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摘 要!$目的% 通过病例对照设计来评估
68C!'1

家族基因相关
DEFG

及其表达与食管鳞癌
发生风险的关联& $方法% 从

!)#/

年
#)

月至
!)#%

年
&

月于河南省林州市肿瘤医院就诊患者
中!选取食管癌新发患者

-*

例为病例组!选取同期在当地医院参加食管癌早诊早治筛查项目
的

1$

名健康人群为对照组&对
68C!#1

家族'

68C!#17

(

68C!#1H

(

68C!#&

(

68C!#$1

和
68C!-$/

#

中
68CEIG

基因上的
#)

个单核苷酸多态性 '
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#与食管鳞癌发生风险进行关联研究)同时!对
68C!'&!1M

在食管癌患者血
清中的表达差异性进行测定*采用

!

! 检验比较各
DEFG

位点基因型在病例组和对照组的分布!

用秩和检验分析两组间
68C!'&!1M

表达水平的差异"对单因素分析有统计学差异的变量采用
多因素的

QKJ8GL8?

回归进行校正*$结果% 去除检测不合格的位点!最终纳入
&

个
DEFG

!各位点
的基因型频率分布在病例组和对照组间差异均无统计学差异'

FR,@,1

#!食管鳞癌患者血清中
68C!'&!1M

的表达量高于对照组
SF")T""'2

* $结论%

68C!'1

家族中
68C!'&

在食管鳞癌患者血
清中高表达!但未发现候选的

68CEIG

多态位点与食管鳞癌发生风险相关*
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食管癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之一!其

发病率在全球范围内位居肿瘤发病的第
'

位" 食管

癌的预后差# 死亡率高!

(

年生存率仅
()*+,)

!病

死率在全球范围内位居肿瘤的第
&

位$

-

%

"

!"-%

年!全球

新发食管癌病例
('!"""

例!死亡病例
("$"""

例$

-

%

" 我

国是食管癌高发区!平均发病率为
!!.-,/#0

万!位居

我国肿瘤发病第
(

位&死亡率为
-&.''/-0

万!位居我

国肿瘤死亡第
,

位$

!

%

"

食管癌的病理类型主要为腺癌和鳞状细胞癌

'

1234567168 29:6;3:2 <188 <6=<>?3;6

!

@ABB

("在我国

@ABB

约占食管癌的
$0)

" 目前尽管大量研究对食

管鳞癌的发病机制进行了探讨! 仍未准确阐明其发

病机制" 已知的环境危险因素包括吸烟#饮酒#喜食

烫食#食用腌制食物等!并发现本病也有较大家族遗

传的可能$

+

%

" 遗传变异的范围从单个核苷酸到染色

体异常! 其中最常见的是单核苷酸多态性'

2>?781

?:<813C>D1 438E;3=45>2;

!

AFG

("

小分子
HFI2

'

;><=3HFI2

!

;>HFI2

(是一类大

小约为
!!

个核苷酸的非编码单链
HFI

分子! 其通

过在转录后水平调控靶
;HFI

的翻译!进而影响蛋

白差异表达!在肿瘤发生#发展的多个环节中发挥着

类似肿瘤癌基因或抑癌基因的关键性作用$

,*'

%

" 而最

近的研究显 示
;>HFI2

基因多态 '

;>HFI!=186C1D

2>?781 ?:<813C>D1 438E;3=45>2;2

!

;>H!AFG2

( 与肿瘤

的易感性有关$

%

%

"证据表明
;>H!AFG2

可通过影响靶

基因的表达间接产生生物学效应! 即
;>HFI2

基因

多态
!;>HFI2

表达改变
!

靶
;HFI

表达改变
!

生

物学效应$

$

%

" 值得注意的是!

!00!

年
B68>?

及其同事

最早发现在慢性淋巴细胞白血病中!易于出现突变#

丢失的染色体
#+9#,.+

区含有
;>H!#(

和
;>H!#&

!约

&%)

的慢性淋巴细胞白血病患者有
;>H!#(

和
;>H!

#&

缺失或下调$

#0

%

"

;>H!#(

和
;>H!#&

都属于
;>H!#(

家族! 这一研究为
;>HFI!AFG2

的功能学效应提供

了第一个直接证据!也开启了学者们对实体瘤
;>H!

FI2

的研究兴趣!然而结论并不一致"

为此 ! 本研究拟通过检测
;>H!#(

家族
;>H!

AFG2

基因型频率在食管鳞癌患者和健康对照人群

中的分布差异!分析
;>H!AFG2

与
@ABB

发病风险的

关联!并对
;>HFI2

的表达差异性进行探讨!以期为

@ABB

病因学研究提供新的线索!为早期筛查
@ABB

易感者和个体化治疗提供新的标志物"

#

资料与方法

!"!

研究对象

本研究的病例和对照来自于河南省林州市食管

癌高发区"病例来自
!0#'

年
#0

月至
!0#%

年
&

月于

林州市肿瘤医院初次就诊并经病理诊断为食管鳞癌

的患者!排除非食管原发灶"健康对照为同期在当地

医院参加食管癌早诊早治筛查项目的健康人群" 所

有研究对象均为汉族" 所有患者均在未进行任何手

术及放化疗等治疗前采集外周静脉血" 每名受试者

均留取
+;8

非抗凝血!离心后分离血清和血细胞!样

本冻存
"%0#

以备提取
HFI

及
JFI

" 本研究通过首

都医科大学伦理委员会审查! 所有研究对象均填写

知情同意书"

!"#

研究方法

#.!.# AFG2

筛选

利用生物信息学方法! 通过
G:KL1D

等数据库

查找
;>H!#(

家族相关
;>HFI2

确认其在各肿瘤疾

病中的遗传学关联!研究区域包括
;>H!#(

家族基因

的
G=1!;>HFI

区#上下游各延伸
#MK

在内的侧翼区

以及成熟
;>HFI2

作用的靶点区!查找
;>H!#(

家族

相关
AFG2

位点并取各数据库的交集" 结合公共数

据库)

;>HFIAFG N5CC4

)

//OOO.K>37:3.3=7/;>HFIAFG/P

#

G38E;>HQ2 N5CC4

)

//<3;4K>3.:C52<.1D:/;>HAFG/P

#

AFG

R:?<C>3? G=1D><C>3? NR:?<G=1DP N5CC4

)

//2?4>?S3.?>152.

?>5.73T/2?4>?S3/2?4S:?<.5C;8P

#

;>HFIAF>G1= N5CC4

)

//

>?C17=6C3;><2!C>;1.<3;/;>HFI!AF>G1=/P

等& 且
FBUV

DKAFG

数据库显示中国汉族人群中最小等位基因频

率'

;>?3= 688181 S=19:1?<E

!

LIR

(

$0.0(

!连锁不平衡

系数'

=

!

(

$0.%

!并结合文献报道的相关位点信息!共

筛选出
#0

个
;>H!AFG2

"

#.!.! JFI

提取和
AFG2

分型

采用天根血液基因组
JFI

提取试剂盒并严格

按照说明书操作提取
JFI

" 根据前期筛选的
AFG2

位点!利用软件
L622IHHIW I226E J12>7? T+.#

设计

GBH

反应和单碱基扩展引物&并利用
XBAB Y1?3;1

验证引物设计位点的特异性" 最后使用
L622IH!

HIW I226E

法对目的单核苷酸多态性位点进行检测"

#.!.+

总
HFI

的提取和定量测定

使用
;>=Z6?6

QL

GIHVA

QL 试剂盒提取血清中总

HFI

!步骤参照试剂盒说明书" 抽提所得总
HFI

经
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分光光度计测定浓度及
4

!&:

A

4

!%:

#

4I;9,-H ];1F-F9Q^,0 !=""L4I;9,-H

#美国
P

电泳检测

<(4

完整性$ 两组血清样品的浓度及纯度分析结果

显示# 总
<(4

的总量及质量符合
2;<(4

定量检测

要求$实时荧光定量
).<L_JF-H;HFH;X, H,F9!H;2, ).<

#

_<B`).<P

实验#采用
BF_2F- a-;X,0*F9 ).< 3F*H,0

3;b

试剂盒
L4]c

#

a'4P

步骤参照试剂盒说明书$ 结

果采用
>

个复孔取平均值作为该样本的
.H

值$数据

归一化处理以
2;<!#!!%

作为内参 %

##

&

#使用定量

).<

中的相对定量法 # 得出
!.HM.H

2;<!#&

`.H

2;<!#!!%

#

2;<!#&

的表达量用
!

`!.H 表示$

!"#

统计学分析

采用两样本成组
H

检验比较病例组和对照组之

间年龄分布的差异$ 采用
),F0*1- !

! 检验分析性别'

教育程度' 吸烟和饮酒等分类变量在病例组和对照

组间的分布差异$ 采用
!

! 拟合优度检

验评估各
'()*

位点的基因型对照组

人群的分布中是否符合
6F0RQ!7,;-!

W,0I

遗 传 平 衡 定 律 !

6F0RQ!7,;-W,0I

,_J;9;W0;J2

#

678

"$ 采用
),F0*1- !

! 检

验分析各基因多态位点在病例组和对

照组之间的分布特征$对
2;<(4

定量

测 定 结 果 采 用
3F--!7/;H-,Q a

和

d0J*YF9!7F99;* 6

秩和检验统计学分

析# 对单因素分析有差异的变量采用

多因素
U1I;*H;G

回归进行校正$ 软件

使用
')''!!T:

#双侧检验
)$:T:D

为差

异有统计学意义$

!

结 果

$"!

研究对象的基本特征

研究共纳入
#:!

例研究对象#其

中病例组
@>

例!男性
!D

例#女性
#%

例"#平均年龄!

D$%&

"岁#对照组
D$

例

!男性
>#

例# 女性
!%

例"# 平均年龄

!

D$">

"岁$其中吸烟'饮酒和受教育程

度在病例组和对照组中存在差异#病

例组中吸烟者' 饮酒者和受教育程度

较低者所占比例更高!

BFW9, #

"$

$"$ '()*

位点分析结果

将纳入的
#:

个
'()*

位点进行检

测分型#发现
0*C$$%!!>

和
0*$D>D@#&

最小等位基因

频率均小于
:T:D

#

0*@#!$$$

仅表现一种分型#以及经

!

! 拟合优度检验发现#在对照人群中
0*#@D#C&#

!

)$

:T:D

"的分布不符合
678

平衡定律#因此在后续研

究中剔除了这
@

个位点$ 其余
&

个位点在对照组人

群中均符合
678

遗传定律# 且最小等位基因频率

与
#::: +,-12,* )01e,GH

数据库中中国北方汉族人

群的最小等位基因频率相近!

BFW9, !

"$

计算各
'()*

位点基因型在病例组和对照组中

的分布并未识别出与食管癌的发病风险显著相关的

多态位点# 未发现
'()*

与食管鳞癌有统计学关联

!

BFW9, >

"$

$"# 2;<!#&

表达的测定

对
2;<!#&!DK

在病例组与对照组血清中表达量

的差异比较#显示具有统计学意义!

)$:T::#

"#病例
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组血清中
DE9!#&!;1

表达量高于对

照组!

FE563, G

"#对
DE9!G&

基因
'()*

多态位点的不同基因型与
DE9!G&!;1

的表达水平的相关性分析显示$

DE9!

G&!;1

表达在各基因型间的分布无差

异!

)H"=";

"!

@7I4, <

"#

!"#

分层分析及多因素分析结果

将病例组
J'22

患者按照分化

程度及
@(K

分期分为不同亚组$结

果显示各个
'()*

位点的基因型在食

管鳞癌的分化程度及分期之间的分

布没有差异 !数据未显示"% 血清中

DE9!G&!;1

的表达水平在食管鳞癌的

分化程度及病理分期之间的差异没

有统计学意义!

@7I4, <

"#将在食管鳞

癌和正常对照组存在差异的受教育

程度&吸烟和饮酒等变量纳入多因素

L.5E*/EM

回归模型$ 考虑年龄和性别

的影响#结果显示$

DE9!G&!;1

高表达

可明显提高患食管鳞癌风险 !

89N

!=$:

$

$;>2O

'

G=<BA;=%?

$

)N:=::B

"#

B

讨 论

DE9!G;

家族包括
&

种高度保守

的
DE9(C*

&

DE9!G;7

&

DE9!G;I

&

DE9!G&

&

DE9!G$;

和
DE9!<$?

# 在
DE9!G;

家族

中发现
DE9!G;7PG&!G

和
DE9!G;IPG&!

!

为两个基因簇$其中
DE9!G&!G

和
DE9!G&!!

序列完

全一致# 其功能与细胞凋亡&细胞分化和周期调控&

应激等均有密切关联# 本研究通过病例对照设计探

讨
DE9!G;

家族基因上
G"

个具有潜在功能的
'()*

位点与食管鳞癌的关联$排除检测不合格的位点后$

结果显示
&

个
'()*

位点的基因型分布在病例组和

对照组均无差异!

)H"=";

"# 血清中
DE9!G&!;1

的表达

水平在食管癌鳞癌患者和健康对照组间的比较差异

有统计学意义#

大量研究表明
DE9(C

形成过程以及靶基因结

合位点的序列变异可影响
DE9(C

的功能$从而对疾

病的发生发展产生影响(

G!

)

#随着
DE9(C

在肿瘤发生

发展中的研究不断深入$

DE9(C

以及
DE9(C

结合
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"
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== A! BC@@

=D 9# #C#@ @C#@ @C$9

DD % @CE#

;.#@$F&!"B

GG ! BC""

G= !A !CB" BCB9 "C9&

== EA BC$"

;.!"&&99E

== BE BC""

=D 9F "C&9 !C!A "CFF

DD F! BCA$

;.!EA"9A9

== BF BC""

=D 9! "CE" "C9$ "CEA

DD FE BC!!
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L(04M7 !$ !CB$ "CA& "CE$

N431 $ BCB!

D6L

!O" !P BC""

"C!$ "CEE

#O$ !F BCE!

位点
Q6?.

与肿瘤易感性及对肿瘤进程的研究越来

越受到关注#

748!B9

家族参与调节人体的多种重要

活动$在肿瘤中的研究也逐渐受到重视$已有研究证

实在不同的肿瘤组织和细胞中
748!B9

家族出现差

异性表达%

BFOB9

&

# 目前对于
748!B9

家族的研究较多集

中在白血病$ 研究者发现
748!B9>B&

是慢性粒细胞

白血病中
BFRBA

缺失的主要靶点$是
7486G

在癌症

发病机制中主要参与的一个重要例子%

B&

&

# 超过三分

之二的慢性
S

细胞淋巴细胞白血病的特征是位于

BFRBA

的
748!B9/>B&!B

缺失$

748!B9T>B&!!

缺失在
S

细胞慢性淋巴细胞白血病的发病机制中也发挥着重

要作用%

BE

&

# 对实体瘤的研究发现
748!B&!B

基因的一

个多态位点
;.B"!!$&"

可能与不吸烟女性人群患肺

癌的风险有关%

!!

&

# 本研究中$由于样本量较小$无法

进一步根据吸烟等环境因素进行分层分析$ 这是本

研究的局限性之一$这也可能与我们未发现
748!B9

家族相关
Q6?.

位点与食管鳞癌发生风险具有关联

性有关# 其次$ 本研究采用病例对照研究的设计方

法$可能存在潜在的选择偏倚和信息偏倚#

既往研究中关于
748!B&

在食管鳞癌中的表达

水平却不尽相同# 例如在一项
UQ==

患者化疗结果

的对比研究中发现具有良好预后患者的
748!B&

水

平显著高于放疗后预后差的患者!

?VPCP9

$

GW=

'

PCE&!

"$

提示血浆
748!B&

可作为
UQ==

患者放疗结果的预

测因子# 此外还发现治疗后
748!B&

水平增加超过
!

倍$显示与更长的总生存期相关!

?XPCPP$

"$结果提

示
748!B&

可能为
UQ==

的保护因子 %

B%

&

$而其他关于

食管鳞癌中
748!B&

的研究均发现
748!B&

在外周

血(食管癌细胞或癌症组织中高表达#

NM

等%

B$

&发现

748!B&

与肿瘤分期及淋巴结转移有密切关联$其中

D

F

OD

A

肿瘤患者的
748!B&

表达水平显著高于
D

B

OD

!

肿瘤患者!

?XPCP!P

"#

Y1M

等%

!P

&在食管癌细胞中发现

748!B&

通过结合靶基因
786G

的
F"

非翻译区!

F"

WD8

"$下调靶基因表达水平$抑制细胞凋亡$同时可

以促进细胞增殖#

J4

等 %

!B

&发现
748!B&

与食管鳞癌

的预后相关$ 其高表达水平可缩短无进展生存期和

总生存期$提示
748!B&

可能是致癌基因并可以预测

UQ==

的不良生存率#

748!B&

在食管鳞癌中的表达

水平不尽相同其主要的原因除各研究样本量较小$

可能会造成偏倚外$研究样本类型也不尽一致$主要

分为血浆和组织$ 部分研究对象还包含了化疗后的

患者$各研究间研究对象的差异性较大$其结果往往

也存在较大差异性#

综上所述$ 本研究中未发现
748!B9

家族基因

Q6?.

位点与食管鳞癌发病风险的相关性$ 但
748!

B&

的表达在食管鳞癌患者中呈高表达$可能与食管

鳞癌的发生发展有关#研究结果仍需更多大样本(多

中心的研究进行验证#
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