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　　摘　要：目的　探讨ＣｙｃｌｉｎＡ２基因５′ＵＴＲ区ｒｓ７６９２３６位点多态性与结直肠癌易感性的关系。方法　采用病例对照研究，

收集１５０例结直肠癌患者及１５０例健康对照者，以聚合酶链反应限制性片段长度多态性法（ＰＣＲＲＦＬＰ）检测ＣｙｃｌｉｎＡ２基因

ｒｓ７６９２３６位点单核苷酸多态性。ｒｓ７６９２３６多态性与结直肠癌发病风险的关系采用非条件ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。结果　与ｒｓ７６９２３６

ＧＧ野生基因型相比，ｒｓ７６９２３６突变基因型（ＧＡ＋ＡＡ）携带者罹患结直肠癌的风险显著增高（校正犗犚＝１．９２，９５％犆犐＝１．１０～３．

３６）。结论　ＣｙｃｌｉｎＡ２基因ｒｓ７６９２３６多态性与ＣＲＣ发病风险增高显著有关，突变基因型（ＧＡ＋ＡＡ）是人群罹患结直肠癌的独立

危险因素。
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　　结直肠癌是一种常见的恶性肿瘤，其发病率在全球范围内

占恶性肿瘤的第３位
［１］，近年来，随着人民生活方式及饮食习

惯的改变，我国已进入结直肠癌的高发地区行列，并以年均

４％的增幅不断攀升，已经接近西方发达国家的水平
［２］。结直

肠癌的发生、发展不仅与遗传和环境有关，而且也是一个多基

因变化、多阶段发展的过程。近年来，随着对细胞分子生物学

的不断研究，人们已逐步认识到，细胞周期的调控异常与肿瘤

的发生有着密切的关系，细胞周期调节紊乱易使细胞异常增

殖，一旦增殖和凋亡的平衡被打破，便导致了肿瘤的发生。细

胞周期素Ａ２（ＣｙｃｌｉｎＡ２）即通常所说的ＣｙｃｌｉｎＡ，在细胞周期进

程中起正性调控作用。目前，国内外均有研究表明，ＣｙｃｌｉｎＡ２

的高表达与结直肠癌的发生、发展有关［３４］，但具体的分子机制

还不清楚。单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＳＮＰ）主要是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引起的

ＤＮＡ序列多态性，有研究表明，位于启动子区域的ＳＮＰ通常

对疾病的发生、发展会产生重大影响。最近国外有研究发现，

ＣｙｃｌｉｎＡ２基因５′ＵＴＲ区ｒｓ７６９２３６位点Ｇ＞Ａ多态性与结直

肠癌的易感性有关联［５］，但到目前为止，尚无关于 ＣｙｃｌｉｎＡ２

ｒｓ７６９２３６位点Ｇ＞Ａ多态性与结直肠癌发病风险的相关性的

报道。本文将重点讨论ＣｙｃｌｉｎＡ２基因５′ＵＴＲ区ｒｓ７６９２３６位

点Ｇ＞Ａ多态性与结直肠癌易感性之间的关系，为结直肠癌的

早期诊断、治疗及判断预后提供新的思路和手段。

１　资料与方法

１．１　一般资料　病例组选自２０１２年１～９月在南昌大学第二

附属医院确诊为结直肠癌的患者，共１５０例，排除家族性腺瘤

性息肉病和遗传性结直肠癌；对照组为同一时期来本院健康体

检的人群，均证实为身体健康，共１５０例。病例组和对照组无

年龄、性别的限制，并证实均为无亲缘关系的汉族人口；正常对

照按年龄（±５岁）、性别等方面与病例频数匹配。研究对象签

署知情同意书后，采用统一的流行病学调查问卷，收集整理结

直肠癌组和健康对照组临床病理资料，记录年龄、性别、吸烟、

饮酒、肿瘤家族史等情况。吸烟、饮酒史：参照国际惯例，既往

吸烟累计少于１００支烟者定义为不吸烟者，超过１００支者为吸

烟者；１周至少饮酒１次、累计时间１年以上者定义为有饮酒

史，没达到这一标准为不饮酒者。肿瘤家族史：一级亲属和／或

二级亲属患有癌症者定义为有癌症家族史，否则就定义为无。

分别抽取病例组和健康对照组清晨外周静脉血２ｍＬ，ＥＤＴＡ

Ｎａ抗凝，用于ＰＣＲ检测。

１．２　ＰＣＲＲＦＬＰ技术检测ｃｙｃｌｉｎＡ２基因型

１．２．１　ＤＮＡ提取　采用ＤＮＡ提取试剂盒（北京全式金生物
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技术公司），提取每份抗凝外周血的总ＤＮＡ，操作均按说明书

进行，将提取好的 ＤＮＡ溶解于ｐＨ８．０ＴＥ中，－２０℃保存

备用。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ（ＰＣＲ试剂购自Ｔａｋａｒａ公司）扩增含

有ｒｓ７６９２３６（Ｇ＞Ａ）位点的片段：上游引物５′ＣＧＣＴＣＡＣＴＡ

ＧＧＴＧＧＣＴＣＡＧ３′和下游５′ＣＣＧＡＧＧＡＧＧＴＴＧＣＧＡ

ＡＡＧＧ３′（南京金斯瑞生物科技有限公司合成）。ＰＣＲ反应

在２０μＬ体系中进行，反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９５

℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环，最

后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ产物凝胶回收　将ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电

泳，然后切胶回收，操作均按琼脂糖凝胶回收试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ

公司）说明书进行操作。

１．２．４　酶切反应　建立２０μＬ酶切反应体系，其中双蒸水１０

μＬ，缓冲液２μＬ，ＰＣＲ回收产物７μＬ，ＢｇｌⅠ内切酶（Ｆｅｒｍｅｎ

ｔａｓ公司）１μＬ，３７℃恒温２ｈ，酶切产物以含溴化乙锭（ＥＢ）的

１．５％琼脂糖凝胶电泳分离，凝胶成像系统成像。ＰＣＲ扩增片

段为３４２ｂｐ，ＧＧ基因型能被ＢｇｌⅠ内切酶酶切产生２个片段

（２５９ｂｐ、８３ｂｐ），杂合子ＧＡ基因型则产生３个片段（３４２ｂｐ、

２５９ｂｐ和８３ｂｐ），ＡＡ基因型只产生１个片段（３４２ｂｐ）。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，采

用χ
２ 检验比较结直肠癌组和对照组的人口学数据、基因型以

及等位基因频数分布。以单因素和多因素ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归计算比

值比（犗犚）及其９５％可信区限（９５％犆犐），分析各基因型与结直

肠癌发病风险的关系。以拟合优度χ
２ 检验计算ＳＮＰ位点各

基因型在对照组中的分布是否符合哈迪温伯格遗传平衡定律

（ＨＷＥ）。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般情况比较　结直肠癌组和对照组比较，年龄、性别、

吸烟、饮酒分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）；有肿瘤家族史

者在两组间分布差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　　结直肠癌组和对照组一般情况的比较［狀（％）］

变量 结直肠癌组 健康对照组 χ
２ 犘

年龄 ０．０５３ ０．８１７

　≥６０岁 ７４（４９．３） ７２（４８．０）

　＜６０岁 ７６（５０．７） ７８（５２．０）

性别 ０．９２６ ０．３３６

　男 １００（６６．７） ９２（６１．３）

　女 ５０（３３．３） ５８（３８．７）

吸烟史 ０．９１２ ０．３４０

　是 ６０（４０．０） ５２（３４．７）

　否 ９０（６０．０） ９８（６５．３）

饮酒史 ３．６４７ ０．０５６

　是 ６４（４２．７） ４８（３２．０）

　否 ８６（５７．３） １０２（６８．０）

肿瘤家族史 ６．１０８ ０．０１３

　是 ２９（１９．３） １４（９．３）

　否 １２１（８０．７） １３６（９０．７）

２．２　ＣｙｃｌｉｎＡ２基因多态性与结直肠癌易感性的关系　对照

组中ＣｙｃｌｉｎＡ２基因ｒｓ７６９２３６（５′ＵＴＲＧ＞Ａ）各基因型分布频

率频率符合 ＨＷＥ定律（χ
２＝３．１４，犘＝０．０８）。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归

分析，ｒｓ７６９２３６Ｇ＞Ａ突变基因型（ＧＡ＋ＡＡ）者患结直肠癌的

风险显著高于ｒｓ７６９２３６ＧＧ野生基因型的个体（校正犗犚＝

１．９２，９５％犆犐＝１．１０～３．３６），见表２。

２．３　分层分析　按年龄、性别、吸烟、饮酒史和肿瘤家族史进

一步分层分析，结果发现ＣｙｃｌｉｎＡ２基因ｒｓ７６９２３６位点多态性

与结直肠癌发病风险之间的关联在无肿瘤家族史组中的作用

更为明显（犗犚＝２．０１，９５％犆犐＝１．１０～３．６５，犘＝０．０２３），其他

组别中，差异无统计学意义，见表３。

表２　　ＣｙｃｌｉｎＡ２基因多态性与结直肠癌发病风险［狀（％）］

基因型
结直

肠癌组

健康

对照组
犗犚（９５％犆犐） 校正犗犚（９５％犆犐）

ｒｓ７６９２３６

ＧＧ ２８（１８．７） ４４（２９．３） １ １

ＧＡ ６６（４４．０） ８４（５６．０） １．２４（０．７０～２．１９） １．３６（０．７４～２．４９）

ＡＡ ５６（３７．３） ２２（１４．７） ４．００（２．０２～７．９３） ２．００（１．４１～２．８４）

ＧＡ＋ＡＡ １２２（８１．３） １０６（７０．７） １．８１（１．０５～３．１１） １．９２（１．１０～３．３６）

　　：校正年龄、性别、吸烟、饮酒史和肿瘤家族史。

表３　　ｒｓ７６９２３６多态性与结直肠癌易感性的分层分析

变量
ＧＧ基因型

病例／对照

ＧＡ＋ＡＡ基因型

病例／对照

校正犗犚

（９５％犆犐）
犘

年龄（岁）

　≥６０ １５／２１ ５９／５１ １．７４（０．７７～３．９３）０．１８３

　＜６０ １３／２３ ６３／５５ ２．１０（０．９６～４．６２）０．０６４

性别

　男 １９／２７ ８１／６５ １．９３（０．９６～３．８９）０．０６６

　女 ９／１７ ４１／４１ １．９０（０．７３～４．８９）０．１８７

吸烟史

　是 ９／１３ １９／３１ ２．１４（０．７９～５．８０）０．１３４

　无 ５１／３９ ７１／６７ １．８４（０．９３～３．６５）０．０８０

饮酒史

　是 １５／１９ ４９／２９ ２．３４（０．９９～５．５４）０．０５４

　无 １３／２５ ７３／７７ １．７４（０．８２～３．６８）０．１５０

肿瘤家族史

　有 ６／３ ２３／１１ ２．３８（０．３５～１６．０２）０．３７３

　无 ２２／４１ ９９／９５ ２．０１（１．１０～３．６５）０．０２３

　　：校正年龄、性别、吸烟、饮酒史和肿瘤家族史。

３　讨　　论

结直肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发生机制仍未

完全阐明。目前研究发现，细胞周期的调控异常使一些正常细

胞异常增殖并逃避机体免疫系统监视而异常存活在结直肠癌

的发生和发展中可能起重要作用。细胞周期的运行主要是由

细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎ）、细胞周期素依赖性激酶（Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ）和细胞周期素依赖性激酶抑制剂（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄ

ｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＫＩ）所调控的。Ｃｙｃｌｉｎ可时相性激活相

应的ＣＤＫ，以ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物形式磷酸化一系列靶蛋白，

调节细胞周期的运转；而ＣＫＩ即可与ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物结合，

也可与ＣＤＫ单独结合而发挥抑制作用。ＣｙｃｌｉｎＡ２基因定位

于人类染色体４ｑ２７上，编码产生含４３２个氨基酸的ＣｙｃｌｉｎＡ２

蛋白，于Ｇ１晚期开始合成，其含量在Ｓ期逐渐增加，并于Ｇ２／

Ｍ期达到高峰，在 Ｍ中后期降解。ＣｙｃｌｉｎＡ２在细胞周期调控

中起重要的作用，可分别与ＣＤＫ１和ＣＤＫ２结合，不仅可以促

进细胞周期的转换（当与ＣＤＫ２相结合时可促进Ｇ１／Ｓ期检查

点的转换，当与ＣＤＫ１结合时则可促进 Ｇ２／Ｍ 期检查点的转

化），而且还具有调节ＤＮＡ合成和促进细胞有丝分裂的双重

作用［６］。

ＣｙｃｌｉｎＡ２不仅在结直肠癌组织中表达明显上调，而且在
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非小细胞肺癌、乳腺癌［７］、胃癌［８］、白血病等多种恶性肿瘤中也

存在高表达，并与这些肿瘤的预后、分期及复发密切相关。

ＣｙｃｌｉｎＡ２基因转录异常是ＣｙｃｌｉｎＡ２在肿瘤组织中异常高表达

的重要机制，有研究表明，位于基因启动子区域的ＳＮＰ通常能

影响基因的表达或酶的活性［９］。最近一项韩国人群的病例对

照研究发现，ＣｙｃｌｉｎＡ２基因ｒｓ７６９２３６Ｇ＞Ａ多态性位点位于转

录起始点（＋１Ｇ＞Ａ），＋１Ａ变异等位基因通过改变核心启动

子特异序列影响转录因子ＴＦⅡＤ与核心启动子结合从而上调

ＣｙｃｌｉｎＡ２表达。他们还发现ＡＡ基因型可明显增加结直肠癌

的发病风险（校正犗犚＝１．６７，９５％犆犐＝１．１２～２．４９），并通过

荧光素酶报告实验证实含有＋１Ａ变异等位基因的启动子转录

活性明显提高［５］。与上述研究类似，作者研究也发现 Ｃｙｃｌｉ

ｎＡ２基因＋１Ｇ＞Ａ突变基因型（ＧＡ＋ＡＡ）结直肠癌发风险显

著增高（校正犗犚＝１．９２，９５％犆犐＝１．１０～３．３６），推测＋１Ａ变

异等位基因通过促进转录因子ＴＦⅡＤ与核心启动子结合上调

ＣｙｃｌｉｎＡ２表达，促进细胞加速通过Ｇ１／Ｓ及Ｇ２／Ｍ期检查点导

致细胞周期调控异常，细胞异常增殖，从而增加对结直肠癌的

遗传易感性［１０］。但在胃癌及乳腺癌中ＣｙｃｌｉｎＡ２基因＋１Ｇ＞

Ａ多态性与肿瘤发病风险无明显相关
［５］，这可能与不同肿瘤的

致癌机制具有组织特异性或样本例数太少有关。另外通过分

层分析还发现，相对于有肿瘤家族史者而言，无肿瘤家族史的

组别中这种致病作用更为明显，这提示＋１Ａ变异等位基因可

能是一种致癌因素。

综上所述，ＣｙｃｌｉｎＡ２ｒｓ７６９２３６突变基因型（ＧＡ＋ＡＡ）是

人群罹患结直肠癌的独立危险因素，可作为ＣＲＣ发病风险的

筛选指标。当然由于本研究的样本量偏小，可能存在一定的选

择偏倚，作者将继续扩大样本量并在不同族群中进行抽样，进

一步研究ＣｙｃｌｉｎＡ２基因ｒｓ７６９２３６多态性位点在结直肠癌中

发生、发展的具体作用机制，为结直肠癌的早期诊断、治疗及判

断预后提供新的理论依据，为基因治疗提供新的靶点。
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３２２．

［１１］黄香，陈龙邦．化疗药物的免疫调节作用［Ｊ］．医学研究生

学报，２０１０，２３（１）：７６８１．

［１２］燕翔，赵晓，焦顺昌，等．晚期肺腺癌患者一线化疗后Ｔ淋

巴细胞亚群变化及临床意义［Ｊ］．中国肺癌杂志，２０１２，１５

（３）：１６４１７１．

［１３］罗君，凌志强，毛伟敏．肺癌患者淋巴细胞亚群在外周血

中的表达及其与预后的关系［Ｊ］．中国肺癌杂志，２０１１，１４

（８）：６６９６７３．

［１４］张立，黄静，朱晓莉，等．分子标志物指导化疗药物选择的

策略在晚期非小细胞肺癌化疗中的有效性及安全性评价

［Ｊ］．中国癌症杂志，２０１１，２１（１０）：７９４７９８．
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