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结肠直肠癌(CRC)在全球的发病率和死亡率呈上升趋

势。2000年CRC新增病例94．5万，2008年达到120万，平均

年增加3．37％；2000年死亡病例数为49．2万，2008年达到

60．9万，年均增加2．97％“·“。2008年全球范围内CRC列男性

常见肿瘤第三位，而在女性中居第二位b1。同时我国CRC发

病率也呈快速上升趋势。41。2000年CRC在我国恶性肿瘤发

病率中居第五位，于2007年上升至第三位。

CRC作为一种复杂性疾病，其确切病因至今尚未明确，

通常认为环境因素和遗传因素共同作用导致了CRC的发生

和发展。目前可能的环境因素包括吸烟、缺乏体育锻炼、超

重或者肥胖、过度食用红肉或者熟食和过量饮酒等”1。有研

究显示，在CRC的发生发展中，遗传因素约占35％(95％CI：

10％。48％)b]。可见针对CRC遗传因素的研究在其发病机

制的探讨中扮演重要角色。随着全基因组关联研究

(genome．wide association study，GwAS)的出现和发展，对

CRC遗传机制的研究已有很大进展，发现了许多与CRC有

关联的遗传易感性位点，为CRC发病机制研究提供了重要

的新线索。本文系统介绍GWAS应用于CRC的研究进展。
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1．GWAS：GWAS是利用人类全基因组高通量测序和分

型技术，对研究对象的整个基因组中单核苷酸多态性(SNP)

(通常是超过数十万个SNP)分型，并利用生物统计学

(biostatistics)和生物信息学(bioinformatics)方法，检验SNP

或基因与复杂疾病或可测性状的关联性，全面揭示疾病发

生、发展与治疗相关的遗传特征。

GWAS的理论是基于人类常见复杂性疾病的遗传基础

主要由常见的等位基因遗传变异(the common disease

common variant hypothesis，CDCV)所致¨1。GWAS通常利

用覆盖人类基因组中的高密度SNP来寻找病例(有特定疾

病或特定性状者)和对照个体间等位基因频率的差异，如差

异有统计学意义，即提示在基因组相应区域可能具有潜在

功能意义、与所研究的疾病或性状有关联的DNA序列变

异。随后在新样本中将继续不断验证这种有统计学意义关

联的结果"]o

GWAS主要有4个步骤[81。①研究设计和准备阶段。包

括查阅文献、提出科研假说、进行研究设计、招募合格的研究

对象、问卷调查和采集生物学标本。②实验室基因分型阶

段。包括DNA制备、芯片制备、基因分型和实验室质量控制

等。③数据分析阶段。包括调查资料的清理、基因分型资料

清理[如缺失值的控制、最小等位基因频率(minor allele

frequency，MAF)控制、Hardy—Weinberg连锁不平衡检验

(H．W LD test)、亲属关系鉴别等陋1、人群分层分析(鉴别种族

和调整人群混杂效应)、各位点与疾病的效应分析，进而分析

每个基因、每条通路(pathway)与疾病的关联性，以及基因一

环境、基因一基因的交互作用]。④重复验证阶段。对新发现

的疾病易感位点、基因等，在同类人群中和／或其他种族人群

中进行验证，评价研究结果的可重复性，减少假发现率(false

discovery rate)“⋯。包括内部验证(intemal validation)和外部

验证(external validation)。

1996年由Risch和Merikangas““首次提出GWAS。自

2005年Science发表第一篇GWAS论文后““，与GWAS相关

的文献量逐年增加，至2012年11月9 13公开发表的GWAS

文献有1418篇[1“。其中心血管疾病¨4’”1、乳腺癌【1 6’”1、肺

癌“8·”1和2型糖尿病[20·2“等许多复杂性疾病均有GWAS，并

发现许多SNP与复杂性疾病有统计学关联，并在不同样本中

得到验证。由此可见，GWAS目前已经成为人类复杂性疾病

遗传易感性的主要研究策略。

2．GWAS与CRC：目前GWAS结果显示，可能与CRC有

关的遗传易感位点已达到31个，并在对部分SNP做大样本

验证时发现了新的遗传易感位点他2圳。其中对部分位点已

开展了生物学功能研究，结果提示部分易感位点在CRC的
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发生发展过程中可能具有重要作用。

(1)rs6983267：2007年Tomlinson等"2’采用Illumina

Hap550 Bead芯片在550 000个标记SNP中，对930例欧洲裔

CRC患者和960例对照进行初筛，随后在4361例CRC患者

和3752例对照、1901例CRC患者和1079例对照、1072例

CRC患者和415例对照中分别进行3次重复验证，结果均发

现该位点与CRC发病有统计学关联(3次重复验证合并P=

1．27 X 10“，OR=1．21，95％C／：1．15—1．27，位于8q24)。自

此。rs6983267与CRC的关系在多个大样本且不同人群的研

究中得到重复验证幽。。”]。

基于以上研究，Tuupanen等¨4】对rs6983267与CRC的关

系进一步做了功能学方面的探索。结果显示，rs6983267是

Wnt信号通路上转录因子TCF4的结合位点。而几乎在所有

CRC发生的早期，均能观察到Wnt信号通路的激活，包括

Wnt信号通路上的转录因子TCF4的激活”“。Wnt信号通路

的开启和关闭直接控制着大量与生长和代谢相关基因的表

达水平，参与了多种生物学过程的调控。包括胚胎生长和形

态发育、稳定组织、平衡能量代谢和维护干细胞。

经典的Wnt通路是由Wnt蛋白与细胞表面Frizzled受体

结合后引发的一系列反应，其中涉及胞浆内B．catenin的降解

复合物。在结肠腺瘤的形成过程中，该复合物失活，胞浆内

的p．catenin得以稳定存在，部分p．catenin进入细胞核与转录

因子TCF4作用，结合于rs6983267，促进了靶基因的转录和

表达，其中包括MYC基因¨“”】，即距离rs6983267最近的编

码蛋白质癌基因(图1)。

Pomerantz等b8]还发现，fs6983267位于一个转录增强子

nWntl．1；q分J，．

Wnlj匝**激i。‘状念

Plasma Membrane

、rs6983267
P吼I●rln_●

(A)

疋Wnlfl'j¨分九
WnI通路0ii。‘状念

Plasma Membmne

(transcriptional enhancer)内，且该危险区域与原癌基因MYC

有密切关联。故该位点很可能与某个未知的控制MYC基因

表达元件(element)存在连锁不平衡(1inkage disequilibrium，

LD)t圳。这为研究非编码区易感位点的分子生物机制提供

了一个很好的思路。

(2)rs4939827：2007年Bmderick等”9】采用Illumina

Hap550 Bead芯片在547 647个SNP中，对930例英国白种人

CRC患者和960例对照进行初筛，随后在欧洲裔4422例

CRC患者和3844例对照、1992例CRC患者和1680例对照、

963例CRC患者和343例对照中分别进行3次重复验证，提

示rs4939827与CRC有统计学关联(P=1．0 X 10。2，OR=

0．85，95％c，：O．8l～0．89，位于18q21．1，SMAD7)。此后，

rS4939827与CRC的关联性还在其他大样本且不同人群的研

究中得到验证【2 5’2“““。

已有报道显示，SMAD7是TGF．B信号通路的胞内拮抗

剂【4“。TGF．13是一种多功能的细胞因子，对几乎所有类型细

胞均有作用，在维持胚胎发育和组织稳定中起到重要作用。

TGF．B在正常肠上皮细胞中抑制细胞的增殖和诱导凋亡，从

而抑制癌症发生。在对负反馈循环和拮抗剂信号做出应答

时，SMAD7抑制TGF．13信号通路【43‘川。癌细胞可逃逸TGF．13

的抑癌效应，抵制其诱导的增殖抑制而不断自我更新““。但

在CRC的形成晚期，TGF—B高表达，促进低分化和转移的

CRC细胞不断增殖并向外侵袭，加快癌症发展进程【拍1。

(3)rs4444235、rs961253和rs4925386：2008年Houlston

等【471采用IlluminaHumanHap芯片在555 000余个SNP中，对

伦敦940例CRC患者、965例对照和爱丁堡1012例CRC患

(B)

Frizzled

Wnt?{{、

注：(A)有Wnt信号分子存在时，Writ信号分子与受体结合，13-catenin降解复合物失活解体，fl-catcnin

不能降解而不断累积，进入核内与TCF结合于rs6983267，靶基因表达；(B)无Wnt信号分子存在时．

1B-catenin在胞浆内p-catenin降解复合物作用下进入降解途径，因此缺少p．catenin与TCF结合于rS6983267．

靶基因的表达受抑制

图1 Wnt信号通路的传导过程

者、1012例对照进行初筛，

之后又在38 000余个SNP

中对伦敦2873例CRC患

者、2871例对照和爱丁堡

2057例CRC患者、2111例

对照进行二次筛选。随后在

8组欧裔，共计13 406例

CRC患者和14 012例对照

中进行重复验证。结果提

示rs4444235和rs961253与

CRC存在统计学关联(合并

P=8．1×10。o，DR=1．11。

95％c，：1．08～1．15；合并

P=2．0 X 10。o．OR=1．12。

95％c，：1．08～I．16)。两者

与CRC的关联性在其他大

样本的人群研究中也得到

验证¨“”】。rs4444235位于

染色体14q22．2上，在BMP4

基因区域内。rs961253位于

染色体20p12．3上，该区域

内无基因，但BMP2基因的

端粒距离该位点342 kb。

易

磐唑
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2010年Houlston等m 3采用Illumina HumanHap芯片在

555 000个SNP中对5组欧裔，共计8212例CRC患者和9542

例对照进行筛选，之后对6组欧裔，共计9973例CRC患者和

10 655例对照重复验证。结果提示rs4925386与CRC存在统

计学关联(合并P=1．89×10。10，OR=O．93。95％C／：0．91。

0．95)。rs4925386在LAMA5基因区域内，此基因编码大型

层粘连蛋白A5，并参与BMP细胞外拮抗剂Noggin的合成，

从而起到拮抗BMP的作用。

BMP是一类分泌型糖蛋白，通过调节一系列下游基因

的活性，参与中胚层形成、神经系统分化以及牙齿和骨骼发

育等重要生物学过程。近年研究表明，BMP属于TGF．D超家

族中的重要成员，在CSC的形成过程中起重要的作用。

BMP信号通路调控良好有助于Writ通路的稳态维持，从而抑

制肠内基底细胞的自我更新H⋯。而在腺瘤晚期至肿瘤早期

·1037·

的过程中，上皮内BMP通路常常丢失b⋯。但是进入肿瘤进

展期，完整的BMP通路却与肿瘤的恶性程度相关m 3。

(4)rs7758229：2010年Cui等b纠采用Illumina HumanHaD

芯片对1583例CRC患者和1898例对照进行筛选，之后利用

InvaderAssay对4809例CRC患者和2973例对照进行3次重

复验证。结果提示rs7758229与CRC存在统计学关联(合并

P=7．92×10一，OR=1．28，95％CI：1．18—1．39)。rs7758229位

于SLC22A3基因区域内。

SLC22A3属于有机阳离子转运家族，在肝脏、肾脏、肠道

和脑组织中广泛表达”“。该家族成员在转运带阳离子药物、

毒物和内源性代谢产物中起到重要作用b“。有研究表明，某

些毒物或内源性代谢产物，例如脂多糖和亚油酸的代谢物，

可引发肿瘤的形成。鉴于此，可能是由于SLC22A3基因参

与清除某致癌物的通路发生异常而诱发CRCb“。见表1。

表1结肠直肠癌的GWAS中报道的遗传易感位点

第一作者(年份) 初筛样本 重复样本 SNP 基因座 基因P值 OR值(95％C／)

Dunlop(2012)”“ 8682／9649 21 096／19 555 rsl32131l 6p21 intergenic 1．1×10。o 1．10(1．07～1．13)

rs3824999 11q13．4 POLD3 3．7×10“o 1．08(1．05～1．10)

rs5934683 Xp22，2 SHROOM2 7-3×10“o 1．07(1．04～1．101

Peters(2012)‘圳 2906／3416 European descent 8161／9101 European descent rs4779584 15q13．3 Intergenic 1．8×104 1．18(1．1l～1．24、

rS4939827 18q21．1 SMAD7 1．1×10’7 O．88(o．85一O．931

rsl6892766 8q23．3 Intergenic 4．0×10’7 1．24(1．14～1．34)

m3802842 llq23．1 C110rf93 3．8×10。1．14(1．08—1．201

Cui(20111。3 1583／1898 Japanese 4809／2973 Asian rs7758229 6q25．3 SLC22A3 7．9×1 o-9 1．280．18～1．39)

rs6983267 8q24．2 intergenic 1．5×10‘8 1．18f1．11—1．251

rs7837328 8q24．2 intergenic 7．4×104 1．17(1．10～1．24)

Houlston(2010)‘481 3334／4628 UK 18 095／20 197 European ancestry rs6691170 lq41 intergenic 9．6×10。o 1．06(1．03～1．09、

rslll69552 12q13．1 intergenic 1．9×10’10 O．92(0．90～0．951

rs4925386 20q13．3 LAMA5 1．9×10。o 0．93(0．91～O．95)

rs6687758 lq41 intergenic 2．3×104 1．09(1．06～1．121

rsl0936599 3q26．2 MYNN 3．4×10—0．93(O．91～0．96)

B7136702 12q13．1 intergenic 4．0×10‘8 1．06(1．04—1．08)

Houlston(2008)‘471 6780／6843LondonandEainbu啦!3406／14012Europeanancestry rs961253 20p12 intergenic 2．O×10。10 1．12(1．08一1．161

rs355527 20v12 intergenic 2．1×10。10 1．12(1．08一1．171

rs4444235 14q22 intergenic 8．1×10。10 1．11f1．08～1．15)

rsl0411210 19q13．1 RHPN2 4．6×10 0．87(0．83—0．91)

rs9929218 16q22 CDHl 1．2×10—0．91(0．89～0．94)

rsl862748 16q22 CNHl 2．9×10～0．9l(0．88—0．94)

m725937l 19q13．1 RHPN2 2．2×10。0．89(0．85—0．93)

Tenesa(2008)E
411

3069／3123 Scotland 14 500／13 294Allpopulation rs4939827 18q21．1 SMAD7 7．8X10。8 1．20(1．16—1．24)

rs7014346 8q24．2 intergenic 8．6×10。26 1．19(1．15～1．231

rsl2953717 18q21．1 intergenic 3．I×10。‘1．18(1．12—1．231

rs3802842 llq23．1 C1lorf93 5．8×10。o 1．11(1．08—1．15)

rsll213809 llq23．1 C1lorf53 7．9×104 1．11f1．07—1．16)

Tomlinson(2008)‘圳3813／3836European ancestry 15 018／14 704Europeanarlcestry rsl6892766 8q23 intergenic 3．3×10一”1．25(1．19～1．32、

rsl0795668 10D14 intergenic 2．5×10。3 O．89(0．83—0．91)

Broderick(2007)E圳 940／965 White UK 7 473／5 984 European ancestry rs4939827 1 8q2 1．1 SMAD7 1．0×1 0。2 O．85(0．8 1—0．89)

rsl2953717 18q21．2 SMAD7 9．1×10“2 1．17(1．12—1．22)

rs4464148 18q21．1 SMAD7 6．7×10‘8 1．15(1．09—1．21)

Tomlinson(2007)‘3“930／960uK redidents 7 334／5 246Europeanancestry rs6983267 8q24．2 intergenic 1．3×10。4 121(1．15一1．27)

Zanke(2007)I
5“

1257／1336 Ontario 6 223／6 443 European ancestry rsl0505477 8q24．2 intergenic 3．6×10。1 1．17(1．12—1．23)
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3．总结与展望：针对CRC的GWAS发现了大量易感位

点，为深入研究其生物学发病机制提供了依据。与其他研究

方法相比，GWAS的最大优势在于研究前不需要提出致病位

点所在基因组位置的生物学假设，而是从基因组所有SNP中

筛选。采用高通量、高效率技术，辅以大样本量和重复验证，

大大提高了GWAS从海量基因组信息中检测出与CRC相关

的遗传变异的效能”“。

但GWAS并非毫无瑕疵。GWAS提示的易感位点大部

分位于基因组的非编码区或“沙漠基因”中，目前对其生物学

功能尚缺乏深入认识。如GWAS对影响CRC发生和发展的

罕见变异和结构变异不敏感；LD导致GWAS无法识别真正

与CRC相关的遗传变异；GWAS可能存在假阳性和分型错

误。因此，有学者在经典GWAS的基础上提出了相关策略和

方法，以弥补其不足。例如“多种疾病共同易感基因研究”、

“基于通路的GWAS”、“基因一基因、基因一环境交互作用研

究”等【5”。

“后GWAS”(Post．GWAS)时期应致力于描述人群、肿瘤

分子亚型与临床相关变异三者之间相互联系的流行病学特

征；探索基因一环境交互作用，增强其对人群患病风险的解释

能力；确定最佳的候选致病变异用于后续的功能性研究，以

阐明其潜在的生物学病因机制[5⋯。随着下一代测序技术的

出现和发展，GWAS将不断吸收和利用新技术，并将其应用

到复杂性疾病、性状和药物效应的研究中。
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