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HBV、HCV感染和XPC基因Ala499Val、
Lys939Gln与肝癌关系的1：1匹配病例
对照研究

蔡旭玲郜艳晖余卓文吴兆权周卫平杨翌许雅宋韶芳陈思东

·实验室研究·

【摘要】 目的探讨环境因素HBV、HCV感染与DNA修复基凶XPC第8外显子Ala499Val、

第15外显子Lys939Gln交互作用在原发性肝癌(肝癌)发生中的作用。方法在广东省顺德地区

采用1：1匹配的病例对照研究，PCR技术检测Ala499Val、Lys939Gln基因型，条件logistic回归分析

环境与基因单独作用和交互作用对肝癌的影响。结果HBsAg阳性者中，无携带Ala499Val突变

型基因者和至少携带一个突变型基因者的OR值分别为3．768(95％CI：1．137～12．485)和3．667

(95％C1：1．122—11．981)；无携带Lys939Gln突变型基因者和至少携带一个突变型基因与肝癌关联

的OR值分别为6．778(95％CI：2．025。22．688)和3．152(95％CI：1．062～9．351)。HCV感染者中，无

携带Ala499Val突变型基因和至少携带一个突变型基因的OR值为2．955(95％C1：0．587～14．869)

和1．085(95％CI：0．307—3．839)；携带至少一个突变型基因和无携带Lys939Gln突变型基因相比，

OR值由4．197(95％C1：0．870～20．243)降低为0．887(95％CI：0．228～3．448)。但基于相乘模型的基

因和环境交互作用均未达到统计学意义。结论携带Ala499Val突变型基因有降低HCV感染者

的肝癌发病风险的趋势；而携带Lys939Gln突变型基因对HBV感染者和HCV感染者的肝癌发病

风险都有降低的趋势，需要加大样本量进一步研究。
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【Abstract] Objective To evaluate the interaction between environmental factors，HBV／

HCV infections and DNA repair gene XPC exon 8 Ala499Val。exon l 5 Lys939Gln on related

risks to primary hepatocellular cal'cinoma(PHC)．Methods A l：l matched case—control study was

conducted in Shunde city，Guangdong province．The genotypes of Ala499Val and Lys939Gln were

detected by polymerase ehain reaction restrictive fragment length polymorphism(PCR—RFLP)

analysis．and gene．environment interactions were analyzed by conditionallogistic regression．Results

Among people infected by HBVwith non-or at least one mutant gene ofAla499Vm carriers．the risk of

PHC significantly increased。、)l，ith ORs as 3．768(95％C，：1．137-12．485)and 3．667(95％C／：

1．122-11．981)respectively．With non．or at least one mutant gene of Lys939Gin．the risk was increasing
with 0尺s as 6．778(95％C／：2．025-22．688)and 3．152(95％c，：1．062—9．351)respectively．In those with

HCV infection，non．or at 1east one mutant gene of Ala499Val might increase the risk with f)Rs as 2．955

(95％C／：0．587-14．869)，1．085(95％C／：0．307-3．839)respectively．However，when compared to the

ones with no mutant gene of Lys939Gin among the same research subjects．thoge carrying at least

one genemaydecreasethe risk。with锨lowered from4．197(95％C／：0．870—20．243)to 0．887(95％Ci：

0．228-3．448)．But the interactions between船V infection．HCV infection andⅫC genes were not

statistically significant．Conclusion Among people infected by HCV．the mutant gene ofMa499Ⅷhad
the tendency to lower the risk of P’HC，and the mutant gene of Lys939GIn also appeared the same in the

population with either HBV infecfion or HCV infection in Shunde．Guangdong．Another study州th

large samples should be performedto analyze the interactions among environments-genes．
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我国原发性肝癌(肝癌)的年发病率和死亡率均

占癌症第2位“】。近年来的研究显示，环境因素如

HBV、HCV作用于机体，可能引起机体的DNA损伤

或影响机体DNA修复的能力，从而导致肿瘤的发

生乜]。DNA修复基因是一条与环境应答有关的通

路，其中XPC(xeroderma pigmentosum group C)基

因编码的XPC蛋白可与损伤的DNA结合，从而启

动核苷酸切除修复(nucleotide excision repair。NER)

作用D3。XPC第8外显子Ala499Val SNP、第15外显

子Lys939Gln SNP位点碱基的改变，使机体的DNA

损伤修复能力和癌症的易感性各不相同m”。多数

研究局限于环境或基因的研究，缺少基因一环境交互

作用的关注，但后者在肿瘤的发生、发展中起着更重

要的作用。目前，HBV、HCV感染与Ala499Val、

Lys939Gln的交互作用和肝癌的发病风险关系尚未

见报道。2006年全国第三次死因调查(顺德区)资

料显示该地区肝癌的标化死亡率(标准人口采用

2000年第五次全国人口普查结果)为60．66／10万陋】，

成为当地最主要的公共卫生问题。本研究在顺德地

区进行1：l匹配的病例对照研究，探索HBV、HCV的

感染和人群XPC第8外显子Ala499Val、第15外显

子Lys939Gln各自的主效应及交互作用与肝癌的关

联，为其病因学研究提供线索。

对象与方法

1．研究对象：本研究现场调查时间为2006—

2008年。病例组来源于1996--2007年广东省顺德

地区各医院(顺德区第一人民医院、顺德区中医院、

勒流医院、均安医院、杏坛医院、乐从医院、容奇医

院、桂州医院、伦教医院、北洛医院、陈村医院、大良

医院)和广东省肿瘤医院13家医院经临床资料和组

织病理学检查确诊为肝癌且在顺德地区居住10年

及以上，调查时仍存活的住院病例，共78例，其中6

例(7．69％)为2004年前诊断。对照组来自各镇居民

住户名单，采用1：l匹配方法，选取年龄与病例发病

年龄(以诊断时年龄为准)±3岁、同性别、居住在同

村10年及以上、与病例无血缘关系的健康个体78

人。调查员经统一培训，在各镇医院防保科工作人

员的协调下人户调查，完成调查表的同时，采集血样

5 ml。

2．血清学指标检测：按说明书采用ELISA方法

检测病例与对照的HBsAg、抗一HCV并判定结果。

试剂盒为上海科华生物科技有限公司生产。

3．DNA提取：收集研究对象的静脉血标本，采

用改良Miller法抽提人外周血白细胞DNA[9】，一200C

低温冰箱保存。

4．基因分型：应用聚合酶链反应一限制性片段长

度多态性(PCR—RFLP)方法检测XPC基因第8外显

子Ala499Val及第15外显子Lys939Gln基因型。

(1)XPC基因第8外显子Ala499Val：①PCR反

应体系为20肛l，其中模板DNA 100 ng，10×PCR缓

冲液(15 mmol／L MgCI：)2 IXl，Taq DNA聚合酶(大

连宝生物公司)l U，2．5 mmol／L的dNTPs 1．3 IXl，

20 ixmol／L的上游引物(5’．TAA GGA CCC AAG

CTT GCC CG一3’)以及下游引物(5’一CCC ACT 1][．1．

CCT CCT GCT CACAG．3’)各0．1 ixl。②PCR反应

条件：94。C预变性5 min后，94℃变性45 s、55℃退火

45 S、720C延伸45 S，35个循环后，72℃继续延伸

7 min。③PCR产物经限制性内切酶Sac 11(大连宝

生物公司)于37℃酶切16h后，进行4％琼脂糖凝胶

电泳。C／C基因型(野生型)存在Sac lI的识别位点

产生131 bp和21 bp两条DNA片段，而研基因型
(突变型)缺乏Sac 1I的识别位点保持原有PCR后的

152 bp的片段，C／T基因型(杂合型)则显示为152、

131和21 bp 3条片段(图1，其中21 bp因片段太小

无法在图中显示)。

注：1—4：C／C基因型；5：20bpDNALadderMarkcr；6：T／T基因

型：7、8：C／T基因型

图1)口CAla499val基因型分型

(2)XPC基因第15外显子Lys939Gln：①PCR

反应体系为20¨l，其中模板DNA 100 ng，10×PCR

缓冲液(15 mmol／L MgCh)2．6 ixl，Taq DNA聚合酶

2．5 U，2．5 mmol／L的dNTPs 1．6 ixl，20 ixmol／L的上游

引物(5 7．GGA GGT GGA CTC TCT TCT GAT G一3’)

和下游引物(5’．TAG ATC CCA GCA GAT GAC

C．3’)各0．2 m。@)PCR反应条件：94℃预变性5 min

后，940C变性45 S、65 oC退火45 S、72℃延伸1 min，

35个循环后，72。C继续延伸l min。③PCR产物经限
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制性内切酶PⅦlI(大连宝生物公司)于37℃酶切

16 h后。进行2％琼脂糖凝胶电泳。C／C基因型(突

变型)存在PⅦⅡ的识别位点产生582 bp和183 bp 2

条DNA片段，而M基因型(野生型)缺乏PvuⅡ的
识别位点，保持原有PCR产物765 bp片段，～C基因

型(杂合型)则显示为765、582和183 bp 3条片段

(图2)。

注：1、2：C／C基闲型；3：A／C基因型；4：100 bp DNA Ladder

Marker；5、6：AYA基因型

图2 XPC Lys939Gln基因型分型

对于基因分型结果，随机挑选3种不同基因型

约10％的样本标本重复检测，都获得了100％的一致

结果。

5．统计学分析：数据录入与

分析分别采用EpiData 3．1和

SPSS 13．0统计软件；应用条件

logistic回归模型分析HBV、HCV

感染与Ala499Val、Lys939Gln基

因单独作用和联合作用及基于相

乘模型的交互作用Flo]，探讨其与

肝癌的关联，用OR值及其95％CI

描述关联的大小。

结 果

1．研究对象一般隋况：病例与
对照组中男性各70例，占89．7％；

女性各8例，占10．3％。病例组诊

断年龄为32—82岁，平均57．31

岁±11．96岁。对照组年龄为29～

82岁，平均56．91岁±11．88岁；病

例组与对照组的教育程度分布差

异无统计学意义(Z2=4．080，P=

0．253)。

2．HBV、HCV感染与

Ala499Val基因的单独、联合与交

互作片j效应：表l为HBV、HCV感染与Ala499Val基

因又生分析表，可见HBsAg阴性者携带Ala499Val

至少一个突变型基因的OR值是0．800(95％CI：

0．310—2．064)；HBsAg阳性者中，无携带Ala499Val

突变型基因者和至少携带一个突变型基因者的OR

值分别为3．768(95％CI：1．137。12．485)和3．667

(95％CI：1．122～11．981)。抗-HCV阴性者携带

Ala499Val至少一个突变基因的OR值为0．649(95％

c，：0．322～1．305)；但抗．HCV阳性者中至少携带一

个突变型基因和无携带Ala499Val突变型基因相比，

OR值由2．955(95％C／：0．587—14．869)降为1．085

(95％a：0．307—3．839)，但交互作用还未达到统计

学意义。

3．HBV、HCV感染与Lys939Gln基因的单独、

联合与交互作用效应：表2为HBV、HCV感染与

Lys939Gln基因的叉生分析表。在HBsAg阳性者

中，未携带Lys939Gln突变型基因与肝癌关联的

OR值为6．778(95％CI：2．025～22．688)，而携带至少

一个突变基因与肝癌关联的OR值降低为3．152

(95％a：1．062～9．351)。抗．HCV阳性者中携带至

少一个突变型基因和未携带Lys939Gln突变型基因

表1 HBV、HCV感染与Ala499val基因和肝癌的关系

变量巧獗产‰巧嘲≠‰oR值(95％ci)P值
HBsAg A1a499Val

一 一 14 17．95 19 24．36

一 + 18 23．08 40 51．28 0．800(0．310一2．064)0．645
+ 一 22 28．2l 8 lO．26 3．768(1．137～12．485)0．030
+ + 24 30．77 11 14．10 3．667(1．122一11．98l、O．03l

HBsAg Ala499Val" 1．216(0．256—5．783)0．806

j亢一HCV
一 一 28 35．90 24 30．77

一 + 36 46．15 46 58．97 0．649(0．322～1．305)0．225
+ 一 8 10．26 3 3．85 2．955(0．587～14．869)0．189
+ + 6 7．69 5 6．41 1．085(0．307—3．839)0．899

抗一HCV A1a499VaP 0．566(0．075—4．260)0．58l

注：Ala499Val一无携带突变基冈(C／C基凶型)；+携带至少一个突变型基陶(C／T或和T／

T基因型)；。相乘模型的交互作用

表2 HBV、HCV感染与Lys939Gln基因和肝癌的差系变量两淼禚‰丽鲫卸5％ct)P值
HBsAg Lys939GIn

+

+

HBsAg Lys939Gln4

抗．HCV

一 14 17．95 26 33．33

+ 18 23．08 33 42．31 1．063(0．443～2．54∞O．892
— 25 32．05 7 8．97 6．778(2．025—22．6881 O．002

+ 2l 26．92 12 15．38 3．152(1．062—9．351)0．039

O．438(0．091～2．113)O．304

一 一 30 38．46 31 39．74

一 + 34 43．59 39 50．00 0．876(0．423～1．8171 0．722

+ 一 9 11．54 2 2．56 4．197(0．870～20．243)0．074
+ + 5 6．4l 6 7．69 0．887(0．228—3．448)0．862

抗．HCV Lys939Gln"0．24l(O．028—2．064)0．194

注：Lys939Gln一无携带突变基因(A／A基闪型)；+携带至少一个突变型基冈(A／C或和C／

c基因型)；4相乘模型的交互作用
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相比，OR值由4．197(95％CI：0．870～20．243)降低为

0．887(95％CI：0．228～3．448)。

讨 论

HBV、HCV感染是肝癌的主要危险因素。曾运

红和谭卫仙⋯3对近15年的肝癌危险因素流行病学研

究结果进行Meta分析，表明环境因素巾的HBV感

染、抗．HCV与肝癌关系的合并OR值分别为8．90

(95％口：7．19～11．oo)、4．41(95％CI：2．72～7．14)。流

行病学调查发现，HBV感染与肝癌地理分布一致，与

肝癌发病之间的关系非常显著且有高度特异性，在

HBV携带者中未见其他类型癌症增加¨引。合并HBV

感染的PHC存在高水平的HBV复制，其HBVDNA

含量越高，整合入肝细胞染色体DNA的机会越大，肝

细胞癌变的可能性增大n引。而HCV感染与日本和欧

美部分国家肝癌发生密切相关n引。与HBV的作用机

制相比，HCV的致癌机制尚不明确，可能与HCV在

体内不断变异并在体内长期贮存、复制和积累细胞基

因的突变，最终发生恶性转变有关n“。

暴露于相同环境危险因素的不同个体间患病存

在很大的差异，提示遗传因素可能在肿瘤的发病中

起重要作用。DNA修复基因是影响环境的遗传易

感性的主要因素之一。它能对环境致癌物通过外源

或内源性诱变因素导致肝细胞的DNA损伤进行核

苷酸切除修复(NER)，以减少DNA损伤造成的基因

突变，是抗癌的重要机制¨6。。XPC基因是NER系统

的重要组成成分，其第8外显子第499位密码子C一+

T多态可引起A1a刈钔氨基酸替代，第15外显子第
939位密码子A—C多态可引起Lys_屺ln氨基酸替

代，可能导致个体间DNA修复能力存在差异和对多

种肿瘤发病风险的不同旧】。

研究表明，肿瘤是多因素、多步骤综合作用的结

果，其中基因的单独作用比较微弱，研究基因一环境

交互作用有助于揭示肿瘤的发病机制。广东省顺德

地区是肝癌的高发区，但有关基因、环境的研究甚

少。本次研究未显示携带Ala499Val有对HBV感染

者患肝癌的风险降低作用，但有降低HCV感染者发

生肝癌风险的趋势；而携带Lys939Gln至少一个突

变型基因具有降低HBV感染者和HCV感染者发生

肝癌风险的趋势，尽管本研究受样本量小的限制，

HBV、HCV感染与两基因的交互作用都未达到统计

学意义。文献报道XPC Ala499Val变异基因型与吸

烟具有超相乘模型的交互作用，同时有两个位点变

异等位基因并吸烟者肺癌风险增加可高达7．36倍

·945·

(95％c，：3．19～17．0)n73；携带第15外显子Lys939Gln

C／C基因型可能增加非吸烟个体食管癌的发病风

险¨8|，但目前未见XPC基因与HBV、HCV感染的交

互作用与肝癌发病风险的报道。此外，基因一环境交

互作用的结果可能与研究采用的设计，基因的种族、

地域差异，环境中的致癌物暴露强度等因素有关。

因此，有必要在不同种族、地区扩大样本量，进行多

种环境危险因素与DNA修复基因间的交互作用研

究，为肝癌的防治提供更多的依据。
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