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肺癌易感性与p73基因多态性关系的研究

胡志斌 缪小平 马红霞 谭文 钮菊英 林东昕 沈洪兵
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【摘要】 目的 探讨中国人群p73基因5’uTR区域两个单核苷酸多态性(G4c14，A4T14)与肺

癌的关系。方法 采用病例对照研究；选择经组织学确诊的肺癌病例425例，地区、年龄和性别频数

匹配的对照588名，以聚合酶链反应一单链构象多态性方法进行多态性检测。结果 此两个多态性之

间具备完全的连锁不平衡，AT(A4T14)单倍型在病例组显著少于对照组(0．225口s．0．287，P=

0．0018)，提示变异的AT单倍型对肺癌具有保护作用。与携带p73 GC／Gc单倍型基因型者比较，携

带GC／AT单倍型基因型者肺癌风险降低30％(OR=0．70，95％a：O．53～0．92)，而携带AT／AT单

倍型基因型者肺癌风险降低55％(oR=0．70，95％Cj：0．26～0．80)。结论 p73基因多态改变可能

与中国汉族人群肺癌遗传易感性有关。
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【Abstract】 objective To study the relationship between two potential functional p01ymorphisms in

eXon 2 of the p73 gene and the susc印tibility of lung cancer． Methods GenotypeS were determined by

polymerase chain reaction—single stand confo咖ation polymorphism(PCR—SsCP) method in 425

histologically_confimed 1ung cancer caseS and 588 cancer_free∞ntrols，frequency-matched by age and sex．
R幅uIts The two polmorphisms were in complete linkage disequilibrium and the frequencies of variant
p73 AT haplotype(A4T14)were leSs commonly seen in the cases(O．225)than in the controls(0．287)

(P=O．0018)．Compared with the p73 GC／GC homozygotes，both the AT／AT variant homozygoteS and

GC／AT heterozygoteS were assOciated with a signmcantly decreased risk[adjusted odds ratio((球)=0．45，
95％confidence interval(cf)=0．26—0．80 and 19R=0．70，95％CI=0．53．0．92，respectively]．

ConcIusion These results suggested that this p73 dinucleotide polymorphism might have had a role to play

in the susceptibility of lung cancer．

【Key words】 Lung neoplasms；p73 gene；EpidemioL蹭y，m01ecular

人类基因组处于不断的损伤和修复动态平衡之

中，过量的损伤则借助细胞周期停顿和凋亡机制的

启动来维持基因组的完整性⋯。因此，个体间DNA

修复能力、细胞周期和凋亡调控能力的差异极有可

能决定着个体对肿瘤的遗传易感性。p73是p53家

族成员之一，位于人类染色体1p36位置旧。。过量表

达的p73蛋白可以模拟p53蛋白的功能，引起细胞
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凋亡和周期停顿，并转录激活p53的一些下游基

因∞’4 J。在p53突变的人类恶性肿瘤中，我们同样可

以观察到p73基因的过量表达，提示p73基因可能

部分补偿p53由于突变带来的功能丧失∞1。研究发

现在p73启动子上游5’端非转录区域(5’UTR)存

在两个连锁的单核苷酸多态性(G4A和C14T)，可

以形成茎环结构而影响基因的表达旧o。已有一些病

例对照研究探讨了这两个多态性与多种肿瘤的关

联，但结论缺乏一致性，并且先前的研究所包含的病

例都比较少(<200例)¨。12I，本研究拟通过一个相对

较大的样本含量来探讨中国人群中这两个多态性与

肺癌易感性的关系。
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对象与方法

1．研究对象：病例组为原发性肺癌患者425例，

1997年1月至2003年12月在中国医学科学院肿

瘤医院和江苏省肿瘤医院进行手术治疗(北京市

320例、江苏省105例)。所有患者为无亲缘关系的

汉族人群，经组织病理学确诊，术前未经放射和抗癌

药物治疗。其中鳞癌185例、腺癌121例、小细胞肺

癌41例，其他组织类型肺癌78例。无肿瘤病史和

体征的人群作为对照组，选自北京市和江苏地区健

康普查的正常人群，按地区、性别和年龄(±5岁)与

病例频数匹配。在收集血液标本的同时，由预先培

训的调查员使用统一的调查表记录每名研究对象详

细的人口学资料以及吸烟情况等。

2．p73多态性的聚合酶链反应一单链构象多态

性(PCR—SSCP)分析：我们使用PCR—SSCP方法同

时分析p73基因G4A和C14T多态性。引物为5’一

AGGGTGCTCAGGTGTCATTCC3’(对应于反义

的GenBank序列ALl36528碱基86932—86912)和

5’一GCTCCAGAGGTGCTCAAACG一3’(碉i基86825—

86806)，扩增片段长127个碱基。Taq酶套装为南

京博飞科技有限公司产品(Promega)，使用心
PTC_200型PCR扩增仪，反应条件：95℃5 min，

95℃30 s，56℃40 s，72℃40 s，Goto 2，34 times；

72℃10 min。取5弘l产物与5弘l上样缓冲液(95％甲

酰胺，0．03％二甲苯青，0．05％溴酚蓝和20 mm01／L

EDTA)混匀，98℃变性5 min，迅速冰浴，混合液8“I

上样于10％聚丙烯酰胺凝胶，使用Bio—Rad公司

ProteanⅡxi CeU型垂直电泳槽循环水冷35 w恒功

率电泳3～4 h。将胶浸入固定液(10％冰醋酸)中固

定至二甲苯青和溴酚蓝颜色褪净，银染液(0．1％硝

酸银，0．15％甲醛)中染色30 min后在显影液(3％无

水碳酸钠，0．15％甲醛，0．0002％硫代硫酸钠)中显

影至条带清晰，定影液(10％冰醋酸)定影5 min，用

Bio．Rad公司Model 583型干胶机干燥，照相。整个

实验过程采取盲法(实验员不清楚标本的病例与对

照情况)进行质量控制，并随机重复了约10％的样

本，获得了100％的一致结果。

3．p73多态性的基因分型：取不同电泳带型的

原PCR产物用QIAEXⅡ凝胶回收试剂盒(Qiagen，

Chatsworth，CA)纯化后用ABI 377型(PE

Biosystems，Fbster City，CA)自动测序仪进行双向测

序。对比电泳带型，我们得到如下基因型：G4A
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(GG、GA和AA)、C14T(CC、CT和TT)。并且发现

这两个位点处于完全连锁不平衡，仅具有两种单倍

型G4C14和A4T14，分别构成GC／GC，GC／AT和

AT／AT三种单倍型基因型。

4．统计学分析：以x2检验比较人口学特征、吸

烟状况和p73基因各单倍型基因型在病例与对照组

之间分布的差异。单因素和多因素logistic回归计

算比值比(0R)及其95％可信区间(Cj)表示相对风

险度。所有的统计检验均为双侧概率检验。累计吸

烟剂量“包／年”的定义为：每日吸烟支数÷20×吸烟

年数。所用统计软件为SAS 8．0版。

结 果

病例组和对照组的性别构成与平均年龄差异无

统计学意义。病例组吸烟人数比例显著高于对照组

(58．1％口s．37．6％，P<0．001)。大约有36．9％的

肺癌患者累积吸烟量超过28包／年，显著高于对照

组的12．3％(表1)。

表1 病例组和对照组间一般性状和吸烟情况的差异

变量篇鬣 等装器憎人数构成比(％) 1一

*双侧xz检验

在所有588名对照组中，p73 G4C14一A4T14复

合多态性基因型的频率分布与基于Handy—

Weinberg公式的计算结果差异无统计学意义(Y2=

0．518，谚厂=1，P=0．472)，说明对照组具有人群代

表性。p73基因基因型的分布及其与肺癌风险的关

系归纳于表2。425例肺癌患者中60．0％为GC／

GC，35．1％为GC／AT，仅4．9％为AT／AT，而对照组

GC／GC、GC／AT和AT／AT 3种单倍型基因型频率

分别为50．2％、42．2％和7．7％，差异具有统计学意

义(Y2=10．36，P=0．006)。AT单倍型在病例组显

著少于对照组(P=0．0018)，提示变异的AT单倍
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型对肺癌具有保护作用。多因素logistic回归分析

调整吸烟、年龄和性别后，与携带p73 GC／GC单倍

型基因型者比较，携带GC／AT单倍型基因型者肺癌

风险降低30％(95％a：0．53～0．92)，携带AT／AT

单倍型基因型者肺癌风险降低55％(95％a：

0．26～0．80)，合并GC／AT和AT／AT基因型，则校

正OR为0．66(95％a：0．51～0．86)(表2)。

分层分析的结果显示于表3，p73基因AT单倍

型的保护作用在年轻者(≤60岁)、男性和重度吸烟

者(>28包／年)中尤为明显，但与肺癌组织学类型

无关。运用分层logistic回归模型，我们并没有发现

p73基因变异和吸烟具有交互作用。然而，在调整

了年龄和性别后，重度吸烟者携带GC／GC单倍型基

因型与非吸烟者携带GC／AT或AT／AT单倍型基

因型者相比较，患肺癌的风险增加高达6．26倍(95％

C工：3．78～10．36)。

讨 论

本研究首次发现p73基因5’UTR G4C14一

A4T14复合多态性与中国人群的肺癌易感性有关，

并用PCR—SSCP证实这两个位点处于完全的连锁不

平衡。

p73蛋白与p53蛋白具有63％的序列同源性，

并拥有几乎所有p53蛋白的功能结构域心j，研究表

明p73蛋白过量表达可以通过诱导凋亡来抑制细胞

生长¨。，然而，最近的研究发现了多个p73蛋白氨基

端缺失的同形异构体，发挥着截然不同的癌基因功

能u
3’14

o。因此，p73蛋白极有可能通过剪切异构体

现了“一个基因，两种功能”。由于p73 G4C14一

A4T14复合多态处于2号外显子的5’UTR(1号外

显子不编码蛋白)，而p73氨基端同形异构体多缺乏

第二或第三外显子¨3’14o，这一变异很有可能通过影

响mRNA剪切而发挥生物学功能。

有些病例对照研究在不同种族人群中分析了

p73 G4C14一A4T14多态性与多种肿瘤的关系哺。1 0|。

其中最早的是一个基于爱尔兰人群的研究，分析了

84例食管癌患者和152名正常对照，发现变异的

AT／AT单倍型基因型对食管癌的发生同样具有保

表2 p73单倍型和单倍型基因型分布与肺癌的患病风险

*多因素logistic回归分析，以年龄、性别和累计吸烟量校正

表3 p73单倍型基因型分布与肺癌危险性的分层分析

*多因素109istic回归分析，以年龄、性别和累计吸烟量校正；#其他肿瘤指大细胞癌、混合细胞癌和未分化癌等
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护作用M1。在这一研究中，对照组GC／GC、GC／AT

和AT／AT 3种单倍型基因型频率分别为47．3％、

42．8％和9．9％，与本研究的对照人群较为一致¨o。

之后，一个日本的研究小组对该多态性和多种肿瘤

(包括消化道肿瘤、肺癌、乳腺癌和宫颈癌)的关联进

行一些较小样本的病例对照分析，但结论并不一致，

尤其是这四个研究的各对照组间基因型频率并不均

衡可比，提示选择偏倚可能存在o
7。10

o。另外，值得一

提的是，所有之前的关联分析是在假设这两个位点

完全连锁不平衡的基础上，仅选择其中一个位点进

行基因分型来代替双位点的结果。其中爱尔兰的研

究选择了PCR一限制性长度片段多态性(RFLP)方法

来分析p73 C14T位点的改变，日本的研究小组则

采用了他们提出的所谓PCR—CTPP方法(使用两对

引物直接扩增不同的等位基因)来检测p73 G4A位

点的变异H5|，而本研究采用了灵敏度和可靠性都比

较强的PCR—SSCP方法，并进行了重复和直接测序，

分析手段的不同也可能是导致结果不一致的原因。

当然，由于本研究的病例和对照分别来自医院和人

群，选择偏倚可能存在，但通过对年龄、性别、地区和

种族等因素的匹配，以及进一步在数据分析中对于

这些因素进行了调整，混杂因素的影响应该已经降

到了最小。此外，由于病例和对照分别来自北京市

和江苏省两地，也可能存在信息偏倚，但本研究病例

均经过病理诊断，且分析中仅使用了吸烟这一较易

定量的暴露因素，因此，即使两地的调查员不同，信

息偏倚对本研究的影响也较小。

综上所述，本研究通过一个相对大样本的病例

对照研究发现p73基因5’UTR两个完全连锁不平

衡的多态改变可能与中国汉族人群肺癌遗传易感性

有关，这一相关性在得到进一步的功能学研究证实

后可望作为肺癌的易感性标志物之一。
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