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U2依赖型mRNA剪接体与肝癌的
相关性研究

宋伟 朱贝贝 田瑶 钟荣 田晶 缪小平 王丽

【摘要】 目的 探讨 U2 依赖型 mRNA 剪接复合体相关基因多态性与肝癌的风险关联。

方法 采用两阶段病例对照研究，筛查阶段采用Openarray中通量分型技术对U2依赖型mRNA剪

接复合体的关键基因（U2AF1、U2AF2、SRSF1、SRSF2、SF3B1、SF3A1、SF1和 PRPF40）的 21个潜

在功能标签SNP位点在筛查人群（武汉地区378例新发肝癌病例和461例非肿瘤对照）中进行基因

分型；对筛查阶段得到的阳性位点进一步在验证人群（北京地区428例新发肝癌病例和647例非肿

瘤对照）中采用TaqMan基因分型技术进行验证。采用加法交互模型分析吸烟/饮酒及遗传因素的

交互作用。结果 两阶段人群中均观察到SF3A1基因的 rs5994293与肝癌发病风险存在显著关

联。合并分析显示，以携带 TT 基因型者为参照，携带 G 等位基因者的肝癌发病风险降低 30%

（OR＝0.70，95%CI：0.58～0.84，FDR-P＝0.000 5）；合并阶段在HBsAg阴性者中观察到吸烟合并

饮酒和 rs5994293 TT基因型之间存在加法交互作用。结论 携带SF3A1 rs5994293 T等位基因可

能增加肝癌发生风险，但仍需大样本研究及功能研究的验证。
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【Abstract】 Objective To determine the association between U2-dependent spliceosome
related 8 key genes and hepatocellular cancer（HCC）. Methods A two-stage case-control study was
conducted. Twenty-two candidate tag single nucleotide polymorphisms（tagSNPs）were genotyped by
TaqMan Openarray assay in a screened population that living in Central China（378 HCC incident
cases and 461 controls）. Frequencies of 4 SNPs（rs2074733，rs9608886，rs7288947 and rs5994293）
showed significant difference between cases and controls in the screened population and then
genotyped by TaqMan real-time polymerase chain reaction in the validation Chinese Han population
from Beijing（428 cases and 647 controls）. Results The rs5994293 in SF3A1 gene showed a
significant association with HCC in both screened population and combined population. Subjects with
G allele had a lower risk of HCC，compared to those with the TT genotype. OR appeared to be 0.70
（95% CI：0.58-0.84，false discovery rate adjusted P＝0.000 5） for the combined population. An
additive interaction between smoking，drinking alcohol and rs5994293 TT was observed in HBsAg
negative subjects of the combined populations. Conclusion Our results showed an association
existing between SF3A1 rs5994293 and HCC. These findings should be confirmed by further
independently large-scale population studies and functional analysis.
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原发性肝癌病死率高，目前居于全球癌症死因

第三位［1］，其发生是遗传和环境因素共同作用的结

果［2］。 mRNA选择性剪接影响着人类90%以上的基

因表达，一旦发生异常，则可能通过影响包括细胞增

殖、发育与分化等在内的多个基因的正常剪接过程，

在肿瘤发生中扮演着重要角色［3］。2011 年以来，

Nature、Cell等杂志先后报道剪接体基因，尤其是U2

核糖核蛋白体依赖型剪接体相关基因（U2AF35、

U2AF65、SF1、SRSF1、SF3A1、SF3B1 和 PRPF40B）

的突变与血液肿瘤如慢性髓细胞性白血病以及实体

瘤如胰腺癌、乳腺癌以及黑色素瘤等发生有关［4］。

本课题组前期研究也发现U2AF65基因多态性与胰

腺癌发生有关［5］。本研究采用两阶段病例对照研究

方法，探讨U2核糖核蛋白体依赖型剪接体相关基因

（U2AF1、U2AF2、SRSF1、SRSF2、SF3B1、SF3A1、

SF1和PRPF40B）与肝癌易感性的关系。

对象与方法

1. 研究对象：采用两阶段病例对照研究，筛查阶

段共纳入 378 例肝癌患者和 461 例对照，病例为

2009年5月至2012年6月湖北省武汉市同济医院经

病理组织确诊的新发肝癌患者。对照来自同期武汉

市同济医院参加体检的非肿瘤个体。验证阶段共纳

入468例肝癌患者和707例对照，病例为2007年9月

至2009年9月北京市佑安医院经病理组织确诊的新

发肝癌患者。对照来源于同期在北京市佑安医院参

加体检的非肿瘤个体。上述两阶段研究人群病例和

对照均按照年龄（±5岁）和性别进行匹配。问卷收

集性别、年龄、吸烟和饮酒状况等资料。将每天至

少吸烟 1支，连续或累计吸烟≥6个月定义为吸烟；

将每天至少饮酒 1 次，连续饮酒≥3 个月定义为饮

酒。HBsAg 携带状况从医院电子病历系统中获

得。所有病例和对照均为汉族且无亲缘关系，在资

料收集和血样采集前获得所有研究对象签署的知

情同意书。

2. 候选 SNP 挑选：在 HapMap 中下载中国北京

汉族人群（Han Chinese in Beijing，CHB）关于剪接体

关 键 基 因 U2AF1、U2AF2、SF1、SRSF1、SRSF2、

SF3A1、SF3B1 和 PRPF40B 的数据（HapMap Data

Release 27 phase Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ，http：//www.Hapmap.

org）后采用 HaploView 4.2 软件，以参数 R2＞0.8、

MAF＞0.05的标准在整个基因上（包括基因上下游

各2 kb）筛选能代表这个基因的标签SNP（tagSNPs）

82个，然后采用功能预测软件SNP info挑选具有潜

在功能的21个SNP。

3. 基因分型：筛查阶段采用 TaqMan Openarray

基因分型系统（Applied Biosystem，Foster City，CA，

USA）对上述SNP进行基因分型；对阳性位点在验证

阶段人群中使用美国 Applied Biosystems 公司的

TaqMan RT-PCR进行分型验证。抽取 5%样本验证

分型的准确性，结果显示重复样本分型一致率为

100%。

4. 统计学分析：采用χ2检验比较病例组和对照

组间性别、年龄分组、吸烟、饮酒和HBsAg携带状况

的差异，对两阶段人群对照组中各位点基因型频率

分布进行拟合优度χ2检验判断分型结果是否符合

Hardy-Weinberg遗传平衡。按照显性模型并采用非

条件 logistic回归模型校正吸烟、饮酒和HBsAg因素

后分析 SNP 与肝癌发生的关联。采用错误发现率

（false discovery rate，FDR）对所有研究结果进行校

正。利用SAS 9.3软件完成各种统计学分析，所有检

验均为双侧，以 P＜0.05 为检验水准；运用 R 语言

V3.1.2评价加法交互作用，具体指标包括交互作用

的超额危险度（RERI）、归因交互百分比（AP）和协同

指数（SI）［6］。

结 果

1. 一般人口学特征：两阶段共纳入肝癌患者

806例，对照1 108例（表1）。筛查阶段共纳入378例

肝癌患者和 461 例对照，病例组平均年龄（55.7±

12.5）岁，男女性别比为 3.4 ∶ 1；对照组平均年龄

（55.7±14.0）岁，男女性别比为 2.5 ∶ 1。验证阶段共

纳入428例肝癌患者和647例对照，病例组平均年龄

（51.7±12.0）岁，男女性别比为 5.1 ∶ 1；对照组平均

年龄（51.3±14.6）岁，男女性别比为 5.3 ∶ 1。两阶段

人群中病例组和对照组年龄、性别分布及饮酒史差

异均无统计学意义（P＞0.05）；筛查阶段病例组吸烟

者所占比例（45.5%）高于对照组（32.1%），差异有统

计学意义（P＜0.000 1），而验证阶段两者差异无统

计学意义。筛查、验证两阶段均观察到病例组

HBsAg阳性者所占比例（分别为 69.3%和 76.4%）高

于对照组（分别为 10.0%和 2.9%），差异有统计学意

义（P＜0.000 1）。

2. 筛查阶段SNP位点与肝癌发病风险的关联分

析：对照组 21 候选个位点中 17 个位点（表 2）符合

Hardy-Weinberg 遗传平衡，纳入下一步分析。仅观

察 到 SF3A1 的 4 个 位 点（rs2074733、rs5994293、

rs7288947 和 rs9608886）的基因型分布在病例组和

·· 635



中华流行病学杂志2015年6月第36卷第6期 Chin J Epidemiol，June 2015，Vol.36，No.6

对照组中差异有统计学意义。校正性别、年龄、吸

烟、饮酒和HBsAg因素后，携带SF3A1 rs2074733 T

等位基因的个体较携带野生纯合型CC基因型的个

体发生肝癌风险降低64%（OR＝0.36，95%CI：0.25～

0.53，FDR-P＜0.000 1）。携带 SF3A1 rs5994293 G

等位基因者较携带野生纯合型TT基因型者发生肝

癌风险降低 58%（OR＝0.42，95%CI：0.29～0.61，

FDR-P＜0.000 1）。携带SF3A1 rs7288947 T等位基

因者较CC基因型者发生肝癌风险降低 46%（OR＝
0.54，95% CI：0.41～0.72，FDR-P＝0.001）。 携 带

SF3A1 rs9608886 G等位基因者较TT基因型者发病

风 险 降 低 83%（OR＝0.17，95% CI：0.10～0.31，

FDR-P＜0.000 1）。

3. 验证阶段单位点与肝癌发病风险的关联分

析 ：4 个 位 点 rs2074733、rs5994293、rs7288947 和

rs9608886在验证阶段人群中进行验证。其在对照

表1 两阶段肝癌患者和对照组人口学特征及吸烟饮酒状况

变 量

年龄组(岁)

＜45

45～

55～

≥65

性别

男

女

吸烟

否

是

饮酒

否

是

HBsAg

阴性

阳性

不详

注：括号外数据为人数，括号内数据为百分比(%)

筛查阶段

病例组(n＝378)

82(21.7)

91(24.1)

110(29.1)

95(25.1)

292(77.3)

86(22.7)

206(54.5)

172(45.5)

237(62.7)

141(37.3)

115(30.4)

262(69.3)

1(0.3)

对照组 (n＝461)

108(23.4)

103(22.4)

109(23.6)

141(30.6)

331(71.8)

130(28.2)

313(67.9)

148(32.1)

312(67.7)

149(32.3)

375(81.3)

46(10.0)

40(8.7)

χ2值

5.11

3.23

15.80

2.28

321.47

P值

0.164

0.073

＜0.000 1

0.131

＜0.000 1

验证阶段

病例组 (n＝428)

123(28.7)

135(31.6)

108(25.2)

62(14.5)

358(83.6)

70(16.4)

213(49.8)

215(50.2)

256(59.8)

172(40.2)

100(23.4)

327(76.4)

1(0.2)

对照组 (n＝647)

179(27.7)

185(28.6)

172(26.6)

111(17.1)

545(84.2)

102(15.8)

337(52.1)

310(47.9)

348(53.8)

299(46.2)

626(96.8)

19(2.9)

2(0.3)

χ2值

2.18

0.07

0.56

3.80

637.44

P值

0.536

0.796

0.456

0.051

＜0.000 1

表2 筛查阶段17个SNPs位点基因型频率在肝癌患者与对照组中的分布差异及其与肝癌发生风险关联

基因

PRPF40B

PRPF40B

SF1

SF3A1

SF3B1

SRSF1

SRSF2

U2AF1

U2AF2

注：a 校正年龄、性别、吸烟、饮酒；b 经FDR多重校正后的P值（校正17次）；c 参照基因型

SNP

rs4073998

rs8626

rs474707

rs12484880

rs2074733

rs5753081

rs5994293

rs7288947

rs8141656

rs9608886

rs11683572

rs2233911

rs8819

rs237059

rs1789956

rs310441

rs310445

基因型

AG＋AA/GG c

AG＋GG/AA c

CT＋TT/CC c

TG＋GG/TT c

CT＋TT/CC c

CT＋TT/CC c

TG＋GG/TT c

CT＋TT/CC c

TC＋CC/TT c

TG＋GG/TT c

CG＋GG/CC c

AG＋GG/AA c

CT＋TT/CC c

CT＋TT/CC c

GA＋AA/GG c

TG＋GG/TT c

TC＋CC/TT c

病例组
(n＝378)

59/319

57/321

243/135

68/310

173/205

26/352

132/246

90/288

206/172

29/349

154/224

162/216

24/354

10/368

36/342

202/176

132/246

对照组
(n＝461)

59/402

63/398

276/185

73/388

313/148

22/439

234/227

165/296

241/220

90/371

211/250

164/297

24/437

5/456

51/410

249/212

161/300

OR值(95%CI)a

1.39(0.84～2.29)

1.35(0.83～2.22)

1.20(0.83～1.74)

1.14(0.72～1.82)

0.36(0.25～0.53)
1.21(0.57～2.57)

0.42(0.29～0.61)
0.54(0.41～0.72)
1.23(0.86～1.76)

0.17(0.10～0.31)
0.94(0.66～1.35)

1.13(0.78～1.62)

1.15(0.53～2.46)

2.75(0.66～11.54)

0.67(0.38～1.21)

1.07(0.75～1.52)

1.18(0.81～1.70)

P值 a

0.198

0.231

0.321

0.579

1.33E-10
0.626

5.19E-06
2.12E-04
0.251

8.08E-07
0.737

0.523

0.725

0.166

0.185

0.730

0.387

FDR-P值 b

0.410

0.428

0.513

0.730

＜0.000 1

0.756

＜0.000 1

0.001

0.428

＜0.000 1

0.792

0.717

0.792

0.401

0.410

0.792

0.561
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组中的基因型频率分布均满足Hardy-Weinberg遗传

平衡。校正性别、年龄、吸烟、饮酒和 HBsAg 因素

后，携带 rs5994293 G等位基因者较TT基因型者发

生肝癌风险降低 34%（OR＝0.66，95% CI：0.44～

0.99，P＝0.042），与筛查阶段的结果一致。但经

FDR 校正后差异无统计学意义（FDR-P＝0.116）。

其余 3 个位点均未发现与肝癌发病风险存在关联

（表3）。

4. 合并两阶段人群SF3A1 rs5994293与肝癌发

病风险的关联分析：将两阶段人群合并分析，校正性

别 、年 龄 、吸 烟 、饮 酒 和 HBsAg 因 素 后 ，携 带

rs5994293 G等位基因者较TT基因型者发生肝癌风

险降低30%（OR＝0.70，95%CI：0.58～0.84，FDR-P＝
0.000 5）。

5. 合并阶段按照 HBsAg 因素分层后 SF3A1

rs5994293 与合并吸烟饮酒的交互作用：合并阶段

按照 HBsAg 因素分层后研究结果显示，HBsAg 阴

性者中合并吸烟饮酒与 SF3A1 rs5994293 TT 基因

型之间存在协同效应，加法交互协同指数 SI为 2.27

（95%CI：1.43～3.12）。但未观察到 HBsAg 阳性者

中合并吸烟饮酒与上述基因型之间存在加法交互

作用（表4）。

讨 论

本研究发现U2依赖型mRNA剪接复合体相关

基因中SF3A1 rs5994293可能与肝癌发病相关，携带

G等位基因的个体较携带TT基因型者发病风险降

低 30%，且SF3A1的基因多态性及其与吸烟的协同

作用可能与肝癌发生风险相关。

SF3A1是剪接体催化核心U2-snRNP的重要组

分，后者能识别 3′端剪接位上游的分支位点，定位

mRNA上被剪切除去的内含子，从而决定内含子的

切除位置正确与否［7］。SF3A1 主要功能是与 U2-
snRNP结合，共同参与3′剪接位点的识别，其发生突

变将会影响U2-snRNP与分支点结合，从而最终抑

制剪接过程［7］。目前慢性淋巴细胞性白血病和骨髓

增生异常综合征以及实体瘤包括肺癌、乳腺癌以及

胰腺癌患者中均发现 SF3A1 基因突变［8-9］。SF3A1

的表达研究显示人类非小细胞、小细胞肺癌细胞中

SF3A1蛋白表达量较人正常气管上皮细胞高 4.7～

11.0倍［10］，Chin等［11］在头颈部癌以及Rimkus等［12］在

晚期直肠癌中也发现类似现象。功能分析显示，

rs5994293为转录因子结合位点，其基因多态可能会

影响到SF3A1的表达，而SF3A1的异常表达可能会

改变剪切位点的选择［13］，从而最终影响原癌基因和

抑癌基因的正常剪接，最终直接或间接地导致肿瘤

发生。有意思的是，SF3A1基因位于染色体22q.12.2

上，Hu等［14］对中国汉族GWAS研究中发现 22q.12.2

这一区段 2 个 SNP 位点 rs17728461 与 rs36600 与肺

癌发生密切相关。结合本研究结果，提示 22q.12.2

这一区段可能与肿瘤发生密切相关。

本研究在合并阶段 HBsAg 阴性者中观察到合

并吸烟饮酒与SF3A1 rs5994293有协同作用。目前

对于交互作用的解释尚不清楚。大量流行病学研究

表3 验证阶段SF3A1 4个SNPs位点基因型频率在肝癌患者与对照组中的分布差异及其与肝癌发生风险的关联

SNP

rs2074733

rs5994293

rs7288947

rs9608886

注：a 同表2；b 经FDR多重校正后的P值（校正21次）；c 野生基因型

基因型

CT＋TT/CCc

TG＋GG/TTc

CT＋TT/CCc

TG＋GG/TTc

病例组(n＝428)

302/126

178/250

105/323

20/408

对照组(n＝647)

437/210

289/358

157/490

26/621

OR值(95%CI)a

1.14(0.75～1.73)

0.66(0.44～0.99)
1.04(0.66～1.64)

1.53(0.65～3.62)

P值 a

0.544

0.042
0.866

0.336

FDR-P值 b

0.717

0.116

0.897

0.513

表4 合并两阶段人群吸烟、饮酒与 rs5994293位点的相加交互作用与肝癌发生风险的关联

合并吸烟饮酒

否

是

否

是

交互作用分析

注：a 经年龄、性别、研究阶段调整；b有统计学意义

rs5994293

GG＋GT

GG＋GT

TT

TT

RERI值(95%CI)
AP值(95%CI)
SI值(95%CI)

HBsAg(＋)(n＝654)

病例/对照

160/26

90/4

228/28

111/7

-1.13(-5.18～2.92)

-0.44(-2.16～1.29)

-0.59(-1.18～2.35)

OR值(95%CI)a

1.00

3.36(1.12～10.12)

1.37(0.77～2.44)

2.59(1.06～6.33)

HBsAg(-)(n＝1 216)

病例/对照

47/338

13/132

113/397

42/134

1.54(0.05～3.03)b

0.41(0.13～0.69)b

2.27(1.43～3.12)b

OR值(95%CI)a

1.00

1.14(0.58～2.25)

2.07(1.41～3.03)

3.75(2.26～6.22)
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表明，嗜酒是肝癌发生的危险因素，酒精在人体内一

系列代谢产物能与肝脏DNA形成赘合物从而引起

细胞DNA的损伤，如 P53基因损伤；而现烟草中含

有多种致癌化学物质，与肺癌、口腔癌、胰腺癌、食管

癌、胃癌和咽喉癌等13种癌症发生有关。吸烟产生

的多环芳烃能诱导某些原癌基因如MDM2的剪接

异构体产生，而MDM2是调节P53通路的重要基因，

且已证实P53基因突变是肝癌发生的原因之一［15］，

提示吸烟、饮酒可能会导致肝癌相关的原癌基因或

抑癌基因的选择性剪切，从而增加携带 SF3A1

rs5994293 TT基因型者发生肝癌的风险。HBsAg阳

性人群中未观察到合并吸烟饮酒与 SNP 的交互作

用，其原因可能与HBV感染自身与肝癌发生效应太

强（OR＝7.59，95%CI：6.13～9.40）或样本量不够的

缘故。有待加大样本量，在多个人群中对该基因与

肝癌的发生风险进行深入地研究。
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