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　　［摘要］　目的　探讨原发性肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）患者甲胎蛋白（αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）基因多态性与

外周血ＡＦＰ水平的相关性。方法　采用聚合酶链反应和连接酶检测反应法（ＰＣＲＬＤＲ）检测我院收治的３３５例 ＨＣＣ患者

ＡＦＰ基因多个位点多态性并检测 ＡＦＰ血清水平，运用ＳＰＳＳ１３．０软件对结果进行统计学分析。结果　ＡＦＰ 基因－２０５
Ｃ＞Ｇ位点ＧＧ基因型分布在ＡＦＰ水平≥２０和＜２０ｎｇ／ｍＬ两组间差异有统计学意义（ＧＧｖｓＣＣ：χ

２＝４．３８９，Ｐ＝０．０３６），Ｇ等

位基因分布在ＡＦＰ水平≥４００和＜４００ｎｇ／ｍＬ两组间差异有统计学意义（ＧｖｓＣ：χ
２＝４．４１０，Ｐ＝０．０３６）。ＡＦＰ 基因ｉｎｔｒｏｎ１

Ａ＞Ｔ、ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ、３′ＵＴＲＡ＞Ｇ和ｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇ基因多态性与ＡＦＰ基因表达水平无密切相关性。结论　在中国汉族人
群 ＨＣＣ患者中，ＡＦＰ基因－２０５Ｃ＞Ｇ位点Ｃ等位基因及ＣＣ基因型携带者外周血ＡＦＰ水平明显升高。
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　　甲胎蛋白（αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）是一种胚胎性肿

瘤相关蛋白，自发现至今已有５０余年的历史［１］，到目

前仍作为肿瘤尤其是肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏ

ｍａ，ＨＣＣ）临床诊断、治疗及预后判断的重要分子标记

物［２４］。近年来，与乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，

ＨＢＶ）相关肝病的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）研究受到广泛关注，某些特定的

ＳＮＰ可以通过改变基因的功能和表达影响个体对一

些疾病的易感性，具体可能在多种途径发挥作用［５］，

但有关ＡＦＰ基因的ＳＮＰ与 ＨＢＶ相关肝病易感性的

研究相对较少。由于 ＡＦＰ在外周血的表达水平与

ＨＣＣ有重要关联，本研究着重分析ＡＦＰ基因多态性
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与ＨＣＣ患者外周血ＡＦＰ水平的相关性。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选取２００８年１２月至２０１２年１２
月在第二军医大学东方肝胆外科医院接受治疗的因

ＨＢＶ感染引发的原发性 ＨＣＣ患者，入选标准：患者

的ＨＢＶ相关 ＨＣＣ诊断基于血清 ＨＢＶ标记物检测

和肝组织病理学诊断确诊，均排除其他肝炎病毒感

染和酒精、药物等其他原因引起的原发性 ＨＣＣ的可

能。共３３５例，其中男性３０１例，女性３４例；年龄

２１～７８岁，平均（４９．７±９．８）岁；ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＡ 级

３２６例，Ｂ级９例；ＴＮＭ 分期Ⅰ期１６５例，Ⅱ期５９
例，Ⅲ期１０９例，Ⅳ期２例；其中２９８例（８９．０％）合

并有不同程度肝硬化。入选患者符合肝癌人群的一

般分布特征。选取１７６例健康体检者作为对照，其

中男性１４０例，女性３６例，年龄２５～７４岁，平均年

龄（５２．８１±８．０７）岁。两组研究对象样本量足够

（Ｐｏｗｅｒ＞０．８），其实验室特征见表１。

表１　肝癌患者和健康对照实验室指标比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａｂｅｔｗｅｅｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ＝１７１）

ＨＣＣ
（ｎ＝３３５）

Ｌｏｇ１０ＨＢＶＤＮＡ ４．２９±１．５３

ＡＳＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ２３．６０±１１．４７ ５１．３２±３６．６６

ＡＬＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ２３．０４±１４．２５ ５２．７１±５０．３９

γＧＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ３３．１３±２０．２７ １１３．５１±１０９．６９

ＡＬＢρＢ／（ｇ·Ｌ－１） ４７．６３±２．５３ ４１．２０±４．１２

ＴＢＩＬｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） １２．９６±１２．６３ １４．９８±８．７３

ＴＰρＢ／（ｇ·Ｌ－１） ７６．０３±４．０７ ７２．７４±６．５９

ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ３．２９±１．４７ １９２１．３１±２３４１．５３

ＰＴｔ／ｓ １２．１９±０．９８

　ＨＢＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；γＧＴ：γＧｌｕｔａｍｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＬＢ：Ａｌｂｕｍｉｎ；ＴＢＩＬ：Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ＴＰ：

Ｔｏｔａｌｓｅｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎ；ＡＦＰ：αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＰＴ：Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ

ｔｉｍｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

１．２　ＡＦＰ基因多态性分析　抽取研究对象全血５

ｍＬ，以 ＥＤＴＡ 抗凝，采用 ＤＮＡ 全血抽提试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ公司）提取基因组ＤＮＡ。应用连接酶检测

反应（ｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｅａｃｔｉｏｎ，ＬＤＲ）分型方法
［６］检

测ＡＦＰ基因－２０５Ｃ＞Ｇ（ｒｓ６８３４０５９）、ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞

Ｔ（ｒｓ３７９６６７８）、ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ （ｒｓ２２９８８３９）、３′ＵＴＲ

Ａ＞Ｇ（ｒｓ１００２０４３２）和ｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇ（ｒｓ４６４０６３８）［７］

基因型。以全血提取物为模板进行ＰＣＲ反应，引物

序列见表２，特异性检测探针序列见表３，由上海复

星医学科技发展有限公司设计合成。反应体系

（２０μＬ）：模板（全血提取基因组 ＤＮＡ）５０ｎｇ，Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶１Ｕ，１×缓冲液２μＬ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ

２μＬ，５０ｐｍｏｌ／μＬ引物０．４μＬ，３ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２

０．６μＬ。反应条件：９５℃变性１５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ、

５９℃９０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃ 延伸１０

ｍｉｎ。ＬＤＲ反应体系（１０μＬ）：模板（ＰＣＲ 产物）２

μＬ，ＴａｑＤＮＡ 连接酶２Ｕ，１×缓冲液１μＬ，１２．５

ｐｍｏｌ／μＬ各识别探针１μＬ。反应条件：９５℃２ｍｉｎ；

９４℃１５ｓ、５０℃２５ｓ，３０个循环。ＰＣＲＬＤＲ产物使

用 ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７７ＤＮＡＳｅｑｕｅｎｃｅｒ进行检测，用

Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ软件进行数据分析，由上海复星医学科

技发展有限公司提供技术支持。

１．３　血清 ＡＦＰ水平检测方法及分组方法　血清

ＡＦＰ检测采用德国罗氏诊断有限公司 ＭＯＤＵＬＡＲ

ＡＮＡＬＹＴＩＣＳＥ１７０电化学发光法及配套ＡＦＰ定量

测定试剂盒检测。根据文献资料［８１０］将血清ＡＦＰ水

平按＜２０、≥２０，＜２００、≥２００，＜４００、≥４００ｎｇ／ｍＬ
进行分层分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

学分析，多组间样本均数的比较采用方差分析，两组

均数的比较采用独立样本ｔ检验，基因频率采用基

因计数法计算，组间基因型及等位基因频率的比较

及ＯＲ值计算采用χ
２检验及风险评估。检验水准

（α）为０．０５。

表２　引物序列

Ｔａｂ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｓｉｔｅ Ｕｐｓｔｒｅａｍ（５′３′）　　 Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ（５′３′）　　
　ｒｓ６８３４０５９ ＴＴＧＴＧＴＧＣＣＴＧＧＣＡＴＡＴＧＡＴ ＡＧＣＴＣＴＴＴＧＧＧＧＣＡＧＡＡＡＡ

　ｒｓ３７９６６７８ ＴＴＴＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＧＧＡＡＴＡＡＴＡＡＡＴ ＴＣＣＡＣＣＡＣＴＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＡ

　ｒｓ２２９８８３９ ＣＡＧＡＡＡＣＴＡＧＴＣＣＴＧＧＡＴＧＴＧＧ ＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧＴＣＡＡＡＣＡＡＣＣＴＴＣ

　ｒｓ１００２０４３２ ＴＣＣＡＡＡＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＴＣＣＡＡ ＡＡＡＴＧＣＣＣＴＧＧＴＡＧＣＡＴＣＡＡ

　ｒｓ４６４０６３８ ＣＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣＴＴＴＴＧＡＴＴＣＣ ＣＡＣＣＴＡＴＧＧＴＴＴＧＣＴＧＣＴＡＡＧＡ



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第６期．吉　强，等．原发性肝癌患者甲胎蛋白基因多态性与其在外周血中表达水平的相关性 ·６０５　　 ·

表３　 探针序列

Ｔａｂ３　Ｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｓｉｔｅ Ｐｒｏｂｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｒｓ６８３４０５９ Ｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｂｅ ＰＡＴＧＡＣＴＴＧＴＣＣＣＴＡＡＧＴＴＧＣＡＧＡＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＦＡＭ

Ｃｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＣＣＴＣＡＡＡＣＴＡＣＡＧＡＡＴＡＴＴＣＡＡＡＧＡＧ

Ｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＣＴＣＡＡＡＣＴＡＣＡＧＡＡＴＡＴＴＣＡＡＡＧＡＣ

ｒｓ３７９６６７８ Ｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｂｅ ＰＡＴＴＴＴＧＴＧＴＴＴＴＴＣＴＴＧＴＣＴＴＴＴＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＦＡＭ

Ａｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＧＡＡＡＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＴＡＧＧ

　　ＴＧＡＧＡＴ

Ｔｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＧＡＡＡＴＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＴＡ

　　ＧＧＴＧＡＧＡＡ

ｒｓ２２９８８３９ Ｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｂｅ ＰＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＴＣＣＡＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＦＡＭ

Ａｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＡＴＴＴＴＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＡＣＴＣＴ

Ｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＡＴＴＴＴＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＡＣＴＣＣ

ｒｓ１００２０４３２ Ｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｂｅ ＰＡＡＣＣＡＡＣＡＣＴＴＡＡＴＧＣＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＦＡＭ

Ａｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＣＴＴＧＧＡＴＡＧＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＣＴＡＴＡＡＴ

Ｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＣＴＴＧＧＡＴＡＧＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＣＴＡＴＡＡＣ

ｒｓ４６４０６３８ Ｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｂｅ ＰＴＧＴＣＡＣＴＧＡＴＣＡＧＡＣＡＣＴＡＡＴＣＴＴＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＦＡＭ

Ａｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＧＡＡＴＴＡＧＴＡＴＡＴＧＧＴ

Ｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＧＡＡＴＴＡＧＴＡＴＡＴＧＧＣ

２　结　果

２．１　ＡＦＰ基因５个位点各基因型及等位基因分布

总体情况　被测人群基因位点各基因型及等位基因

频率分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＞０．０５），

各基因型及等位基因频率在两组间分布差异无统计

学意义。ＡＦＰ基因５个位点各基因型及等位基因

分布总体情况见表４。

２．２　ＡＦＰ基因５个位点基因型及等位基因在ＡＦＰ
不同水平的分布　ＡＦＰ基因－２０５Ｃ＞Ｇ位点基因型

及等位基因在不同ＡＦＰ水平人群中的分布见表５，以

正常健康人ＡＦＰ基因－２０５Ｃ＞Ｇ位点常见ＣＣ基因

型和 Ｃ等位基因型作为参照，在 ＡＦＰ水平≥２０

和＜２０ｎｇ／ｍＬ分组中，ＧＧ基因型分布在两组间差异

有统计学意义（ＧＧｖｓＣＣ：χ
２＝４．３８９，Ｐ＝０．０３６），其他

均无统计学意义；在ＡＦＰ水平≥２００和＜２００ｎｇ／ｍＬ分

组中，ＧＧ基因型及Ｇ等位基因分布在两组间差异均无

统计学意义；在ＡＦＰ水平≥４００和＜４００ｎｇ／ｍＬ分组

中，Ｇ等位基因分布在两组间差异有统计学意义（Ｇｖｓ

Ｃ：χ
２＝４．４１０，Ｐ＝０．０３６），其他均无统计学意义。其他

４个位点ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ（ｒｓ２２９８８３９）、ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞Ｔ
（ｒｓ３７９６６７８）、３′ＵＴＲＡ＞Ｇ（ｒｓ１００２０４３２）和ｉｎｔｒｏｎ２

Ａ＞Ｇ（ｒｓ４６４０６３８）基因型及等位基因在不同ＡＦＰ水

平人群中的分布见表６，这４个位点基因型及等位基

因在ＡＦＰ不同水平（＜２０、≥２０；＜２００、≥２００；＜４００、

≥４００ｎｇ／ｍＬ）分布均无统计学意义。
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表４　ＡＦＰ基因５个位点基因型及等位基因分布情况

Ｔａｂ４　Ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆ５ＡＦＰｇｅｎｅｓｉｔｅｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

ｎ（％）

Ｓｉｔｅ Ｇｒｏｕｐ Ｎ
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

１ ２ ３
Ａｌｌｅｌｅ

１ ２

ＣＣ ＣＧ ＧＧ Ｃ Ｇ

－２０５Ｃ＞Ｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ １７０ ９３（５４．７） ６７（３９．４） １０（５．９） ２５３（７４．４） ８７（２５．６）

ＨＣＣ ３０１ １４８（４９．２） １３１（４３．５） ２２（７．３） ４２７（７０．９） １７５（２９．１）

ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

Ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ １７６ １７（９．７） ７９（４４．９） ８０（４５．５） １１３（３２．１） ２３９（６７．９）

ＨＣＣ ３０１ ３０（１０．０） １４４（４７．８） １２７（４２．２） ２０４（３３．９） ３９８（６６．１）

ＡＡ ＡＴ ＴＴ Ａ Ｔ

Ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞Ｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ １７５ ３１（１７．７） ８２（４６．９） ６２（３５．４） １４４（４１．１） ２０６（５８．９）

ＨＣＣ ３００ ６２（２０．７） １４５（４８．３） ９３（３１．０） ２６９（４４．９） ３３１（５５．１）

ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

３′ＵＴＲＡ＞Ｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ １７５ １６（９．１） ８１（４６．３） ８１（４４．６） １１３（３２．３） ２３７（６７．７）

ＨＣＣ ３０１ ３４（１１．３） １４１（４６．８） １２６（４１．９） ２０９（３４．７） ３９３（６５．３）

ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

Ｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ １６９ ９（５．３） ７２（４２．６） ８８（５２．１） ９０（２６．６） ２４８（７３．４）

ＨＣＣ ３００ ２３（７．７） １２４（４１．３） １５３（５１．０） １７０（２８．３） ４３０（７１．７）

　ＡＦＰ：αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ

表５　不同ＡＦＰ水平的患者ＡＦＰ基因－２０５Ｃ＞Ｇ位点基因型及等位基因分布

Ｔａｂ５　ＧｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＡＦＰｇｅｎｅ－２０５Ｃ＞Ｇｓｉｔｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｒｕｍＡＦＰｌｅｖｅｌｓ

ｎ（％）

ＡＦＰ Ｎ
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ＧＧ ＣＧ ＣＣ
Ａｌｌｅｌｅ

Ｇ Ｃ

≥２０ｎｇ／ｍＬ ２０８ １０（４．８） ９７（４６．６） １０１（４８．６） １１７（２８．１） ２９９（７１．９）

＜２０ｎｇ／ｍＬ ９３ １２（１２．９） ３４（３６．６） ４７（５０．５） ５８（３１．２） １２８（６８．８）

Ｐ ０．０３６ ０．２８７ ＲＥＦ ０．４４５ ＲＥＦ

ＯＲ（９５％ＣＩ） ０．３９（０．１６０．９６） １．３３（０．７９２．２４） ０．８６（０．５９１．２６）

≥２００ｎｇ／ｍＬ １６０ ８（５．０） ６８（４２．５） ８４（５２．５） ８４（２６．３） ２３６（７３．８）

＜２００ｎｇ／ｍＬ １４１ １４（９．９） ６３（４４．７） ６４（４５．４） ９１（３２．３） １９１（６７．７）

Ｐ ０．０７３ ０．４１７ ＲＥＦ ０．１０５ ＲＥＦ

ＯＲ（９５％ＣＩ） ０．４４（０．１７１．１０） ０．８２（０．５１１．３２） ０．７５（０．５３１．０６）

≥４００ｎｇ／ｍＬ １３７ ７（５．１） ５４（３９．４） ７６（５５．５） ６８（２４．８） ２０６（７５．２）

＜４００ｎｇ／ｍＬ １６４ １５（９．１） ７７（４７．０） ７２（４３．９） １０７（３２．６） ２２１（６７．４）

Ｐ ０．０８７ ０．０９０ ＲＥＦ ０．０３６ ＲＥＦ

ＯＲ（９５％ＣＩ） ０．４４（０．１７１．１５） ０．６６（０．４１１．０７） ０．６８（０．４８０．９８）

　ＡＦＰ：αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＲＥＦ：Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

３　讨　论

ＡＦＰ是 ＨＣＣ发生发展过程中特异表达的蛋

白，有研究表明其具有复杂的生物学功能［１１］。ＡＦＰ

是目前临床唯一广泛使用的 ＨＣＣ诊断血清肿瘤标

记物，ＡＦＰ用于 ＨＣＣ高危人群的普查和筛查，使部

分患者的术后生存期和预后有了提高［１２］。由于

ＡＦＰ基因表达水平与 ＨＣＣ有着重要关联，ＡＦＰ的

ＳＮＰ与 ＨＣＣ易感性相关研究也成为热点。目前研

究多集中在ＡＦＰ基因表达启动调控区域。Ｔｏｙｏｔａ
等［１３］使用ＲＦＬＰ标记ＤＮＡ技术发现ＡＦＰ在２５个

日本患者 ｃＤＮＡ 克隆中存在多态性。Ｉｇａｒａｓｈｉ

等［１４］从４例患者配对 ＨＣＣ组织、癌旁组织、肝纤维

化组织及外周血白细胞研究中发现，近ＡＦＰ基因启

动子区域的两个位点多态性与 ＨＣＣ中ＡＦＰ 基因

再次表达无关，但是同时也提示ＡＦＰ基因存在基因
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多态性现象。随着新的检测方法出现和ＳＮＰ概念

的明确，Ｃｈｅｎ等［１５］在对ＡＦＰ 基因ＳＮＰ进行分析

时，发现其启动子区域 －３３０、－４０１和－６９２三个

位点多态性造成ＡＦＰ 基因血清表达水平的显著改

变，并且－６９２位点的基因多态性与 ＨＣＣ易感性具

有相关性。而Ｓｕｒｉａｐｒａｎａｔａ等［７］研究了印度尼西亚

人群中ＡＦＰ 基因上４７个ＳＮＰｓ后，发现有６个

ＳＮＰｓ 与 ＨＣＣ 及 肝 纤 维 化 相 关，其 中 １ 个

（ｒｓ６８３４０５９）位于基因启动子区域、４个（ｒｓ３７９６６７８、

ｒｓ３７９６６７７、ｒｓ３７９６６７６和ｒｓ２８５３２５１８）位于第一内含

子区域，１个（ｒｓ４６４０６３８）位于第二内含子区域。

ｒｓ６８３４０５９的ＧＧ基因型与ＨＣＣ和肝纤维化的低发

生率有相关性（Ｐ＝０．００２５，Ｐ＝０．００２６），而

ｒｓ３７９６６７８的 ＡＡ基因型，ｒｓ３７９６６７７、ｒｓ３７９６６７６和

ｒｓ２８５３２５１８的ＴＴ基因型，ｒｓ４６４６０３８的ＧＡ基因型

与 ＨＣＣ有相关性（Ｐ＝０．０００５，Ｐ＝０．０００１，Ｐ＝

０．０００５，Ｐ ＝０．０００２，Ｐ ＝０．０１２２）。此 外，

Ｓｕｒｉａｐｒａｎａｔａ等
［７］还发现ｒｓ６８３４０５９基因多态性在

ＨＣＣ和肝纤维化病例组都存在 ＧＧ基因型携带者

ＡＦＰ血清水平低于ＣＣ和ＣＧ基因型携带者（ＧＧｖｓ

ＣＣ：Ｐ＝０．０２８，Ｐ＝０．０８２和ＧＧｖｓＣＧ：Ｐ＝０．０１１，

Ｐ＝０．０１７），这也同该基因型与疾病相关性结果相

吻合，且进一步研究发现两个位于第七内含子和３′

ＵＴＲ区域的ＳＮＰｓ（ｒｓ２２９８８３９和ｒｓ１００２０４３２）与肝

纤维化易感性相关，从而提示ＡＦＰ基因遗传变异与

印度尼西亚人群 ＨＣＣ和肝纤维化具有相关性。

表６　不同ＡＦＰ水平的患者ＡＦＰ基因ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ、ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞Ｔ、３′ＵＴＲＡ＞Ｇ（ｒｓ１００２０４３２）和

ｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇ（ｒｓ４６４０６３８）基因型及等位基因的分布

Ｔａｂ６　ＧｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＡＦＰｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ，ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞Ｔ，３′ＵＴＲ

Ａ＞Ｇａｎｄｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇｓｉｔｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｒｕｍＡＦＰｌｅｖｅｌｓ

ｎ（％）

Ｓｉｔｅ
ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

＜２０ ≥２０
ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

＜２００ ≥２００
ＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

＜４００ ≥４００
Ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｎ＝９３ Ｎ＝２０８ Ｎ＝１４１ Ｎ＝１６０ Ｎ＝１６４ Ｎ＝１３７

　ＡＡ １３（１４．０） １７（８．２） １６（１１．３） １４（８．８） １８（１１．０） １２（８．８）

　ＡＧ ３８（４０．９） １０６（５１．０） ６８（４８．２） ７６（４７．５） ８１（４９．４） ６３（４６．０）

　ＧＧ ４２（４５．１） ８５（４０．９） ５７（４０．４） ７０（４３．８） ６５（３９．６） ６２（４５．３）

Ａｌｌｅｌｅ

　Ａ ６４（３３．７） １４０（３３．７） １００（３５．５） １０４（３２．５） １１７（３５．７） ８７（３１．８）

　Ｇ １２２（６６．３） ２７６（６６．３） １８２（６４．５） ２１６（６７．５） ２１１（６４．３） １８７（６８．２）

Ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞Ｔ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｎ＝７９ Ｎ＝１８１ Ｎ＝１１９ Ｎ＝１４１ Ｎ＝１３９ Ｎ＝１２１
　ＡＡ １２（１５．２） １０（５．５） １４（１１．８） ８（５．７） １５（１０．８） ７（５．８）

　ＡＴ ３５（４４．３） １１０（６０．８） ６１（５１．３） ８４（５９．６） ７３（５２．５） ７２（５９．５）

　ＴＴ ３２（４０．５） ６１（３３．７） ４４（３７．０） ４９（３４．８） ５１（３６．７） ４２（３４．７）

Ａｌｌｅｌｅ

　Ａ ５９（３７．３） １３０（３５．９） ８９（３７．４） １００（３５．５） １０３（３７．１） ８６（３５．５）

　Ｔ ９９（６２．７） ２３２（６４．１） １４９（６２．６） １８２（６４．５） １７５（６２．９） １５６（６４．５）

３′ＵＴＲＡ＞Ｇ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｎ＝９３ Ｎ＝２０８ Ｎ＝１４１ Ｎ＝１６０ Ｎ＝１６４ Ｎ＝１３７
　ＡＡ １３（１４．０） ２１（１０．１） １６（１１．３） １８（１１．３） １８（１１．０） １６（１１．７）

　ＧＧ ３９（４１．９） １０２（４９．０） ６８（４８．２） ７３（４５．６） ８１（４９．４） ６０（４３．８）

　ＧＧ ４１（４４．１） ８５（４０．９） ５７（４０．４） ６９（４３．１） ６５（３９．６） ６１（４４．５）

Ａｌｌｅｌｅ

　Ａ ６５（３４．９） １４４（３４．６） １００（３５．５） １０９（３４．１） １１７（３５．７） ９２（３３．６）

　Ｇ １２１（６５．１） ２７２（６５．４） １８２（６４．５） ２１１（６５．９） ２１１（６４．３） １８２（６６．４）

Ｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｎ＝９３ Ｎ＝２０７ Ｎ＝１４１ Ｎ＝１５９ Ｎ＝１６４ Ｎ＝１３６
　ＡＡ １２（１２．９） １１（５．３） １４（９．９） ９（５．７） １５（９．２） ８（５．９）

　ＡＧ ３３（３５．５） ９１（４４．０） ６０（４２．６） ６４（４０．２） ７４（４５．１） ５０（３６．８）

　ＧＧ ４８（５１．６） １０５（５０．７） ６７（４７．５） ８６（５４．１） ７５（４５．７） ７８（５７．３）

Ａｌｌｅｌｅ

　Ａ ５７（３０．１） １１３（２７．６） ８８（３０．９） ８２（２６．６） １０４（３１．５） ６６（２５．２）

　Ｇ １２９（６９．９） ３０１（７２．４） １９４（６９．１） ２３６（７３．４） ２２４（６８．５） ２０６（７４．８）

　ＡＦＰ：αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ
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　　根据文献报道的ＡＦＰ基因多态性［７］，我们针对

中国汉族人群患者选取了－２０５Ｃ＞Ｇ、ｉｎｔｒｏｎ１Ａ＞

Ｔ、ｉｎｔｒｏｎ７Ａ＞Ｇ、３′ＵＴＲＡ＞Ｇ和ｉｎｔｒｏｎ２Ａ＞Ｇ５

个位点检测其基因型。我们将所选ＡＦＰ 基因５个

位点基因多态性按 ＡＦＰ水平分层分析，发现－２０５

Ｃ＞Ｇ位点基因型分布在 ＡＦＰ水平阴性（＜２０ｎｇ／

ｍＬ）和阳性（≥２０ｎｇ／ｍＬ）两个分组间差异有统计

学意义（ＧＧｖｓＣＣ：Ｐ＝０．０３６）；另外该位点风险基

因型分布在ＡＦＰ水平低水平（＜４００ｎｇ／ｍＬ）和高

水平（≥４００ｎｇ／ｍＬ）两个分组中差异有统计学意义

（ＧＧ＋ＧＣｖｓＣＣ：Ｐ＝０．０４６），并且该位点携带Ｇ等

位基因在 ＡＦＰ水平低水平（＜４００ｎｇ／ｍＬ）和高水

平（≥４００ｎｇ／ｍＬ）两个分组分布差异有统计学意义

（ＧｖｓＣ：χ
２＝４．４１０，Ｐ＝０．０３６）。ＡＦＰ 基因－２０５

Ｃ＞Ｇ位点多态性与ＡＦＰ血清水平相关性研究结果

同Ｓｕｒｉａｐｒａｎａｔａ等［７］研究结果一致。虽然该位点

ＧＧ基因型及Ｇ等位基因在 ＡＦＰ≥２００ｎｇ／ｍＬ与

ＡＦＰ＜２００ｎｇ／ｍＬ两个水平间差异均无统计学意义

（ＧＧｖｓＣＣ：χ
２＝３．２０８，Ｐ＝０．０７３；ＧｖｓＣ：χ

２＝

３．８４８，Ｐ＝０．０５），但是从数据中可看出有此趋势并

接近有统计学意义。同时我们根据样本的临床及病

理资料参照ＴＮＭ 标准进行分层分析，未发现以上

位点基因多态性与ＨＣＣ的进展具有相关性（资料未

显示）。我们的研究表明，ＡＦＰ基因－２０５Ｃ＞Ｇ位

点多态性与 ＨＣＣ患者 ＡＦＰ血清水平存在相关性，

ＨＣＣ患者中携带ＡＦＰ 基因－２０５Ｃ＞Ｇ位点 ＧＧ

型的较ＣＣ型的 ＡＦＰ血清水平显著降低。我们通

过ＪＡＳＰＡＲ软件在线预测－２０５Ｃ＞Ｇ位点所在序

列与转录因子的结合能力，结果发现该位点涉及

ＭａｆＦ和 ＭａｆＫ因子的结合位点（资料未显示）。这

两者都是 Ｍａｆ蛋白家族成员的小 Ｍａｆ蛋白，可以和

其他转录因子（如ｊｕｎｌｏｓ）形成二聚体来发挥调控作

用，激活特定基因的表达［１６１７］。当该位点为Ｇ等位

基因时，未得到能与任何转录因子结合序列匹配的

预测结果，因此我们推测由于－２０５位点的Ｃ＞Ｇ变

异，使得涉及序列失去或降低与 Ｍａｆ因子的结合能

力，从而消减了其转录激活作用，使得ＡＦＰ基因表

达量降低。ＡＦＰ一直作为肿瘤尤其是 ＨＣＣ的重要

分子标记物用于临床诊断、治疗及预后判断，但是

ＡＦＰ仅在８０％左右成人 ＨＣＣ患者血清中升高，也

就是说还有２０％左右的 ＨＣＣ患者 ＡＦＰ水平低于

ｃｕｔｏｆｆ值或升高不明显。有文献报道部分 ＨＣＣ患

者直到晚期ＡＦＰ水平仍呈现阴性［１８］。这部分ＡＦＰ

水平低于ｃｕｔｏｆｆ值或升高不明显的 ＨＣＣ患者是否

由携带ＡＦＰ 基因－２０５Ｃ＞Ｇ位点为 ＧＧ型所引

起？这也启发我们在今后的研究中将进行 ＡＦＰ水

平阴性或升高不明显的 ＨＣＣ患者与ＡＦＰ 基因－

２０５Ｃ＞Ｇ位点多态性相关性研究和该位点功能学

研究，进一步探讨其内在作用机制。本研究中我们

未发现ＡＦＰ基因其他位点多态性与ＡＦＰ水平的关

系中有统计学意义，未来研究中我们将采取扩大样

本等方式继续进行研究分析，并结合随访、疗效等各

种信息，充分阐述ＡＦＰ 基因多态性在 ＨＣＣ发生、

发展中的作用及对疾病预后的价值。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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