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·临床流行病学·

还原叶酸载体基因多态性与宫颈癌关系的
病例对照研究

弟娟娟王金桃丁玲王忠敏高尔生

【摘要】 目的探讨叶酸代谢相关酶基耀还原叶酸载体基因(RFC．1)多态性皇宫颈癌易感性的关系

骏及与入乳头瘤病毒(HPV)16在富颈癌发璧孛豹交互佟耀。方法采用瑗医院为基硪薛羧数匹配病倒

对照研究，选择经病理学确诊的窗颈鳞状细胞癌新发病例107例作为病例组，子宫肌瘤患者107例作为对

照组。应用特异性PCR和限制性片段长度多态性(RFLP)分别检测HPVl6及RFC．1基因A80G多态性。

缨票 (I)HPVl6感染率瘸镄缝(56。07％)嵩予对照缰(31．78％)，调整OR壤麦3．25(95％CI：|。74～6。08)。

(2)病例纽与对照组锯基因型频率符合HaZy，Weinberg平衡，病例组RFC．1基因80AA、AG和GG各基因

型频率在病例组和对照组间差异有统计学意义(f=6．66．P=O．03)。A80G等位螭因在两组的分布存在

差异(f一7．41，P=O．OI)。(3)RFC．1摹濯ASOG多态牲与寤嫒瘗易感链静分辑结袋显示，与携带AA基透

型者相比，携带GG基因型者患富颈癌的危险性增高(OR=2．42，95％CI：1．01—5．81)。(4)RFC．1基因多态

性与HPVl6感染经logistic回归模型分析。在宫颈癌发生中交互作用无统计学意义。结论RFC一1基因

A80G位点的缝合型(∞，可增加囊颈癞发生的危险。
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fAbstract]Objective To evaluate the possible association between RFol polymorphism and cervix

carcinoma，as well as the interaction between polymorphism and human papilloma virusl6(HPVl6)．

Methods Based on a hospital—based case-control study，1 07 cases which were diagnosed as cervical cancer

pathematologically and 107 controls with hysteromyoma，Wel'e selected by frequency，matched with age and

habitation。HPVl6 and l疆C．1 A80IG polymorphism were detected by special PCR and ltFbE Results

(1)HPVl6 infection rate in CaseS(56。07％)was higher than that in controls(31．78％)with the adjusted OR

of 3．25(95％CI：1．74-6．08)．(2)All the genetypes were tested by Hardy·Weinberg balance．(3)Compared

witll RFC—l AA．RFC．1 GG had highel"risk for cervical cancer with 0R of2．42(95％C／：1．Ol一5．81)．(4)No

statistical significance Was noticed regarding the interaction between RFC-1 polymorphism and HPVl6 in

logistic regression method．Conclusion 111e introduction of KFC-l 80GG gene type could increase the risk

of cervical cancel

【Key words】Cervical neoplasms；Case—control study；RFc-l polymorphism

人乳头瘤病毒(HPV)持续感染是窗颈癌发生的

主要病因¨’2J，已有研究发现膳食中叶酸缺乏及体内

低时黢承乎霹增加宫颈癌发生的危险，持续骚耀时

酸制剂可改善宫颈上皮细胞异常^“，佩也有研究未

发现叶酸及体内叶酸水平与宫颈癌间存在关联持】。

由于叶酸来源予食物并被吸收入人俸参与代谢，这
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一过程十分复杂，膳食叶酸及体内叶酸水平不能完

全反映叶酸_程人体内的生物学效腹大小，叶酸代谢

通路审影睛盱酸发挥生理学作爝翡各种酶类对时酸

功能的发挥起重要作用，叶酸代谢链的“第一门户”

为还原叶酸载体(RFC)，叶酸通过RFC进入细胞，参

与DNA甲基化及DNA合成。RFC．1基医A80G发

生突变，可使RFC酶活性降低，导致RFC转运叶酸

能力降低。目翦RFC．1基因A80G突变与出生缺陷

关系研究较多，在其他癌症如结肠癌等也有研究报

道，但与宫颈癌的研究网内外鲜见报道。本研究采

用特异PeR、PeR-RFLP探索RFC．1基因A80G突变
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与宫颈癌闻的关系，以及RFC．1基因A80G突变与

HPVl6在宫颈癌发生中的交互作用，为宫颈癌的病

因学研究提供依据。

对象与方法

1．研究对象：选择山西省肿瘤医院2005年l一6

月经病理学确诊的宫颈鳞状细胞癌薪发病例l 07例

作为病例组，同期就诊的与病例无血缘关系、年龄相

差±3岁及居住地相近的子宫肌瘤患者107例作为

对照。掰有研究对象排除矗液系统疾病、消化系统

疾病、心脑血管疾病的现患和既往患者，及近3个月

内B族维生素使用者和其他肿瘤患者。

2．资料收集：

(1)宫颈癌相关因素的收集：设计统一的调查问

卷，由培训合格的调查员对研究对象进行面对面的

调查、填写阉卷。谖查一般入誓学特缝、社会经济状

况、生活方式与个人卫生习惯、月经婚育史、既往病

史、肿瘤家族史及避孕药使用情况等。结合医院病

历，苁孛获取骚究对象的确诊黠闻、确诊依据秘瘸理

类型等资料。

(2)标本收集：在研究对象首次入院后，采集清

晨空馥静脉盎5攥l，室溢静鼗l h左右，3000 r／min×

10 min分离血清和血凝块，髓一80℃低温冰箱，保存

待检。入院后，系统治疗前用宫颈刮片3600旋转两

周收集富颈脱落细胞，萋PBS滚中，离心富集细臆，

置一80。C低温冰箱，保存待梭。

3。实验方法：

(1)HPVl6 DNA扩增：采焉异磙氰酸瓤一酚氯仿

提取法从宫颈脱落细胞中提取HPVDNA，并依照文

献[6]掇供的方法进行HPVl6 DNA扩增。

(2)RFC—l A80G多态性检测：酚氯仿擒提法放

抗凝血块中提取人类基因组DNA，依据文献[6]设

计RFC．1 A80G位点的引物，进行RFC．1扩增。在扩

增产物中加入限制性内切酶Hha l在37℃恒温水浴

中放置过夜，应用PCR．RFLP法进行多态性检测。

4。统计学分析：应用SPSS 11。5软件对资料进

行f检验、Z检验和分级分析等。采用葛釜条件logistic

回归模型计算多因素调整的OR值及其95％C1；交互

作用分据采用logistic回羟模型的方法。

结 果

1．病饲组与对照组均衡性分析：本次共调查宫

颈癌病例107例，年龄30～77岁(平均50．68岁±

9．7l岁)。子宫肌瘤患者107例，年龄33。69岁(平均

48。43岁±7。32岁)，两组平均年龄差异无统计学意

义(￡=1．92，P'-O．06)，婚姻状况均衡可院(Fisher确

切概率P=0．45)。

2．HPVl6检测：结果显示，病例组HPVl6的阳

性率(56．07％)显著高于对照组(31．78％)，差异有统

计学意义()c2=12．83，P=O．00)。应用多元logistic

回麴分析在对年龄、职韭、是否吸烟、首次牲行为年

龄、孕产次、麓否绝经、文化程度、家庭收入等宫颈癌

发生相关因素进行调整后，HPVl6感染致宫颈癌的

OR值势3．25(95％C1：l。74。6。08)，觅表l。

表1 HPVl6感染与宫颈瘸的关系

缀别 』幽LP值
‘ 一 OR(95％CD P值(蒜)。‘一(95％岱)。

癍铹xL照组gi 60(56．．07))47((43．．93；0．00(．2．7434(3I 78 73 68 22 1 57--4．79)o．oo(1．7滋08)．)(．)。。(． ．) (．“．)
注：4括号外数据为例数，括号内数据为感染率(％)；‘凋穆年

羚、职遣、文继稷爱、稷潮、秀缀狡涎，蓄次魏{i为年龄、零次、产次、

家庭收入

3．RFC．1基因A80G多态性与宫颈癌的易感性

分橇：善先对瘸镶缝和瓣照组进行Hardy。Weinberg

平衡检验，表明两组人群具有群体代表性(表2)。

RFC．1基因A80G多态性与宫颈癌总体差异有统计

学意义(表3)，易感性黪分析缭巢晟示，与携带AA

基因型者相比，携带GG基因型者患宫颈癌的危险

显著增高(OR=2．42，95％CI：1．01—5。81)，见褒4。

表2瘸铡组和对照组RFC．1基激垄频率的

Hardy．Weinberg平衡检验

一 薹兰!：!：：兰三窆：!坌 菱三坌：竺：兰三!：ii
注：f=∑(观察值一期蘩德)2／期望值，町釜基圜型数一等位

基闲数

表3 1LFC．1基阂A80G位点的熬阂频率分撩

ASOG基因戮4 等位基戮4

AA AG GG A G

病例组28(26．17)48(44，86)31(28．97)104(48．60)110(51．40)

霹慧缝43(40。19)46(42．99)18(16．82)132(61，68)82(38。32)

f=6．66，P=O．03 f=7．4I，P=O．Ol

汪：。同表l

4．RFC．1基因A80G多态性与HPVl6在宫颈癌

发生中交互作用分析：在对职业、吸烟、月经状况、

家庭收入、文化程度、首次性交年龄、孕次、产次进

行调整后，将RFC。1 A80G多态性与HPV感染弓|入

logistic回归模型，未发现两者在宫颈癌发生中存在

交互作用(表5)。
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表4 RFC．1基因多态性与宫颈癌的关系

注：。调整职业、吸烟、月经状况、家庭收入、文化程度、首次性交

年龄、孕次、产次、HPVl6；AA、AG、GG三者问趋势检验f=7．48，
P=0．02

表5 RFC．1基因多态性和HPVl6相互作用在logistic回归

模型中的比较

因素 B Waldx；值P值Exp(13)(95％CI)

注：调整年龄、职业、文化程度、吸烟、月经状况、首次性行为年

龄、孕次、产次、家庭收入

讨 论

宫颈癌发生相关因素的单因素分析结果显示n1，

务农、吸烟、首次性行为年龄小、孕产次多是宫颈癌

发生的危险因素，而绝经、文化程度高、家庭收入高

是宫颈癌发生的保护性因素；未发现被动吸烟、饮

酒、饮茶、个人卫生习惯、月经初潮年龄、妇科病史、

手术史、自然流产史、宫颈癌家族史、避孕药使用史

等因素与宫颈癌相关。

HPV是宫颈癌感染的主要病因，叶酸可能作

为HPV的协同因素在宫颈癌的发生、发展中起作

用旧]。低叶酸状态可降低DNA甲基化程度，影响

DNA合成与代谢，增加细胞癌变概率。作为协同因

素的叶酸，其膳食与体内水平一致性较差，叶酸代谢

的多环节及其复杂性决定了叶酸代谢受到多个酶的

作用和影响。RFC是血清叶酸进人细胞开始细胞内

代谢的“主要门户”，活性叶酸在RFC的介导下进入

细胞，参与DNA的合成与甲基化。表达RFC的

RFC．1基因的单核苷酸突变位点常发生于第80核

苷酸，发生A．G的改变，表达蛋白氨基酸由CAC转

变为CGCt引，但这种改变是否影响到RFC的转运功

能?有研究显示携带RFC．1 A80／A80基因型者，其

细胞内叶酸水平明显高于携带G80／G80者71 0’“】，即

不同型别的RFC转运叶酸的能力不同。Matherly

和GoldmanL佗一论述了RFC．1基因A80G的突变所导

致的该蛋白的氨基酸序列和数量发生改变，RFC．1

的各个跨膜区也会发生相应改变，从而影响载体活

性和功能。

鉴于RFC．1基因在A80G位点发生突变，降低

RFC转运叶酸的能力，DNA合成和代谢受限，增加肿

瘤发生概率。此次研究采用PCR．RFLP，得出RFC．1

·191．

基因A80G的突变与宫颈癌的发生有关。进～步以

AA型为参照，分析各个型别与宫颈癌的关联性，与

AA型携带者相比GG型携带者患宫颈癌的危险性在

调整了其他已知危险因素后OR值仍增加到2．42

(95％C／：1．01．5．81)，AG型携带者患官颈癌的风险

OR值为1．26，但关联无统计学意义。j者的趋势检验

f=7．48，P=0．02，说明RFC．1基因突变是罹患宫颈癌

的一个危险因素。对RFC．1 A80G突变与HPVl6在

宫颈痛发生中相互作用的研究中，应用logistic回归模

型对两者交互项检验，差异无统计学意义。

叶酸通过RFC进入细胞后，开始一系列的细胞

内代谢，此次研究从叶酸代谢的起始点开始对叶酸

代谢相关酶基因多态性与宫颈癌易感性的关系进行

探讨。在叶酸代谢过程中亦有其他许多关键酶参

与，在以后的研究中，可深人研究各种代谢酶在宫颈

癌发生中的作用及其与HPV之间的相互作用。
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