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·临床流行病学·

食管癌易感性与STK 15基因Phe3 1Ile

多态性的关联研究

王娜 王贵英 郭炜 董秀娟 李琰

【摘要】 目的 研究sTKl5基因Phe31Ile(91T—A)单核苷酸多态性(sNP)与河北省涉县人群

食管鳞状细胞癌(EsCC)发病易感性的关系。方法 采用聚合酶链反应一限制性片段长度多态性

(PCR—RFLP)方法检测了涉县296例EsCc患者和302例健康对照sTKl5 Phe31Ile(91T—A)SNP的

基因型。结果 吸烟及上消化道肿瘤(uGIC)阳性家族史均能显著增加EScC的患病风险(0R值分

别为1．68和1．77，95％c，分别为1．34～2．10和1．44～2．19)。STKl5 Phe31Ile三种基因型(Phe／Phe、

Phe／11e、11e／Ile)频率在EsCC患者组中分别为11．5％、34．8％和53．7％，与健康对照组(11．9％、36．8％

和51．3％)相比差异无统计学意义(Y2=0．35，P=0．84)。以Phe／Phe基因型作参照，Phe／Ile基因型

及Ile／Ile基因型分别与其相比，均未增加EsCC的发病风险(OR值分别为0．98和1．09，95％CJ分别

为0．57～1．69和O．65～1．82)。根据性别、吸烟状况及上消化道肿瘤(UGIc)家族史进行分层分析，也

未发现病例组与对照组之间的差异有统计学意义。结论STKl5基因Phe31Ile(91T—A)SNP可能

与河北涉县人群EsCC的患病风险无关。

【关键词】食管鳞状细胞癌；发病易感性；sTKl5基因；单核苷酸多态性

Study on the association between STKl5 Phe3儿le polymorphisms and esophageaI squamous ce¨carcinoma
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【Abstract】 Objective To study the relation between sin91e nucleotide polymorphism(sNP)at the

91T—}A(Phe31 Ile)poSition。f the STKl5 gene and the susceptibility of esophageaI squarnous cell carcinoma

(ESCC)in She county——a ESCC high incidence region in North China．Methods Polymerase—chain

reaction(PCR)一rest“ction fragment length polym。rphism(RFLP)analysis was used to detect the genotypes

ofSTKl5 Phe31Ile(91T—’A)SNP，and the samples came fmm 296 ESCC patients and 302 healthy

controls．Results The risk of ESCC significantly increased in the group whjch had been smoking or having

a family history of upper gastrointestinal cancer(UGIC)(the DR二1．68 and 1．77，95％CJ：1．34—2．10 and

1．44．2．19，respectively)．Rates of the three genotypes(Phe／Phe，Phe／Ile，Ile／Ile)of the sTKl5 Phe31Ile

(91T—}A)SNPs in ESCC patients were 11．5％，34．8％and 53．7％，respectively，and were not

significantly different from that in the healthy gr。up(11．9％，36．8％and 51．3％)(X2二0．35，P=0．84)．
when compared to Phe／Phe genotype，Phe／11e and Ile／Ile of STKl5 91T—}A(Phe31Ile)did not show effect

on the risk of ESCC according to the odds ratio results which were 0．98(95％C工：0．57．1．69)and 1．09

(0．65．1．82)respectively．STKl5 91T—+A(Phe31Ile)SNP also did rlot significantly influence on the

development of ESCC even the samples were stratified by sex，smoking status and family history of upper

gastmintestinal cancer．Conclusion The STKl5 Phe31Ile(91T—}A)polymorphisms seemed irrelevant

Ⅵ五th the risk of ESCC in She countv．

【Key words】 Esophageal squamous ceU carcinoma； Gene susceptibility； sTKl 5 gene； Single

nucleotide polymorphism

人类STKl5基因位于染色体20q13．2，被认为
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是一种肿瘤易感基因，其编码的丝氨酸／苏氨酸蛋白

激酶是一种有丝分裂激酶，参与哺乳动物细胞两极

有丝分裂的纺锤体的形成和调节染色体的分离H o，

它在细胞中过量表达将导致中心体扩增、染色体不

稳定和细胞癌变。2’3j。STKl5基因第3外显子具有

91T—A的单核苷酸多态性(SNP)，由此引起31位
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密码子编码的氨基酸产生由苯丙氨酸(Phe)一异亮

氨酸(Ile)的改变，STKl5基因的多态性可能与多种

肿瘤的遗传易感性有关。416。。Miao等。4。已对中国医

学科学院肿瘤医院的ESCC患者的STKl5基因多

态性进行了研究，本文拟通过食管癌高发区人群对

该结果进行验证。涉县位于河北省南部的太行山

脉，食管癌的发病率和死亡率均较高。本研究应用

聚合酶链反应一限制性片段长度多态性(PCR—

RFLP)方法，通过病例对照研究探讨STKl5基因

Phe／Ile多态性与涉县人群食管癌发病风险的关系。

材料与方法

1．研究对象：本研究包括经组织学证实的食管

鳞状细胞癌(ESCC)患者296例，同时以302例健康

个体作为对照。ESCC患者是2001—2003年间在涉

县食管癌普查人群中经内镜检查且为组织病理学证

实的食管癌患者，健康对照为已证实无上消化道肿

瘤及癌前病变的个体，与病例组为同一居住地、同一

普查人群，且在年龄、性别上与病例组相匹配。

ESCC患者及健康对照个体的性别、年龄、吸烟状况

及家族史的情况均在采血后由经过专业训练的调查

员询问获得，在调查过程中尽可能减少选择偏倚和

信息偏倚。如在选择对象时，尽可能采用随机抽样

原则；从调查表设计上，尽可能做到简单易懂，便于

回忆，以控制回忆偏倚；收集调查信息时，变量要有

客观指标，减少调查偏倚；在资料的处理过程中，注

意病例与对照两组的均衡性，并采用各因素的

109istic回归模型对可能的混杂变量进行处理，以尽

可能控制混杂偏倚。吸烟个体定义为过去或目前吸

烟≥5支／d，持续至少2年以上者。将有1名一级亲

属或2名以上二级亲属患有食管癌／贲门癌／胃癌的

个体定义为具有上消化道肿瘤(uGIC)家族史。其

中有23例(其中ESCC患者20例，健康对照个体3

例)未获得吸烟资料，有85例(其中ESCC患者52

例，健康对照个体33例)未获得家族史资料。

2．DNA提取：抽取患者及对照个体静脉血

5 ml，以枸橼酸钠抗凝，采用Miller等。¨的蛋白酶K一

氯化钠盐析法提取白细胞DNA。

3．STKl5基因分型：采用PCR—RFLP进行

STKl5 Phe31Ile基因型检测。扩增STKl5基因

Phe31Ile多态性位点的上游引物序列为5’一TTC

CAT TCT AGG CTA CAG CTC CA一3 7，—F游引物序

歹0为5 7一CAA GAC CCG CTG AGC CTG一3 7，扩增片

段为113 bp。PCR反应体系为20肛l，其中模板DNA

100 ng，10×PCR buffer 2．0_L上l，MgCl21．5 mm01／L，

Taq—DNA一聚合酶2 U，dNTPs 200肛mol／L和上、下游

引物各200 nmol／L。阴性对照用蒸馏水代替模板

DNA。PCR反应条件为：95℃5 min预变性后，94℃

变性30 s，62℃退火30 s，72℃延伸30 s，35个循环

后，72℃继续延伸10 min。用5 U Apo I对PCR产

物进行酶切，50℃水浴消化过夜。酶切产物用2．5％

的琼脂糖凝胶电泳分离。Phe／Phe基因型为113 bp，

11e／11e基因型为58 bp和55 bp，Phe／Ile基因型为

113 bp、58 bp和55 bp(图1)。基因分型结束后，随

机抽取10％的样本进行重复分型。

注：1：Phe／Phe基凼型；2：Phe／Ile基崮型；3：Ile／Ile基凼型；4：

PCR产物；M：100 bpDNA标记

图1 STKl5 Phe31Ile位点(Apo I酶切)琼脂糖凝胶电泳

4．统计学分析：病例及对照组的性别构成、吸烟

及UGIC家族史状况，SNP基因型及等位基因型分

布比较采用Y2检验，年龄比较采用￡检验。应用非

条件logistic回归模型计算。尺值和95％C，。统计

分析应用SPSS儿．5软件。

结 果

1．研究对象基本情况：ESCC患者组的性别、年

龄构成与健康对照组相比差异无统计学意义(P>

0．05)。ESCC患者组吸烟者所占比例为42．4％，明

显高于健康对照组(Y2=8．89，P=0．003)；UGIC家

族史的阳性率在ESCC患者组和健康对照组中分别

为60．7％和46．5％，差异有统计学意义(Y2=10．34，

P=0．001)，因此，吸烟及UGIC家族史均能显著增

加ESCC的患病风险(OR值分别为1．68和1．77，

95％口分别为1．34～2．10和1．44～2．19)，见表1。

2．等位基因及基因型频率比较：STKl5

Phe3111e三种基因型(Phe／Phe、Phe／Ile、Ile／11e)频率

在ESCC患者组中分别为11．5％、34．8％和53．7％，
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与健康对照组(11．9％、36．8％和51．3％)相比差异

元统计学意义(Y2=0．35，P=0．84)；ESCC患者组

Phe和Ile等位基因频率为28．9％和71．1％，与健康

对照组(30．3％和69．7％)相比差异亦无统计学意义

(Y2=0．29，P=0．59)，见表1。

表1 ESCc患者及健康对照的人口学特性

及STKl5基因型、等位基因频率分布

特 征 对照组 Escc组 )c2值P值

性别 O．13 0．723

男 202(66．9) 202(68．2)

女 100(33．1) 94(31．8)

年龄(岁，j±s) 58．8±7．9 59．8±9 7 1．42n 0．157

吸烟状态 8．89 0．003

缺失数据 3(1．O) 20(6．8)

可用数据 299(99．0) 76(93．2)

吸烟者 91(30．4) 117(42．4)

不吸烟者 208(69．6) 159(57 6)

oR值(95％C，) 1 68(1．34～2．10)

UGIC家族史 10．34 0．001

缺失数据 33(10．9) 52(17 6)

可用数据 269(89．1) 244(82．4)

阳性 125(46．5) 148(60 7)

阴性 144(53．5) 96(39．3)

oR值(95％Cf) 1．77(1．44～2．19)

等位基因型 O．29 O．593

Phe 183(30．3) 171(28．9)

Ile 42l(69．7) 421(71．1)

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；8≠值

以Phe／Phe基因型作参照，Phe／11e基因型及

Ile／11e基因型分别与其相比，均未增加ESCC的发

病风险，0R值分别为0．98(0．57～1．69)和1．09

(0．65～1．82)，经年龄、性别、吸烟状况及UGIC家

族史校正0R值分别为0_85(0．45～1．60)和0．97

(0．53～1．76)。多因素分析未发现吸烟状况与

UGIC家族史之间存在交互作用。根据性别、吸烟

状况及UGIC家族史进行分层分析，也未发现病例

组与对照组之问存在差异(表2)。

讨 论

人类STKl5基因位于染色体20q13．2，被认为

是一种肿瘤易感基因，其编码的蛋白含403个氨基

酸，相对分子质量(M，)约为46×103。在裸鼠的肿

瘤诱发实验中，哺乳动物细胞STKl5的异常表达导

致中心体扩增、染色体不稳定和细胞癌变，表明

sTKl5在肿瘤形成过程中起重要作用‘81。中心体

是哺乳动物细胞中决定微管形成的一种细胞器，它

能够影响细胞结构和染色体分离的精确性，而染色

体不稳定和异常则在肿瘤发生和获得恶性表型方面

起关键作用阻111。

表2 sTKl5基因多态性与EScc发病风险

删面≯黑兰矿锨卸s％㈣

注：“6相对于Phe／Phe基因型，Phe／Ile基因型(a)与Ile／Ile基因

型(6)的oR值及95％cJ； 刊以Phe／Phe基因型为参照，经性别、

年龄、吸烟状况和UGIC家族史校正的Phe／Ile基因型(c)与Ile／Ile

基因型(d)的oR值及95％c，

研究表明STKl5在很多人类癌症中出现基因

扩增和过度表达。在原发乳腺癌和多种肿瘤细胞系

中，约有12％出现STKl5基因扩增。而在未发现

基因扩增的肿瘤细胞系中，也出现了STKl5的高表

达的现象博。。STKl5的过度表达破坏了有丝分裂

的进行，导致胞浆分离失败，从而产生异倍体和细胞

恶性转化聃’12]。将STKl5转染的NIH一3T3细胞注

射给裸鼠时引起了肿瘤，表明STKl5和肿瘤的发生

有关‘8’1 3I。

STKl5基因外显子3中有3种非同义SNP，

即：91T—A、169G—A和311C—T。最近研究发现，

91T—A与人类肿瘤遗传易感性相关，91T—A Ile纯

合子能增加卵巢癌的患病风险u 4|。Ewart—Toland

等¨1应用TaqMan探针技术进行SNP检测和荧光

定量PCR分析已经证实，在结肠癌患者杂合子携带

者中，STKl5 Ile等位基因比Phe等位基因扩增更

 



史堡煎塑堑望苤查；!!!生!旦笙；!鲞箜!塑堡堕!』生蔓!里!!!!垒P!i!!!!!!y!!：!!!盟!：!

常见。研究还发现，在结肠癌患者中，Phe／Ile杂合

子携带者比Phe／Phe纯合子携带者的染色体出现更

多的异倍体。他们认为，Ile等位基因缺乏结合

UBE2N的能力，而Phe异构体则能够在染色体复

制期结合或定位于染色体上。尽管这种相互作用导

致STKl5的活化或失活、降解的机制尚不太清楚，

但已证实11e等位基因过表达能导致细胞生长和恶

性转化。

本研究结果显示：STKl5 T91A Phe／Phe、Phe／

Ile和11e／Ile基因型在涉县正常人分布频率分别为

11．9％、36．8％和51．3％，这与Miao等H o的报道

(13．8％、48．2％和38．0％)结果不同(Y2=15．40，

P<0．001)，而与陈立等。1 5。的报道(8．81％、

45．08％和46．11％)结果相似(Y2=3．75，P=

0．15)，但都表明Ile／11e纯合型在正常人群中是常见

基因型。本研究结果还显示：STKl5 91T—A SNP

总体分布在ESCC和健康对照组中无差异；根据吸

烟状况及UGIC家族史进行分层分析亦未发现差异

有统计学意义。结果提示虽然此多态性可增加多种

肿瘤的发病风险，但并未发现与河北涉县人群

ESCC的易感性有关。这与Miao等。4。的研究不同。

Miao等。4。研究认为，相对于Phe／Phe基因型，11e／11e

更能增加ESCC的患病风险。结果的差异可能是标

本来源不同造成的。Miao等H。所研究的ESCC患

者为基于医院病例对照研究的散发患者，健康对照

则来自北京地区；本课题所研究的病例和对照均来

自河北省涉县食管癌高发区，为基于人群的病例对

照研究。该结果亦提示，STKl5 T9lA基因多态性

可能在不同肿瘤类型或是不同人群中发挥不同

作用。

本研究还显示：吸烟和UGIC阳性家族史显著

增加ESCC的发病风险。因此，戒烟、注意生活习惯

和定期进行体检对人群中ESCC的预防有重要

意义。

本研究是基于人群的病例对照研究，样本量较

大，且病例组与对照组在性别、年龄上匹配，基因分

型清楚，10％的样本重复吻合率达100％，并符合

Hardy—weinberg平衡(Y2=2．29，P=0．32)，结果较

可靠。因此，尽管有报道STKl5基因91T—A多态

性与多种肿瘤的发病风险有关，但并未发现这种基

因多态性与涉县人群ESCC的易感性有关。
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