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广西壮族人群肝癌家族聚集与细胞色素

P450 2E1基因多态性等因素关系的研究
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·现场调查。

【攘鬓】誉的探讨广嚣疑簇入群器癌骞发家蔟聚集与缝貔色豢P4502El(貔P2E1)基嚣多态性等
因素的美系。方法在广西某肝癫高发现场牝族人群中，对lo个肝癌高发家族成员(共91名)和lO个无

癌对照家族成员(共102名)．采集外周血标本，以多聚酶链反应一限制性片段长度多态性技术

(陀辩R墨毛P》，分拆黪蠢礤究对象CYP2EI基lq Rsa l位点基因型及等位薹蠢翦分零频率；并恁ELlSA法

检测HBsAg。肝癌相关因素的暴群情况则应辩j统一问卷进行调查。缡果肝癌裔发家族成鼷CYP2EI

基因Rsa I位点el／el、ci／c2基因型频率分别为63．7％和36．3％；在对照家族成员巾，相应的频率分别为

48．O％秘52。O％(艘一l。901，95％C／：1．067。3387)；两组成员Rsa l位点基因型分带盼差异有统计学意义

(f=4．797，P=0．029)。菲条件logistic回归分析结果显示，冀地肝癌家族聚集的主要悬险羁索。按其危险

度由高至低排列依次为：以玉米为主食、HBsAg携带、CYP2EI cl／cl型。结论 在广西壮族人群中，肝癌

的家族聚集与家族成员的CYP2E1基因RsaI多态性的分襁，有肯定的统计学关系；CYP2EI基阏Rsal多

态性的分帮不是弓|超j择癌家族聚黎盼惟一嚣索，也不是酋黉丽素，与箕缝一些因素盼综合终霭鬻为重要。

【关键词】肝肿瘸；家族聚集性；细胞色索P450；基因多态性
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【Abstract】 Objective To study the relationship between familial clustering of hepatocellular

carcinoma(HCC)and the polymorphism of cytochrome P450 2El gene(CYP2E1)as well as of other

relevant risk factors to the cancel Methods Peripheral blood samples were collected from 9l members of 10

HCC clustering families and 102 of 10 control families，among Zhuang population，in Guangxi。The area had

been with high incidence rate of HCC．Genotypes and allele frequencies of CYP2E1 Rsa I site were

determined by polymerase chain reaction．combined with restriction fragment length polymorphism method

(PCR—RFLP)。Serum HBsAg was tested by means of ELlSA．Data on relevant risk factors of the cancer Were

collected瓣well．through a unique questionnaire．Results Frequencies of el／el and cl／c2 genetypes of

CYP2El Rsa I site were 63．7％and 36．3％．respectively，in the members of families with cancer clustering

phenomena．In the members of the control families．these two rates were 48．0％and 52．0％，respectively

(0露=1．901。95％C／：1．067—3。387)．Difference ofgenotypes frequencies ofCYP2El Rsa I site between the

members in these two groups was statistically significant(X2=4．797，P=0．029)．According to the results

from non-condition logistic regression analysis，the major risk factors on familial clustering of HCC could be

listed as：intake of corns．HBsAg carrying status and CYP2E l C 1／c l genotype．Conclusion The

relationship seemed to exist between familial clustering of HCC and the frequencies of polymorphism of

cytochrome P450 2El gene(CYP2E1)．The frequencies ofCyP2E1 Rsa I site were neither the only nor the

major factor，causing the familial clustering phenomenon of cancel More possible，it Was the affect of

syntheses with the involvement of multiple factors．
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相关研究表明，肝癌的发生是由环境因素和遗

传易感性裙互侮用所致。在癌变的始动险段，代谢

酶基因的多态性在决定环境致癌物效应中作为歪关

重要的角色。细胞色素P450(CYP450)是混合功能

氧曩二酶系统中最主要的l桷代落酶，其中CYP2E1

是人体代谢亚硝胺的重要同工酶，并还参与黄曲霉

毒素Bl(AFBl)等低分子照化合物的代谢活化【I—j。

有文献报道CYP2E1基因多态性与肝癌象感性存在

着一定的联系m引，但也有结果不一致的报道陆l。广

西扶绥县是我国肝癌高发地区，并有明显的家族聚

集现象静】。肝癌家族聚集瑷象酶原凼笼较复杂，

CYP2E1基因多态性是否对肝癌家族聚集性起到了

促进作用?国内外鲜有报道。因此，我们以肝癞高

发家族和褶匾配的菲癌家族的壮族入群为研究

对象，对广西肝癌高发地区壮族人群CYP2El基因

Rsa I多态性及其他相关危险因素与脬癌家族聚集

性的关系进行探讨。

对象与方法

l。研究对象和标本收集：

(1)定义：高发家族指在连续三代血缘关系亲属

中，出现过至少2铡肝癌患者的家族；对照家族指与

肝癌商发家族结构相似，虽与高发家族无血缘关系，

在可以调查到的历史范围内未发现现存或者已故的

家族成员中出现避癌症死亡或者现患病例的家族。

(2)研究对象的确定：2002—2006年在广西某

肝癌高发现场，基于对该地区人群的肿瘤发病监测

及死亡登记报告的结果，确定先证者及其家系势对

家族成员进行闻卷调查。家庭成员包括l级亲属

(父母、兄弟姐妹、子女)、Ⅱ级亲属(姑、叔、伯、舅、

姨、祖父母、外祖父母)秘疆级亲属(堂怒辣、表冤妹)

和非赢缘关系亲属(成员的配偶等)。经过调查并且

顺次选取lO个肝癌高发家族作为高发家族组，共91

例成爨。然后在每个翳癌高发家族掰在熬自然辩或

者邻近的自然村选取成员数与高发家族相当或者略

多的10个家族，共102例成员为对照家族组。研究

对象均为壮族。

2．主要试剂：HBsAg诊断试剂盒购自上海科华生

物公司，Taq酶、dNTPs购自定生物工程(大连)有限公

露，Rsa l限制性内秘酶购鑫TOYOBO CO，LTD。

3．研究方法：

(1)流行病学调查：由流行病学医师使用预先设

计的流行病学调查表对高发家族组和对照家族缀所

有成员进行问卷调查。内容包括：被调查者的一般

情况、与先证者的关系(仅限于高发组)、吸烟史、饮

滔史、饮水史、饮食情况、肝病史、HBV暴露史、恶性

肿瘤家族史等共39项指标。

(2)实验方法：收集被调查人员的外周静脉血标

本，分装在撬凝管和j基揽凝管孛，分离岛疵清穰自细

胞，置于一30℃的低潞冰箱中保存备用。血清

HBsAg的检测采用ELISA法。DNA的提取采取无

水乙醇沉淀法，并纯讫和稀释至l gg／ml。

PCR：扩增CYP2E1基因Rsa I酶切位点的5’．

旁侧区，引物序列设计参照文献[3]，并在NCBI基

因缝数据库孛迸行核对，毒上海黧安生魏科技有限

公司合成。上游引物5’．CCA GTC GAG TCTACA

州’G TCA-3’，下游引物5’．”暇ATr CTG TCT

TCT AAC TGG．3’，扩增片段长度为410 bp。反

应体系体积共25“l，包括：10×PCRbufier2．5 pl、

10 mmol／L dNTP 0．5 pl、25 mmol／L MgCl2 1．5 gl、

CYP2E1孳|物2．0 gl、Taq酶O．2 gl、DNA模板2．0 gl、

灭菌双蒸水16．3肛l。反应条件为：950C预变性

4min，940C变性45 s，55℃退火45 S，72℃延伸

l min，30个循环，然焉于72℃延伸10 rain。取5硅l

反应产物在1．6％琼脂糖凝胶(含0．5¨∥ml溴化乙

锭)中电泳30min(电题100V)，然后在凝胶成像系

统上观察结果。

RFLP：取10山PCR产物加入Rsa I内切酶1．0 m

(10 U)和2。0 gl缓冲渡，并加无菌水至20驻l，充分混匀

詹在37℃水浴箱中保温3 h。取5|ll反应产物在

2．O％琼脂糖凝胶(含0．5 1．tg／ml澳化乙锭)中电泳
30 rain(电压100 V)，然后在凝胶成像系统上观察结

果，由于CYP2E1 5’．端存在酶切位点GT*AC，如果

该位点存在C川的点突变，则不能被限制性内切酶
Rsa l酶切，救±述产物经酶切磊，在紫外光下霹出

现3种情况：出现360bp和50bp的2条亮带，为完全

被酶切的结果，判断为cl／cl野生型纯合子；只出现

410 bp的亮带，裂该基疆Rsa|酶切位点存撩全部突

变，不能被酶切，判断为c2／c2突变型纯合予(本次实

验未出现)；著出现上述的全部3条亮带，则该基因

Rsa l酶切位点部分突变不能被酶切，部分可被酶

切，判断为cl／c2杂合子(图1)。

4．统计学分析：以Microsoft Access 2003软件建

立数据库，SPSS 13．0统计软件避行分析。分别用#

检验和非条件logistic回归模型进行分析。

续 票

1．CYP2EI基因Rsa I多态性与肝癌家族聚集
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注：M：loobpMark盯Ladder；1～3：el／el野生型纯合子；4—6：
cI／c2杂合子

图1 CYP2E1基因Rsa I酶切产物电泳结果

性的关系：两组CYP2E1心a I基因型(cl／cl、cl／c2)

分布差异有统计学意义(f=4．797，P=0．029)。将

cl／cl型视为暴露因素，OR=1．901(95％c，：1．067～

3．387)，表明CYP2E1 Rsa I位点cl／cl型的危险性

是ci／c2型的1．901倍，而等位基因c1、c2在两组之

间分布差异无统计学意义(表1)。

表1肝癌高发家族组和对照家族组CYP2E1 Rsa I

基因型及等位基因频率分布

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；基因型与等

位基因比较分别为：f=4．797，P=o．029；f=3．422，P=0．064；伽=
1．901(95％a：1．067—3．387)

非血缘关系亲属cl／cl、CI／c2频率均为50％，与

血缘关系亲属以及对照组之间的差异无统计学意

义。但数据还显示，非血缘关系亲属cl／cl频率明显

低于血缘关系亲属，而与对照组接近(表2)。非血

缘关系亲属和血缘关系亲属的基因型分布符合

Hardy．Weinbe昭平衡定律(jc2=1．1l，P>0．05和)c2=

3．54．P>0．05)。

表2 CYP2EI Rsa I基因型在非血缘关系亲属

与血缘关系亲属、对照组之间比较

注：括号外数据为例数．括号内数据为构成比(％)

·153·

虽经趋势f检验，el／el型频率及等位基因c1的

频率在各级亲属间差异无统计学意义，但是从数据

中可以清晰看出先证者(肝癌患者)c1／c1型频率及

c1型频率最高，分别为70％和85％，且c1／c1型的频

率在各级亲属中随着与先证者的亲缘级数的降低而

降低(表3)。肝癌患者和I级亲属的基因型分布符

合Hardy．Weinberg平衡定律(f=o．31，P>0．05和

Z=1．15，P>0．05)。

表3 肝癌高发家族组中各级亲属CYP2E1黜a I基因型

及等位基冈分布

2．HBV携带情况的分布：肝癌高发家族组

HBsAg阳性率为38．5％(35／91)，对照组为11．8％(12／

102)，两组成员的HBsAg阳性率差异有统计学意义

(矿=18．607，P<0．01)。将HBsAg阳性视为暴露因

素，OR=4．688(95％Cl：2．246—9．782)。提示HBsAg

阳性的危险性是HBsAg阴性的4．688倍。先证者的

HBsAg阳性率最高(100％)，HBsAg阳性率在各级

亲属中随着与先证者的亲缘级数的降低而明显

降低，差异有统计学意义(f=11．208，P<0．005)，见

表4。

组别 例数 阳性数 阳性率(％)

注：f=11．208，P<0．005

3．肝癌高发组和对照组中相关危险因素分析：

在各肝癌相关危险凶素中，吸烟、饮酒两因素对肝癌

家庭聚集的作用无统计学意义；而玉米为主食、

HBsAg阳性、CYP2E1 el／el基因型则有统计学意

义，且相应的回归系数均为正，提示这3个因素为肝

癌家族高发的危险因素(表5)。

4．CYP2EI基因黜a I基因型频率在HBsAg携

带者和非携带者之间的分布：按I-IBsAg阳性和阴性
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将所有研究对象分为两组，分别计算cl／cl型和cl／

c2的分布频率，两组el／el、el／c2的频率分布差异无

统计学意义(z2=0．430，P=O．512)，提示HBsAg携

带和el／el型这两个危险因素对于肝癌家族聚集性

的作用是独立的，两者之间不存在因果联系(表6)。

表5肝癌相关危险凶素非条件logistic回归“向前法”结果

表6 HBsAg阳性组和阴性组CYP2E1 Rsa I基因型分布

注：同表2

讨 论

CYP450是一个超基因家族，包括8个基因家族

13个亚基的25个基因，其中，CYP2E1基因作为外源

性化学物质体内生物转化第一时相最主要的代谢酶

基因家族中一员，有关其多态性与肿瘤易感性关系

的研究逐渐成为肿瘤病因学研究的热点。Wu等[81

报道CYP2EI el／el基因型为美国籍墨西哥人肺癌

易感性因素，同时也有文献报道CYP2E1 c1／cl基因

型增加了胃癌阳】、食管癌的易感性h0|。1995年台湾

学者Yu等。3。对36例肝癌患者和150例健康对照的

研究发现，Rsa I多态中的基因型A(cl／c1)是肝癌

的易感基因型，具有基因型A的个体患肝癌的危险

性是基因型B(cllc2)或C(c2／c2)个体的2．9倍。

2000年刘茶珍等’4。和Yu等+51分别在江苏省启东和海

门地区的研究结果均提示基因型A或等位基因cl

增加了个体患肝癌的危险性。他们的研究表明

CYP2EI变异基因型c2的表达比野生型cl要低，并

推测作为致癌物活化酶的CYP2E1，如果在其基因

的结构区或影响其转录表达的区域发生基因变异，

可能导致表达产物量的减少或者降低，从而导致肝

癌的易感性降低。

本研究结果表明，c1／cl基因型是肝癌高发家族

组成员肝癌易感的危险因素之一，其危险性是对照

组的1．901倍，显示CYP2E1 Rsa I多态性在广西壮

族聚居地区的肝癌家族聚集性之间存在一定的联

系。同时，我们对高发家族组按血缘关系的远近分

层分析，从数据结果可看出先证者(肝癌患者)的el／

c1型和等位基因c1型的频率最高，其频率在各级亲

属中随着与先证者的亲缘级数的降低而降低，提示

CYP2EI Rsa I多态性分布这一遗传因素在肝癌家

族聚集中所起的作用会随着亲缘级数的降低而降

低。高发家族组中血缘关系亲属的cl／cl型和等位

基因cl型频率均高于非血缘关系亲属，同样提示着

CYP2E1 Rsa I多态性的分布这一因素在肝癌家族

的聚集中所起的作用。而非血缘关系亲属与对照组

之间的Rsa I多态性的分布接近，进一步提示Rsa I

多态性的分布与血缘关系有着紧密的联系，而不受

生活环境的影响。

同样在江苏省海门地区进行的一项肝癌危险

因素的巢式病例对照研究中显示，先证者I级亲属

HBsAg阳性与肝癌的发生有强关联(OR=8．44)，提

示肝癌的家庭聚集可能与HBsAg阳性的家庭聚集有

关⋯]。本研究也表明HBsAg阳性也是高发家族组成

员肝癌易感的危险因素(OR=4．688)，分层后的结果

显示，先证者及其I、Ⅱ、Ⅲ级亲属和非血缘关系的

亲属，HBsAg阳性率呈现依次递减的趋势，显示

HBsAg阳性在肝癌高发家族中存在着聚集现象。

据此，本研究在单凶素分析的基础上，将遗传、

环境等多种可能的危险因素综合起来对肝癌的家族

聚集性进行多因素分析。结果显示，玉米为主食、

HBsAg携带和CYP2E1 cl／cl型是肝癌高发家族聚

集的危险因素；而玉米为主食和HBsAg携带同为肝

癌发生的环境危险因素，CYP2E1 cl／cl型为遗传危

险因素，这提示着在相同的生活背景下，环境凶素在

引起肝癌家族聚集的现象所起的作用比遗传凶素显

得更为重要。

广西壮族人群CYP2EI基因多态位点的等位基

因频率与广州地区汉族人群明显不同，说明该多态

位点的等位基因频率分布也存在种族之间差异【-21。

国外也有相关报道显示等位基因c2与肝癌的发生

有关“31，以及CYP2E1多态性与肝癌并无关系的结

果【I41。目前已达成共识，肝癌的发生和演变是典型

的多因素、多基因、多阶段和多途径的复杂过程。因

此，探讨肝癌的发生应该结合本地人种、民族的特点

和主要病因联合起来分析，尤其将环境因素和遗传

因素相结合多因素分析显得尤为重要。
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本刊对统计学方法的要求

·读者·作者-编者·

统计学符号按GB 3358—1982(统计学名词及符号》的宥关规定一律采用斜侮翥}印，常用：①样本的算术学均数用葵文小写i

(中位数用M)；②标准差用英文小写s；③标准误用英文小写s；；④￡检验用英文小碍t；⑤，检验用英文大写，；⑥卡方检验用希文

小写f；⑦相关系数朋英文小写，；⑧自由度用希文小写v；⑨概率用英文大写P(P值前应给出舆体检验值，如t值、f值、q值等)，P

菹瘟给蠹实舔数蕊，不窀矮太予域奎予表示，藤用等号表零，，l、数点露僳鏊3位数。

研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计(分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究)，实验设计随!告知

具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、磁交设计等)，临床试验设计(应告知属：f第几期临床试验，

采用了何静盲法措施等)；主要微法应围绕4个基本骧剃(重复、隧执、对照、均衡)概要说骧，梵其要告知如缳控铡重要葚#试验因

素的干扰和影响。

资料的表达与描述：用i±s袭达近似服从正态分布的定量资料，用M(Q。)表达呈偏态分布的定量资料，用统计液时，要合
理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计躅的类型应与资料性质搠匹配，并使数轴上刻魔德的标法

籍舍数攀源羹|l；疆镶辩数时，分母不宣枣子豹，要注意嚣分蓄分率与蠢分篦。

统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计擞氆、资料具备的条件和分析目的，选用合适的统计学分析

方法，不应盲目套用￡检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条件

及分据麴戆，选用会遂的统诗学分析方法，不应盲璺套用Z检验。对予强织分辑，疲结会专监懿识程教毒瀚，选用合适豹霾扫类

墅，不成盲目套用煮线回归分析；对具有重复实验数据稔验回奠分析资料，不应褥单仡处理；对于多闲素、多指标资辩，要在一

元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的解释
和评价。

统盼结集静辩黎鞫表达：姿P<0．05(或P<O。01)霹，澎说对魄缀之闻酶差冥葵有统计学意义，瑟不疲说砖跑缓之鬻英有显

著性(或非常显著性)差异；应写明所用统计分析方法的其体名称(如：成组设计资料的t检验、两冈素析因设计资料的方差分

析、多个均数之间两两比较的q检验等)，统计量的具体德(如：t-----3．45，)[2=4．68，F---6．79等)；在用不等式袭示P值的情况下，一
般馕况下选用P>O．05、P<0．05稻P<O．OI三赞表达方式瓣霹滤是霭簧，无须羁鳎分为P<O．001或P<0．0001。当涉及慧露参

数(如总体均数、总体率等)时，程给出显著髅检验结果的问时，再给蹈95％可信区间。
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