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人端粒酶催化亚单位基因单核苷酸多态性与胃癌的关系

万顺梅，房殿春，杨仕明，汪荣泉，彭贵勇，陈文生+ + （第三军医大学西南医院全军消化病研究所，重庆 %"""*’）

+ + 摘+ 要：目的+ 探讨人端粒酶催化亚单位基因（,-./0 1234.25/62 7/1/38197 6-:-091，,;<=;）<>&#)$?@ A B位点单核苷酸
多态性与胃癌患者发病风险的关系。方法+ 对甘肃西部三家医院外科手术切除 !)’ 例胃癌患者（病例组）和同期在上述
医院查体的健康人群 !$) 例（对照组）进行病例对照研究；采用聚合酶链反应和限制性片段长度多态性技术（CD=#=EFC）
对 & 组进行基因型分析，比较各基因型分布频率和发病风险的关系。结果+ 病例组 ,;<=; <>&#)$?@ A B位点 @@、@B、BB
基因型的频率与对照组相比无显著差异。病例组 @、B 等位基因频率分别为 %%G (%H和 $$I &)H，对照组为 %*I %&H和
$)G $’H，& 组 @、B等位基因型频率比较有显著性差异（!& J $I *(* %，! J "I "&" %）。与 B A B基因型相比，@ A B和 @ A @ & 种
基因型的个体患胃癌的危险度（"#）分别为 "I $!?（?$H $%："I *!" K "G ’("，! J "I "!*）、"I $$"（?$H $%："I &$$ K !I !’’，
! J "I !&’）。结论+ ,;<=; <>&#)$?@ A B单核苷酸多态性可能为胃癌的保护因素。
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+ + 胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，严重危害
人类健康。我国胃癌高发区主要集中在甘肃、宁夏，以
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及东北地区。胃癌为多基因疾病，其发生与多种因素

相关。人端粒酶催化亚单位基因（ ,-./0 1234.25/62
7/1/38197 6-:-091，,;<=;）是端粒酶逆转录酶基因，为端
粒酶调节亚单位，依赖于端粒酶的活性而发挥调节端

粒作用，并诱发细胞无限增殖参与肿瘤发生，在肿瘤的

发生中起着至关重要的作用。,;<=; 单核苷酸多态
性在中国人群胃癌中的研究少见报道，故本研究从文

献［!］公布的 ,;<=;%) 个 NMC位点中，选择其中等位
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基因频率大于 !"，且有酶切位点的 #$%&$ %’()
*!+, - .（ /0：12(34*5+6）位点为研究对象，采用 78&)
&9:7方法检测了我国甘肃胃癌高发区正常人和胃癌
患者中上述 ;<7位点多态性，并探讨其与胃癌易感性
的关系。

!" 对象与方法

=> =? 对象及分组
? ? 选取 =*6 例从 (55! 年 =( 月至 (55* 年 3 月在甘肃省西部
武威市三家医院行外科手术切除的胃癌患者，作为病例组。术

前未进行放疗和化疗，所有病例均经组织病理学确诊。=!* 例
正常对照组同期在三家医院查体并行胃镜检查，且均经病理检

查排除慢性萎缩性胃炎、肠化、增生、溃疡和癌变。病例组男性

=(6 例，女性 @5 例，年龄 4= A 3* 岁，平均 !!> *+ 岁；对照组男性
==6 例，女性 46 例，年龄 (6 A 34 岁，平均 !@> *4 岁。经统计学
分析，( 组年龄（!( B 5> 535 (，! B 5> 3+= 5）、性别（!( B 5> 5=4 @，
! B 5> +56 5）均无显著差异。所有受试者均签署知情同意书。
胃癌组均记录肿瘤家族史、吸烟和饮酒情况。全部检查对象均

抽静脉血 ! CD，分离淋巴细胞，E 35F冰箱冻存备用。

=> (? 方 法
=> (> =? 基因组 0<, 提取和鉴定 ? ? 采用常规酚、氯仿 -异戊
醇抽取法提取外周血和胃癌组织 0<,。提取 0<,采用紫外分
光光度仪测量每个 "（(*5）- "（(65）值及 0<,浓度后立即使用
或在 E (5F冰箱保存。
=> (> (? 78&扩增? ? 引物的序列参照数据库中 ;<7位点周围
的序列［=］，由作者设计，上海生工合成。引物序列：9%’()*!+
, - .：!G).,88.,.$.,88.$..$$$8)4G；&%’()*!+ , - .：!G)
88,.,,,.,$..$8$88,8.,)4G，扩增片段长度 4== HI。78&
扩增反应体系总体积 (! "D，包括 0<, 模板 455 JK，引物各
=5 "CLD - :，#$% 0<,聚合酶 5> = M，N<$7 !55 "CLD - :，$1O2)P8D
(5 CCLD - :（IP B 6> 4），Q8D (5 CCLD - :，RK8D(4 CCLD - :。78&
扩增条件：+@ F预变性 4 COJ，+@ F 45 2，!+ F 45 2，3( F =
COJ，共 45 个循环，最后 3( F延伸 ! COJ。78& 扩增反应完成
后，取 6 "D 78&扩增产物，("琼脂糖凝胶电泳观察扩增情况，
若出现 4== HI清晰条带，则进行 &’$#内切酶酶切分析。
=> (> 4? 酶切与基因分型? ? 酶切反应体系 =5 "D，取 $%&$%’()
*!+, - .78&扩增产物 6 "D，=5 S TUVVW1 => 5 "D，T;, 5> = "D，限
制性内切酶 &’$# =5 M，于 43 F共同温浴 4 #。4"琼脂糖凝
胶电泳分析酶切产物。

=> 4? 统计学分析
? ? 应用 ;7;; =4> 5 统计软件处理。采用 !(检验比较病例组

和对照组吸烟史、饮酒史家族史，#$%&$%’()*!+, - . 的基因型
分布和等位基因频率。采用 PX1NY)ZWOJHW1K 平衡检验两位点
基因型和等位基因频率分布是否具有群体代表性。两基因间

比较及基因型和等位基因相对风险度采用比值比（LNN2 1X[OL2，
()）和 +!"可信区间（*+），()和 +!" *+以非条件 :LKO2[O\ 回
归模型计算，所有检验为双侧概率检验。

#" 结果

(> =? 病例组与对照组基本情况分布
? ? 病例组与对照组基本情况分布显示，病例组有吸烟史比率
显著高于对照组（! ] 5^ 5=）；病例组有饮酒史者比率与对照组
相比无显著性差异（! _ 5^ 5!）；病例组有肿瘤家族史比率显著
高于对照组（! ] 5^ 5=）（表 =）。

表 !" 病例组与对照组一般特征

组别 , 吸烟史（"） 饮酒史（"） 肿瘤家族史（"）
病例组 =*6 =5*（*4> =5） 3*（@!> (@） @*（(3> 46）
对照组 =!* 3!（@6> 56） *5（46> @*） =(（3> *+）

!( 3> 4++ * => !(! = (=> 44! @
! 5> 55* ! 5> (=* 6 5> 555 5

(> (? ( 组 #$%&$ %’()*!+, - .各基因型及等位基因分
布情况

? ? #$%&$ %’()*!+, - .基因分型电泳图见图 =。#$%&$ %’()
*!+, - .可分为 4 种基因型，即纯合未开型 ,,，为 4== HI大小
条带，杂合型切开型 ,.，分别为 4==、=6(、=(+ HI 大小的 4 条
带；纯合切开型 ..，分别为 =6(、=(+ HI大小的 ( 条带。

! " # $ % & ’

&(( )*!
$(( )*!
#(( )*!
"(( )*!
!(( )*!

"#!! )*
"!+" )*
"!", )*

=：0<,标准；(，*：,,型；4、@、3：,.型；!：..型
图 !" $%&’%&(#)*+,- . /位点经 !"#!酶切电泳图

? ? 病例组 #$%&$ %’()*!+ ,,、,.、.. 基因型的频率分别为
=5> *4"、@3> !"、@=> 66"，,、.等位基因频率分别为 4@^ 46"、
*!> *4"，对照组基因型的频率分别为 =!> =4"、!*^ !6"、
(6^ (+"，,、.等位基因频率为 @4> @("、!*> !6"，( 组 ,、. 等
位基因型频率比较有显著性差异（!( B !> 434 @，! B 5^ 5(5 @）。
与 . - .基因型相比，, - . 和 , - , ( 种基因型的个体患胃癌的
危险度（()）分别为 5> !=+（+!" *+：5> 4=5 A 5> 635，! B
5^ 5=4）、5> !!5（+!" *+：5> (!! A => =66，! B 5> =(6）（表 (）。经
PX1NY)ZWOJHW1K平衡检验，得到的 #$%&$ %’()*!+, - . 基因型
的研究对象符合 PX1NY)ZWOJHW1K平衡的群体。

表 #" $%&’% &(#)*+,- . /各基因型在 # 组中的分布及
与胃癌的关系

基因型 等位基因
组别 例数

.- . , - . , - , . ,

病例组 =*6 *3（@=> 66） 3*（@3> !） =3（=5> *4） (=5（*!> *(） ==5（4@> 46）

对照组 =!* @4（(6> (+） 6*（!*> !6） (4（=!> =4） =3(（!*> !6） =4(（@4> @(）

() => 55 5> !=+ 5> !!5 E E

+!"*+ E 5> 4=5 A5> 635? 5> (!! A=> =66 E E

! E 5> 5=4 5> =(6 E E
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$# %" &’()’ (*$+,-./0 1位点多态性与各因素的关系
" " &’()’ (*$+,-./ 0 1位点多态性与性别、吸烟、饮酒及家族
史无显著差异（表 %）。

表 !" #$%&$ %’()*+,- . /位点多态性与各因素的关系（例数）

&’()’ (*$+,-./ 0 1（病例 0对照）
因素" !" .-2#$ !$ %

// /1 11

性别

" 男 34 0 35 -. 0 !4 -$ 0 %3
3# 446 4# -$! 7 3# .$! 4# 443 4# .6$

" 女 ! 0 . 3! 0 3, 3- 0 3$

吸烟史

" 有 34 0 3- 5. 0 -6 54 0 $-
4# 63! 4# 5-6 7 3# 5,4 4# 5,5 4# 5.,

" 无 ! 0 6 $! 0 $6 $! 0 36

饮酒史

" 有 % 0 34 %3 0 %! %6 0 3.
3# 33$ 4# ,,$ 7 3# 6,6 4# 3,3 4# ,66

" 无 35 0 3% 5- 0 5. $. 0 $5

家族史

" 有 ! 0 4 $$ 0 $- 3, 0 3-
4# .-$ 4# -,% 7 3# ,33 4# 4%% 4# 6-,

" 无 34 0 $% -5 0 ,3 -3 0 $6

!" 讨论

" " 端粒酶活性是细胞永生化的关键，人体绝大多数
恶性肿瘤平均 6-2以上存在端粒酶活性，而在正常组
织中无端粒酶活性［$］。王国安等［%，5］研究结果显示

&’()’在癌前病变组织及胃癌组织中表达水平随着
端粒酶活性的增加而呈递增趋势，提示端粒酶活化不

仅维持胃癌细胞永生化，而且在胃癌演变过程中起重

要作用。&’()’基因位于 -83-# %%，是端粒酶调节亚
单位，对端粒酶活性有限速效应，&’()’ 依赖于端粒
酶的活性，并诱发细胞无限增殖参与肿瘤发生，在肿瘤

的发生中起着至关重要的作用［-］。日本学者 ’9&9:9
等［,］认为胃癌发生是癌基因、抑癌基因、;</ 修复基
因、遗传不稳定及端粒酶活化等多种因素共同作用所

致，在肠化生阶段由幽门螺杆菌感染诱导 &’()’ 阳性
细胞异常增生衍进为癌。=:9>&?@: 等［!］用 3, 个非小
细胞癌细胞株研究端粒的稳定性与肿瘤侵袭性的关

系，结果表明不论在体内或体外，除染色体不稳定外，

&’()’表达可促进肿瘤的侵袭性生长，进一步提供了
&’()’致癌活性并非基于染色体不稳定的抑制作用。
A<B研究对揭示多基因复杂疾病及个体间、不同群体
或个体对肿瘤患病风险，以及对药物反应有重要意

义［6］。CDE 等［.］研究 ,, 例非小细胞肺癌的患者
&’()’基因启动子区 (FD$ 结合位点（G $5- H8上游）
的 A<B，发现 I 0 ’、’ 0 ’ 纯合子的 ’)JK) 比值较低，但
表达较强的端粒酶活性，提示 (FD$ 结合位点正性调控
&’()’基因。本研究对 &’()’ 基因单核苷酸多态性
与胃癌的关系进行研究，发现病例组与对照组相比，

’()’ (*$+,-./ 0 1 位点的各基因型频率分布有显著
性差异，病例组含有较高比例的 1 0 1、/ 0 1 基因型，而
/ 0 /型无统计学差异，提示 / 0 1可能与胃癌的易感性
降低有关。

" " 在分析性别、吸烟、饮酒及肿瘤家族史与胃癌发生
时发现，吸烟者胃癌危险性显著高于不吸烟者，有肿瘤

家族史者胃癌危险性显著高于无家族史者。而多因素

KLMNDFN> 回归分层分析显示，&’()’(*$+,-./ 0 1 位点
多态性与性别、吸烟、饮酒及家族史无关，提示吸烟和

史肿瘤家族史者发生胃癌的易感性与 &’()’ (*$+,-.
/ 0 1基因位点的多态性无关。
" " 总之，本研究表明，&’()’ (*$+,-. / 0 1位点单核
苷酸多态性与胃癌有关，可能为胃癌的保护因素。但

本研究仅分析了甘肃西部这一地区基因多态性，因样

本量相对较少，并其中仍然存在混杂因素及选择偏倚

对结果的影响，对于这些研究结果尚需大样本的病例

对照研究、队列研究等加以验证。
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