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[ 摘 要 ] 目的：探讨内蒙古自治区汉族人群硒蛋白S ( S e l S )基 因 单 核 苷酸多态性（S N P ) 在肝癌患者和健 

康对照者的分布情况，阐明其与肝癌发病风险的关联性。方法：采用聚合酶链反应 - 限制性片段长度多态性 

( P C R - R F L P )技术检测内蒙古自治区汉族肝癌患者（n = 9 6 ) 和 健 康 对 照 者 （（= 1 3 5 ) S e l S 基 因 0 3 4 7 1 3 7 4 1位 

点基因型和等位基因频数分布，结果经测序验证。分 析 S e lS基 因 S N P 与肝癌发病风险的关系。结果：S e lS基因 

r s 3 4 H 3 7 4 1 位点的 3 种基因型 C C 、C T 、T T 及等位基因 C 、T 的频数分布在肝癌组和健康对照组间比较差异均 

无统计学意义 （（2 = 2 .  6 7 9 , f = 2 .  3 3 1 , P > 0 .  0 5 )。肝癌组和健康对照组饮酒者C C 、C T 、T T 基因型和等位基 

因 C 、T 频数分布比较差异均有统计学意义（（2 =  6 .5 3 3  , x2 = 6 . 4 1 7 ,  P < 0 . 0 5 ) ; 携 带 T 等位基因的饮酒个体 

患肝癌的风险增加，是 C C 基因型的 2. 2 9 7 倍 （O R = 2 .  2 9 7 , 9 5 % C I:  1 .2 0 2〜4. 3 9 3 )。结论：S e lS基因和饮酒交 

互作用可能与内蒙古汉族人群肝癌的发病有关联。
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the  r is k  o f l iv e r  cancer in  the  In n e r M o n g o lia  H a n  p o p u la tio n . M e th o d s： T h e  d is t r ib u t io n  o f g e n o typ ic  and a lle lic
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R e su lts： T h e re w e re  no d iffe ren ces  o f the  frequencies o f  C C , C T , and T T  genotypes and C and T  a lle les a t
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rs34713741 s ite  o f SelS gene be tw een  th e  p a tie n ts  w ith  l iv e r  cancer and the  h e a lth y  c o n tro ls  ( ^ = 2 . 6 7 9 ， =

2. 3 3 1，P〉 0. 05 ) .  T h e d if fe re n c e s  in  the  frequencies o f C C ， C T ， and T T  genotypes and C  and T  a lle les  a t 

rs34713741 s i te o fS e lS  g e n e o f  th e d r in k e rs b e tw e e n  l iv e r c a n c e r g ro u p  a n d h e a lth y  c o n tro l g ro u p  w e re  s ig n if ic a n t 

( = 6 .  5 3 3 ， f  = 6 .  4 1 7，P < 0 .  05 ) .  T h e  re la tiv e  r is k  o f l iv e r  cancer i n t h e  d r in k e rs  c a r ry in g  T a l le le  was

2. 297 tim e s  o f  the  d r in k e rs  c a r ry in g  ge no typ e  C C  (  O R  =  2 .2 9 7 ， 9 5 %  C l： 1 .2 0 2  — 4. 393 ) .

Conclusion: T h e  ge n e -e n v iro n m e n t in t e r a c t io n o fS e lS a n d d r in k in g  m ay associa te w ith  l iv e r  cancer i n t h e  In n e r

M o n g o lia  H a n  p o p u la tio n .

KEYWORDS s e le n o p ro te in S ; s in g le  n u c le o tid e  p o ly m o rp h is m ； l iv e r  ne op lasm s; g e n o typ e ; a lle le

原发性肝细胞癌（简称肝癌）是我国的一个重 

要公共健康问题，全球大约一半的肝癌患者在中 

国[1]。现已明确我国肝癌的发生与乙型、丙型肝炎 

病毒感染及食物中黄曲霉素B1 的摄人等环境危险 

因素有密切关联。但面临同样的危险因素，如粮食 

中 的 黄 曲 霉 素 B1 污染 ，却只有少数人罹患肝  

癌[2]，提示肝癌的发生也与宿主个体遗传因素或基 

因与环境的交互作用有关。目前国内已有多项研究 

表 明 宿 主 基 因 的 单 核 苷 酸 多 态 性 （ single 
nucleotide polymorphism，SNP) 与肝癌的发病风 

险有关。王艳等[3]和李艳秋等 [1]研究发现：白细 

胞介素28B (IL-28B) 基 因 rs4803223位点和切除 

修复交叉互补基因1 (ERCC1) 8092位点多态性 

分别与广西汉族和壮族人群肝癌易感性有关。王维 

伟 等 [3]发现：郑州和桂林两地区人群醌氧化还原 

酶 1 (NQ0 1 ) 基因型频数可能不同，但 NQ0 1 基 

因多态性与郑州和桂林两地区人群的肝癌易感性均 

可能具有关联性，且均与吸烟和饮酒存在协同作 

用。

砸蛋白 S (selenoproteinS，SelS) 为砸蛋白 

家族的成员之一，是一种内质网和细胞膜驻留蛋 

白，在人体各种组织中广泛存在，如下丘脑、肝 

脏、脂肪组织、睾丸、心脏和肾脏等[6]，其具有抗 

氧化、减少细胞凋亡和抑制炎症反应等主要生理功 

能[7]。因此，一旦个体 S e lS基因发生突变，可能 

影响其蛋白质的抗氧化损伤和抗炎症反应等正常生 

物学功能的发挥，进而降低人体细胞抵御癌症发生 

的能力。近年来，国内外研究[s〜]显示：S e lS基因 

启动子位点的多态性与消化系胃肠道恶性肿瘤发病 

有密切关联，但未见其与消化系肝癌相关性的报 

道。本研究旨在探讨内蒙古自治区汉族人群中肝癌 

患者和健康体检者S e lS基因启动子 rs34713741位 

点多态性，分析其与肝癌发生的关系。

1 资料与方法

1 . 1 研 究 对 象 ①原发性肝癌组：选 择 2015年

1 月一2017年 2 月内蒙古自治区包头市肿瘤医院、 

包头医学院第一和二附属医院及内蒙古自治区人民 

医 院 收 治 的 原 发 性 肝 癌 患 者 9 6 例 ，其中男性 

7 1例，女 性 2 5 例 ，年 龄 39〜 8 1 岁，平均年龄 

(60. 32±11. 2 0 ) 岁 ；②健康对照组：来自同期社 

区 健 康 体 检 者 1 3 5人，其 中 男 性 8 5 人 ，女性 

5 0人，年 龄 3 5〜 8 0 岁 ，平 均 年 龄 （ 60.07 士 

10.42)岁。所有纳人对象均对本研究知情同意， 

经询问病史、体检和实验室检查排除患有其他肿 

瘤、冠心病、糖尿病和高血压等疾病者，且无肿瘤 

家族史，均已在内蒙古地区居住1 0年以上，为无 

血缘关系的汉族人群。同时调查记录所有人选者的 

饮 酒 状 况 （本研究将饮酒者定义为现时饮酒者，指 

饮高度白酒每月至少4 次或每周至少1 次 ，持续半 

年以上）。

1.2 聚 合 酶 链 反 应 - 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性  

(PCR-RFLP) 检 测 ①基因 组 D N A的提取：采 

集研究对象空腹静脉血2 m L于 E D T A抗凝管中， 

严格按照基因组DN A提取试剂盒说明书提取外周 

血基因组DNA，一20”保存；②引物设计与合成： 

S e lS 基 因 SNP rs34713741引 物 序 列 见 参 考  

文 献 [10]，上游序列  5'-CTTCCGGTGCGCTC- 

CTAC-3•下游序列 5'-GGCGACCACTGACTTC- 

CTT3 ，目 的 基 因 长 度 为 302 bp。并 通 过  

PubMed-SN P数据库查询 S e lS基 因 rs34713741两 

侧 基 因 序 列 （N C _ 000015. 1 0 ) 的准确性，采用 

B L A S T软件验证引物特异性。引物由上海生工生 

物工程股份有限公司合成；③P C R扩增。P C R反 

应体系总体积为2 5 y L：模 板 6 yL (约 1 0 0 ng)， 
10 pmol—1 上 下 游 引 物 各  1 p L，2 X Taq PCR 
M a sterM ix12. 5 pL，去离子水 4. 5 pL 。 PCR 反 

应参数设置：95”预 变 性 5 min，95”变 性 30 s， 
62”退火 3 0 s，72°C延伸 1 min，35 个循环；72” 

最后延伸5 min; ④基因分型和测序：酶切反应总 

体系为2 0 PL ，包括 P C R扩增产物1 2 PL ，内切酶 

H iw fl 2. 0 pL，1 0 X 限 制 性 内 切 酶  Buffer



560 吉林大学学报（医学版） 第 44卷 第 3 期 2018年 5 月

2. 0 y L，去离 子 水 4. 0 y L。于 37”水 浴 30 min 
后，酶切产物于2. 5 % 琼脂糖凝胶上电泳，采用分 

子凝胶成像仪分析其基因型（T T 型为 302 bP 1 个 

片段，C T 型为 302、1S8 和 1 0 4 b p 3 个片段 ， CC 
型为 1S8 和 1 0 4 bp 2 个片段）。为验证限制性片段 

长度多态性（R FLP) 基因分型的准确性，随机选 

取50份P C R产物送至上海美吉生物北京实验基地 

测序，测序结果与 R F L P 基因分型结果一致率达 

1 0 0 %。

1. 3 统 计 学 分 析 采 用 S P S S 17. 0 统计软件进行 

统计学分析。2 组研究对象基因型和等位基因频数 

比较采用 f 检验。采用非条件 L ogistic回归计算 

风 险 比 （oddsratio，O R) 及 其 S5 % 可信区间 

(confidence interval，CI)，评价基因型和等位基因 

与肝癌发病风险的关系。检验均为双侧检验，以

<0. 0 5为差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 S e lS基 因 rs34713741位 点 R F L P基因分型 

通过限制性内切酶Hinf I 对 P C R产物消化后电泳 

确定 S e lS基因 rs34713741多态位点有2 个等位基 

因 C 和 T ，可组合形成 CC、C T 和 T T 3 种基因

型。见图 1。

1 2 3 4 5 6 7 M bp

M ： 100 bp DNA ladder marker; Lane 1 ，3:  T T ;  Lane 2 , 6 ： CC % 

Lane 4 , 5 ， 7 ： CT.

图 1 S e lS基 因 rs 3 4 7 1 3 7 4 1位 点 R F L P 基因分型电泳图 

F ig . 1 E le c tro p h o ro g ra m  o f R F L P  geno types a t rs34713741 

s ite  o f SelS gene

2. 2 S e lS基 因 rs34713741位点测序结果 PCR 
产物测序结果显示：S e lS基 因 SN P rs34713741位 

点有 CC、C T 和 T T 3 种基因型，测序结果与酶切 

结果完全一致。见图 2。

A : CC genotype； B ： CT genotype ； C ： T T  genotype； Line ŝ egmen t： 

Endonuclease H i ^  I  recognition site； A rrow：rs34713741 site.

图 2 S e lS基 因 r r3 4 7 1 3 7 4 1位 点 P C R 产物测序结果 

F ig . 2 Sequencing re s u lts  o f P C R  p ro d u c ts  o f ^^34713741

s ite  o f SelS gene

2. 3 2 组 研 究 对 象 的 一 般 资 料 健康对照组和肝

癌组研究对象在年龄和性别方面匹配，组间比较差 

异无统计学意义（年龄：％2 =  0.644 ， P =  0. 422; 

性别：X2 = 3 . 0 S4 ， P =  0.07S) ; 肝癌组饮酒者占 

比高于对照组，但组间比较差异无统计学意义 

((2 = 2 . 8 8 8，f*=0.08S)。见表 1。

表 1 健康对照组和肝癌组研究对象的一般资料 

T a b . 1 G enera l in fo rm a t io n s o f  sub jec ts  in h e a lth y  c o n tro l g ro u p  and l iv e rc a n c e r g ro u p

Group
Age (year) Gender Drinking

> 5 0 < 5 0 Male Female Yes No

Healthy control 72. 6 % ( 9 8 / 1 3 5 ) 27. 4 % ( 3 7 / 1 3 5 ) 6 3 % ( 8 5 / 1 3 5 ) 3 7 % ( 5 0 / 1 3 5 ) 62. 2 % ( 8 4 / 1 3 5 ) 37. 8 % ( 1 / 1 3 5 )

Liver cancer 67. 7 % ( 6 5 / 9 6 ) 32. 3 % ( 3 1 / 9 6 ) 7 4 % ( 7 1 / 9 6 ) 2 6 % ( 2 5 / 9 6 ) 72. 9 % ( 7 0 / 9 6 ) 27. 1 % ( 2 6 / 9 6 )

P 0. 422 0..079 0. 089



邢少姬，等 . 硒 蛋 白 S 基因单核苷酸多态性与肝癌发病风险的关联性分析 561

2. 4 2 组研究对象 Se lS 基 因 rs34713741位点的基

因 型 和 等 位 基 因 频 数 分 布 为了检验研究对象 

S' S 基 因 rs34713741位点多态性分布是否符合 

Hardy -W e in berg平衡定律，对健康对照组人群的 

基因型频数进行遗传平衡检验，结果表明：所观察 

的样本具有群体代表性（X2 =〇.543，P =0. 762)。

肝癌组患者 S' S 基 因 rs34713741位 点 CC、C T 和 

T T  3 种基因型分布频数分布与健康对照组比较差 

异无统计学意义（X2= 2 . 6 7 S ，P =0.262); C 和 

T 2 种等位基因频数分布组间比较差异亦无统计学 

意 义 （X2= 2 . 3 3 1，P =0.127)。见表 2。

表 2 2 组研究对象 S ' S 基 因 0 3 4 7 1 3 7 4 位点基因型和等位基因频数分布

T a b . 2 D is t r ib u t io n o f  g e n o ty p ic a n d a lle l ic  fre q u e n c ie s a t rs34713741 s i te o fS e lS  g e n e o f sub jec ts  in t w o  g roups

[ n ( T / / % ) ]

Group
Genotypic frequency Allelic frequency

CC CT T T C T

Healthy control 1335 7 8 ( 5 7 . 8 ) 47(34 .  8) 1 0 ( 7 . 4 ) 2 0 3 ( 7 5 . 2 ) 67(24.  8)

Liver cancer 丨96 4 5 ( 4 6 . 9 ) 4 2 ( 4 3 . 8 ) 9 (9.  3) 132(68.  8) 6 0 ( 3 1 . 2 )

2. 5 2 组 饮 酒 者 Se lS 基 因 rs34713741位 点 SNP S5 % C I: 1. 202〜4. 3S3) % 等位基因C 和 T 频数分 

与 肝 癌 发 病 风 险 的 关 系 肝癌组和健康对照组中饮 布比较差异有统计学意义（（2=6. 417，P =0. 011%

酒者 CC、C T 和 T T 基因型频数分布比较差异有统 OR =1. S01，S5 % C I: 1. 153〜3. 134)。见表 3。

计 学 意 义 （（2 =  6.533，P =0. 038% OR = 2 . 2 9 7，

表 3 2 组研究对象中饮酒者S e lS基 因 r s 3 4 H 3 7 4 1 位点基因型和等位基因频数分布

T a b . 3 D is t r ib u t io n  o f  g e n o typ ic  and a lle lic  £j^equencies a t J^s34713741 s ite  o f  SelS gene o f  d rin ke jrs  in  tw o  g ro u p s  [ [ ( ( / % ) ]

Group ：
Genotypic frequency Allelic frequency

n
CC CT T T C T

Healthy control 8 4 5 2 ( 6 1 . 9 ) 2 6 ( 3 1 . 0 ) 6(7 . 1) 130(77.  4) 38(22 .  6)

Liver cancer 7 0 2 9 ( 4 1 . 4 ) 3 2 ( 4 5 . 7 ) 9 ( 1 2 . 9 ) 90(64.  3) 50(35.  7)

3 讨 论

目前研究[1°]显示：与消化系肿瘤密切相关的 

硒蛋白 SN P位点多位于基因的启动子区，该处基 

因的变异相比于编码区对硒蛋白表达的影响更大， 

更易改变个体罹患胃肠道肿瘤的风险 。 Se lS 基因 

定位于 15q26. 3，包 含 6 个外显子和5 个内含子， 

分别由 1 2 5 0和 1 2 S2 个碱基组成2 个转录变体， 

最 终 编 码 产 物 均 为 由 18S 个氨基酸残基组成的 

Se lS ，其中第 188位是硒代半胱氨酸残基[11]。 @ 

前 国 内 外 研 究 最 多 的 是 位 于 基 因 启 动 子 区 的  

rs28665122 和 rs34713741 位 点 。研究 [12]显 示 ： 

Se lS 基 因 rs28665122位 点 S N P可 调 节 Se lS 的表 

达 ，并 对 促 炎 性 细 胞 因 子 的 释 放 产 生 影 响 。 

Me pla n 等[9]发现：捷克人群 Se lS 基 因 rs34713741 
位点 S N P与结直肠癌的发病有关联，T T 纯合子 

个 体 的 患 病 风 险 是 C C 纯 合 子 个 体 的 1. 6 8 倍 。 

毛华杰等M和张龙等M 针 对 s ' S 基因启动子区 

rs34713741位点 S N P与胃肠道癌症遗传易感性的

相关性研究发现 ： Se lS 基 因 rs34713741位 点 SNP 
与结直肠癌和胃癌的发病有关，T 等位基因可能是 

中国人群胃肠癌发病的危险因素之一。本课题组研 

究 ™ 显 示 ： Se lS 基 因 rs34713741位 点 S N P与内 

蒙古汉族人群胃癌的发病有关联，T 等位基因可能 

是胃癌发病的危险因素之一，同时吸烟可增加发病 

的风险。

本研究采用PCR-R F L P技术对 S6 例内蒙古汉 

族肝癌患者及 13 5例 体 检 健 康 对 照 者 Se lS 基因 

rs34713741位点的基因型和等位基因频数进行检 

测 分 析 ，结 果 表 明 ：肝 癌 组 患 者 Se lS 基因 

rs34713741位点 CC、C T 和 T T  3 种基因型频数分 

布与健康对照组比较差异无统计学意义，C 和 T 
2 种等位基因频数分布2 组比较差异无统计学意 

义 ；但在肝癌组和健康对照组饮酒者中 CC、 CT 
和 T T 基因型频数分布比较差异有统计学意义， 

C 和 T 等位基因频数分布比较差异亦有统计学意 

义 ，提示 Se lS 基因及饮酒存在交互作用，且与肝 

癌的发病可能有关联。
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大量饮酒是导致肝癌的危险因素之一，其机制 

主要涉及2 个方面：首先，酒精在体内的代谢产物 

乙醛能与D N A形成加合物，造 成 D N A损伤和基 

因突变，对动物有明显致癌作用；其次，乙醇可诱 

导肝微粒体乙醇氧化途径，不仅增加乙醛浓度，也 

促使大量氧自由基的产生，进而作用于人体细胞基 

因组 DNA，引起其损伤，最终导致基因突变或细 

胞癌变[1W3]。本研究结果显示：肝癌组饮酒者占 

72. 9 % ，高于对照组（62. 2 % ) ，但组间比较差异 

无统计学意义；可能与内蒙古自治区人群的饮酒习 

惯和标本量少有一定关系，同时酒的品牌、饮酒频 

率和酒龄等不同亦可能影响肝癌的发病，具体情况 

有待进一步研究。

肝癌是一种多种危险因子共同参与、相互作用 

的恶性肿瘤[16]，一项河北省原发性肝癌易感因素 

的病例对照研究[17]显示：吸烟，饮酒，体质量指 

数 （BMI) 增高，常食用霉变食物、腌制食品和剩 

饭菜，乙肝和肝癌家族史等均是导致肝癌发病率增 

高的危险因素。肝癌发生也是一个受多基因、遗传 

与环境因素等综合影响的复杂过程，在注重遗传基 

因多态性识别同时，需要更加深人探讨可能存在的 

遗传与环境因素之间的交互作用[1S]。本研究结果 

也进一步表明了基因与环境因素共同作用可能使个 

体罹患癌症的风险增加。但由于本研究所涉样本例 

数较少，易出现结果偏倚。在后续的研究中需继续 

增加样本例数，进一步对各基因型在各组中的分布 

进行分析，探讨其与患者性别、年龄、吸烟、家族 

史和乙肝病毒感染史等的相关性。
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