* &调查内容及检测指标：病例与对照通过流行

病学面访调查，获得个人健康状况、职业暴露、肿瘤

家族史、吸烟、饮酒、饮茶、饮食等资料。其中既往吸

烟史的定义为：确诊胃癌前或调查前一年，每天至少

吸 % 支烟，已经连续吸 % 年。同时采集 %/ 01 抗凝静

脉血，分离血浆，以自制 2345 单克隆，建立双抗体夹

心酶联免疫吸附试验（678$5），检测血浆 2345 抗原。

用 678$5 法检测血浆 2345 的 849 抗体（试剂盒由上

海晶莹生物技术有限公司提供，批号 //.*）。

- & !"#$ 基 因 多 态 性 分 析：根 据 测 序 结 果，在

!"#$ 基因第 %+ 外显子第 %, 个碱基发现 2!: 多态

性，产生 !"# ./’!限制性内切酶的识别位点［(］：.’

⋯;55::⋯-’，-’⋯::55;⋯.’，简称 2!: 多态性，

导致 编 码 氨 基 酸 由 丝 氨 酸（$<=）改 变 为 亮 氨 酸

（7<>），即 :29!::9。据此设计了多聚酶链反应

（?2@）A限制性片段长度多态性（@B7?）方法，进行基

因型检测。上游引物：B.’A:9:55522552::2
29:99:9A-’（:0 C +/&)*D），下 游 引 物 ：@.’A9:
2:2:92999:2:959559A-’（:0 C +/&%,D）。加 模

板 E"5（%/ F4 G"1）."1 后烘干，%/"1 ?2@ 体系中含

有：%/ H ?2@ 缓 冲 液 % "1，IJK :3L E"5 聚 合 酶

（?=J0<43 公 司 产 品，. M G"1）/ &/,. "1，N":?（% &*.

"0J1 G 7）% &+"1，O421*（*. 00J1 G 7）/ & *"1，引物各

/ &%."1（@<P4<F 公 司 产 品，*/ "0J1 G 7），去 离 子 水

+ &))."1，热封膜覆盖。运行 :J>QR EJSF ?2@ 程序，

循环参数为：’,D预变性 %. 0!F，然后 ’,D-/ P，+%D
复性 ,. P，(*D延伸 ,. P，%/ 个循环，再开始 ’,D变

性 -/ P，.+D复性 ,. P，(*D延伸 ,. P，-. 个循环后

(*D延伸 ( 0!F。反应结束后，在 %/"1 ?2@ 产物中

加入：%/ H 酶切反应缓冲液 *"1（"6T 公司产品），

%// H 小牛血清（T$5）/ &%."1，!"# ./’!限制性内切

酶（"6T 公司产品，%/ M G"1）/ &*"1，* &+."1 去离子

水，酶切反应总体积为 %."1，置 ?2@ 仪 +.D酶切 %.
R 以上。由于在正常扩增的 ?2@ 产物内还存在另一

!"# ./’!限制性内切酶识别位点，因此，最终酶切

产物经 -U 琼脂糖凝胶电泳（含/ &."4 G 01 溴化乙

锭），电压 *./ V，电流 */ 05，% H :56 电泳 -/ 0!F，分

为 - 种基因型：野生型 $<= G $<=：%%- WX、%(. WX，杂合

突变基因型 $<= G 7<>：-- WX、%%- WX、%,* WX、%(. WX，纯

合突 变 基 因 型 7<> G 7<>：-- WX、%%- WX、%,* WX，而

-- WX的片段在电泳图中无法观察到。

, &统计分析方法与指标：全部资料用 6?8A+ 软

件两人、双轨录入计算机，经逻辑检错、纠错后，应用

$5$ 软件进行统计分析。除分析各因素单独作用的

$% 值，主要根据多因素 1J4!PK!Q 回归模型，计算调整

混杂因素后，2!: 多态性与环境因素的交互作用系

数#C$<4 G$< 和交互作用 $%<4值等指标，判断交互作

用的方式。

结 果

% &基因型检测的质量控制结果：对基因型分析

进行了盲法质控措施，由质控人员在待测标本中随

机间隔穿插已知基因型的 E"5 永生细胞系标本，共

检测质控标本 ** 份，除 - 份因酶切产物太少无法判

断外，其他基因型检测的结果完全相符，重复检测符

合率达 %//U。病 例 和 对 照 基 因 型 分 布 经 I3=NYA
Z<!FW<=4 遗传平衡检测，& 值均 [ /&/.，说明人群中

该基因和基因型频率符合遗传平衡定律（表 %）。

* & 2!: 多态性与肠型胃癌、胃贲门癌的关系：

本研究共对 -)’ 例扬中人群进行了 2!: 多态性的

检测，结 果 发 现：对 照 人 群 : 等 位 基 因 频 率 为

%- &*%U。对照人群 $<= G 7<> 基因型频率为%’ &’*U
（,’ G *,+），肠型胃癌组为*% &.%U，两者间差异无显

著性（表 %）。由于肠型胃癌组 7<> G 7<> 基因型例数

为 /，我们又分析了调整各种混杂因素后，: 等位基

因频率与肠型胃癌的关系，也未见病例与对照 2!:
多态性频率的差异有显著性。
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表! !"#$ 基因 %!& 多态性与肠型胃癌的关系

研究对象
基因型频率（’）

$() * $() $() * +(, +(, * +(,
等位基因频率（’）

% &
肠型胃癌观察数 - ./（.0123） 45（46176） 5（5155） 688（03147） 45（651.7）

肠型胃癌预期数 .2 150（.3188） 6.107（63 163） 615.（6 168） 688156（03148） 63133（65 1.2）

对照组观察数 - - 603（.810/） 23（63134） 0（/147） 24.（081.3） 87（6/146）

对照组预期数 607 1/5（.71//） 78126（44 13/） 2143（6 1.7） 24.156（081.3） 82133（6/ 146）

!" 值（37’ #$） 6 155 6 158（5 173 9 6135）" 5155 6 155 5 1.3（5127 9 61/3）""

- !
4 :"（观察数 ; 预期数）4 *预期数 : 61/2，%& : 4，’ < 5157，肠型胃癌组 / 种基因型频率符合 =>)?@AB(!CD()E 遗传平衡定律；

- - !
4 :"（观察数 ; 预期数）4 *预期数 : 2165，%& : 4，’ < 5157，对照组 / 种基因型频率符合 =>)?@AB(!CD()E 遗传平衡定律；

"!
4 : 5 15/，’ : 5107；""!

4 : 5 1.2，’ : 51/3

%!& 多态性与胃贲门癌的关系显示：$() * +(,
基因 型 频 率 以 胃 贲 门 癌 组 高 于 对 照 组，分 别 为

/5 15’和4/ 16.’，但差异无显著性。

/ 1%!& 多态性与既往吸烟史对肠型胃癌的交

互 作 用：调 整 年 龄、性 别、细 胞 色 素 F2756G6
（%HF6G6）基因型、谷胱苷肽转硫酶 I6（J$&I6）基因

型等因素后，仅有既往吸烟史者患肠型胃癌的估计

相对危险性 !"( 为7 125，%!& 多态性与既往吸烟史

同时存在，可产生明显的交互作用，#: 6172，交互作

用 !"(E值达6/ 184，为 4 型交互作用中的超相乘模

型，但由于对照有一格数据为 6，因此，未继续分析 %
!& 多态性与吸烟量交互作用的剂量反应关系（表

4）。

表" !"#$ 基因 %!& 多态性与既往吸烟史

对肠型胃癌发生的交互作用

%!&多态性
既往

吸烟史
病例

（( :3/）
对照

（( :428） !" 值" 37’#$

$() * $() 无 77 6.0 6155
$() * +(, K +(, * +(, 无 67 78 51.0 5 125 9 617.
$() * $() 有 60 66 7125 4 16. 9 6/12/
$() * +(, K +(, * +(, 有 7 6 6/ 184 6 127 9 6401/8

" 调整年龄、性别、%HF6G6、J$&I6 基因型，!
4
趋势 : 60184，%& :

6，’ : 5155；#: 4186 * 6 183 : 6 172

2 1 %!& 多态性与既往吸烟史对胃贲门癌的交

互作用：调整年龄、性别、%HF6G6、J$&I6 等因素后，

既往吸烟史者患贲门癌的估计相对危险性 !"( 为

64 168，%!& 多态性与既往吸烟史同时存在，可产生

明显的交互作用，#: 61/2，交互作用 !"(E值高达

40 13/，为 4 型交互作用中的超相乘模型（表 /）。

7 1 %!& 多态性与 %>EG 抗原、抗体对胃贲门癌

的交互作用：调整年龄、性别后，%>EG 抗原阳性且 %
!& 多态性存在时的交互作用 !"(E值为2 145，高于

单独 %>EG 抗原阳性的 !" 值4 180，但统计学检验尚

未达到显著性水平（表 2）。

表# !"#$ 基因 %!& 多态性与既往吸烟史

对胃贲门癌发生的交互作用

%!&多态性
既往

吸烟史
病例

（( :75）
对照

（( :428）!" 值" 37’ #$

$() * $() 无 4/ 6.0 6155
$() * +(, K +(, * +(, 无 66 78 6127 5 182 9 /14.
$() * $() 有 64 66 64168 2 165 9 /8154
$() * +(, K +(, * +(, 有 2 6 40 13/ 4 100 9 4351/7

" 调整年龄、性别、%HF6G6、J$&I6，!
4
趋势 : /51.8，%& : 6，’ :

5155；#: /1/8 * 4 175 : 61/2

表$ !"#$ 基因 %!& 多态性与 %>EG 抗原

对胃贲门癌发生的交互作用

%!&多态性 %>EG
抗原

病例
（( :75）

对照
（( :4/7） !" 值" 37’ #$

$() * $() 阴性 /4 6./ 6155
$() * +(, K +(, * +(, 阴性 62 7/ 61/2 5 187 9 41.7
$() * $() 阳性 / . 4180 5 185 9 64152
$() * +(, K +(, * +(, 阳性 6 4 2145 5 1// 9 7410/

" 调 整 年 龄、性 别，!
4
趋势 : 417.，%& : 6，’ : 5166；#: 61 2/ *

5 133 : 6122

在调整年龄、性别后，%!& 多态性与 %>EG 抗体

阴性对胃贲门癌的发生产生明显的交互作用，为 4
型交互作用中的相加模型（表 7）。

表% !"#$ 基因 %!& 多态性与 %>EG 抗体阴性

对胃贲门癌发生的交互作用

%!&多态性 %>EG
抗体

病例
（( :75）

对照
（( :6.0） !" 值" 37’ #$

$() * $() 阳性 3 ./ 6155
$() * +(, K +(, * +(, 阳性 2 44 6145 5 1// 9 21/3
$() * $() 阴性 48 82 /16/ 6 1// 9 .1/7
$() * +(, K +(, * +(, 阴性 66 63 21./ 6 187 9 6/185

" 调整年龄、性别，!
4
趋势 : 64124，%& : 6，’ : 51 55；#: 61 77 *

6 162 : 61/8

未见 %!& 多态性与 %>EG 抗原或 %>EG 抗体对

肠型胃癌有明显的交互作用。

讨 论

本研究显示，单独 %!& 多态性与肠型胃癌的
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联系无统计学显著性意义，但与吸烟之间存在明显

的、超 相 乘 效 应 的 交 互 作 用，在 调 整 !"#$%$ 和

&’()$ 等因素后仍有显著性意义。虽然这不是本

研究需要检验的主要假设，但仍可为我们从另一角

度研究该多态性与胃癌的关系提供线索，即该基因

的多态性可能与吸烟中致癌物代谢的分子作用机理

有联系，或在这一区域附近存在与 *+,’ 基因连锁不

平衡的胃癌易感基因；分析 !!( 多态性与既往吸

烟史对胃贲门癌产生的交互作用也有同样发现，而

本研究胃贲门癌的病例数只是 -. 例的小样本，在如

此少的样本中就能发现与吸烟因素明显的交互作

用，说明两者交互作用的强度较大，这种差异由于机

会或偏倚造成的可能性极小。由于样本量较少，未

进一步分析交互作用的剂量反应关系。我们认为，

本研究是国内外首次在中国人中发现该基因的 !!
( 多态性，并提出可能与吸烟因素结合，增加肠型胃

癌发生的危险性，但这一结果尚有待其他研究证实。

!!( 多态性与 !/0% 抗体对胃贲门癌发生有明

显的相加交互作用，即在感染 12 但却未产生抗体

的人群中，如果存在 !!( 多态性，将对胃贲门癌发

生的危险性起明显的增强作用，为此，我们提出 12
!/0% 毒株感染并最终导致胃贲门癌发生的可能假

说：即在宿主处于免疫缺陷状态或 12 !/0% 毒株能

逃避某些宿主的免疫监视时，再加上宿主存在诸如

!!( 多态性等遗传背景，将明显增加患胃贲门癌的

危险性。这一假说用目前对 12 感染后诱导 *+,’
过度表达，并产生基因毒作用的认识和生物学机制

是可以解释的［34$$］，但要进一步阐明这一假说，需同

时分析 !/0% 抗原、!/0% 抗体和宿主易感基因多态

性三者之间联合的交互作用，而本研究目前的结果

尚不足以说明此问题，主要障碍来源于对 !/0% 抗原

检测方法的灵敏度较低。我们正在利用已经建立的

方法，检测胃液中的 !/0% 抗原，以提高其灵敏度。

我们认为，虽然单独 *+,’ 基因 !!( 多态性与

胃癌的联系无统计学显著意义，但其与吸烟等环境

因素之间存在明显的交互作用，对增加胃癌危险性

有重要的病因学意义，因此，也是胃癌可能的易感基

因之一，值得深入研究。

本研究作为探索胃癌、胃贲门癌易感基因多态

性，并进行分子流行病学评价的一次尝试，尚存在一

些策略和技术上的问题和难点，如发现基因新的多

态性，为评价其与疾病之间的相关性，仅能够根据其

是否位于编码区或是否改变氨基酸序列，来决定多

态性的意义和重要性，而检验多态性是否对酶的活

性有直接影响，还是通过对其他受体、介质的作用而

间接影响酶的活性，尚需进一步研究；在对新的多态

性进行检测时，常因没有已知的杂合或纯合突变标

本，而影响基因型分析的顺利进行，均是值得深入探

讨的问题。
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