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·现场调查·

新疆哈萨克族食管癌与叶酸摄入水平、亚甲基
四氢叶酸还原酶基因多态关系的研究
秦江梅王秀梅陈波杨磊李锋何玲廖佩花

l摘要】 目的探讨新疆哈萨克嫉人群食管痛与ⅡI酸摄入水平及与叶酸代谢相关基因亚甲基幽

氢叶酸还原酶(MTHER)基因多态I’由天系。方法采川1：2眦比的病例对照研究方法，收集120例哈

萨克族食管癌患者，按同性别、iLlJ民族、q。龄相差≤5岁、同一个居住地区等选取别照24(J例；选用聚

台酶链反成一限制吐H段长度多态性(PcR RFLP)方法检测MTHFR c677T基网型，采用条件l。娜t，c

㈨归进行统汁分析。结果叶酸摄几量与哈萨克旌食管癌有关(12=7 868，u=1，P<0 OI)，其()尺

值为0 519(95％c，：0 329～0．821)，叶酸摄人水、F高是保护幽素；病例组和对照组MTllFR c677T

基因型分布，经统计学榆骑，差异有统计学息义(， l 5 823，u=1，P<O 01)；MTHFR 677cT、TT基

园型个体发生食管癌的危险性是c(：基因型个体的2 613倍(95％a：1 628～4 194)；交互作用提示：

叶酸摄入充足，可降低携带MTTIFR 677(：l、、rT基因型个体发生食管痛的危险性。多网素条件

lUgm，c吲归分析昂乐：饮用f叮水或渠爪、饮食不规律、辛辣饮食、暴戗暴食、粮食存放超过J年、有食管

或胃病变史、MTHFR 677位点发生(卜T改变等足哈萨克族食管癌的危险凼素，u『酸摄入水平高是保

护因素。结论 叫酸摄人缺乏是新疆哈萨克旗食管癌的主要危聆四素；MTHFR c677T多态是哈萨

克族食管癌的易感崮紊。
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哈萨克族是食管癌高发民族，1990一1992年全

国第二次死因回顾蒯查资料显示哈萨克族食管癌的

凋整死亡率为68．88／10万，高于我国一般地区发病

水平。有研究表明叶酸缺乏与多种癌症相关”，其

缺乏可能通过扰乱正常DNA甲基化、合成和修复

而致癌“。叶酸需要代谢转化才能发挥其生物学作

川，亚⋯基四氢叶酸还原酶(MTHFR)是叶酸生物

转化形成甲基供体的关键酶，具有多态性，其中最常

见的是C677T多态，即在677伉点发生C斗T改变，

使酶活性屁著降低，导致DNA甲基化水平降低”。

本研究综合分析了新疆地区哈萨克族食管癌与叶酸

摄人量、M，l、HFR基因多态性关系。

对象与方法

1调查列象：病例组来自2005年3月军2007

年5月在新疆北部哈萨克族聚集地区的6所医院收

集哈萨克族新发食管癌病例，共120例；对照组按照

同性别、同民族、年龄相差≤5岁、同一个居住地1：2

匹配，其中一部分对照来源于同一所医院的非肿瘤、

谁消化道疾病的就诊或住院的病例，另一部分对照

来源于同一乡镇或市区的正常人群，共计240人。

2．调查内容：病例和对照组均采用统一的调查

表，由培训合格的各医院调查员进行问卷调查。调查

内容为一般情况，包括性别、实际，f龄、史化程度、婚

姻、职业等；日常生活行为爿惯，包括吸烟、饮酒和喝

茶等嗜好；饮食习惯包括蔬菜、水果摄人情况、三餐是

否定时、进食速度、是否喜食烫食、辣食、硬食和月食

盐量等；是否有食管、胃疾病史及食管癌家族史等。

蔬菜和水果摄入量是等级资料，分为：不吃或及少吃、

每月吃数次、1—3 d惆、4—6 d惆及每灭都吃五组。
蔬菜摄人种类分为以土豆、胡萝h和洋葱为主的根茎

类蔬菜和以时令绿色蔬菜为主两类。

3实验室检测：收集研究对象的静脉血标本，

EDTAK，抗凝，分装，一70℃低温保存。基因组

DNA提取用上海生物工程基因组小量抽提试剂盒

Ⅱ，MTHFR基冈的榆测参照文献[4]聚合酶链反

应限制性片段长度多态性(PcR RFLP)技术检测，

所Hj引物为5’一TTT GAG GcT GAc cTG AAC

ACT 7IIGA AGG AG一3 7雨l 5 7一GAG TGG TAG CCC

rlGG AflG GGA AAG ATC CCG一3“4。PCR反应

总体积25“l，基因组DNA溶液2"l，含引物

(20 pm01“1)各o 5”l，2 5 mrrloI／L的4×dNTP

O．5弘l，5 u／肛l Taq酶O．1 pl，Mgcl2 2 O mⅡ10l／L，
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10×PCR buffer 2 5，-1。pCK扩增条件为：95℃预

变性5 H1in，94℃l min、60 5℃1 min、72℃1 min，

共35个循环，最后72℃延伸8Ⅱ1in；PcR产物用

Hfn，I内切酶在37℃消化13 h，用2％琼脂糖凝胶

电泳确定M‘rHFR基因型。基因型分为野生型纯

合型(c／c)、杂合型(c／T)、变异纯合型(T／T)。

4．统计学分析：使用Epi Data软件建立数据库，

对所有调查项日进行整理和赋值，叶酸摄入水平根

据食用蔬菜的量、种类和食川水果的量化划分为常

年叶酸摄入水平低和摄入水平高两类，以绿色蔬菜

摄人为主的摄人量达到每周1—3 d及以f：摄人者或

以土豆等根茎类蔬菜摄入量达到每周4 6 d及以上

者或水果摄入达到每周1 3 d及以上者为叶酸摄入

量多，不足上述标准者被定为叶酸摄入少，并按0，1

赋值(0=叶酸摄人量少，l=叶酸摄人量多)，采_f_|j

sPss 13．0软件进行条什109Ⅲ·c回归分析，计算回

归系数估计值(口)、标准洪(如)、P伉、c)R值及95％

可信区间(c一)。1：2匹配的病例对照涉及到的公

式有：

n，的期望值：F(毗)=÷(n。}”．)

n2的打差：％r(n 2)寺(毗十n 4)

n。的期望值：￡(”，)=÷(H．+月，)

≈。的方差：％r(n．)鲁("．{”3)，

2 [，I 2 E(M2)+nl E(n【)]1
‘ ％r(n2){V打(n．)

oR譬云军署；(n，、n。、n，、”。的解释她表l标示)

结 果

l一般状况及遗传平衡检验：120例食管痛患

者年龄为38 3～79 0岁，甲均59 O岁i10．0岁，其

中男性8l例，女性39例；对照240人，年龄35．2～

80．4岁，平均58．4岁±10 1岁，其巾男性162人，女

性78人。病例组与对照组年龄差异无统计学意义

(￡=O 586，u=358，P=0 558)。为检验人群

MTHFR c677T基因型频率是否达到Hardv—

weinberg遗传平衡，将对照组MTHFR基因型频率

观察值与期望值进行比较，差异五统计学意义(Y2=

3．34，u=2，P>0 05)，说明M’I’HFR基因型频率已

达到遗传平衡，具有人群代表性。

2．叶酸摄入水平与哈萨克族食管癌的关系：以
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叶酸摄人量大为暴嚣以“+”表示，叶酸摄人小以

“一”表示，1：2配对，每个对子有3人，l例病例，2名

对照，三者的暴露情况出现^种可能组合：+++、

++一、+一一、一++、一+一及⋯。经l：2配
对资料的x2检验，鬻异有统计学意义(Y2二-=-7．868，

P<0．01)，叶酸摄人量多少与哈萨克族食管癌有

关，其oR值为0．519(95％(¨：0 329～()．82I)，叶

酸摄入量多是保护因素(表1)。

表1 叶酸摄入水甲与哈萨克族贪管痛关系

3．MrIHFR c677T基因多态与食管癌的关系：

以M，I、HFR(托77fr的突变杂合型cT干¨突变纯合型

’I、T型为暴露以“+”嵌示。食管癌病例组和对照组

MTHFR c677，J基凼分布，差异有统计学意义(Y2=

15 823，u=1，P<O 01)，OR值为2．613(95％cj：

l 628～4．194)，MTHFR 677位点发生C—T改变是

哈萨克族食管癌的危险因素。见表2。

表2 MTF仃R c677T基因多态与哈萨克族食管癌关系

4叶酸摄入水平与MTIIFR c677T基因多态

的交互作川：以叶酸摄八量少、MTHFR c677T基因

型为CC发生食管癌的危险性为基数l，则叶酸摄人

多而MTHFR c677T基因型为cc者发生食管癌的

危险性为对照的O．468倍，叶酸摄人量少而MTHFR

c677T基因型为cT+TT者发生食管癌的危险性对

照的2 170倍。叶酸摄人多而MTIIFR C677T基因

型为cT+TT者发生食管癌与对照比差异无统汁学

意义。可见当叶酸摄入量充足叫，会使携带

MTHFR 677cT和677TT基因刑者发生食管痛的

危险性降低。见表3。

表3 叶陵摄入水平，MTTll讯(：677T基因多态

1j晴萨克族食管癌变互作用分析

5多因素条件lo—stic回归分析：为控制混杂因

素，同时将叶酸摄人水平、M rHFR c677T基因多态

结果以及其他单罔素条件logistjc回归分析有意义

的指标：饮水类刑、饮用生水、冰箱的使用、吸炳、饮

酒、迸食速度、饮食规律性、辛辣饮食、暴饮暴食、粮

食存放时问、馕存放时间、熏制肉摄人嚣、食管或胃

疾病史、食管癌家族史等引人多因素条件1《istic【旦】

归模型，结果显示：多因素模型巾除饮用河水或渠

水、饮食不规律、辛辣饮食、暴饮暴食、粮食存放时间

超过1年是危险因素外，叶酸摄入水平高是保护闻

素，MTHFR 677位点发生c—T改变等是哈萨克旅

食管癌的危险因素。见表4。

表4 新错哈萨克旅食管癌多【』；『素条件1。gtst-c I旦【归分析

吲 素 p ％ T2值 P值。矗值(95％o)
—贾藕面甄币再耳丙萌万————～～
半盐目l井水 0 289 0 674 0 183 0 668 l 335(0 356一j 001)

河水或渠木 2 334 0 611 14 575 0 000 10 322(3 114～34 21 5)

不规律饮食(对照=规律)

1禺自{ 一】074 0 554 3 762 O 052 0 342(0 115—1 011)
鲐常 2 291 0 993 5 326 0 021 9 889(1 412～69 239)

辛辣饮食(对照=无)

1尚句{ 2 665 0 633 17 740 O 001 14 37“4 158--49 673)
经常 2 767 O 844 10 757 O 000 15 907f3 045～83 107)

暴饮暴食(对照=无)

偶尔 1 089 0 588 3 426 O 064 0 337(0 106～1 066)

经常 3 170 1 022 9 625 0 002 23 812(3 214～176 446)

粮食存放(对照=当年) 3 404 1 242 7 51l O 006 30 073(2 636～343叭9)

上消化遭病史(对照=元) 2 265 0 685 lO．940 0 001 9 634(2 517～36 876)
叶酸摄人(对照=少) 一1 381 0 548 6 34l 0 012 0 25】(0 086～0 736)
MTHFR 677(对照=墓囚型cC) 2 486 0 646 14 806 O 000 12 019(3 387～42 651)
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叶酸摄人缺乏是新疆哈萨克族食管癌的主要危

险因素。我国哈萨克族主要聚集在新疆北部的伊

犁、塔城和阿勒泰地区，该民族以游牧为主，随季节

变迁辗转夏季和冬季牧场，饮食结构单一，以奶茶、

馕和抓饭为主，吃蔬菜、水果较少，哈萨克族偏爱土

豆、胡萝h等根苹类蔬菜。新鲜蔬菜、水果是叶酸的

丰要来源，在蔬菜种类中根茎类蔬菜叶酸含量较低。

本课题组测定的哈萨兜族正常人群血清叶酸水甲

(3 960±2 05)“g／m1远低于国家正常人群参考值

(5 21 ndml)。我们认为哈萨克族食管癌高发与该

民旅整体叶酸摄入水平低有关。本次哈萨克族食符

癌与叶酸摄入量关系的研究进一步证实，哈萨克族

中叶酸摄入少者发生食管癌风险高丁叶酸摄人

多者。

MTHFR c677T多态是新疆哈萨克族食管癌的

易感因素。M’I、HFR是一种蒯节叶酸的限速酶，当

MTHFR c677T多态位点存在时，碱基置换导致读

码框改变，翻译的氨基酸产物亦改变，此变化影响到

蛋白功能，MTHFR活性随之下降。677TT编码的

MTI{FR活忡下降导致5一mcthyl7J、HF的合成不足，

无法有效启动蛋氨酸的再循环，从而小能保证机体

基因组正常的甲基化状态。由于不能提供足够的甲

基供体，基因组DNA将随之出现低甲基化”1。基

因组的去甲基化以及某些特定基目的低甲基化状

态，是促进肿瘤发生发展的危险因素。奉研究证实，

携带cT或TT基因捌的哈萨克族个体发牛食管癌

的危险性是cc基因型个体的2 613倍(95％c，：

1．628～4．194)；MTHFR c677T多态是新疆哈萨克

族食管痛的易感凶素。

叶酸的水甲和MTHFRⅢj能共同参与哈萨克

族食管痛的发生，叶酸缺乏和／或叶酸代谢障碍可

能通过破坏DNA的正常q]基化和基因组的完整性

而致癌”5。本研究的“基罔一叶酸”交互作用结果显

示：在叶酸摄入量少时，MTHFR 677c【I基凶型或

rlT基因型者发生食管癌的风险是CC基因型的

2 170倍；当叶酸摄入充足能够降低携带MTHFR

677cT基凶型或TT基因型个体发生食管癌的风

险。可能的解释为：MTHFR是叶酸代谢中的一个

关键酶，催化5，10一亚甲基四氢叶酸(5，10一

methyleneTHF)不可逆地转化为5一l；}；i基四氢叶酸

(5一methylTHF)。M1、HFR活性下降会造成

5 methyITHF的合成不足，然而在叶酸供应充足的

状况下，有足够的原料可以提供，从而弥补了酶活性

下降所带来的对基因组甲基化状态负面影响；与此

同时，MTHFR活性F降导致的5，10一methykllc，lHF

累积在叶酸充分供应的情况下得到加强，5，10

mcthylene|IIHF是胸苷合成酶的甲基供体，在胸苷合

成酶的催化下使脱氧尿嘧啶(duMP)转化为脱氧胸

腺嘧啶(dTMP)，后者是正常DNA合成的基本构成

成分之一，高浓度的5，10一md}1ylcncTHF充分保证

r duMP到dTMP的转变，使DNA合成充分进行，

并且duMP减少使尿嘧啶异常掺人基因组1)NA的

概率减少”o，从而保自F了正常的DNA台成和低频

率的【)NA损伤，这种此消彼长共同保正』，MTHFR

677基凶多态的保护性作用。故在Ⅱ1酸摄人量高的

人群中，此多态位点是作为一种保护性因素，降低机

体患癌的危险性。与此理论相应，当叶酸摄人不足

时，MrIHFR活性下降造成5一methylTHF合成下降

会进一步恶化，从而加重DNA甲基化程度的不

足”。。同时，低叶酸供应，f；能提供必需量

5，10—methylencTHF，而MTHFR功能下降所致

5，10一met}1ylencTHF累积亦不足以弥补，其在DNA

合成方面的保护性作用则小能有效发挥。

基于本次研究结果提示，应加强对哈萨克族的

健康教育，改变不良饮食爿惯，多吃叶酸含量丰富的

蔬菜及水果，减少食管癌发病的风险。
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