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亚甲基四氢叶酸还原酶基因 !"#$%!&多态与
食管癌易感性关系的病例对照研究
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【摘要】 目的 研究亚甲基四氢叶酸还原酶（5’678）基因 !"#$%!&多态及其和生活习惯相互
作用与食管癌易感性的关系。方法 在食管癌高发区的淮安市楚州区开展了一项病例对照研究（食

管癌患者 !9!例，人群对照 ""$名），调查研究对象的生活习惯，采用聚合酶链反应:限制性片段长度
多态性技术检测研究对象的 5’678 !"#$%!&基因型。结果 !食管癌组中 5’678 !"#$ %%、%&和
&&基因型携带者的比例分别为;<=$>、<9=?>和"=!>，与对照组的@!=#>、"$=!>和?=?>相比，差异

有统计学意义（"
"
56 A ;=;#，! A ?=?<B）。#在 5’678 !"#$&等位基因携带者中，伴有吸烟习惯者发生

食管癌的调整 "#为<=9$（#B> $%：!=B@ C @=@!），伴有经常饮酒的习惯者发生食管癌的调整 "#为"=#!
（#B> $%：!="? C @=?$），无饮茶习惯者发生食管癌的调整 "# 为<=B"（#B> $%：!=;9 C @=B9）。5’678
!"#$%&和 &&基因型与吸烟、饮酒和不饮茶在食管癌发生中的相互作用系数 & 分别为<=?B、<=;#和
;=<?。结论 5’678 !"#$%&和 &&基因型对吸烟、饮酒和不饮茶增加食管癌发生风险的作用有明显
的放大效应。
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亚 甲 基 四 氢 叶 酸 还 原 酶（ !"#$%&"’"#"#()*
$%+(,-,&)#" ("+./#)0"，12345）是调节叶酸和蛋氨酸
代谢的限速酶［6*7］。叶酸和蛋氨酸代谢循环与 89:
甲基化、89:合成和修复有关。12345基因定位于
染色体6;<= ><，研究发现 12345基因是多态的，其
中最常见的是=??@!2多态和6A7B:!@多态，前者
在 =??位点发生@!2改变［6C，66］，后者在 6A7B位点发
生:!@改变，12345基因这两个位点的改变都使其
编码的酶活性显著降低。由于基因组 89:中的某
些基因的甲基化、特别是癌基因或抑癌基因的甲基

化可直接影响癌的发生，所以 12345基因的多态性
有可能通过影响 89:甲基化水平或影响 89:合成
和修复，改变不同基因型个体的癌症易感性。上消

化道癌是我国的高发癌症，为了进一步探讨上消化

道癌的病因，有效地开展这些癌症的预防工作，我们

在上消化道癌高发地区江苏省淮安市进行环境因素

调查研究的同时，采用分子流行病学方法对 12345
基因多态性与上消化道癌易感性的关系进行了研

究。

对象与方法

6 >研究对象和标本收集：677B年 6A月至 ACCC
年 7月间，在淮安市楚州区人民医院，收集经组织病
理学确诊的食管癌新发病例 6D6 例作为病例组，同
时在病例居住的村镇以居民登记簿为指标，收集相

同年龄组（按 E岁分组）、无癌症病史的一般人群对
照 AAB名，病例和对照均要求是在当地居住 6C年以
上的汉族居民。由经过培训的调查员（医生、护士或

卫生防疫人员）调查每个对象的吸烟、饮酒以及饮茶

习惯，同时抽静脉血，置乙二胺四乙酸钠抗凝管，分

离白细胞层。用 FG:)!; 89:提取试剂盒提取白细
胞 89:，89:置冰箱低温保存备用。

A >基因型分析：参照文献［6A］的方法，用聚合酶
链反应*限制性片段长度多态性（H@5*54IH）技术检
测研究对象的 12345 6A7B:!@基因型，所用引物
为 E’* @222JJJJ:J@2J::JJ:@2:@2:@，和 E’*
@:@222J2J:@@:22@@JJ222J*<’。反 应 总 体 积
AE!&，含AE ;!,& K!&的引物溶液各6!&、D L +92H（含
各种 +92H A>E !!,& K I）溶液 A >E!&、AE !!,& K I的
1M@&A溶液<!&，2)N酶6 GO（购自 2)P)()生物工程有
限公司）、基因组 89: 溶液6!&、6C L Q.--"( A >E!&。
反应条件为 7ER预变性E !S’；7ER <C 0、EBR <C 0、
?AR <C 0，共 <E个循环；?AR延伸 ? !S’。取 H@5产

物D!&，加 1T,"内切酶（购自 2)P)()生物工程有限
公司）C >E!&（D GO）、6C L Q.--"( 6!&和重蒸水D >E!&，
在 <?R消化A >E $，用 DU琼脂糖凝胶（含溴化乙
锭）、电压6CC V电泳A >E $。12345 6A7B:等位基因
经 1T,"内切酶消化后产生E= T;片段（同时还有
<6、<C、AB 和6B T;片段），@ 等位基因消化后产生
BD T;片段（同时还有 <6、<C 和6B T;片段）。12345
基因型分为纯合子 ::、杂合子 :@和纯合子 @@三
种类型（图 6）。

6：1)(P"(0；A：H@5产物；<：::基因型；

D：:@基因型；E：@@基因型

图 6 12345 6A7B:!@ H@5产物经 1T,"
酶切后的琼脂糖凝胶电泳

< >统计学分析：统计分析用 W:W软件进行，以比
值比（!"）及其 7EU可信限（#$）表示相对危险度，
以多元非条件 &,MS0#S/ 回归模型计算调整 !" 及其
7EU #$。采用叉生分析观察 12345 6A7B :!@基因
型与吸烟、饮酒和饮茶习惯的交互作用，!" 及其
7EU#$ 的计算调整了性别和年龄。参照文献［6<］
介绍的方法计算交互作用系数 %，以观察交互作用
的影响强度。其计算公式为：% X!&’ (!&，公式中!&

是单独暴露于遗传因素时的回归系数，!&’是同时暴

露于遗传因素和环境因素时的回归系数。吸烟者规

定为：每天至少吸一支烟，持续 =个月；“经常饮酒”
规定为：饮酒频度"6次 K周；不饮茶规定为：茶叶消
费量C M K月。用1)’#"&*3)"’0Y"&#

A 检验基因型频率

分布差异。

结 果

6 >病例组与对照组的性别和年龄分布：病例组
男、女性分别为 ??例和 =D例，平均年龄分别为=6>6D
岁和=C>=<岁；对照组男、女性分别为 6EC名和 ?B名，
平均年龄分别为E7>BA岁和E7>CD岁。病例组与对照组
之间的性别、年龄分布差异有显著性（表 6）。
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表 ! 病例组和对照组的性别、年龄及

"#$%& !’()基因型分布

病例组

例数 构成比（*）
对照组

人数 构成比（*）
男性（年龄组，岁）

+, - ) !./+( ’+ !,/++
,. - ’. ’,/(0 10 +!/++
2. - +, 1,/1, 2. 1./..
0. - !1 !)/!) ’. !+/++
合计 00 !../.. !,. !../..

女性（年龄组，岁）

+, - 1 2/’, !, !(/’+
,. - ’, +(/.2 +’ 1!/.+
2. - +! 1)/11 ’+ ’(/1(
0. - 1 2/’, ) !. /’2
合计 21 !../.. 0) !../..

基因型

33 (. 2+/) !21 0!/(
34 1) +1/. 21 ’) /!
44 + ’/! . . /.

!
’（!）值 2/2(

（./.+,）
等位基因频度

3 ./)! . /)2
4 ./!( . /!1

!
’（!）值 ./(.

（./+1’）

’ /基因型频率及遗传平衡检验：病例组与对照
组 "#$%&基因型分布及等位基因频率见表 !。对
病例组和对照组的 "#$%& !’() 3!4基因型频率进
行了遗传平衡检验，两组的 "#$%&基因型频率观
察值与期望值之间差异无统计学意义（!

’
"$分别为

. /0.和1 /02，! 值均 5 ./.,），表明病例组和对照组
的 "#$%&基因型频率均符合$6789:;<=>?<7@比例，
样本具有群体代表性。病例组 "#$%& !’()33、34
和 44基因型分别为2+ /)*、+1 /.*和’ /!*，与对照
组的 0! /(*、’) /!* 和 . /.* 相比差异有显著性
（!

’
"$ A 2 /2(，! A ./.1），病例组中 33基因型携带者
的比例明显低于对照组。与 !’()33 基因型相比，
!’()34基因型与食管癌的发生无显著关联（性别、
年龄调整"# A !/!1，(,* $%：. /0’ - !/0(）。病例组
与对照组 !’()4等位基因频率分别为 !(*和 !1*，
两组间的差异无显著性。

+ /"#$%& !’()3!4基因型和烟酒茶嗜好相互
作用与食管癌的易感性：因为 4 B 4基因型在研究对
象中的频率较低，我们将携带 4等位基因者合并后
进行分析。"#$%& !’()3!4基因型和烟酒茶嗜好
相互作用与食管癌易感性的关系见表 ’。在不吸

烟、不经常饮酒或有饮茶习惯者中，"#$%& !’()4
等位基因携带者与 33 基因型携带者发生食管癌的
危险性差异均无显著性。吸烟习惯显著增加食管癌

发生的危险性，而吸烟习惯的这种作用在 "#$%&
!’()4等位基因携带者中更加明显。与携带 "#$%&
!’()33 基因型的不吸烟者相比，携带 "#$%&
!’()4等位基因且有吸烟习惯者的性别、年龄以及
饮酒和饮茶习惯调整 "# 值为+ /1)（(,* $%：! /,0 -
0/0!）。与携带 "#$%& !’()33基因型、不饮酒或较
少饮酒者相比，携带 "#$%& !’()4等位基因并伴有
经常饮酒的习惯者发生食管癌的危险性也显著升

高，其性别、年龄以及吸烟和饮茶习惯调整 "# 值为
’ /(!（(,* $%：! /’. - 0/.)）。无饮茶习惯者无论其
携带何种 "#$%& !’()3!4基因型，其发生食管癌
的危险性均显著上升，但在 "#$%& !’()4等位基因
携带者中更加明显（性别、年龄以及吸烟和饮酒习惯

调整 "# A +/,’，(,* $%：! /21 - 0/,1）。"#$%&
!’()34和 44基因型与吸烟、饮酒和不饮茶的习惯
在食管癌发生中有明显的交互作用，这种作用符合

超相乘模型（"#&’ 5 "#& C "#’），其交互作用系数 (
分别为+ /.,、+ /2(和2 /+.。

表 ’ "#$%& !’()3!4基因型和吸烟、饮酒及饮茶习惯

相互作用与食管癌易感性的关系

烟酒茶
嗜好
基因
型
病例
组
对照
组

"#!值
（(,* $%）

"#’值
（(,* $%）

吸烟

不吸 33 ’0 0’ !/.. !/..
吸 2! )) ’/!+（!/!0-+/))） ’/.2（!/!!-+/)’）
不吸 34D 44 !( ’( !/)+（./)1-+/()） !/,.（./2,-+/1(）
吸 +’ +1 +/0!（!/0+-0/(2） +/1)（!/,0-0/0!）

( A!/’,B ./1!A+/.,
饮酒

不常饮 33 2( !’0 !/.. !/..
经常饮 ’. +0 !/’1（./2+-’/11） !/’0（./2’-’/2+）
不常饮 34D 44 +, 10 !/’(（./00-’/’1） !/++（./0,-’/+0）
经常饮 !, !2 ’/,(（!/!!-2/.0） ’/(!（!/’.-0/.)）

( A!/.0B ./’(A+/2(
饮茶

饮 33 ’2 )! !/.. !/..
不饮 21 )+ ’/1(（!/+,-1/,)） ’/+)（!/’2-1/10）
饮 34D 44 !+ +2 !/!+（./,’-’/1,） !/’’（./,1-’/0,）
不饮 +) ’) +/2)（!/02-0/0!） +/,’（!/21-0/,1）

( A!/’2B ./’.A2/+.

注："#!调整性别和年龄；"#’ 在调整性别、年龄的同时，对吸

烟、饮酒和饮茶进行了相互调整

表 +列出了 "#$%& !’()3!4基因型、吸烟、饮
酒和饮茶习惯相互作用与食管癌易感性关系的进一
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步分析结果。尽管因为研究对象的样本量较小且分

层较多，使一些层次的样本量太少，甚至为 !，有可
能导致分析结果的不稳定，但从分析结果中仍发现

了一个共性，即在吸烟、饮酒和饮茶状况相同的情况

下，"#$%& ’()*+ 等位基因携带者发生食管癌的
!" 值都高于"#$%& ’()*,,基因型携带者。其中，
经常饮酒和不饮茶的 "#$%& ’()*+等位基因携带
者与不吸烟、不经常饮酒和有饮茶习惯的 "#$%&
’()*,,基因型者相比，发生食管癌的性别和年龄调
整 !" 为(- ./-（)/0 #$：’ .1( 2 34( .-!）；同时具有
"#$%& ’()*+等位基因、吸烟、经常饮酒和不饮茶
四种因素者，与不吸烟、不经常饮酒和有饮茶习惯的

"#$%& ’()*,,基因型者相比，其发生食管癌的性
别和年龄调整 !" 值为 ’( .1-（)/0 #$：’ .3) 2
’’- .1/）。

讨 论

已经有一些研究者报告了 "#$%& ’()*,!+多
态与白血病、淋巴瘤、结肠癌、贲门癌和食管癌的关

系［’-5’4］，但是关于 "#$%& ’()*,!+多态与环境因
素相互作用与癌症发生的关系尚未见报道。在本研

究中，我们在国内外首先发现 "#$%&基因 ’()*,!
+多态性和吸烟、饮酒和饮茶的生活习惯交互作用
与食管癌的易感性有关；’()*+等位基因对吸烟、饮
酒以及不饮茶的生活习惯增加食管癌发生风险的作

用有放大效应。

"#$%&是叶酸循环中的主要代谢酶，与 67,

的甲基化和 67, 的合成与修复有关。在 "#$%&
144+!#与肿瘤关系的研究中，"8等［’*］发现在低乙
醇摄取或在血浆中叶酸水平较高时，"#$%& 144##
基因型是结直肠癌发生的保护性因素。9:;<=>等［’)］

则发现，在叶酸、维生素 ?’(和 ?1摄取量低的条件
下，"#$%& 144##基因型是结直肠腺瘤发生的危险
因素。@8A>;BC等［(!］也发现，"#$%& 144##基因型者
的白细胞 67,在体外实验中接受甲基的能力与红
细胞中叶酸浓度呈负相关。我们在研究 "#$%&
144+! # 多态性与胃癌、食管癌的关系时发现，
"#$%& 144+#和 ##基因型与吸烟和饮酒在增加胃
癌发生的风险中有明显的协同作用；饮酒显著增加

"#$%& 144+# 和 ## 基因型者发生食管癌的危险
性。饮食因素在消化道癌的发生中具有重要的作

用，叶酸等 ?族维生素可从饮食中供给，而吸烟可
使血液中 ?族维生素包括叶酸的水平降低，多量饮
酒可导致叶酸缺乏及乙醇可竞争性抑制甲基基团代

谢。因此，环境因素有可能影响 "#$%&基因多态性
与肿瘤易感性的关系，本文对 "#$%& 基因 ’()*,!
+多态与食管癌关系的研究结果不仅再次证明了这
一点，同时也为食管癌的发生是由环境因素和遗传

因素相互作用所致提供了进一步的证据。

"#$%& ’()*+ 等位基因频率在荷兰人中为
(*0 2 3-0（++基因型为)0 2 ’!0）［’(］，在英格兰
白血病患者和对照者中分别为 ()0和 330（++ 基
因型分别为* .30和’! .40）［-］，在日本的恶性淋巴
瘤患者和对照者中分别为’*0和’)0（++基因型

表 3 "#$%& ’()*,!+基因型和烟酒茶嗜好相互作用与食道癌关系的叉生分析结果

基因型 吸烟 饮酒 饮茶 病例组 对照组 !"值（)/0 #$） !
(值 %值

,, 不吸 不常饮 饮 - (1 ’.!!
,+ D ++ 不吸 不常饮 饮 ! ’( E !.!!3 ! .)1!
,, 不吸 不常饮 不饮 (’ -’ (./-（!.4’ 2 ).!)） ( .!-( ! .’/3
,+ D ++ 不吸 不常饮 不饮 ’- ’( -.(*（!.)1 2 ’).!3） 3 .1/’ ! .!/1
,, 不吸 经常饮 饮 ! 3 E （!.1) 2 11 .*/） ! .!!( ! .)1*
,+ D ++ 不吸 经常饮 饮 ’ - (.!4（!.’/ 2 ().41） ! .(** ! ./)’
,, 不吸 经常饮 不饮 ( ( 1.4*（!.1) 2 11.*/） ( .1*- ! .’!’
,+ D ++ 不吸 经常饮 不饮 3 ’ (-./-（’.1( 2 34(.-!） / .3(’ ! .!(’
,, 吸或吸过 不常饮 饮 ’’ (1 3 .3’（!.*’ 2 ’3./’） ( .4*3 ! .!)/
,+ D ++ 吸或吸过 不常饮 饮 / ’! 3 .3*（!.4’ 2 ’1.!)） ( .3-! ! .’(1
,, 吸或吸过 不常饮 不饮 3’ 3’ 1 .(/（’.)( 2 (!.3!） ) .()( ! .!!(
,+ D ++ 吸或吸过 不常饮 不饮 ’1 ’( * .!/（(.’3 2 3!.-1） ) .-3( ! .!!(
,, 吸或吸过 经常饮 饮 ’’ (( - .’3（!.*! 2 (’.3(） ( .*1’ ! .!)’
,+ D ++ 吸或吸过 经常饮 饮 4 * 1.)*（’.’1 2 -(.!’） - ./!! ! .!3-
,, 吸或吸过 经常饮 不饮 4 * -.))（’.!) 2 ((.)(） - .(1/ ! .!3)
,+ D ++ 吸或吸过 经常饮 不饮 - 3 ’(.1-（’.3) 2 ’’-.1/） / .!*( ! .!(-

注：!"值为调整性别和年龄
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分别为! "#$和% "&$）［!’］，在我国北方贲门癌、食管
癌患者和对照者中分别为!( ")$、!’$和 !&$（**
基因型分别为! ")$、+ ",$和! "’$）［!(，!&］。本研究
中食管癌患者和对照组的 !+,-*等位基因频率分别
为 !,$和 !’$（**基因型分别为+ "!$和 #$），与
在日本人及我国北方人群中的研究结果相似。这些

研究结果表明东亚地区人群中 ./012 !+,-**基因
型频率较低，欧美人群中 ./012 !+,-3!*变异高
于东亚地区人群，./012 !+,-3!*多态性存在人种
差异。

4567等［!&］研究了 ./012基因多态与我国北方
食管癌的关系，发现 !+,-**基因型与增加食管鳞癌
发生的危险性有关，而 !+,-3*基因型对食管鳞癌
发生的危险性没有影响。本研究发现病例组和对照

组!+,-3!*基因型分布差异有显著性，./012
!+,-3*基因型不增加食管癌发生的危险性，这些结
果与 4567等报告的结果一致。可能是因为本研究
的样本量较少，我们在对照组中未检测到 **基因
型，因此无法对 **基因型与食管癌发生危险性的
关系作出评估。但是，本研究在国内外率先证实

./012基因!+,-3!*多态与烟酒茶嗜好相互作用
与食管癌发生有关，这一结果表明调查个体的生活

习惯同时检测其 ./012基因型，有助于食管癌高风
险人群的筛选。
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