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细胞色素Ｐ４５０１Ａ１基因多态与肾癌遗传易感性的关系

王国萍，许　敏，张　鹏，顾春英，曹广文

第二军医大学卫生勤务学系流行病学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：探讨细胞色素Ｐ４５０１Ａ１（ＣＹＰ１Ａ１）酶的基因多态与肾癌易感性的关系。方法：采用病例对照设计，以１７５名

肾癌患者为病例组，２００名未患任何肿瘤的健康人为对照组。应用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术，

检测ＣＹＰ１Ａ１基因Ａ４８８９Ｇ（Ｍ２）、Ｃ４８８７Ａ（Ｍ４）的多态性。结果：病例组 Ｍ２、Ｍ４各基因型分布与对照组相比无统计学差异。

携带 Ｍ２／Ｍ２基因型者与肾癌的发生呈正相关（ＯＲ＝２．２２５，９５％ＣＩ：１．１３４～４．３６５，Ｐ＝０．０２０）。结论：ＣＹＰ１Ａ１基因 Ｍ２／Ｍ２
基因型可能是肾癌的遗传危险因素。

［关键词］　细胞色素Ｐ４５０１Ａ１；单核苷酸多态性；肾肿瘤；疾病遗传易感性
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　　肾癌在世界范围内发病呈普遍上升的趋势，有

报道显示，目前肾癌占成人全部恶性肿瘤的２％～
３％，致死率亦已占据肿瘤的第七位［１］。细胞色素

Ｐ４５０酶系是外来化学物生物活化过程中的关键酶

系，ＣＹＰ１Ａ１是目前研究较多的一个，该酶催化外来

化合物进入体内，将无活性的前致癌物激活转变为

亲电子化合物，此化合物可攻击细胞内的生物大分

子，与ＤＮＡ或蛋白质形成加合物，最终导致癌基因

和抑癌基因的改变，从而引起癌变。目前已确定的

ＣＹＰ１Ａ１基因多态有多种。其中，Ｍ２在第７外显

子４８８９碱基的差异（Ａ转变为Ｇ），在酶蛋白水平表

现为第４６２密码子从Ｉｌｅ变为 Ｖａｌ；Ｍ４在第７外显

子４８８７碱基Ｃ转变为Ａ，第４６１密码子从Ｔｈｒ变为

Ａｓｎ。研究表明，ＣＹＰ１Ａ１基因多态与癌症的易感

性相关［２］。

　　本研究采用病例对照方法，利用聚合酶链反

应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术，探讨

Ｍ２、Ｍ４单核苷酸多态性分布情况以及对肾癌风险

的影响，旨在为确定肾癌易感性遗传标记，同时为寻

找肾癌早期诊断的分子标记物提供依据。

１　对象和方法

１．１　研究对象　１７５例肾癌病例来自长海医院和

长征医院的住院病例，临床诊断依据欧洲泌尿学协
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会（ＥＡＵ）肾癌诊断综合指南，并经病理学最终确

诊。征得患者同意后，在其施行肾癌根治术时收集

患者远离肾肿瘤组织部位３ｃｍ以上的癌旁正常组

织１ｃｍ３，采集后立即液氮冻存。同时采用封闭式调

查表问卷调查，收集实验对象的人口学资料、吸烟

史、饮酒史、疾病史等资料。２００例健康对照来自长

海医院体检中心未患任何肿瘤的健康体检者。病例

和对照在性别、年龄、民族等人口学特征方面无显著

性差异。知情同意后采集研究对象血液３ｍｌ，并进

行问卷调查，获取研究对象的一般信息。采用ＮａＣｌ
高盐沉淀法提取对照血液样本中的ＤＮＡ［３］，病例组

织样本的ＤＮＡ提取则用改良裂解法［４］。

１．２　ＣＹＰ１Ａ１基因型分析　ＰＣＲ扩增含 Ｍ２、Ｍ４
多态位点ＤＮＡ片段，引物采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计，上游引物５′ＣＴＧＴＣＴＣＣＣＴＣＴＧＧＴ

ＴＡＣＡＧＧＡＡＧＣ３′，下游引物５′ＴＴＣＣＡＣＣＣＧ

ＴＴＧＣＡＧＣＡＧＧＡＴＡＧＣＣ３′，由上海英骏生物

技术有限公司合成。ＰＣＲ反应体系总体积为５０μｌ，

其中含引物１０μｍｏｌ／Ｌ各１μｌ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
（上海生工）４μｌ，模板ＤＮＡ０．１～０．５μｇ，ＴａｑＰｌｕｓ

ＤＮＡ聚合酶（天根生化科技有限公司）２Ｕ，１０×

Ｂｕｆｆｅｒ（含 ＭｇＣｌ２，天根生化）５μｌ；在 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ

ｅｐＰＣＲ仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）上进行ＰＣＲ，反

应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９５℃变性６０ｓ，

６１℃退火５５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，进行３５个循环，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ，产物长度为２０４ｂｐ。酶切总反应

体积为１０μｌ，ＢｓｒＤⅠ（ＢｉｏＢａｓｉｃＩｎｃ．）体系为：５μｌ

ＰＣＲ产物、缓冲液１μｌ、酶１Ｕ，６０℃水浴２ｈ；ＢｓａⅠ
（ＢｉｏＢａｓｉｃＩｎｃ．）体系为：５μｌＰＣＲ产物、缓冲液１

μｌ、１ｍｇ／ｍｌＢＳＡ０．１μｌ、酶１Ｕ，５５℃水浴２ｈ。取

５μｌ酶切产物用２％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色后分

析。

１．３　统计学处理　用ＳＡＳ８．２软件，对数据进行

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验、χ
２检验、非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ

回归分析，检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　研究对象基本资料　本研究共调查肾癌患者

１７５例，其中男１０５例、女７０例，年龄２８～７８岁，平
均年龄（５３．７９±１１．６３）岁。健康对照２００例，其中
男１３０例、女 ７０ 例，年龄 ２３～８５ 岁，平均年龄
（５１．２１±１５．６０）岁。一些指标定义如下：吸烟为每
天至少１支、持续或累积６个月以上，饮酒为每周至

少１次、持续６个月以上。病例组吸烟者比例为

３６．５７％，饮酒者比例为１９．４３％；对照组分别为

３０．５％、２３％。两组人群的性别构成以及平均年龄差
异无显著性（Ｐ＞０．０５）；吸烟者与不吸烟者、饮酒者与
不饮酒者比较，患肾癌的危险性均无差异（Ｐ＞０．０５）。

２．２　Ｍ２ＰＣＲ产物经ＢｓｒＤⅠ限制性内切酶酶切后
的琼脂糖凝胶电泳结果　ＰＣＲ产物经ＢｓｒＤⅠ消化
后，产生３种不同的电泳条带。野生型 Ｗｔ／Ｗｔ含有
酶切识别位点，电泳产物有１４９、５５ｂｐ两个片段，突
变型 Ｍ２／Ｍ２不含酶切识别位点，只有２０４ｂｐ一个
片段，杂合型 Ｗｔ／Ｍ２则有２０４、１４９、５５ｂｐ三个片段
（图１）。

图１　ＣＹＰ１ＡＭ２、Ｍ４型产物鉴定结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ
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ｕｃｔ；５：Ｍ２／Ｍ２；７：Ｍ４／Ｍ４；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ１

２．３　Ｍ４ＰＣＲ产物经ＢｓａⅠ限制性内切酶酶切后

的琼脂糖凝胶电泳结果　ＰＣＲ产物经ＢｓａⅠ消化

后，产生３种不同的电泳条带。野生型 Ｗｔ／Ｗｔ含有

酶切识别位点，电泳产物有１３９、６５ｂｐ两个片段，突

变型 Ｍ４／Ｍ４不含酶切识别位点，只有２０４ｂｐ一个

片段，杂合型 Ｗｔ／Ｍ４则有２０４、１３９、６５ｂｐ三个片段

（图１）。

２．４　Ｍ２、Ｍ４基因型与肾癌发病风险　经遗传平衡

吻合度χ
２检验，病例组和对照组中各等位基因频率

处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（Ｐ＞０．０５），该人群

具有代表性。Ｗｔ／Ｗｔ、Ｗｔ／Ｍ２和 Ｍ２／Ｍ２３种基因

型在病例组、对照组的分布频率分别为４３．６７％、

４１．７７％、１４．５６％和４０．２９％、３４．５３％、２５．１８％，差

异无统计学意义。Ｗｔ／Ｗｔ、Ｗｔ／Ｍ４、Ｍ４／Ｍ４３种基

因型在两组间的分布频率分别为：３．１３％、４３．１３％、

５３．７５％和４．４９％、３４．６２％、６０．９０％，经统计学检

验差异无意义。校正性别后，检验显示ＣＹＰ１Ａ１基

因两个基因型在病例和对照间的分布差异无统计学

意义。具体结果见表１。

２．５　肾癌危险性的多因素非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分
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析　多因素非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，随

着年龄的增加，肾癌发生的危险性也随着增加

（ＯＲ＝１．０２５，９５％ＣＩ：１．００７～１．０４３，Ｐ＝０．００５）；携

带 Ｍ２／Ｍ２基因型者与肾癌的发生呈正相关（ＯＲ＝

２．２２５，９５％ＣＩ：１．１３４～４．３６５，Ｐ＝０．０２０）。对其他

因素的分析结果显示，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５，表２）。

表１　肾癌病例和对照组中ＣＹＰ１Ａ１基因型分布

Ｔａｂ１　ＧｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＣＹＰ１Ａ１ｉｎｒｅｎａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｊｅｃｔｓ

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
Ｃａｓｅｓａ

ｎ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（％）
Ｃｏｎｔｒｏｌｓａ

ｎ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（％）
ＯＲ（９５％ＣＩ） ＯＲａｄｊ（９５％ＣＩ）ｂ

Ｍ２

　　Ｗｔ／Ｗｔ ６９ ４３．６７ ５６ ４０．２９  

　　Ｗｔ／Ｍ２ ６６ ４１．７７ ４８ ３４．５３ １．１１６（０．６６９１．８６３） １．１２２（０．６７２１．８７４）

　　Ｍ２／Ｍ２ ２３ １４．５６ ３５ ２５．１８ ０．５３３（０．２８３１．００５） ０．５３４（０．２８４１．００６）

Ｍ４

　　Ｗｔ／Ｗｔ ５ ３．１３ ７ ４．４９  

　　Ｗｔ／Ｍ４ ６９ ４３．１３ ５４ ３４．６２ １．７８９（０．５３８５．９４９） １．８５０（０．５４９６．２３９）

　　Ｍ４／Ｍ４ ８６ ５３．７５ ９５ ６０．９０ １．２６７（０．３８８４．１４２） １．２８１（０．３９０４．２１２）

　ａ：Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｓｕｂｇｒｏｕｐｓｉｓｎｏｔｅｑｕａｌｆｏｒｔｈｅｕｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｂ：Ａｄｊｕｓｔｅｄｂｙｇｅｎｄｅｒ

表２　肾癌危险性多因素非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

Ｔａｂ２　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆａｃｔｏｒｓ

ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｉｓｋｏｆｒｅｎａｌｃａｎｃｅｒ

Ｇｒｏｕｐ β Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）

Ｓｅｘ ０．３９５ ０．１９６ １．４８４（０．８１６２．７００）

Ａｇｅ ０．０２５ ０．００５ １．０２５（１．００７１．０４３）

Ｓｍｏｋｅ ０．５５７ ０．０８２ １．７４５（０．９３２３．２６６）

Ｄｒｉｎｋ －０．１３０ ０．６９６ ０．８７８（０．４５６１．６８８）

Ｍ２Ｗｔ／Ｗｔ  ０．０６７ 
Ｍ２Ｗｔ／Ｍ２ ０．５２２ ０．１２３ １．６８６（０．８６８３．２７２）

Ｍ２Ｍ２／Ｍ２ ０．８００ ０．０２０ ２．２２５（１．１３４４．３６５）

Ｍ４Ｗｔ／Ｗｔ  ０．２１５ 
Ｍ４Ｗｔ／Ｍ４ －０．０８７ ０．８９８ ０．９１７（０．２４３３．４５３）

Ｍ４Ｍ４／Ｍ４ ０．４３９ ０．０８８ １．５５１（０．９３７２．５６７）

Ｃｏｎｓｔａｎｔ －２．５３７ ０．００１ ０．０７９

３　讨　论

　　ＣＹＰ１Ａ１多态性与肾癌易感性关系的研究目前

暂不多见，仅Ｌｏｎｇｕｅｍａｕｘ等［５］发现ＣＹＰ１Ａ１包含

至少１个突变等位基因的基因型，可显著增加肾癌

的患病风险（ＯＲ＝２．１，９５％ＣＩ＝１．１～３．９）。而其与

其他癌症的关系研究报道较多，研究结果常相互矛

盾。Ａｋｔａｓ等［６］发现 Ｍ２／Ｍ２基因型较 Ｗｔ／Ｗｔ基因

型可显著增加前列腺癌的发病风险（ＯＲ＝２．８４６，

９５％ＣＩ＝１．００４～８．０６４），这与Ｙａｎｇ等［７］在中国南

方地区汉族人群中进行的病例对照研究的结果一

致。Ｇｒａ等［８］在对慢性淋巴细胞性白血病和非霍奇

金淋巴瘤的研究中发现，慢性Ｂ淋巴细胞白血病患

者 Ｍ２、Ｍ４突变等位基因的携带率比正常人高

（ＯＲ＝１．７６，９５％ＣＩ＝１．０～３．１）。Ｙｅｈ等［９］对台湾

地区 直 肠 癌 的 患 病 风 险 研 究 结 果 显 示，携 带

ＣＹＰ１Ａ１Ｍ２／Ｍ２及其他基因型的人群能增加患病

危险性（男性：ＯＲ＝３．１，９５％ＣＩ＝１．８～５．２；女性：

ＯＲ＝３．１，９５％ＣＩ＝１．３～７．０）。ＭｃＧｒａｔｈ等［１０］在研

究ＣＹＰ１Ａ１、吸烟与子宫内膜癌的关系时并未观察

到 Ｍ２、Ｍ４基因型和患癌危险性之间有统计学意义；

Ｌｅｉｃｈｓｅｎｒｉｎｇ等［１１］采用病例对照对口腔癌研究时发

现，ＣＹＰ１Ａ１Ｍ２基因型与患病风险之间亦无显著性

差异（ＯＲ＝１．０６，９５％ＣＩ＝０．４９～２．２９）。

　　本研究结果未提示 Ｍ２、Ｍ４基因型与患肾癌风

险有相关性，导致此结果的影响因素有很多，有待进

一步探讨。多因素联合分析结果提示随着年龄的增

加，肾癌发生的危险性也随着增加，究其原因主要是

随着年龄的增长，身体各器官逐渐出现退行性改变，

机体对内外环境的适应能力逐步减低，患病危险性

相应增加［１２］；携带 Ｍ２／Ｍ２基因型者与肾癌的发生

呈正相关，目前已经证实 Ｍ２／Ｍ２基因型不仅提高酶

的活性，同时也提高了酶的诱导性，进而加速前致癌

物的活化［６］，此结果还需更多的研究来证实。

　　此外，本研究中还有一些不足之处。首先，ＰＣＲ
过程中部分样品的扩增失败可能会对实验结果产生

一定的偏倚；其次，未对ＣＹＰ１Ａ１基因不同单倍型进

行研究，缺少多个多态位点的组合分析；最后，未对

吸烟、饮酒进行定量分析，同时，也未考虑其他环境

因素的影响，其在肾癌发生中的作用有待进一步研

究。
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　　综上所述，本研究发现ＣＹＰ１Ａ１基因 Ｍ２单核

苷酸多态性可能与肾癌易感性相关，Ｍ２／Ｍ２基因型

可能是肾癌的遗传危险因素之一。肾癌是多因素疾

病，单纯的遗传因素不会引起肾癌，某些遗传因素可

以增加宿主对肾癌的易感性。相信随着科学技术的

发展，将来一定能够明确遗传因素在肾癌中的作用。
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《２００８主管护师职称考试强化训练习题集》已出版
　　本书由李春德编著，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８１１４，７５３页，１６开，定价：８５．００元。本书是根据卫生

部考试中心编写的考试大纲和考试指南，组织了多名具有多年辅导经验的老师，结合了近几年来的考试题型和考试内容编写

而成的，旨在帮助护士在晋升主管护师的考试中取得好成绩。本习题集适合参加主管护师职称考试者使用，主要内容包含内

科护理学、外科护理学、妇产科护理学、儿科护理学、护理健康教育、社区护理、医院感染护理七大部分，每部分包含有考试中的

基础知识、相关专业知识、专业知识和专业实践能力４个部分。

　　本书题量大，范围广，与考试指南编排的章节完全一致，读者在经过学习、复习、考试指导后，通过本书的题目练习可检验

复习效果。根据考试题型，本书将题型归纳为Ａ型、Ｂ型、Ｘ型题３类。Ａ型题为最佳选择题，每题只有一个最佳参考答案；Ｂ
型题即配伍题，指若干组考题共同使用５个备选答案，从中选择一个最佳答案；Ｘ型题即多重选择题，每题有多个答案。本书

每篇末备有参考答案，以便读者检验复习情况。为了配合考生最后冲刺，本书还增加了模拟试题和主管护师全真试题，考生可

最后检验复习成果，及时弥补不足。本书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。
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