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·临床流行病学·

叶酸代谢相关基因MTHFR、MS基因多态与
胰腺癌风险关联

王丽林东昕陆星华缪小平 李辉

【摘耍j 目的探讨亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)及甲硫氨酸台成酶(Ms)基因多态与胰腺

癌风险的关系。方法采用以医院为基础的病例对照研究(胰腺癌新发病例10l例，对照337人)方

法，进行MTHFR c677T、A1298c及Ms A2756G基固多态与胰腺癌风险关联分析，采用PcR—RFLP

方法进行两候选基因分型。结果携带MTHFR 677 cT及TT基因型者发生胰腺癌风险是cc基因

型个体的2．17(95％凹：l 26～3 85)及3．53(95％a：I-85～6，84)倍，呈明显的等位基因一效应关系；

未观察到MTHFR 1298多态单独对胰腺癌发生的影响，但发现它与c677T有联合作用。MTHFR

677cT与TT基因型与吸烟、饮酒有明显的正向交互，产生交互作用的(婀。。值分别为1．78(P=

o oOl0)和2 10(P=0 0051)。未发现Ms A2756G多态与胰腺癌的发生之间存在统计学的显著关

联。结论MTHFR c677T多态与胰腺癌发生风险显著关联，且与吸烟、饮酒存在正向交互作用。

【美链词】胰腺癌；亚甲基四氢叶酸还原酶；甲硫氨酸台成酶；遗传易感性
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胰腺癌是目前已知恶性度最高的肿瘤之一，5

年生存率仅为3％⋯。我国胰腺癌死亡率呈逐渐上

升趋势”1。胰腺癌的病因迄今尚未完全阐明，膳食

纤维、维生素c、水果和蔬菜等可能是胰腺癌的保护

因素”。蔬菜和水果中可能含有大量抗癌物质，叶

酸是其中的重要成分之一。来自动物实验和队列研

究的结果提示饮食中叶酸的摄人量以及血浆叶酸水

平与胰腺癌的发生呈负相关“‘51。叶酸进人体内后

要经过一系列代谢活化才能行使其生理功能，叶酸

摄人不足和／或叶酸代谢通路上酶活性改变均可导

致DNA甲基化异常，而肿瘤抑制基因的异常甲基

化是肿瘤，包括胰腺癌发生和发展的重要特征。亚

甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)和甲硫氨酸合成酶

(Ms)在叶酸的代谢中起着重要的作用。已发现编

码MTHFR、MS的基因存在单核苷酸多态，

MTHFR 677C—T和1298A—C多态可导致酶活性

的下降”；由于Ms 2756A—G多态位于与维生素

B12辅酶凶子的甲基化和再活化有关的结构域。“，

推测这个多态的存在可能会导致酶活性的改变。目

前国内外尚未见MTHFR及Ms基因多态性与胰腺

癌显著关联的文献报道。本研究采用病例对照研究

方法，探讨了MTHFR、Ms基因多态性与胰腺癌的

关系，及其与吸烟、饮酒之间联合作用对胰腺癌易感

性的影响。

对象与方法

l研究对象：采用频数匹配病例对照研究设计，

病例来自2002年6月至2004年3月在北京协和医

院和中国医学科学院肿瘤医院连续收集的新发胰腺

癌病例共101例，所有病例经医院专家组确诊为原

发性胰腺癌。对照来自医院体检和营养调查的人

群，排除肿瘤患者及严重心血管疾病者，并按性别和

年龄(±5岁)与病例进行频数匹配，共337人。病

例和对照均为北京市及其周边地区的汉族居民。在

收集外周血液标本的同时，以问卷的方式调查每个

研究对象的人口学以及吸烟、饮酒等资料。“一生中

连续或累积吸烟6个月或以上者”定义为吸烟者。

吸烟量以包年为单位进行计算，即包年数=每日吸

烟量÷20支×吸烟年数。“饮酒者”定义为每周饮

酒至少2次，连续饮酒1年及以上者。

2 MTHFRc677T、A1298c基因多态性分析：每

名研究对象抽取5 ml静脉血，EDTA抗凝，采用常规

的酚一氯仿法提取血样中DNA”o。采用聚合酶链反

应一限制性片段长度多态性(PcR—RFLPj方法分析

MTHFR基因c677T和A1298c多态”。前者引物

为5’一TGAAGGAGAAGGTGTCT(；CGGGA一3’

和5’一AGG ACG GTG cGG TGA GAG T(}3’，产物

为198 bp；后者引物为5’一CTT TGG GGA GCT

GAA GGA CTA CTA C一3’和5’一CAC TTT GTG

AccATT ccG GTT TG一3’，产物为163 bp。这两

个片段在同样的PcR条件下分别进行扩增。PcR

混合液(25，t1)含100 ng模板DNA、0．4 prnol／L各引

物、0 2 mmoVL dNTP、1 5 mmol／L MgCI，、1 0 u

Taq聚合酶及1×反应缓冲液。PcR在GeneAmp

2400热循环仪上进行，反应条件为：94℃预变性

2min，然后经94℃30 s、6l℃30 s和72℃30 s进行

35个循环的扩增，最后72℃延伸10 min。鉴别677

位点用限制性核酸内切酶Hinf I(New England

BioLabs)，TT产生175 bp和23 bp两个片段，cT产

生198、175和23 bp三个片段，cc无酶切位点只有

198 bp一个片段。鉴别1298位点多态用限制性内

切酶MboⅡ(New Erlgland BioLabs)，1298AA PCR

产生56、31、30、28和18 bp五个小片段；CC产生84、

31、30和18 bp四个片段；Ac产生84、56、3l、30、28

和18 bp六个片段。

3 Ms基因多态分析：采用PCR_RFLP方法分析

Ms基因A 2756 G多态“⋯。所用引物为5’一T(订

TCCAGA(mT忪G盯GAAA灯c_3’和5’一G灯
“、A AAG O盯T1T ACA arC∞U3’，产物为

211 bp。PcR条件为：94℃预变性2 min，然后94℃

30 s、61℃30 s和72℃30 s进行35个循环，最后72℃

延伸10 min。用HaeⅢ(New Er—and BioLabs)识别含

有2756G等位基因的PcR产物，GG基因型产生13l

和80 bp二个片段，AG产生211、131和80 bp三个片

段，从为一完整的211 bp片段。

4统计学分析：矿检验用于分析样本基因型分

布是否符台Hardy-weinberg平衡定律，并比较病例

组和对照组之间在性别、年龄、吸烟、饮酒状况及各

基因型、等位基因分布的差异。基因多态性与胰腺

癌风险的关联强度采用比值比(OR)及其95％可信

区间(口)进行描述。数据采用非条件109tstic凹归

进行分析，采用相乘模型判断基因与环境之间是否

存在交互作用。似然比检验用于分析交互是否存在

统计学意义，组合分析用于确定基因与基因之间的

联合效应。所有数据统计均使用sAs软件(versi。n

8．2)进行分析。使用EH及2LD软件计算单倍型
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频率及连锁不平衡系数。

结 果
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l一般人口学资料：两组人群在年龄、性别以及

饮酒方面差异无统计学意义(表1)，吸烟>17包年

者发生胰腺癌的风险足吸烟≤17包年者的1．98倍

(95％cj：l儿～3．49，P=O 0170)，提示吸烟对胰

腺痛的风险主要在高剂量吸烟人群中。

表I 病例组与对照组人口学特征及吸烟和饮酒状况比较

注：括号外数据为例数；括号内数据为构成比(％

2 MTHFR基冈多态与胰腺痛的关联分析(表

2)：对照组中MTRFR一677的cc、cT及，l、T三种基

因型频率分别为40．1％、44 2％和15 7％，其分布符

合Hardy—weinberg平衡定律(P=O．2700)；病例组

为22 8％、49．5％和27．7％，病例组中cT及TT基

因型显著高于对照组(Y2=12．96，P=O．0015)。多

元lUgistic回归分析显示，调整年龄、性别、吸烟和饮

酒等协变量的影响后，携带MTHFR一677 cT及TT

基因型的个体发生胰腺癌风险是cc基因型个体的

2 17(95％CJ：1．26～3 85)驶3．53(95％C，：l 85～

6 84)倍，呈等位基凶效应关系。

对照组三种基因型分布频率为72．1％(从)、
25．5％(Ac)和2．4％(Cc)，分布符合}{ard v_

weinberg平衡定律(P=0 9000)；病例组为75 3％、

23_8％和1．O％，MTHFR 1298c等位基因在两组人

群分布频率的差异未见统计学意义(Y2=0 64，P=

0 4300)。

表2 Mn{FR、Ms基因型和等位基幽频率在病例组和

对照组中的分布及其与胰腺癌风险的关联

注：括号内、外数据同表1；*经午龄、性别、吸烟及饮酒状志调整

组合分析显示，以携带MTHFR一677 cc及

MTHFR—1298 AA基凼型者为参照，携带MTHFR一

677 cT和MTHFR—1298 AA基因型者发生胰腺癌

的风险增加到2 23(95％CI：l 10～4．82．P=

0．0330)倍，MTHFR一677 CT和MTHFR一1298 AC

携带者增加到3．55(95％a：1 44～8．97，P=

O 0063)倍，携带MTHFR一677 TT和MTHFR—1298

AA者风险增加到3 94(95％a：1 83～8 93，P=

0．0006)倍。单倍刊分析表明，MTHFR677—1298单

倍型频率在病例组和对照组中的差异有统计学意义

(x。=14．1，影=3，P=O 0028)，病例巾677T一

1298A单倍型频率52．5％高于正常对照的37 8％。

以677c一1298A单倍型为参照，携带677T一1298A单

倍型者发生胰腺癌的风险增加为1．87f95％a：
1 33～2 64，P=0 0004)倍，677和1298多态存在

强连锁不平衡(Dt-O 99，P=0．0000)，见表3。

3．Ms A2756G多态及其与胰腺癌风险的关

系：表2显示胰腺癌病例和正常对照的Ms A2756G

基因型及等位基因分布。对照组AA、AG及()G基

因型的分布频率分别为88．4％、11．3％和0．3％．其

分布符合}Iardy weinberg平衡定律(Y2=0．033，

P=0．8600)；而胰腺癌病例中三种基因型频率分别

为89 1％、7．9％和3．O％，两组人群在基因型分布频

率的差异有统计学意义(Y2=6 92，P=O 0310)。
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衰3 MTHFR c677T及A1298c组合基因型对胰腺癌风险的影响

沣：同表2

表4 MTHFR C677T多态与吸烟、饮稻交互对胰腺癌风险的影响

注：同表2

经年龄、性别、吸烟及饮酒状况调整后，GG基

因型者发生胰腺癌的风险是AA基因型者的8 71

(1．07～179．57)倍，处于统计学临界显著性水平

(P=0．0650)。本项研究尚不能证实GG基因型与

胰腺癌之间存在统计学意义的关联。由于Ms GG

基因型分布频率太低，故没有对这两个基因的基因

多态进行联合作用分析。

4．MTHFR C677T多态与吸烟、饮酒交互作用

对胰腺癌发生风险的影响(表4)：以MTHFR

677cc基因型及吸烟≤17包年者为参照组，吸烟>

17包年者或携带MTHFR 677T等位基因者发生胰

腺癌的风险分别增加到1 47(95％(■：0 54～3．98)

和2．13(95％u：l 15～3．95)，而当二者共同存在

时，oR值增加到5 58(95％叫：2 53～12．30)，交

互作用产生的oR。。值为l 78(似然比椅骑，P=

0 0010)，提示此基因变异与吸烟之间存在着正向交

互作用。MTHFR C677T多态与饮酒对胰腺癌发生

的风险也表现出明显的协同作用。小饮酒者中，携

带c，r或TT基凼型者发生胰腺癌风险是cc基囚

型者的2 08(95％cJ：1．15～3．93)倍；向在饮酒者

中，cT或TT基因型者发生胰腺癌的

风险增加到3 27(95％cj：l 51～

7 23)倍。cT或TT基因型与饮酒交

互作用产生的oR。。值为2 lO(似然比

检验，P=0．0051)。

讨 论

本项研究采用以医院为基础的病

例对照研究设计，所有病例均为新发

病例，避免r因选择现患病例而产生

的现患病例一新发病例偏倚。同时正

常对照者MTHFR c677T基因型频

率与文献报道的我国北方汉族人群的

频率一致”3，提示对照的选择在遗传

学上没有偏倚性。

本项研究探讨了口1酸代谢过程中

起重要作用的MTHFR基因c677T

和A1298c单核苷酸多态与胰腺癌风

险的关系。携带MTHFR一677 cT及

TT基因型者发生胰腺癌的风险分别

为cc基因型的2．17及3．53倍。目前

虽然还没有MTHFR多态与胰腺癌

关系的报道，但已报道该基因多态与

食管癌、胃癌、结直肠癌和白血病等多种癌症的风险

相关”“。

MTHFR基因变异增高胰腺癌风险的机制可能

与其引起的DNA低【_IJ基化有关。MTHFR作为叶

酸代谢过程中的关键酶，催化5，10一亚甲基四氢叶

酸生成5一甲基四氢叶酸，后者为细胞内通用甲基供

体s一腺苷甲硫氨酸合成的原料。MTHFR 677C聿T

突变使酶活性下降““，从而导致甲基供体sAM的

产量下降，最终影响DNA的甲基化。有研究显示，

MTHFR 677TT基因型携带者全基因组DNA甲基

化程度显著低于MTHFR 677cc者““。全基因组

低甲基化通常伴随肿瘤抑制基因cpG岛区域性的

高qI基化“”。目前已发现肩动子区cpG岛的甲基

化与胰腺癌中的一些肿瘤抑制基因及错配修复基因

如p16，ppENK和hMLHl的失活有关”“1 7。因此，

通用甲基供体不足而导致的肿瘤抑制基冈的失活可

能在胰腺癌组织的生长调节方面起着非常重要的

作用。

本项研究观察到的吸烟、饮酒与MTHFR变异

基冈型的正向交互作用机制，可能与酒精降低细胞
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内sAM的水平、抑制小肠对叶酸的吸收、增加叶酸

的排泄和干扰Ms的活性有关”“”1，这些作用可能

会加重因MTHFR基因变异导致叶酸代谢障碍所

引起的细胞内甲基供体缺乏。而吸烟则可通过降低

叶酸和维生素B6水平，干扰维生素B12的代谢而

影响甲基基团形成”⋯。

虽然我们未观察到MTHFR A1298c多态与胰

腺癌发病风险显著关联，但对MTHFR 677杂合子

而言，当其1298位点也为杂合子时，其发生胰腺癌

的风险要较携带1298从基因型者轻度增加(O尺=
1．36)，提示1298c等位基因的影响有可能存在，但

效应不如677T明显，Lievers等““观察到的

A1298c和c677T组合对于酶活性影响的结果也支

持这种推测。

MTHFR基因多态与癌症风险的关系还可能受

叶酸摄入水平的影响”2’”1。研究显示在叶酸摄人

充足的情况下，TT基因型者发生肿瘤风险下降。

因为在这种情况下，不仅甲基供体的形成得到保障，

同时以5，10一亚甲基四氢叶酸形式存在的叶酸又能

为合成DNA和RNA提供必需的原料。而叶酸摄

入水平低的个体，TT基因型则非常有害。关于叶

酸摄入水平与MTHFR基因多态之问如何联合作

用最终导致癌症易感性增加有待进一步研究。

本项研究未能证实Ms基因多态与胰腺癌存在

关联，原因可能还与大多数人种中GG基凶型频率

均低于5％有关”⋯，此多态对肿瘤发生的影响需要

大样本量的研究来证实。

本项研究虽首次报道叶酸代谢基因多态与胰腺

癌风险相关，但由于研究的局限性，如病例来源于医

院，可能不能代表～般人群，因此尚需重复研究以及

前瞻性研究来证实我们结果的病因学意义。
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