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代谢酶基因多态性

易感性关系的病例
直肠癌
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【摘要】 目的 以自然随访人群为研究对象，研究I、Ⅱ相代谢酶基因多态性与结直肠癌(cRc)

易感性的关系。方法 采用聚合酶链反应(PCR)一限制性片段长度多态性(RFLP)、等位基因特异性

PCR(AsPcR)和多重PCR分析技术，检测140例CRC患者和343名健康对照细胞色素P450氧化酶

CyPlAl 6235T／C、CyPlA2 734C／A、CYP2El一1259G／C和一1019C／T各位点多态性，谷胱甘肽转移酶

GSTM“(GSTMl)和GST ThP缸(GsTTl)缺陷型，以及N一乙酰基转移酶基因NATl和NAT2各等

位基因型分布频率，分析其对CRC易感性的影响。结果 等位基因CyPlAl 6235c、CyPlA2

734A、CyP2E1—1259C、CYP2E1—1019T、GS丁Ml缺陷型、GSTTl缺陷型、NATl*10和NAT2 Mx

(x：1，2，3)的分布频率在病例组依次为31．65％、63．77％、23．02％、32．61％、57．25％、17．39％、

26．45％和39．21％，对照组依次为39．85％、66．62％、20．27％、28．61％、55．46％、20．35％、25．22％和

39．36％，所有基因型分布均符合Hardy—weinberg平衡定律。单基因、多基因联合分层分析表明，

CYPlAl 6235CC突变纯合型可显著降低CRc风险(oR=0．79，95％凹：0．63～0．99)；在携带

CyPlA2 734A等位基因个体，CyPlAl 6235C等位基因也可显著降低CRC风险(0R=0．53，95％

口：0．34～0．83)；在GS丁T1缺陷型个体，GSTMl缺陷型可使机体罹患cRC的风险显著升高(0R=

4．41，95％CJ：1．21～16．10)。结论 CyPlAl 6235C等位基因、Gs丁Ml和Tl缺陷基因型可影响

机体对CRC的遗传易感性，前者是CRC的保护因素，后两者可使机体罹患CRC的风险增高。

【关键词】肿瘤，结直肠；基因多态性；细胞色素P450；谷胱甘肽s一转移酶；N一乙酰化转移酶
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【Abstract】 Objective To investigate the asSociation between metabolic enzymeS polymorphisms and

the risk of c010rectal cancer(CRC)．】Ⅵethods IⅥethods of detection used were based on polymerase chain

reaction(PCR)including PCR～restriction fragment 1ength polymorphism(PCR—RFLP)，aUele specific—PCR

(ASPCR)and multiple—PCR to identify the polymorphisms of CYPlAl 6235T／C，CyPlA2 734C／A，

CyP2El一1259G／C，CyP2E1—1019C／T，GS丁M1 and丁l null type，NATl and NAT2 aIleles among 140

cases and 343 cancer．free controls．R郫uIts The allele frequencies of CyPlAl 6235C，CYPlA2 734A，

CYP2E1—1259C，CyP2E1一1019T，GSTMl and T1 nuU type，NATl*10 and NrAT2 Mx(x=1，2，3)

aJleles were 31．65％，63．77％，23．02％，32．61％，57．25％，17．39％，26．45％and 39．2l％in the case

group and 39．85％，66．62％，20．27％，28．61％，55．46％，20．35％，25．22％and 39．36％in control

group，respectively． The frequencies were in Hardy—Weinberg equilibrium．Data on singIe genetic

polymorphism and stratification analySis of multi—genetic polymorphisms indicated that CyPlA1 6235CC

homozygote was asSociated with the significant reduction of CRC risk(0R=0．79，95％a：0．63—0．99)
and in individuals with CyPlA2 734A a11ele．CyPlAl 62345C allele had the same effect(0R=0．53，

95％C工：0．34—0．83)．However，individuals wlth GSTTl nuU genotype，GS：rMl nun genotype could

significantly increase the risk(oR=4．41，95％Cf：1．21—16．10)．Concl吣i佃 CyPlAl 6235C allele

might play an important role in fighting against c010rectal carcinogenesis．However，GS了M1 and Tl null
genotype might serve as risk factors genetically． Larger scale population—based studies were needed to

canfirm the current findings．
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2002年全世界约有1 023 152例结直肠癌

(CRC)新病例，其中528 978例个体死亡。1。。在我

国，2002年的新发病例为150 656例，死亡89 102例，

分别居常见恶性肿瘤发病率和死亡率的第五和第六

位，5年现患病例数居第三位uo。CRC的发生是多

因素、多步骤的作用过程，以往已对有关代谢酶基因

多态性、环境暴露因素与CRC的关系开展了广泛研

究，本研究拟在以往的基础上，以自然随访人群为研

究对象，探讨I相代谢酶细胞色素P450氧化酶

CyPlAl 6235T／C、CyPlA2 734C／A、Cl?2E1

一1259G／C和一1019C／T各位点多态性，Ⅱ相代谢酶谷

胱甘肽转移酶GsTMl和GSTTl缺陷型，以及N一

乙酰基转移酶基因NATl和NAT2各等位基因型

与CRC的关系，以系统阐明代谢酶基因多态性与机

体CRC遗传易感性的关系。

对象与方法

1．研究对象：浙江省嘉善县是全国县级单位

CRC调整死亡率最高的县份。1989年5月1日至

1990年4月30日，对嘉善县所属的10个乡镇30

岁及以上人群共75 813人进行了CRC普查，共有

64 693人参加，应答率为85．3％¨1。该人群自普查

后就建立基线资料，同时由当地肿瘤防治所负责新

发恶性肿瘤的登记、报告和监测工作，因而该人群一

直处于有效的随访中。本研究以该人群为研究人

群。其中，研究病例为1990年5月至2002年9月

间发生并曾参加1989—1990年普查的原发性CRC

病例，共177例，排除死亡16例，失访16例和拒访

5例，实际调查140例(结肠癌57例，直肠癌83

例)；对照选取采用分年龄组随机抽样方法从随访队

列中抽取400人，排除死亡16例和CRC患者1例，

需调查383人，实际调查343人；研究对象共483例

均由统一培训的调查员上门进行一对一问卷调查，

同时经研究对象同意后抽取静脉血5 ml。

2．研究方法：基因组DNA提取采用改良盐析

法¨。。在不知道研究对象的分组情况下，对上述代

谢酶基因进行检测分型。为保证分型的正确性，以

10％的比例进行抽样复检。各基因的检测分型方法

参考文献报道的同时，在NCBI基因组数据库中进

行了仔细核对。具体方法：

(1)CyPlAl基因6235T／C(Ms声工)位点多态

性分析：采用PCR—RFLP分析，引物序列为5’一CAG

TGA AGA GGT GTA GCC GCT一3’和5’一TAG

GAG TCT TGT CTC ATG CCT一3’。PCR反应条

件为94℃预变性5 min后，于95℃30 s、59℃30 s和

72℃40 s进行30个循环后，72℃延伸7 min。PCR

反应产物(340 bp)与限制性内切酶Msp工于37℃

消化2 h，若存在6235C等位基因，酶切为140、

200 bp DNA片段。

(2)CyPlA2基因734C／A位点多态性分析：采

用PCR—RFLP分析，引物序列为5’一CCC AGA AGT

GGAAAC TGA GA一3’和5’一GGG TTG AGA TGG

AGA CAT TC一3’。PCR反应条件为94℃预变性

5 min后，于95℃30 s、52℃30 s和72℃30 s进行32

个循环后，72℃延伸7 min。PCR反应产物(243 bp)

经限制性内切酶A加工酶切，734C酶切为119、

124 bp DNA片段，734A不存在酶切位点。

(3)CyP2El基因一1259G／C(R￡I)和一1019C／

T(R5以I)位点多态性分析：采用PCR—RFLP分析

方法，引物序列为5’一CCA GTC GAG TCT ACA

TTG TCA一3’和5’一TTC ATT CTG TCT TCT AAC

TGG一3’。PCR反应条件为94℃预变性5 min后，于

95℃30 s、56℃30 s和72℃60 s进行30个循环后，

72℃延伸7 min，PCR反应产物(410 bp)分别经限制

性内切酶R￡工和Rsn I作用，一1259C经Rf I酶切

为290、120 bp DNA片段，一1019C经Rm工酶切为

360、50 bD DNA片段。

(4)GSTMl和GSTTl缺陷型分析：采用多重

等位基因特异性PCR分析方法，同时扩增

GS丁M1，GSTTl和内参照_13一球蛋白，涉及引物序列

为：GS丁M1(5’一TTC TGG ATT GTA GCA GAT

CA一3’和5’一CGC CAT CTT GTG CTA CAT TGC一

3’)，GSTTl(5’一GCC CTG GCT AGT TGC TGA

AG一3’和5’一GCA TCT GAT TTG GGG ACC ACA一

3’)和B一球蛋白(5’一CAA CTT CAT CCA CGT TCA

CC一3’和5’一GAA GAA CCA AGG ACA GGT AC一

3’)。PCR反应条件为：95℃预变性5 min后，于

95℃30 s、60℃30 s和72℃45 s进行2个循环，

95℃30 s、59℃30 s和72℃45 s进行28个循环，最

后72℃延伸10 min。非GS了M1缺失型有231 bp的
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片段，非GSTTl缺失型有120 bp的片段，而所有样

品都有268 bp片段的内参p一球蛋白片段。

(5)NA丁1基因多态性分析：采用PCR—RFLP

和多重等位基因特异性PCR联合分析。①PCR—

RFLP分析体系：引物序列为5’一CTA TTT AGA

ATA AGG AGT AA一3’和5’一ACA GGC CAT CTT

TAG AA一3’；PCR反应条件为：95℃预变性5 min

后，于95℃30 s、42℃30 s和72℃45 s进行30个循

环后，72℃延伸5 min。PCR反应产物经限制性内

切酶M60Ⅱ酶切后经4．5％metaphor凝胶电泳分

离，NA丁1*4显示105、71、45 bp DNA条带，

NATl*11显示122、71、45 bp DNA条带，NATl*

10和*3显示131、71、45 bp DNA条带。②

NATl*10和*3的分型采用多重等位基因特异性

PCR法，NATl*10特异的引物序列为5’一TAA

AAC AAT CTT GTC TAT TTG一3’和5’一GCC ATC

TTT AAA ATA CAT TTT一3’，同样以G一球蛋白为内

参照，引物序列同前GsT分析。PCR条件为：95℃

预变性5 min后，于95℃30 s、45℃30 s和72℃45 s

进行30个循环后，72℃延伸7 min。NATl*10显

示268、244 bp DNA条带，NATl*3只有内参照

268 bp DNA条带。

(6)NAT2基因多态性分析：采用PCR—RFLP

方法分析。文献报道M4型突变等位基因在我国人

群中分布频率极低，本研究仅对wt、M1、M2和M3

等位基因进行了检测分型。引物序列为5’一GcT

GGG TCT GGA AGC TCC TC一3’和5’一TTG GGT

GATACA TAC ACA AGG G一3’。PCR反应产物

(547 bp)分别经限制性内切酶Kp，z工、了kq I和

BnmHI酶切判定基因型，M1突变等位基因K加

工酶切位点消失，为547 bp DNA片段，其他基因型

表现为114、433 bp DNA片段，M2突变等位基因

Tn口I酶切位点消失，但仍存在一自然位点，表现为

392、155 bp DNA条带，其他基因型有222、170、

155 bp DNA条带，M3突变等位基因B口优H工酶切

位点消失，为547 bp DNA片段，其他基因型表现为

490、57 bp DNA条带。

3．统计学分析：在SPSS 11．5统计软件包中完

成：以Y2检验明确分类变量(如基因分型)在病例和

对照组间的分布差异；以单因素方差分析明确定距

变量的组问差异；通过拟合非条件logistic回归模型

明确研究因素与CRC易感性的关系，以调整比值比

(0R)及其95％可信区间(95％Cj)表示患病风险。

结 果

1．研究对象的一般情况：CRC患者组与对照组

相比，在年龄、性别、体重指数(BMI)等个体特征，以

及吸烟、饮酒等常见环境暴露因素的分布和／或构成

比上差异均无统计学意义(表1)。

表1 cRc研究对象的一般情况及吸烟、饮酒状况

*病例组和对照组的年龄(岳±5)分别为58．80岁±9．99岁、

58．54岁±10．72岁，P=0．81；#无法计算BMI的个体数

2．多态基因分布：各代谢酶基因型以及突变等

位基因在病例组和对照组人群的分布频率见表2和

表3，其中由于NATl和NAT2涉及等位基因较

多，在分析过程中，NATl主要考察编码快速酶的

等位基因NATl*10的分布情况，NAT2将M1、

M2和M3等位基因合并分析。经Y2拟合优度检验

所有基因型分布均符合Hardy—Weinberg定律。以

相应野生型基因为参照，采用非条件109istic回归模

型，并对年龄、性别、BMI、吸烟、饮酒等可能的混杂

因素进行调整，分析杂合型和突变纯合型基因与

CRC患病风险关系。仅在CyPlAl 6235CC突变

纯合型观察到了达到显著性统计学意义的保护效应

(0R=0．79，95％a：0．63～0．99)。

3．工相代谢酶基因一基因联合效应分析：以

CyPlA和CyP2E酶系采用分层分析方法分析基

因的联合效应。结果表明：在cyPlA2 734A等位

基因存在时，CYPlAl 6235C等位基因对CRC具

有保护效应，并有统计学意义(0R=0．53，95％凹：

0．34～0．83)，对CYP2E1—1259G／C和一1019C／T的

分层分析，没有观察到类似效应(表4)。
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表2 I相代谢酶CYP在病例和对照组人群中基因型和等位基因分布

基 因
病例组 对照组

例数 构成比(％) 人数 构成比(％)
0R值(95％cf)+

*调整oR值(95％a)，采用非条件logistic回归，经年龄、性别、BMI、吸烟、饮酒状况等因素调整；#OR值估计有统计学意义

P<0．05；△缺失值指未能成功扩增目的基因片段，进行多态分析的个体数，等位基因频率计算以1个个体携带2个等位基因计算

表3 Ⅱ相代谢酶GST、NAT在病例和对照组人群中基因型和等位基因分布

CyPlA2 734C／A

CC

CA+AA

CyP2E1—1019C／T

CC

CT+CC

CYPlAl 6235T／C

TT

TC十CC

TT

TC+CC

缺失值6
CYP2E1—1259G／C

GG

GC+CC

GG

GC+CC

缺失值6

33

14

89

202

5

142

20

67

107

4

1．00

1．66(0．46～6．00)
1．00

O．53(0．34～0．83)8

OO

34(0．57～3．12)

00

97(0．55～1．71)

*同表2；#oR值估计有统计学意义．P<O．01；△同表2

加，舛：2：

勰n∞鹕2
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4．Ⅱ相代谢酶基因一基因联合效应分析：分GST

和NAT酶系采用分层分析方法，分析基因的联合

效应。NAT2、NATl根据其表型分别分为慢速乙

酰化基因型和快速乙酰化基因型，本分析过程采用

了此分型方法。结果表明：在GsTTl缺陷型个体，

GSTMl缺陷型可使机体罹患CRC的风险升高，并

达到显著性统计学意义(0R=4．41，95％a：

1．21～16．10)。对NATl和NAT2的分层分析，没

有观察到类似效应(表5)。

表5 Ⅱ相代谢酶基因一基因联合效应分层分析

基 因 病例数对照例数oR值(95％a)’

*同表2；#0R值估计有统计学意义，P<0．05；△同表2；

▲NAT2快速型指wt／wt和wt／Mx，慢速型指Mx／Mx，Mx包括

M1、M2和M3等位基因；NATl快速型指NATl*10杂合或纯合

基因型，慢速型指不携带*10等位基因的基因型

5．分层分析和叉生分析：将CyPlAl 6235C／

T、CyPlA2 734C／A联合，CyP2E1—1259G／C、

一1019C／T联合，GSTTl、M1联合，NATl、M4T2联

合，采用分层分析和叉生分析，明确I、Ⅱ相代谢酶

的基因一基因交互作用。没有观察到有统计学意义

的保护／危险效应。

讨 论

代谢酶基因多态性是机体肿瘤遗传易感性的重

要影响因素。有关其与CRC发生关系已开展了广

泛研究，蒋沁婷，陈坤¨。对国内外1990年1月至

2001年12月期间公开发表的关于CRC和代谢酶

基因多态性的病例对照研究或队列研究进行综合的

Meta分析发现，GSTTl缺陷型、NAT2快速乙酰化

基因型／表型是CRC的危险因素，oR值(95％Cj)

依次为1．42(1．21～1．66)和1．08(1．00～1．16)。同

时指出，CRC是多因素作用、多步骤的发生过程，有

关其危险因素的分析，必须考虑饮食因素以及进行

多酶系、多基因综合的系统分析。由于本文篇幅有
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限，且对环境暴露因素的单因素分析未发现显著的

危险／保护因素，本文没有涉及环境暴露与基因交互

作用的分析。

细胞色素P450酶系属工相代谢酶系，食源性

致癌物如杂环胺等首先需经其活化才可能经Ⅱ相代

谢酶进一步活化形成终致癌物。CyPlAl 3’端非

编码区6235T／C点突变可增加编码酶的活性，最终

使体内致癌物的浓度升高，从而增加癌变的可能性。

Sivaraman等¨o首先报道了6235CC基因型能使原

位CRC危险性7．9倍(95％凹：1．4～44．4)，但之后

Inoue等№J、Ishibe等"o则认为6235CC基因型可降

低罹患CRC的风险，但效应没有达到统计学意义。

本次自然人群的病例对照研究发现，6235CC基因型

可显著降低机体罹患CRC的风险(0R=O．79，

95％CJ：0．63～0．99)，进一步根据CyPlA2 734C／

A等位基因分层分析表明，在携带734A等位基因

个体，6235C等位基因可显著降低机体罹患CRC的

风险(0R=0．53，95％CJ：0．34～0．83)。对

CyPlA2 734A、CyP2E1—1259G／C、一1019C／T与

CRC关系的分析，没有观察到显著效应。文中报道

的CyPlA2 734A等位基因在嘉善县人群分布频率

为0．67，与已报告的江苏启东人群0．68和湖南长沙

人群0．66一致。另对CyP2E1—1259G／C与腌制品

摄入分析表明，两者对CRC的影响有协同作用。8 o。

GST酶系是重要的Ⅱ相代谢解毒酶系，主要参

与杂环芳香烃类环境致癌物的解毒。Cotton等一。对

2000年以前开展的有关GST与结直肠癌／腺瘤关

系的研究进行了综合回顾，认为GST非缺陷型是

CRC低风险基因，主要通过影响机体对杂环芳香烃

类环境致癌物的解毒能力而改变CRC的易感性，由

于研究报道多局限于病例对照研究，且往往是单个

基因多态的研究，无法避免混杂偏倚和信息偏倚，研

究结果不一致。Houlston，TbmlinsonLl刨开展的Meta

分析表明，GS了M1、Tl对CRC的综合0R值

(95％Cj)分别为1．10(0．99～1．21)和1．16(0．98～

1．20)。Yoshioka等¨“开展的GST、NAT酶系多态

的综合分析发现，GS删1非缺陷型同时携带GST
P1 AA纯合子，罹患结直肠的风险最低。Kiss等¨刘

开展的CYPlAl、CyP2E1以及GSTMl与CRC

的研究发现，同时携带三类“高风险”等位基因罹患

CRC的风险最高(0R=4．62，95％C工：1．23～

25．68)，表明各基因间存在明显的交互作用。本研

究分析了GSTMl、T1单基因、两基因联合以及其
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与C忡基因型与CRc的关系，仅在GST丁1缺陷
型个体，观察到GSTMl缺陷型可使机体罹患cRC

的风险显著升高(0R=4．4l，95％Cj：1．21～

16．10)。另对GST基因型与饮食摄入联合分析表

明，GSTTl缺陷型与腌炸类食物的摄入，对CRC有

协同作用u 3I。

NAT酶系是最早发现的呈多态分布的代谢酶

基因，是外源性化学物的重要代谢转移酶，杂环胺、

芳基胺类环境致癌物经CYP酶系活化后，需再经其

进一步N一乙酰化形成终致癌物。NAn基因多态

通过影响机体乙酰化能力从而影响癌症易感性：

Bell等u4 o首先报道了编码快速酶的等位基因

NATl*10的存在可显著增高罹患CRC的风险

(0R=1．9，95％Cj：1．2～3．2)，但未发现NAT2

快速乙酰化基因型与CRC显著相关。郑树等u纠开

展的研究认为NAT2野生型即慢速乙酰化基因型

可能是大肠腺瘤复发的保护因素，而何路军等u刮在

河北汉族人群的研究仅在wt／M2型多态观察到了

显著效应(0R=3．21，95％a：1．33～7．76)，邓长

生等¨7o开展的有关GSTMl、T1和NATl多态与

散发性CRC的研究发现，GSTTl缺陷型与远端

CRC的易感性有关，而NATl*10与CRC的易感

性有关。本自然人群研究无论是NATl、NAT2单

基因分析、两基因联合分析还是与CyP多态联合

分析均未观察到显著效应。研究表明NATl*10

在浙江省嘉善县人群等位基因分布频率为26．45％，

与邓长生等¨71报道(27．8％)基本一致，NAT2快速

乙酰化基因型(Mx／Mx)分布频率为14．58％，与现

有报道不一致，可能由于研究对象的地区分布、入选

标准和样本量的差异，也可能由于研究类型均为病

例对照研究，无法避免信息偏倚和混杂偏倚的存在。

综合分析本次人群为基础的病例对照研究，由

于研究涉及的基因较多，而研究对象有限，只是系

统、宏观地分析了各基因型与CRC的关系，而没有

进一步进行各基因亚型、肿瘤病理部位的分型讨论，

也没有就其与环境暴露因素的相互作用展开分析，

有可能对研究结论带来偏性。有关代谢酶基因多态

性与CRC关系的研究，需要大样本、自然人群的随

访研究。
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