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摘 要!$目的% 探讨胸苷脱氨酶&
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#基因遗传变异对结直肠癌患者术后辅助卡培他滨为基础的
化疗方案疗效及安全性的影响' $方法% 纳入

!#)

例术后接受辅助化疗的结直肠癌患者' 收集患者
外周血提取

=?>

用来进行
<=>

多态性位点基因分型' 另外"收集
$)

例结直肠癌患者的化疗前外
周血单核细胞!

@AB<

(提取
C?>

对
<=> ,C?>

表达水平进行测定' 对基因型和基线临床资料进
行相关性分析' 基因型和预后的单变量分析用

D-E/-2'B1.1F

生存分析方法"并通过
<;G

风险比例
模型对其他变量进行校正' $结果%

<=>

基因启动子区域的多态性位点
FH)7!)()

和疗效相关'

FH)7!)()

位点在结直肠癌患者中的分布频率为)

II

型
J)%

例&

%79"!K

("

I>

型
)7

例&

!(9*)K

("

>>

型
)

例&

!977K

("最小等位基因频率为
&9#)

"三种基因型分布频率符合哈迪温伯格平衡&

@L&9$7(

('

预后比较将
I>

和
>>

型患者合并"对不同基因型患者进行预后分析发现"

I>M>>

和
II

基因型患
者的

7

年无疾病生存&

=NO

(率分别为
$#9&7K

和
*!9(!K

"差异具有统计学意义&

@L&9&&!

(' 两种基因
型患者的

)

年总生存&

PO

(率分别为
%!9(#K

和
)79)&K

"差异具有统计学意义&

@L&9&#*

(' 对
=NO

构
建多变量的

<;G

模型校正之后
I>M>>

基因型对
=NO

的影响仍然具有统计学意义 &

PCL&9))

"

@L

&9&##

(' 另外"进一步在
$)

例外周血单核细胞的
,C?>

表达分析中发现"携带
>

等位基因的患者相
对于野生型

II

型患者" 外周血单核细胞中
<=>

的
,C?>

表达明显较高" 并具有统计学意义 &

@Q

&9&&#

(' $结论%

<=>

基因
FH)7!)()

位点可能通过影响该基因
,C?>

的表达进而使结直肠癌患者
从卡培他滨的治疗当中获益'
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结直肠癌!

&'(')*&+,( &,-&*)

"

./.

#是全球发病

率排名第三的恶性肿瘤 $

0

%

"目前结直肠癌在我国每

年新发病例大约
1%23

万"死亡病例为
#42#

万$

!

%

& 近

年来" 越来越多的不同作用靶点的药物给结直肠癌

患者带来了不同的治疗选择" 从而为患者带来了更

多的生存获益&贝伐珠单抗在晚期
./.

靶向治疗获

益$

1

%

& 瑞戈非尼的获批上市也为晚期
./.

患者带来

新的治疗选择 $

5

%

& 另外"在辅助化疗领域"基于对

6789

研究的认可"

!"0$

年第
0

版
:..:

指南推荐

对于低危的
!

期结肠癌推荐
1

个月的卡培他滨联合

奥沙利铂的辅助化疗方案$

3

%

&因此"

./.

术后辅助化

疗仍是以卡培他滨为基础的化疗方案& 该方案经过

!

期临床研究证实疗效非劣效于
3!;<

的方案"而且

不良反应的发生率明显降低" 同时也给患者带了便

利$

=

%

& 因此"该方案成为目前
./.

辅助化疗领域的

主流& 然而" 该方案在临床应用过程中疗效有较大

的个体差异"部分患者也会出现耐药的情况& 因此"

尚需要进一步研究其敏感人群&

作为氟尿嘧啶'

3!;<

(的前体"卡培他滨被广泛

用于结直肠癌患者的术后辅助化疗& 卡培他滨需要

经过三步酶联反应才能转化为
3!;<

"其中最重要的

一步是被胞苷脱氨酶)

.79

(和胸苷磷酸化酶!

>?@A

(

代谢成
3!;<

而发挥细胞毒作用&

3!;<

的主要作用靶

标为胸苷酸合成酶!

>B

("被二氢嘧啶脱氢酶!

7A7

(

灭活$

%

%

& 因此"在卡培他滨代谢为
3!;<

过程中"胞苷

脱氨酶和胸苷磷酸化酶具有重要作用&

.79

基因位于染色体
0C1=20!

" 包含
5

个外显

子& 该基因的表达在体内普遍存在" 主要在肝脏表

达"先前的研究结果表明肿瘤细胞内较高的
.79

表

达水平和对卡培他滨的敏感性显著正相关$

$

%

&

.79

基因在中国人群中并不保守"具有较大的个体差异&

在该基因上"

)D31!353

位点在之前的研究中发现可

以影响
.79

基因的活性$

4

%

& 最近在
0$$

例接受贝伐

珠单抗联合紫杉醇卡培他滨治疗的晚期乳腺癌患者

中发现了
.79 )D31!353

位点的
E9F99

基因型患者

的客观缓解率达到
==2%G

"显著高于野生型患者$

0"

%

&

然而"目前在结直肠癌辅助化疗领域"尚没有
.79

基因
)D31!353

位点和预后的关联研究"另外"该基

因的多态性位点和其
H/:9

表达的研究也不多&

因此" 本研究旨在评估
.79

基因
)D31!353

位

点与接受卡培他滨为基础辅助化疗的
./.

患者预

后的相关性" 另外探讨该位点对外周血单核细胞中

.79

基因
H/:9

表达的影响&

0

资料与方法

!"!

入组患者和试验设计

本研究为回顾性分析"入组的是
!"0"

年
0

月至

!"0%

年
=

月在郑州人民医院肛肠外科
/"

切除术后

接受辅助化疗的
./.

患者
!03

例& 入组标准*

"

年

龄
!0$

岁"

8.IE

评分在
"J!

分"心功能正常)左心

室射血分数
K3"G

("肾功能正常)肌酐
"0L3"MN:

("

骨髓功能正常)中性粒细胞计数
!0L3"0"

4

FN

"血小板

计数
!0"""0"

4

FN

"血红蛋白
!4OFP(

(+

#

预期寿命至

少
1

个月, 排除标准*家族性腺瘤性息肉病-其他遗

传性
./.

综合症以及失访的患者,

辅助化疗的用法用量为*术后
1J5

周"卡培他

滨"

0"""HOFH

!

"每天
!

次"第
0J05

天"每
!0

天为一

个周期,奥沙利铂"

$"J01"HOFH

!

"静脉滴注"第
0

天,

辅助化疗结合患者情况
=J$

个周期, 根据治疗过程

中出现的血液学或者非血液学毒性调整相应的给药

剂量" 一旦发生可能威胁生命的毒性反应时治疗中

止,本研究得到医院伦理委员会的批准"每个入组的

患者均签署了知情同意书,

!"#

血液样本收集和基因分型

治疗过程中收集患者的外周血样本
5H(

" 用苯

酚氯仿法提取基因组
7:9

"之后于
Q!R#.

保存, 设

计包含
)D31!353

位点的上下游
A./

引物"上游引物

为*

3$!>.999EE>..99E.>..99E!1$

" 下游引物

为*

3$!EEE.>9EEE.999E9E99E>!1$

" 产物片段

为
!R$SC

" 通过限制性片段长度多态性聚合酶链反

应!

A./!/;NA

(方法对该位点进行基因分型,分析设

置阴性参照"多于
0RG

的样本至少分析一次以确保

样本没有被污染" 部分样本的分型结果通过直接测

序的方法进行验证,

!"$

外周血单核细胞提取和
.79

基因
H/:9

表达

分析

收集
$3

例患者化疗前的外周血标本"用淋巴细

胞分离液
TUD+'C,V<*!#R%%

!

BUOH,!9(P)U&W

"

B+2 N'<UD

"

@I

(对这些标本进行了外周血单核细胞的提取, 用

>)UX'(

试剂!

>,Y,),

"

ZU'+*&W-'('O[

"大连"中国(提取

AZ@.

当中的
/:9

, 用上海罗氏
)*,(!+UH* A./

仪器
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!
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"

CD%FF

H,I(E, F!

!

2!D%F
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!
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!2

!

2<D1$

"

J&K9 .*5),

C <1F :G2DG0= <C1 :G0DG<= 1G :G!DC%=

CDG1C

<B! %G :10D12= 02 :12D1F= !! :1%DF1=

LMI5) E5*(+-54

&5E54 *(4*,) <!F

!

GCDCC

"

F1

!

0FD!2

"

1G

!

G!DC%

"

CD%C%

N,*+(E *(4*,) $G

!

2CDCC

"

G2

!

2CD%G

"

!!

!

1%DF1

"

LMI5) A-OO,),4+-(+-54

P,EE 22

!

!CD2%

"

1!

!

!CD1$

"

#!

!

!CDGF

"

CDF%0

Q4+,)I,A-(+, #2F

!

GFD1C

"

#C$

!

G$D%F

"

2#

!

%CDGF

"

855) #!

!

0D0$

"

#C

!

GD1%

"

!

!

1D20

"

/5+ (R(-E(SE, #C

!

2DG0

"

%

!

2D2G

"

1

!

0D#%

"

T+(3-43

! 0%

!

!GD0#

"

2#

!

!GD##

"

#G

!

!%D0F

"

CD$!$

" #0$

!

%1D2F

"

##G

!

%1D$F

"

2!

!
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"

>AUMR(4+ *',I5+',)(76 ),3-I,4.

&(7,*-+(S-4, G%

!

1#D#G
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#F
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进行
&X> IN/>

表达实验#

&X>

基因的上游引物

为$

0!"L99&&&>9>>9&9L&&L9"1!

#下游引物为$

0!"

L&>&L999L&LL&L9&>99L&&"1!

% 实时定量
8&N

反应 体系如下 $

TYZ/ 8),I-V JV L(3

溶 液
#C#E

#

LY@8 H 7)-I,) :!C#I5E?[= CD!#E

#

LY@8 N 7)-I,)

:!C#I5E?[= CD!#E

#

AA\

!

K %DG#E

#

*X/> !#E

#反应体系

总计
!C#E

#

9>8X\

作为内参%

&X> IN/>

用相对定

量法
!

]!!&+ 进行计算%

!"#

统计学分析

采用
T8TT

进行相应的统计分析%

$

! 检验分析多

态性位点基因分型是否符合哈迪温伯格平衡% 在基

线临床资料当中#离散型的变量和
).01!020

位点不

同基因型的分布采用
$

! 检验#当数据较少时用
H-.',)

精确检验% 连续型的变量和
).01!020

位点不同基因

型的分析采用非参数检验的
@(44"P'-+4,6 ^

!两组

间"或者
_)M.`(E"P(EE-. \

!多组间"检验%

通过
T+(+( #2DC

绘制
_(7E(4]@,-,)

曲线比较不

同基因型患者无病生存期!

XHT

"和总生存期!

KT

"的

差异#曲线间的差异用对数秩检验进行比较%

XHT

定

义为从手术开始的日期到疾病复发或者任

何原因引起死亡的时间间隔%

KT

定义为从

手术开始的日期到任何原因引起的死亡%

不良反应的多变量分析是二元的
[53-.+-*

回归分析# 生存分析的多变量分析通过

&5V

风险比例模型校正% 用向后
[N

的选择

步骤来筛选和校正潜在的混杂变量%

8aCDC0

被认为具有显著的统计学差异%

!

结 果

$"!

患者基线临床资料和
).01!020

位点

基因分型情况

入组患者中位年龄
0!

岁# 男性患者

#!1

例!

0%D!#b

"#

J&K9

评分为
C

分的患者

<1F

例!

G2DG0b

"#结肠癌和直肠癌分别为

<!F

例和
$G

例#在肿瘤分化方面#分化中

等患者
<2F

例!

GFD1Cb

"%在临床分期上#

!

期患者
0%

例#

"

期
<0$

例% 辅助化疗情况

上#所有患者均接受术后辅助化疗#其中#

卡培他滨单药方案
G%

例!

1<D<Gb

"#卡培他

滨联合奥沙利铂方案
<2$

例 !

G$D$2b

"

!

L(SE, <

"%

).01!020

位点的基因分型结果为$ 野生
99

型

<0%

例!

%1DC!b

"#

9>

型
01

例!

!2DG0b

"#

>>

型
0

例

!

!D11b

"#最小等位基因频率为
CD<0

#三种基因型分

布频率符合哈迪温伯格平衡!

8;CD$12

"%考虑到突变

纯合子
99

型患者相对较少#后期分析中#将
9>

和

>>

型患者合并% 该位点不同基因型在基线临床资

料中的分布基本均衡!

L(SE, <

"%

$"$ &X>

基因
).01!020

位点和
XHT

!

KT

的关系

本研究最后一次随访时间为
!C<%

年
<!

月#所

有患者从纳入研究到最后一次随访的中位随访时间

为
2D!<

年!

CD0CBGD<

年"%

N.01!020

位点突变纯合子
>>

型患者只有
0

例#故后期分析将
9>

和
>>

患者合并#共计
0$

例%

野生型
99

型和突变的
9>?>>

基因型患者在基线

临床资料上分布均衡!

L(SE, <

"%

在纳入研究的
!<0

例患者的总体数据分析发

现 # 入组患者的
1

年
XHT

率为
G%D22b

!

F0b&Q

$

GCDF1b B%1D2Fb

"#

0

年
KT

率 为
0$DGCb

!

F0b &Q

$

%&'() ! *+,-&./0+1 +2 '&0)(/1) 34&.&35)./05/30 +2 $!6 *7* -&5/)150

&33+.8/19 5+ .06:$6#6 9)1+5;-) 05&5<0=1>?@A

/5+,

$

J&K9

$

,(.+,)4 *557,)(+-R, 54*5E536 3)5M7D
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年第
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卷第
#!
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&'(!#)*+$($!)

!"

,-&.!&/&

位点不同基因型患者的
.

年

012

率具有显著差异" 携带
3

等位基因的

43533

基因型患者和野生型
66

型的患者

的
.

年无疾病生存率#

012

!分别为
$'(7.)

和
+!(/!)

$差异具有显著的统计学意义#

89

"(""!

!#

1:;<=> '

!% 另外$本研究构建了
6?@

风险比例模型$ 将可能影响
012

的风险因

素如年龄&性别&

A6B4

评分'

'*!

分归为一

组!&肿瘤分期以及
=-&.!&/&

位点不同基因

型纳入该模型" 经过多变量校正
=-&.!&/&

位点对
012

独立的影响意义依然存在$并

具有显著的统计学意义'

B,97(&&

$

897(7''

!$

其他的在
6?@

模型当中有显著统计学意义

的变量为
A6B4

评分'

B,9'($$

$

897(77C

!和

肿瘤分期'

B,9!(C&

$

8D7(77'

!'

EFGH> !

!"

在针对
B2

的单变量分析当中$两组基

因型患者在
B2

上具有显著的差异$

6E5EE

基因型患者和
66

基因型患者的
&

年
B2

率

分别为
%!(/#)

和
&.(&7)

$差异具有显著的统

计学意义'

897(7#+

!'

1:;<=> !

!"

!"# ,-&.!&/&

位点对
603

基因
I,J3

表

达的影响

本研究还纳入了
$&

例患者外周血单核

细胞标本 $ 通过提取的
,J3

对
603

的

I,J3

表达情况作了分析$ 并和
=-&.!&/&

位点的基因型作了相关性分析" 在
$&

例

8KL6

标本中 $

44

型
+!

例 $

43

型
!#

例 $

33

型
!

例$ 三种基因型分布频率同样符合哈迪温

伯格平衡'

897($$C

!"

33

型患者相对较少$同样将

33

型和
43

型患者合并$共计
!.

例" 携带
3

等位

基 因 的
43533

型 患 者 相 对 于
44

型 患 者 $

603

I,J3

表达水平明显较高'

.(7!!7(#+ M- !(..!7(.!

!$

并具有显著的统计学差异'

8D7(77#

!'

1:;<=> .

!"

.

讨 论

本研究纳入了
!#&

例经过手术切除的结直肠癌

患者$ 通过对
603

基因
=-&.!&/&

位点基因分型和

患者的预后进行关联性分析$ 发现该位点野生型

44

基因型患者相对于携带
3

等位基因的
43

和

33

基因型患者来说具有显著较差的
012

和
B2

$并

通过
$&

例外周血单核细胞中的
603

基因
I,J3

$%&'() * +%,)-,) .()) ,'(/%/-0 1. 23) !45 676 8-2%)92,

-::1(;%9& 21 6+< (,5#!5=5 ,2-2',

7 ! / +

N>F=

'(""

"(%&

"(&"

"(!&

89"(""!

43533OJ9&$P

44OJ9'&%P

$%&'() ! >/)(-00 ,'(/%/-0 1. 23) !45 676 8-2%)92, -::1(;%9&

21 6+< (,5#!5=5 ,2-2',

7 ! / +

N>F=

'(77

7(%&

7(&7

7(!&

897(7'+

43533OJ9&$P

44OJ9'&%P

?-@0) ! A'02%/-(%-2) 61B ()&(),,%19 -9-0C,%, .1( +$D

-::1(;%9& 21 @-,)0%9) :3-(-:2)(%,2%:, -9; 810CE1(83%,E

J?Q>

(

A6B4

(

>F-Q>=R S??T>=FQ:M> ?RS?H?;U ;=?<T

)

B,

(

?VV- =FQ:?

)

6W

(

S?RX:V>RS> :RQ>=MFH

)

VX

(

V>;=>> ?X X=>>V?I(

6YF=FSQ>=:-Q:S- B,OC&)6WP VX 8

A6B4 -S?=>

7 #

'

=>X>=>RS>

!

# 7(77C

#*! #($$ O#(!#*.(&/P

2QF;:R;

! #

'

=>X>=>RS>

!

# D7(77#

" !(C& O#(%+*/(.&P

603 =-&.!&/&

44 #

'

=>X>=>RS>

!

# 7(7##

43533 7(&& O7(!#*#(7.P
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卷第
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!"#$%& ' ()*+,"-) ./0 1(23 )45%)66"78 +997%:"8;

,7 ./3 %6<'=<>< 6,?,$6

表达水平分析发现了该位点不同基因型患者的

&'()

表达水平呈现较大的差异!

'*+,!+-+

位点可

能通过影响了
./)

基因的表达进而使
.'.

患者从

卡培他滨为基础的辅助化疗当中获益!

本研究纳入的
!0+

例患者
,

年
/12

率为
3%4--5

"

6+5 .7

#

3846,5 9%,4-65

$%

+

年
:2

率 为
+$4385

"

6+5.7

#

+04!0593$4$!5

$% 从总体数据来看低于

(:0363$

研究的
,

年
/12

率"

%8465

$和
+

年
:2

率

"

%%435

$

&

00

'

% 可能是因为本研究中
;.:<

评分为
8

分的患者比例低于
(:0363$

研究中
8

分患者的比

例"

3-43+5!=* %%4885

$!

结直肠癌是异质性较强的恶性肿瘤% 现有大量

可以预测结直肠癌疗效生物标志物的研究成果 #

!80%

年报道的四氢叶酸转移酶
>?@1'

多态性对

+!1A

疗效的影响 &

#!

'

(

!8#3

年报道的胸苷酸合成酶

?2

多态性对结肠癌一线
+!1A

放疗疗效的影响&

#,

'

!

本研究首次报道了在中国
.'.

患者中接受卡

培 他 滨 为 基 础 的 辅 助 化 疗 方 案 时 %

./)

基 因

B*+,!+-+

位点的
)

等位基因携带者通过影响该基

因的表达% 从而使得该基因型患者对卡培他滨更为

敏感%进而从卡培他滨的辅助化疗当中获益!本研究结

果和今年
CD& 2E

团队的研究结果基本一致&

#8

'

%他们

的研究纳入
#$$

例接受紫杉醇) 卡培他滨联合贝伐

珠单抗治疗的晚期乳腺癌患者% 通过对
./)

基因

B*+,!+-+

等位点进行基因分型并和疗效进行关联分

析%发现了该位点
<)F))

基因型患者具有显著较高

的客观缓解率和显著较长的中位无进展生存期! 但

是该研究并没有进一步分析该位点和
./)

基因表

达及活性的关联! 另外%之前
.DBGHID /

团队的一项

研究纳入了
#,8

例接受卡培他滨治疗的结直肠癌和

乳腺癌患者&

#-

'

%结果表明在高加索人群当中
B*+,!+-+

位点的等位基因频率达到了将近
84,8

% 而本研究当

中该位点只有
84#-

的等位基因频率%这说明该位点

具有较大的种族差异! 结果表明
B*+,!+-+

位点的
)

等位基因携带者具有显著较高的
,

级手足综合征发

生率%这也和本研究结果一致%因为之前的研究也表

明
,

级
@12

患者具有较好的预后&

#+

'

! 另外在表达实

验中并没有发现该位点和
./)

基因
&'()

表达有

显著相关性%这和我们的研究并不一致%可能是该位

点存在较大的种族差异% 不同人群中表达情况不一

致造成的!尽管本研究当中纳入的样本量不大%不过

进一步在
JK>.

水平上的功能性分析也从另外一个

层面上证实了在
!#+

例样本当中的结果! 而且基因

表达的结果也可以部分解释
./)

基因
B*+,!+-+

多

态性位点具有较好预后的原因%

<)F))

基因型的个

体通过引起了
./) &'()

的高表达从而在卡培他

滨代谢过程中将
+"

脱氧氟胞苷更多的转化为
+"

脱氧

氟脲苷%从而更多地代谢为
+!1A

%进而使患者从卡培

他滨的术后辅助化疗中获益!

本研究采用血液当中提取的
/()

来进行基因

分型!因为多态性位点属于生殖细胞系突变%所以血

液样本即可进行检测% 而且由于样本容易获取后期

也便于临床推广 &

#3

'

! 总之%本研究发现了在中国

.'.

人群当中
./)

基因
B*+,!+-+

位点是一个独立

的
/12

影响因素! 当然%本研究也有局限性%首先纳

入研究的样本量不大% 没有在大样本当中评估该位

点的预后指导意义! 另外%研究为回顾性分析%有一

些偏倚无法避免! 不过该研究还是比较充分地对

B*+,!+-+

位点的预后影响意义进行了评估% 同时也

从
./)

基因
&'()

表达层面去揭示了该位点造成

预后差异的部分原因% 对卡培他滨辅助治疗结直肠

癌患者的预后评估具有临床指导意义!当然%该结论

尚需要大规模前瞻性研究进一步验证! 总之%

./)

多态性位点的检测可为结直肠癌术后辅助化疗患者
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