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!!!摘要"!目的!研究亚甲基四氢叶酸还原酶#R/TbD$基因多态与结直肠癌#包括结肠癌"直肠

癌$易感性的关系%方法!应用聚合酶链反应#S*D$和限制性 片 段 长 度 多 态 性 方 法#DbYS$&检 测 了

!#&例结直肠癌患者和%E%名正常对照 的 R/TbD*&KK/和 U!#"O*两 个 位 点 基 因 多 态&并 比 较 不

同基因型单独"联 合 时 与 结 直 肠 癌 风 险 的 关 系&以 及 两 个 多 态 位 点 与 饮 酒 的 联 合 作 用%结 果!
R/TbD&KK/和!#"O*突变基因在对照组 中 的 频 率 分 别 为%"’K)和!K’!)%!#"O*突 变 基 因 携 带

者与野生型相比&患结直肠癌的风险均降低’在携带&KK*和!#"O*等位基因组合个体中&结直 肠 癌

的风险略有降低#3%_$’K!O&"()G;($’%&K!!’E$K$&同时含&KK/和!#"OU等位基因者&结直肠癌

的风险降低!倍’同时含有&KK/和!#"O*等 位 基 因 者&结 直 肠 癌 的 风 险 降 低E倍&直 肠 癌 的 风 险 降

低K倍#3%_$’%$E&"()G;($’!$O!$’O(#$%在 过 去 饮 酒 者 中&!#"OU等 位 基 因 携 带 者 结 直 肠 癌 风

险性增加#倍#3%_%’%$K&"()G;($’(#!!!K’&"O$%结 论!R/TbD*&&K/和 U!#"O*位 点 多 态

性在结直肠癌发生过程中起着一定作用&携 带 R/TbD!#"OU*基 因 多 态 型 者 过 去 饮 酒 是 结 直 肠 癌

的危险因素%
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!!结直 肠 癌#70>08672.>7.-768$包 括 结 肠 癌 和 直
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教研室#蒋沁婷"陈坤"俞 维 萍"李 凌 云"朱 益 民"周 海 光$’浙 江 省 嘉

善县肿瘤防制所#马新源"姚 开 颜$’中 国 协 和 医 科 大 学 肿 瘤 研 究 所

病因及癌变研究室#缪小平$

肠癌&是常见的消化道恶性肿瘤&在美国每年至少有

(($$$例结直肠 癌 新 发 病 例+!,&在 我 国 每 年 大 约 有

!E万例新患病例%结直肠癌的发生是一个多因素"
多步骤的过程&有报道低叶酸"低蛋氨酸饮食"重度

饮酒及其他甲基基团拮抗剂等能增加结直肠癌的危

!#!&! 中华流行病学杂志#$$E年K月第#(卷第K期!*+,-LH<,46:,0>&L3>5#$$E&M0>’#(&N0’K

 



险性!#"#研 究 认 为$肿 瘤 的 发 生 不 仅 仅 在 于 ?NU
突变$抑癌基因启动子异常甲基化可能也是一个重

要因素!%"#亚甲基四氢叶酸还原酶%R/TbD&是叶

酸依赖性酶$具有遗传多态性$在叶酸和同型半胱氨

酸代谢中起 重 要 作 用#关 于 R/TbD基 因 多 态 性

与结直肠癌易感性的关系$国外已有报道$结果不尽

一致$国内目前鲜有此类研究报道#本次选择结直

肠癌 高 发 区 浙 江 省 嘉 善 县!E"作 为 研 究 地 点$进 行

R/TbD*&KK/和 U!#"O*两 个 位 点 基 因 多 态 与

结直肠癌易感性的病例对照研究#

对象与方法

!’研究对象’所有研究对象来源于浙江省嘉善

县结直肠癌随访人群#该人群于!"O"年曾参加过

结直肠癌筛 检$共 计&E&"%人$!E年 来 一 直 在 有 效

的随访中!("#通过嘉善县肿瘤防治研究所的肿瘤登

记系统$我们获 取 了 完 整 的 自!""$年(月 至#$$#
年E月期间发生的$且曾经参加!"O"年筛检的原发

性结直肠癌 存 活 病 例%按V*?"@!(%(!(E标 准 分 类&

!#&例%结肠癌(!例$直 肠 癌K(例&$组 成 病 例 组$
年龄在%(!O$岁#对 照 的 选 择 是 从 同 一 研 究 人 群

中$采用单纯随机抽样方法抽取E$$人$排除肿瘤患

者#为防止调查过程中调查对象由于死亡(搬迁等

原因而引起样本量的损失$每个对照均选择(个候

补对照$实际%E%例接受调查$应答率为O(’K()$年
龄在%O!O"岁#以 问 卷 调 查 和 检 索 肠 癌 病 例 报 卡

方法获得所有研究对象的人口学(饮酒和病情等资

料#饮酒情况以调查对象每周饮酒#次或以上(持

续半年以上等定义为饮酒#

#’R/TbD*&KK/(U!#"O*位 点 多 态 性 基 因

型分析’每名调查对象现场抽取静脉血(:>$枸橼酸

钠 抗 凝$采 用 改 良 盐 析 法 抽 提 外 周 血 ?NU!&"#

R/TbD*&KK/和 U!#"O*多 态 位 点 检 测 均 采 用

聚 合 酶 链 反 应@限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

%S*D@DbYS&方 法!K"#前 者 引 物 为()@/aUUaa
UaU Uaa /a/ */a *aa aU@%)和 ()@Uaa
U*aa/a*aa/aUaUa/a@%)*后者的引物为

()@*///aaaaUa*/aUUaaU*/U*/U*@
%)和()@*U*/// a/a U** U// **a a//
/a@%)#S*D 混 合 液 中 含$’!,;模 板 ?NU(

$’E,:0>+Y 各 引 物( $’!:0>+Y 4N/S1(

!’(::0>+YR;*>#(!’#f/.I聚 合 酶 及!i反 应

缓 冲 液#S*D 条 件 为’"E\ 预 变 性#:,-后$于

"E\(&!\和K#\进 行%(个 循 环$最 后K#\延 伸

K:,-#S*D产物分别与限制性核酸内切酶 T,-9&
或 RA0%于%K\温育E+#酶切产物于%)琼脂糖

凝胶电泳分析#以上引物及试剂均购自/.J.8.公

司#

%’统计 学 分 析’分 别 计 算 病 例 组 和 对 照 组 的

R/TbD*&KK/和U!#"O*等位基因分布$两组间

的差异采用四格表-
# 检验$各类基因型与结直肠癌

风险的调整3%值 及 其"()可 信 区 间%G;&通 过 非

条件>0;,12,7回归模型拟合$*&KK/和U!#"O*之间

的联 合 作 用 及 两 者 与 饮 酒 的 联 合 作 用 通 过 分 层

>0;,12,7回归模型 计 算$所 有 统 计 分 析 均 采 用FSFF
!!’$统计软件#

结!!果

!’研究对象的一般情况’结肠癌(直肠癌组的年

龄(性别以及饮酒状况与对照组在构成比上差别无

显著性%表!&$D值均($’$(#

表!!研究对象的年龄(性别与饮酒状况

结肠癌

例数
构成比
%)&

直肠癌

例数
构成比
%)&

对照

人数
构成比
%)&

-# 值 D值

年龄%岁&

!%($ K !%’#! !" #&’$% !$$ #"’!( K’$# $’!E

!($! !" %(’O( #$ #K’E$ !$O %!’E"

!(&$ #K ($’"E %E E&’(O !%( %"’%&
性别

!男 #& E"’$& %( EK’"( !&# EK’#% $’$K $’"K

!女 #K ($’"E %O (#’$( !O! (#’KK
饮酒状况

!不饮 %& &K’"# (( K(’%E #%% &O’!% !’&" $’K"

!以前饮 E K’(( ( &’O( #( K’%!

!现在饮 !% #E’(% !% !K’O! OE #E’(&

!!#’在E&"名 研 究 对 象 中$R/TbD&KK/等 位

基因 在 病 例 组 和 对 照 组 中 的 频 率 分 别 为%(’&)和

%"’K)$差别无显著性%D_$’#(E&#**(*/和//
基 因 型 分 布 分 别 为%"’&)(E%’K)和!&’O)$与

T.845@]6,-A68;平衡定律预计的%K’K)(EK’E)和

!E’")一 致 %-
#_$’$!O$D_$’"OK&#R/TbD

!#"O*等位基 因 在 病 例 和 对 照 中 分 布 频 率 分 别 为

!#’")和!K’!)$分 布 差 异 无 显 著 性%D_$’!##&#

!#"O**纯 合 子 基 因 型 较 少$在 病 例 和 对 照 中 的 分

布分别为$’O)和!’O)#

%’R/TbD*&KK/%U>.+M.>&多 态 位 点 与 结 直

肠癌易感性的 关 系 未 见 显 著 性 相 关%表#&$在 校 正

年龄(性别因素后$/突变基因携带者与野生型纯合

子相比$患结直肠癌%包括结肠癌和直肠癌&的风险

,%!&,中华流行病学杂志#$$E年K月第#(卷第K期!*+,-LH<,46:,0>$L3>5#$$E$M0>’#($N0’K

 



未见 显 著 性 变 化!进 一 步 分 析 不 同 基 因 型"发 现

&KK*/基因型携带者与&KK**基因型者相比"患结

直肠 癌 的 风 险 依 旧#3%_!’$K%""()G;$$’&OO!
!’&K(%"患结肠癌的风险约增加$’(倍#3%_!’($&"

"()G;$$’O$O!#’O$K%"患 直 肠 癌 的 风 险 略 有 下

降&R/TbD!#"OU*杂 合 子 与!#"O**野 生 型 比

较"能降低结直肠癌的风险性#3%_$’K!!""()G;$

$’EE%!!’!E$%"对直肠癌的发生有保护作用#3%_
$’($%""()G;$$’#&E!$’"&$%"后者有统计学意义

#D&$’$(%&*等位基因携带者与野生型纯合子相

比"患结直肠癌’结肠癌的风险性略有下降"同时也

是直肠癌的保护因素#3%_$’($"""()G;$$’#K#!
$’"(E%&

E’进 一 步 分 析 R/TbD*&KK/和 U!#"O*位

点多 态 性 之 间 的 联 合 作 用&从 表%可 以 看 出"在

&KK**基因型者中"同时携带!#"O*多态基因型者

结直肠癌的易感性均有所降低&因个别组合病例数

太少"未能对一些等位基因的组合进行分析&将杂

合子与纯合子多态型基因型合并后"与野生型纯合

子比较"发现 含!#"O*多 态 基 因 的 个 体"相 对 与 两

个位点均为野生型纯合子"结直肠癌的风险有所降

低#3%_$’K!O""()G;$$’%&K!!’E$K%"含&KK/
多态基因者"结 直 肠 癌 的 风 险 降 低!倍"同 时 含 有

&KK/和!#"O*多态基因者"结直肠癌的风险降低E
倍"其中 直 肠 癌 结 果 有 统 计 学 显 著 性 意 义#3%_
$’%$E""()G;$$’!$O!$’O(#%&

(’饮酒与两个多态位点的联合作用见表E&在

不喝酒的人群中"*&KK/位点多态性基因型与结直

肠癌易感 性 无 显 著 性 相 关"!#"OU*基 因 型 能 显 著

降 低 结 直 肠 癌 的 风 险 性 #3%_$’($$""()G;$

$’#K!!$’"#%%"同样"*等位基因携带者患结直 肠

癌的风险也有显著性降低!在以前饮酒者中"&KK*/
和//能降低结直肠癌危险性"但均无显著性意义"
而!#"OU等位 基 因 携 带 者 结 直 肠 癌 风 险 性 增 加#
倍#3%_%’%$K""()G;$$’(#!!!K’&"O%"但无统计

学意义!在现 在 饮 酒 者 中"&KK和!#"O位 点 的 多 态

与结直肠癌易感性之间的关系变化均不明显&

表!!R/TbD*&KK/和U!#"O*基因多态与结直肠癌易感性的分析

R/TbD基因型
对照组

人数

结直肠癌

例数 3%值$#"()G;%
结肠癌

例数 3%值$#"()G;%
直肠癌

例数 3%值$#"()G;%

*&KK/" ** !!!%% ! (! !!’$$$ ! !" !!’$$$ ! %# !!’$$$
*/ !EE (" !’$K%#$’&OO!!’&K(%%! !’($&#$’O$O!#’O$K%#O $’O!(#$’E&(!!’E#O%
// &% !( $’&#!#$’%#(!!’!"$%% $’%%K#$’$"&!!’!K"%!# $’K"%#$’%O%!!’&EE%

!合并后 ** !%% (! !’$$$ !" !’$$$ %# !’$$$
*/‘// #$K KE $’"%E#$’&!E!!’E#!%%E !’!E&#$’&#&!#’$"O%E$ $’O$O#$’EO%!!’%(#%

U!#"O*""UU ##K "% !’$$$ %& !’$$$ (K !’$$$
U* !$% %$ $’K!!#$’EE%!!’!E$%!K !’$%##$’((%!!’"#%%!% $’($%#$’#&E!$’"&$%$

** & ! $’%"%#$’$E&!%’%%"%$ !NF ! $’&$(#$’$K!!(’!"E%
!合并后 UU ##K "% !’$$$ %& !’$$$ (K !’$$$

U*‘** !$" %! $’&"%#$’E%(!!’!$(%!K !’$%##$’((%!!’"#%%!E $’($"#$’#K#!$’"(E%$

!!" 实验过程中"有%个对照和!个直肠癌样本未能扩增!"" 实验过程中"有K个对照和#个直肠癌样本未能扩增!$ 调整3%"控制年龄’性别!$ 差别有统

计学意义"D&$’$(

表"!R/TbD*&KK/和U!#"O*多态联合作用与结直肠癌易感性的分析

*&KK/ U!#"O*
对照组

人数

结直肠癌

例数 3%值""#"()G;%
结肠癌

例数 3%值""#"()G;%
直肠癌

例数 3%值""#"()G;%
基因型"

!** UU !!KE ! %% !!’$$$ ! !$ !!’$$$ ! #% !!’$$$

!** U* (# !K $’K%%#$’%&"!!’E(%%" !’#&K#$’EO!!%’%E!%O $’E""#$’#$K!!’#$%%

!** ** E ! $’(%&#$’$(K!(’$&E%$ !NF" ! $’KE$#$’$KK!K’!EK%

!*/ UU "O E& !’$(O#$’&!&!!’O!&%#% !’KE!#$’KO$!%’OO"%#% $’K&##$’%"K!!’E&E%

!*/ U* EE !% $’&&&#$’%!K!!’%""%O !’%#"#$’EOK!%’&#(%( $’%&O#$’!%$!!’$%K%

!// UU (( !E $’(K$#$’#K"!!’!&K%% $’E$%#$’!$&!!’(%(%!! $’&E&#$’#"$!!’E%O%
合并!
!** UU KE %% !’$$$ !$ !’$$$ #% !’$$$

!** U*‘** (& !O $’K!O#$’%&K!!’E$K%" !’!O%#$’EE"!%’!!#%" $’(!&#$’##!!!’#$(%

!*/‘// UU !(% &$ $’OO!#$’(%$!!’E&E%#& !’#(K#$’(K(!#’KE(%%E $’K!"#$’%"(!!’%$"%

!*/‘// U*‘** (% !% $’((##$’#&(!!’!($%O !’!$O#$’E$"!%’$$!%( $’%$E#$’!$O!$’O(#%$
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表!!R/TbD*&KK/和U!#"O*多态和饮酒联合作用与结直肠癌易感性的分析

基因型
不!饮!酒

病例 对照 3%值"!"()G;"
过!去!饮!酒""

病例 对照 3%值!"()G;"
现!在!饮!酒

病例 对照 3%值!"()G;"

*&KK/
!** !%$ !O& !!’$$$ !K !!! !!’$$$ !!E !%( !!’$$$
!*/ EK !$% !’%#"!$’KK%!#’#O("# O $’%##!$’$EE!#’%&!"!$ %% $’&"K!$’#&&!!’O#&"
!// !% E! $’"$#!$’E#(!!’"!!"$ & !NF"" # !& $’#"%!$’$(O!!’E&O"
!合并

!** %$ O& !’$$$ K !! !’$$$ !E %( !’$$$
!*/‘// &$ !EE !’!K"!$’K!$!!’"(""# !E $’!O#!$’$%$!!’$O#"!# E" $’(&&!$’##"!!’E$#"
U!#"O*""

!UU K# !(K !’$$$ % !E !’$$$ !O (( !’$$$
!U* !& &" $’($$!$’#K!!$’"#%""& !! %’$%K!$’(#!!!K’&"O"O #% !’$(K!$’E$$!#’K"E"
!** ! # !’$#!!$’$O"!!!’K!%"$ $ !NF"" $ E !NF""

!合并

!UU K# !(K !’$$$ % !E !’$$$ !O (( !’$$$
!U*‘** !K K! $’(!(!$’#O#!$’"%"""& !! %’%$K!$’(#!!!K’&"O"O #K $’"$%!$’%EK!#’%(("

!!注#同表%

讨!!论

R/TbD催 化($!$@亚 甲 基 四 氢 叶 酸 还 原 为

(@甲基四氢叶酸$后者可为甲基循环提供甲基供体$

(@甲基四氢 叶 酸 也 是 叶 酸 在 血 浆 中 存 在 的 主 要 形

式$自!""E年 a05736将 R/TbD基 因 定 位 以 来$
对 R/TbD的 研 究 不 断 深 入$现 已 发 现 R/TbD
基 因 有 多 种 突 变 类 型$不 同 的 基 因 突 变 类 型 对

R/TbD的酶活性和热稳定性产生不同的影响$表

现出各种不同的酶活性和热稳定性%O&’

R/TbD*&KK/是 一 个 常 见 的 不 耐 热 错 义 突

变$R/TbD基因第&KK位密码子*被/置换$从

而使一 个 高 度 保 守 的 丙 氨 酸!U>."变 成 了 颉 氨 酸

!M.>"’该多态被认为在叶酸结合区$可使该酶的活

性下降!(%$增加酶的热不稳定性$使胞浆中叶酸含

量下降$半胱氨酸含量增加’根据b80112等%"&的报

告$正常的**纯 合 子 有!$$)的 活 性$*/大 约 有

&() 的 活 性$而 // 纯 合 子 仅 %$) 的 活 性’

R/TbD*&KK/突变基因在人群中呈多态性分布$
在世界范 围 内 具 有 相 对 较 高 的 突 变 频 率’与 欧 洲

!#E)!E$)"和亚洲!#’()!%%)"相比$非洲人群

中/等位基因频率最低!E’")!"’!)"$根据R,.0
等%K&和F0-;等%!$&的报道$在中国人中&KK/的频率

均 为 E!)’R/TbD 另 一 个 常 见 的 多 态 是

U!#"O*$该多态也能使 R/TbD活性下降$同时和

*&KK/之 间 存 在 着 联 合 作 用%!!&’R/TbD!#"O*
突变基因在人群中的分布频率也不尽相同$日本人)
高 加 索 人 和 夏 威 夷 人 分 别 为 #!))%$’K) 和

#%’$)%!#&$在 中 国 人 中 的 频 率 为 !&’() 和

!K)%K$!$&’本次研究 R/TbD&KK/和!#"O*突变

基因的频率分别为%"’K)和!K’!)$和 以 往 报 道 的

结果基本一致’

叶酸$是 体 内 ?NU 甲 基 化 的 主 要 供 体$?NU
甲基化有助于减少致癌物和增加抑癌基因的表达$
但?NU甲基化有可能因甲基供体!叶酸"不足而受

影响$动物实验和细胞模型均证实叶酸能降低结肠

肿瘤%!%&’流行病 学 调 查 证 实 低 甲 基 饮 食!低 叶 酸)
低蛋 氨 酸)高 酒 精"是 结 直 肠 癌 的 危 险 因 素%!E&$

a,0=.--377,等%!(&在以O"$$$位 女 性 为 对 象 的 健 康

调查中发现增加叶酸摄入$能降低结直肠癌的危险

性’一些富含叶酸的蔬菜)水果等与结直肠癌风险

呈负相关%!&&’国外已有多篇文献报道*&KK/多态

是结 直 肠 癌 的 保 护 因 素%!K@#$&$但 也 有 相 反 的 报

道%#!&$经 R62.分 析$&KK//和 结 直 肠 癌 易 感 性 的

综合3%_$’KK!"()G;#$’&E!$’"%"$有 显 著 统 计

学意义!D_$’$$&"%##&’关 于 U!#"O*位 点 基 因 多

态性与结直肠癌易感性之间的关系目前尚无报道’
本次研究认为$R/TbD*&KK/和 U!#"O*基因多

态性在一定 程 度 上 能 降 低 结 直 肠 癌 易 感 性$其 中$

U!#"O*与结直 肠 癌 易 感 性 之 间 的 关 系 较 为 紧 密$
同时!#"O*/基因型)/变异基因在直肠癌 中 起 保

护作用’两 个 多 态 位 点 之 间 存 在 着 一 定 的 交 互 作

用$在不同变异基因的组合下$结直肠癌的风险性呈

逐渐降 低 的 趋 势’R/TbD基 因 多 态 降 低 结 直 肠

癌风险的分子机理之一可能是*<a岛甲基化畸变’
近年来研究表明$结肠癌相关抑癌基因因*<a岛异

常甲基化而失活在肿瘤的发展过程中起重要作用$
已 明 确 的 与 结 肠 癌 有 关 的 抑 癌 基 因 包 括 US*)

T:>+!)<!&及其相 邻 的<!E基 因 已 被 证 实 在 肿 瘤

的发生发展中存在*<a岛异常甲基化%#%&’这些资

料为解释 R/TbD基 因 多 态 与 结 直 肠 癌 易 感 性 提

供了合理的分子生物学机制’
酒精$作为叶酸的拮抗剂$自从F207J1!"(K年

首次报道每日饮啤酒者结直肠癌发病的风险较非饮
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酒者有所增加以来!国内外已有多个同类研究!但均

未得出一 致 结 论"#E#$国 内 关 于 饮 酒 与 结 直 肠 癌 的

R62.分 析 结 果%综 合3%_!’$&&"()G;%$’"!!
!’#E’"#(#!本次结合研究对象的饮酒状态!分析不饮

酒(过 去 饮 酒 与 现 在 饮 酒 与 R/TbD&KK*/ 和

!#"OU*之 间 的 联 合 作 用!结 果 发 现!R/TbD
!#"O*多态在非饮酒者 中 为 结 直 肠 癌 的 保 护 因 素!

3%为$’(!(!而 在 过 去 饮 酒 者 中!就 是 结 直 肠 癌 的

危险因素!3%为%’%$K)这和 R/TbD基因多态性

与其相关联的癌症风险可能存在着一种取决于叶酸

摄入量的 基 因@营 养 素 相 互 作 用 这 一 假 说"#&#相 符)
当叶酸摄入 量 多*拮 抗 剂 少 时!携 带 R/TbD突 变

基因型者癌症的风险降低!因为在这种情况下既有

足 够 的 甲 基 供 体 保 证 正 常 的 甲 基 化!又 由 于

R/TbD活性的降低!抑 制 了(@甲 基 四 氢 叶 酸 形 成

的通路!从而促进 了?NU合 成(减 少 了?NU损 伤

的风险!而当叶酸摄入不足*存在拮抗剂的情况下!
携带 R/TbD变异基因 的 人?NU甲 基 化 和?NU
合成*修复异常!成为致癌的主要机制)

总之!本次研究认为R/TbD&KK和!#"O位点

的多态性对结直肠癌的影响主要表现为两方面%在

一定程度上能降低结直肠癌的风险性!同时两个多

态位点之间存在着微弱的联合作用!但在酒精的作

用下!R/TbD变异基因表现出增强结直肠癌易感

性的作用!其中 U!#"O*多 态 位 点 与 结 直 肠 癌 易 感

性的联系相 对 紧 密)进 一 步 探 讨 R/TbD基 因 多

态 性 在 结 直 肠 癌 病 因 学 中 的 作 用!有 必 要 研 究

R/TbD多态与叶酸(蛋氨酸摄入量之间的交互作

用)
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