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多因子降维法在人群散发性结直肠癌

交互作用分析中的应用

金明娟 刘冰 张爽爽 张勇晶 徐玫 马新源 姚开颜 陈坤
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·现场调查·

【摘要】 目的探讨DNA修复基因多态性与中国南方汉族人群散发性结直肠癌发病的相关性，

验证多因子降维法(MDR)应用于多因子疾病基因一基因、基因一环境交互作用分析的可行性。方法

采用自然人群为基础的病例对照研究设计，运用PCR—RFLP方法对206例结直肠癌病例和845例正

常对照开展OGGl Ser326Cys，XRCCl Ar9194Trp、m9280His和m够99Gln，Ⅺ)D Lys751Gln和

XRCC3 Thr241Met等DNA修复体系常见单核苷酸多态性(SNP)的检测分型。结果 个体特征与结

直肠癌的关联分析表明，年龄与结直肠癌的发病正相关，高年龄组(≥61岁)与低年龄组(≥42岁至<

61岁)相比，结直肠癌患病风险增高有统计学意义(校正0R=2．04，95％叫：1．49～2．80)；家族肿瘤

史同样与结直肠癌的发病存在有统计学意义的正相关关系(校正0R=1．51，95％C丁：1．05～2．17)。

前述各sNP的等位基因和基因型分布频率在正常对照组和病例组间差异均无统计学意义(P>

0．05)。采用MDR对基因一基因、基因一环境交互作用模型的筛选分析表明，最佳的交互作用模型包含

了年龄分布、饮酒史、XRCCl心9194Trp和OGGl Ser326CyS等4个因子(平均检验准确度=0．616，

交叉验证一致性=10／10，P=0．011)；进一步以筛选出的低风险组合为参照，logistic拟合分析发现高

风险组合可以使结直肠癌的患病风险增高并有统计学意义(0R=2．72，95％a：1．66～4．47)。结论

DNA修复基因多态性对中国人散发性结直肠癌风险的遗传影响符合低外显性特征，并与环境因子可

能存在着复杂的联合作用。
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【Abstract】 Objective To identify the asS0ciation between risk of spOradic colorectal cancer and the

common single nucleotide polymorphisms(SNPs)in DNA repairs genes，gene to gene interactions among

them and their gene to envirOnment interactions with∞mmon environmental factorS． Methods In this

populationbased case—control study， 206 primary ∞lorectal cancer caSes and 845 cancer_free healthy

controls were e11r01led． Genotypjng was ca廿ied out using p01ymerase chain reaction—restriction fragment

len豇h polymorphism(PCR—RFLP) technique， with the status of subjects case or controls unknown．

IⅥultifactor dimensionality reduction(MDR)and 1pgistic analysis were both used fof association analysis．

R鹤uIts／h compared to the younger age grOup(≥42，<61 years)，the risk of∞10rectal cancer in older

age group(≥61 years)increased significantly(0R=2．04，95％CI：1．49—2．80)．similar result waS

observed in the family cancer history(0R=1．5l，95％C工：1．05—2．17)．However，no significant

assOciation between any single DNA repair gene SNP and∞lorectal cancer risk waS discovered． Results

fram MDR analySis only showed a significant interaction arnong the four following factors：age，alcohol

drinkin函xRCCl Ar9194Trp and 0GGl Ser326cys(the cross—validation consistency
= 10／10， the

average testing accuracy=0．616，P=0．011)． Using a logistic regression model，the“high—risk”

individuals had a significantly elevated risk of colorectal cancer compared to those“low—risk”individuals
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claSsified by the above MDR model(()R=2．72，95％凹：1．66—4．47)．Conclusion The impact of

polymorphisms in DNA r印air genes on the risk of sporadic cobrectal cancer exhibited a low—penetrance

characteristics while the intricate interactions existing among them and with envirOnmental factorS．

【Key words】colorectal neoplasm；Genetic polymorphism，Single nucleotide polymorphism；DNA

repair gene；Multifactor dimensionality reduction

近年来结直肠癌在我国的发病迅速上升，据估计

2005年结直肠癌年龄标化发病率男性和女性将分别

达到15．0／10万和9．7／10万，居常见恶性肿瘤发病率

第5位⋯。结直肠癌同样是多因子疾病：一方面，生

活方式、饮食习惯等外环境因素在其发生发展过程中

起重要作用；另一方面，并非所有接触环境危险因素

的个体都伴随着结直肠癌的发生，个体对环境危险因

素的作用存在着易感性，不同个体间遗传背景的差异

决定着这种疾病易感性的差异。美国国家环境卫生

科学研究所于1997年10月提出了环境基因组计划，

纳入的10个大类候选基因中DNA修复基因居首

位幢’3]。多因子疾病病因学研究中，有关交互作用的

识别和定量分析，蛔stic回归是最为经典的方法，然
而其应用往往受到统计学检验效能和样本量的限制。

因此，近年来，国内外学者们都在不断尝试提出新的

分析方法和思路。多因子降维法(multifactor

dimenSionality reduction，MDR)是由Ritchie等Ho在研

究散发性乳腺癌时首先提出，目前已成为一种颇有应

用前景的分析多个因子间交互作用的方法。本研究

的主要目的是通过实际的应用研究，明确DNA修复

基因多态性与国人结直肠癌发病相关性的同时，明确

撇用于多因子疾病基因一基因、基因一环境交互作用
分析的实际可行性和应用前景。

材料与方法

1．研究对象：以全国结直肠癌调整死亡率最高

县——浙江省嘉善县为研究现场，以该县1990年4

月建立的包括10个乡镇的当地居民(64 693人)随

访队列为研究人群。选择队列内1990年5月至

2005年5月发生的原发性结直肠癌存活病例，排除

直肠类癌、继发性结直肠癌、1989—1990年筛查时

检出的及不属于队列人群的原发性结直肠癌病例，

最终纳入有效病例206例(结肠癌93例，直肠癌

113例)。对照组(队列内正常人群的代表性样本)

通过2002年和2005年分别开展的两次抽样调查获

得：其中，2002年通过单纯随机抽样方法抽取个体

400例，排除死亡16例和结直肠癌病例1例，共需

调查383例，实际共调查343例；2005年在基线资

料库中，剔除死亡和恶性肿瘤发病个体后，以性别和

年龄为分层因素，采用分层随机抽样抽取调查对象

550例，最终有效调查个体502例；经比较分析，两

组对照人群在年龄和性别等基本因素的分布上均衡

可比，代表性样本合计845人构成了本次研究的对

照人群。

2．资料收集与实验检测：研究通过一对一的上

门问卷调查收集个体特征和生活方式等常见环境暴

露因素的信息，其中，吸烟史定义为每天吸烟1支及

以上且持续1年及以上，或者在短时间内累计量达

到此水平者；饮酒史定义为每天至少一次且持续3

个月以上，或者在短时间内累计次数达到此水平者；

家族肿瘤史指一、二级亲属中有无个体患恶性肿瘤。

每名对象同时采集静脉血5 m1，采用改良盐析法抽

提外周血白细胞基因组DNA后，一60℃冰箱储存

待检。 oGGl Ser326Cys，XRCCl Ar9194Trp、

Ar9280His和 Ar9399G1n，XPD Lys75 1G1n 和

XRCC3 Thr241Met各单核苷酸多态性(SNP)的检

测分型均采用PCR—RFLP分析技术和盲法检测。

引物序列参考相关文献[5—9]方法，其中XRCCl

Ar9280His纠正了文献报道中2个错误碱基，所有

引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司

(sangon)合成。为提高分型结果的正确性和可信

性，显像模糊的样品均予以复检，而每个批次的

PCR扩增中均平行设置阴性对照，并以10％～20％

的总样本量进行抽样复检。最终，各基因型检测的

成功率均在95％以上。问卷调查和血样采集都经

相关伦理学委员会同意，并经每位对象签署知情同

意书后进行。

3．MDR基本原理和分析步骤：其基本原理是将

咒个因子在n维空间形成的多因子组合，单纯根据

疾病易感性(高风险和低风险)归类建模，将高维结

构降到一维两水平，而后通过交叉验证和置换检验

来评价模型是否有统计学意义及其预测疾病易感性

的有效性。MDR的基本分析步骤包括：①判断研究

设计类型是否符合要求，应为病例对照研究或不一

致同胞对设计；②判断纳入分析的指标是否符合要

求，应是离散型变量，同时结局变量应为二分类变
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量；③对数据存在的错分和缺失情况进行评估，若是

多态基因型需进行对照组的Hardy—Weinberg(H—W)

检验；④对纳入存在于同一基因的多个多态位点进

行连锁不平衡检验，以明确是否需要转换成单体型

后纳入分析；⑤分析是否存在遗传异质性、位点异质

性等问题；⑥以记事本格式(．txt)建立符合MDR分

析要求的数据集，若存在缺失值，可先采用MDR—

Data TooI Software程序包对缺失值进行填补；⑦采

用MDR Software程序包进行MDR分析，如果是非

配对病例对照研究设计可以在程序默认的参数设置

下运行；⑧对分析结果予以评估，有统计学意义的模

型组合可将高、低风险型分别合并后，采用109istic

回归对具体的风险效应予以测算，以进一步验证结

论的正确性。MDR—Data T∞l Software和MDR

Software两个程序均是基于Java程序编写，可在

http：／／www． epistasis． org／mdr．

html免费下载。

4．统计学分析：整个统计分析

过程结合应用了Excel 2003、SPSS

13．0、EH Linkage software 1．2、

MDR—Data T∞l Software 0．4．3和

MDR Software 1．0．0等软件。单因

素均衡性检验中病例组和对照组个

体具体年龄的差异比较采用成组￡

检验，而性别和等位基因等分类变

量的分布差异采用Pearson Y2分布

检验；H—W遗传平衡检验采用x2拟

合优度；连锁不平衡检验采用EH

Linkage Software 1．2进行Y2似然

比检验；通过运行MDR—Data Tool

software 0．4．3对缺失值进行填补

后，采用MDR S0ftware 1．0．0软件

进行基因一基因、基因一环境交互作

用的模型筛选分析，两程序的参数

设置均参照系统默认。P<0．05为

差异或风险估计有统计学意义。

结 果

1．研究对象的一般特征与生活

方式因子：如表1所示，病例组和对

照组仅平均年龄和年龄分布差异有

统计学意义(P<0．01)。而个体特

征与结直肠癌风险的关联分析表
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明，年龄与其存在正相关关系，与低年龄组(≥42至

<61岁)个体相比，高年龄组(≥61岁)个体结直肠

癌患病风险增高有统计学意义(校正0R=2．04，

95％CJ：1．49～2．80)；而家族肿瘤史同样与结直肠

癌的发病存在有统计学意义的正相关关系，校正

oR值(95％CJ)为1．51(1．05～2．17)。

2．DNA修复基因多态性分布及单位点多态性

与结直肠癌发病的相关性：如表2所示，所有等位基

因分布对照组与病例组间差异无统计学意义(P>

0．05)。相应各位点基因型分布在两组间差异也无

统计学意义(P>0．05)。DNA修复基因单基因多

态性与结直肠癌患病风险的关联分析表明，所有变

异杂合型和纯合型都可使结直肠癌的患病风险增高

(oR值>1)，但效应无统计学意义(P>0．05)。

3．MDR基因一基因交互作用模型分析：经x2拟

表1 病例组和对照组的基本因素分布

注：4Pearson x2分布检验；6病例组有4例缺失值，对照组14例缺失值；‘校正因素

为年龄分布和性别构成

表2 DNA修复基因多态等位基因在病例组和对照组的分布

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；8对照组H．w遗传平衡检验
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合优度检验，在正常对照组，仅XRCCl m9399Gln

基因型频率分布不符合H—w遗传平衡定律(P=

0．010)，因此，后期的数据分析中将该位点剔除。而

采用EH Linkage software 1．2软件分析表明，

xRCCl Ar9194Trp和Ar9280His两位点在病例组

和对照组都不存在有统计学意义的连锁不平衡现象

(病例组12=5．23，对照组x2=6．85，d．厂=3，P值

均>0．05)。因此，后续的MDR分析中，纳入了

oGGl Ser326Cys，XRCCl Ar9194Trp 和

Ar9280His，XPD Lys751Gln和XRCC3 Thr241Met

等5个多态位点，分析结果见表3。各因子模型组

合均无统计学意义(P>0．05)，但以仅纳入XRCCl

Ar9194Trp的单因子模型最佳(平均检验准确度=

0．533，交叉验证一致性=10／10)。

4．MDR基因．环境交互作用模型分析：研究进

一步纳入了个体特征和生活方式等环境因子，进行

基因．环境交互作用的MDR分析。分析发现，最佳

模型是包含了年龄分布、饮酒史、XRCCl

Ar9194Trp和0GGl Ser326Cys的4个因子模型

(平均检验准确度=0．616，交叉验证一致性=

10／10，P=0．011)。研究对象经以上4个因子叉生

组合后，在风险度上区分为“高风险”和“低风险”两

个组合。进一步将高、低风险组合分别合并，采用

logistic分析表明，与筛选出的低风险组合相比，高

风险组合可以使结直肠癌的患病风险增高，并有统

计学意义(0R=2．72，95％凹：1．66～4．47)。

讨 论

人群散发性结直肠癌属于典型的多因子疾病，

环境因素虽可解释70％结直肠癌的发生，但机体存

在着遗传易感倾向。而这种个体倾向性的差异主要

表现为基因多态性，其中SNP是最重要的物质基

础¨0’“o。因此，对于多因子疾病病因学研究，基因一

基因、基因．环境交互作用的识别和定量分析尤为

重要。

MDR分析通过交叉验证和置换检验集属性选

择、属性构建和分类于一体，是一种综合的、效能较

高的数据分析策略，特别适合于离散型遗传和环境

因素复杂高阶交互作用的识别和分析，是对109istic

回归分析的一种有效补充。作为一种非参数检验方

法，它的应用不受遗传模式(显性或隐性)和交互作

用模型(线性或非线性，加法或乘法)的限制H 2’13。。

然而，MDR作为一种新生的数据挖掘技术，也存在

不足之处：一方面，普通的MDR分析仅适用于结局

变量为二分类的(有病或无病，死亡或存活)病例对

照或不一致同胞对研究；另一方面，遗传异质性、位

点异质性及拟表型等会大大降低MDR的检验效

能。另外，尽管理论推算和实例应用都证明与传统

方法相比，对于复杂疾病的高阶交互作用分析和识

别MDR分析有着更为优异的把握度，但是对于

MDR样本量和把握度(效能)的估算至今仍没有明

确的估算公式。Ritchie等口41仅通过数据模拟研究

证明当病例和对照样本量均<50个时，检验效能会

明显下降。有关MDR分析的小样本研究应用成功

实例，有Williams等u5 o以加纳黑人为研究人群，纳

入病例126例、对照51人，开展原发性高血压多基

因(ACE等8基因13个位点)交互作用的筛选研

究；另外，Soares等u刮也在葡萄牙人群中纳入病例

92例、对照85人开展了常染色体显性遗传病家族

性淀粉样多发性神经病多基因(APCS等6基因10

个位点)影响与发病年龄的相关性研究。目前，

MDR分析在心血管疾病、高血压、糖尿病、恶性肿瘤

等多基因疾病交互作用分析中都得到了一定的应

用‘15'17·9‘。其中，Coffey等‘2们于2004年将其应用于

心肌梗死基因一基因交互作用分析时，采用MDR分

析将基因型组合区分为高、低风险后，以“低风险型”

组合为参照，经109istic回归拟合，分析发现“高风险

型”罹患心肌梗死的危险度增高有统计学意义

(oR=1．44，95％Cf：1．06～1．95)。而在我国尚缺

乏类似的应用实例。

表3 MDR分析基因一基因、基因一环境交互作用模型因子数

1 xRCCl Ar9194Trp 10／10 O．533 O．184年龄分布 10／10 O．584 O．184

2 xRccl m9194Trp／oGGl ser326cys 10／10 0．494 0．816年龄分布／家族肿瘤史 10／10 O．574 0．184

3 xRccl Ar9194T耐xRccl Ar9280His／ 6．4／10 O．445 O．956年龄分布／性别分布／XRccl 8．9／10 O．568 O．999
XPD Lys751G1n Ar9194Trp

4 躲cEl Argl94Trp／xRCCl Ar9280 9．9／10 O．470 O．691年龄分布／饮酒史／xR(刀1 10／10 O．616 O．O“
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本研究属非配对病例对照研究，纳入的分析因

子均为离散型变量，而结局变量为结直肠癌发病或

未发病，缺失值<5％且采取包括复检等多项措施尽

量避免错分，初步判定符合MDR的应用条件。分

析过程中，首先采用x2拟合优度检验对正常对照组

6个SNP多态位点分布是否符合H—W遗传平衡定

律进行检验，发现仅xRCCl Ar9399G1n基因频率

分布不符合H—w遗传平衡，分析原因可能是由随机

抽样误差引起的偏性，予以剔除；尔后采用EH

Linkage Software 1．2对XRCC 1 m9194Trp和

Ar9280His同一基因两位点在病例组和对照组是否

存在连锁不平衡现象进行检验分析，结果表明两位

点不存在连锁不平衡现象，因此进行交互作用分析

时将其作为两个独立的因子来考虑；最后，对

OGGl Ser326Cys，XRCCl Ar9194Trp 和

Ar9280His，XPD Lys751Gln和XROC3 Thr24lMet

5个SNP的基因一基因交互作用MDR筛选分析无

统计学意义的发现。对基因一环境交互作用的分析，

研究纳入了年龄、性别、BMl分布、吸烟史、饮酒史

和家族肿瘤史等6个环境因子以及上述的5个

SNP，MDR分析表明，最佳模型是包含年龄分布、饮

酒史、XRCCl Ar9194Trp和oGGl Ser326Cys的4

个因子模型，且经logistic拟合分析，与筛选出的低

风险组合相比，高风险组合可以使结直肠癌的患病

风险增高并有统计学意义(0R=2．72，95％凹：

1．66～4．47)。

本研究结果表明，DNA修复基因多态性对结直

肠癌发病的影响符合多基因疾病的低外显性特征，

单个位点的多态性与结直肠癌的发病不存在相关一

性，且与环境因子可能存在着复杂的联合作用。在

后续的研究中，应纳入更多的有功能意义的多态位

点，在开展基于整个DNA修复通路MDR分析的同

时，根据不同的具体修复通路，开展更为深入细致地

分析。另外，研究纳入的病例为当地现患存活病例，

可能存在一定的存活偏倚即选择偏倚从而影响结果

的真实性，研究结论有待后续的研究予以进一步

证实。
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