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转化生长因子β１基因多态性与乙型肝炎病毒慢性

感染发展至肝细胞癌风险的相关研究
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（武汉市医疗救治中心检验科，武汉４３００２３）

　　摘　要：目的　探讨转化生长因子β１基因多态性与乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）慢性感染发展至肝细胞癌风险的关系。方法　随

机纳入１２０例 ＨＢＶ慢性感染患者（病例组）和１００例与病例组性别、年龄相匹配的健康者（对照组），并将病例组分为非肝癌组和

肝癌组。采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性分析法检测各组ＴＧＦβ１基因多态性（Ｔ２９Ｃ）并结合ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平进

行比较分析。结果　携带基因型ＣＣ发生肝癌的风险较携带基因型 ＴＴ显著降低（犗犚＝０．３１７，９５％犆犐＝０．１１０～０．９１３，犘＝

０．０３３；犗犚＝２８４，９５％犆犐＝０．０９３～０．８６６，犘＝０．０２７）。携带等位基因Ｃ较等位基因Ｔ发生肝癌的风险显著降低（犗犚＝０．５７０，

９５％犆犐＝０．３４１～０．９５３，犘＝０．０３２；犗犚＝０．５４８，９５％犆犐＝０．３２０～０．９３６，犘＝０．０２８）。肝癌组中携带基因型ＣＣ的患者ＴＧＦβ１

ｍＲＮＡ水平较低。结论　ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ多态性可能与 ＨＢＶ慢性感染进展至肝细胞癌风险有关。
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　　转化生长因子（ｔｒａｎｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）包括两种

多肽类生长因子，即ＴＧＦα和 ＴＧＦβ。ＴＧＦβ属于多功能蛋

白质，参与人体多种细胞的生长、分化和凋亡，并具有调节免疫

的功能［１］。ＴＧＦβ主要包括３种亚型，即ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２和

ＴＧＦβ３。ＴＧＦβ１是１９８４年发现的一种多肽性细胞生长调节

因子，属于分泌性多肽因子，参与调节细胞的生长、分化、迁移。

近年来，研究发现ＴＧＦβ１对多种肿瘤的发生、发展起重要作

用［２４］。

在中国，原发性肝癌是临床上常见的恶性肿瘤，其发病率

位于恶性肿瘤第５位、病死率位于第２位。全世界每年新发病

例约为６０万例，而我国为原发性肝癌的高发区域，每年新发病

例占世界新发病例总数的５０％以上。在我国，乙型肝炎病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是引起原发性肝癌的重要原

因［５６］。正常肝细胞中ＴＧＦβ１含量较低，研究发现ＴＧＦβ１参

与肝病理损伤过程，是导致肝纤维化、肝癌的重要因素［７］。

ＴＧＦβ１基因可能影响ＴＧＦβ１的表达而影响其生理功能，本

文旨在通过分析比较健康者、ＨＢＶ慢性感染而未发生肝癌的

患者及 ＨＢＶ慢性感染引起肝癌发生的患者之间ＴＧＦβ１基因

Ｔ２９Ｃ多态性情况，探讨ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ多态性对 ＨＢＶ慢

性感染进展为肝癌风险的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取１２０例２０１１年１月至２０１２年１月

到武汉医疗救治中心就诊的 ＨＢＶ慢性感染患者，纳入者诊断

均符合２０００年中华医学会制定的《病毒性肝炎防治方案》中的

诊断标准，并排除其他肝脏疾病如丙型肝炎病毒感染、酒精肝、

脂肪肝等。纳入研究的１２０例 ＨＢＶ慢性感染患者分为两组：

即肝癌（狀＝４２例）和非肝癌组（狀＝７８）。原发性肝癌的诊断依

靠临床指标和影像学诊断（包括超声、ＣＴ、ＭＲＩ）或病理学诊

断。选取１００例性别、年龄与病例组相匹配的健康者作为对照

组。收集记录病例组和对照组肝功能指标，包括总胆红素（ｔｏ

ｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ）、总蛋白（ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ）、清蛋白／球蛋白比值 Ａ／

Ｇ、丙氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、

碱性磷酸酶（ＡＬＰ）。本研究通过本院医学伦理委员会认可，所

有研究对象均签发知情同意书。
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１．２　聚合酶链反应限制性片段长度多态性分析（ＰＣＲ

ＲＦＬＰ）鉴定基因型

１．２．１　外周血ＤＮＡ抽取　用ＥＤＴＡ抗凝采血管抽取２ｍＬ

外周静脉血，采用血液基因组提取试剂盒（天根）提取ＤＮＡ，使

用紫外可见光光度计检测ＤＮＡ浓度，ＤＮＡ浓度调到２０ｎｇ／

μＬ，２０℃保存。

１．２．２　引物设计　正向引物：５′ＧＡＣＣＡＴＧＡＣＣＣＴＣＣＡ

ＣＡＣＣＡＡＡＧＧＡＴＣ３′，反向引物：５′ＡＣＣＧＴＡＧＡＣＣＴＧ

ＣＧＣＧＴＴＧ３′。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　本研究ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）如下：２０ｎｇ

ＤＮＡ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ及ＴｒａｎｓＦａｓｔＴａｑ

ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、０．３μｍｏｌ／Ｌ引物。扩增条件设置：９４℃５

ｍｉｎ预变性；９５℃５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃９ｓ，共３５个循环；延

伸７２℃７ｍｉｎ。

１．２．４　基因位点鉴定　ＰＣＲ扩增后，取５μＬ的ＰＣＲ产物，和

１μＬ的犅犪犿ＨＩ酶３０℃孵育２ｈ后用３．５％的琼脂糖凝胶电

脉确定基因型。基因型ＣＣ出现１９７ｂｐ的条带，基因型ＴＴ出

现２２０ｂｐ的条带，基因ＴＣ出现１９７ｂｐ和２２０ｂｐ两条条带。

１．２．５　基因鉴定质量控制　随机抽取１０％的标本进行ＤＮＡ

测序，测序结果要与ＰＣＲＲＦＬＰ鉴定结果１００％一致。

１．３　反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）测定 ｍＲＮＡ　用Ｔｒｉｚｏｌ

法提取外周血单核细胞的总ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ，反应体系

（１０μＬ）：１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、１ＵＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、１μｍｏｌ／Ｌ引物、

２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ。ＴＧＦβ１引物设计，正向引物：ＧＧＧＡＣＴ

ＡＴＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡ，反向引物：ＣＣＴＣＣＴＴＧＧＣＧＴ

ＡＧＴＡＧＴＣＧ。以βＡｃｔｉｎ为内参，引物设计，正向引物：ＣＡＣ

ＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴ，反向引物：ＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴ

ＡＣＴＣＣＴ。ＰＣＲ条件：９５℃２ｍｉｎ预变性；９４℃４５ｓ，６６℃

（ＴＧＦβ１）或６０℃（βＡｃｔｉｎ）４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共４０个循环；延

伸７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物在２％琼脂糖凝胶中电泳，ＴＧＦβ１

和βＡｃｔｉｎ的ＰＣＲ产物长度分别为２３９ｂｐ和３１８ｂｐ。利用

ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统分析ＴＧＦβ１产物和对应的βＡｃｔｉｎ

产物的灰度值比值，以灰度值比值表示ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据分析处理，

使用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验判断纳入样本的代表性，使用

卡方检验比较各组基因型，采用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归评估风险，以比

值比（犗犚）及９５％可信区间（犆犐）表示相对危险度，采用配对狋

检验比较 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ 水平。犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　一般特征　对照组（狀＝１００）平均年龄（５６．２±５．６）岁，其

中男性７５例（７５．０％）；病例组分为非肝癌组和肝癌组，非肝癌

组（狀＝７８）平均年龄（５５．７±６．７）岁，其中男性５７例（７３．１％）；

肝癌组（狀＝４２）平均年龄（５７．２±３．４）岁，其中男性３２例

（７６．２％）。比较３组肝功能指标，结果发现：病例组总胆红素、

ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ显著高于对照组，Ａ／Ｇ显著低于对照组，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　ＴＧＦβ１基因 Ｔ２９Ｃ多态性分布　对照组和病例组的

ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ多态性分布见表２，各组基因型和等位基因

频率分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律。如表２所示，ＨＢＶ

慢性感染发展至肝癌的患者（肝癌组）与对照组和 ＨＢＶ慢性

感染对照组（非肝癌组）比较发现携带基因型ＣＣ发生肝癌的

风险较携带基因型 ＴＴ 显著降低（犗犚＝０．３１７，９５％犆犐＝

０．１１０～０．９１３，犘＝０．０３３；犗犚＝０．２８４，９５％犆犐＝０．０９３～

０．８６６，犘＝０．０２７）。携带等位基因Ｃ较等位基因Ｔ发生肝癌

的风险显著降低（犗犚＝０．５７０，９５％犆犐＝０．３４１～０．９５３，犘＝

０．０３２；犗犚＝０．５４８，９５％犆犐＝０．３２０～０．９３６，犘＝０．０２８）。

表１　　纳入研究对象的一般情况

项目
对照组

（狀＝１００）

非肝癌组

（狀＝７８）

肝癌组

（狀＝４２）

年龄（岁） ５６．２０±５．６０ ５５．７０±６．７０ ５７．２０±３．４０

男性［狀（％）］ ７５（７５．０％） ５７（７３．１％） ３２（７６．２％）

总胆红素（ｍｇ／ｄＬ） ０．３５±０．０５ １．１０±０．３２ １．１２±０．２０

总蛋白（ｇ／ｄＬ） ７．２０±０．０１ ７．１９±０．１５ ７．１５±０．２０

Ａ／Ｇ ２．０６±０．０５ １．４３±０．１３ １．１４±０．３２

ＡＳＴ（ＩＵ／Ｌ） １５．５０±０．３４ ７９．２３±９．４５ ８０．１２±３．２４

ＡＬＴ（ＩＵ／Ｌ） １２．６３±０．７８ １５６．３２±７６．４５ １３２．４５±４５．２９

ＡＬＰ（ＩＵ／Ｌ） １４４．３４±４．６７ ２８５．５１±４６．２３ ２６４．３０±３８．２１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

表２　　病例组和对照组ＴＧＦβ１基因多态性的基因型和等位基因频率

项目
基因型

ＴＴ ＴＣ ＣＣ

等位基因型

Ｔ Ｃ

对照组（狀＝１００） １７ ５０ ３３ ８４ １１６

非肝癌组（狀＝７８） １２ ４０ ２６ ６４ ９２

肝癌组（狀＝４２） １３ ２１ ８ ４７ ３７

肝癌组与对照组比较［犗犚（９５％犆犐）］ １ ０．５４９（０．２２７～１．３２９） ０．３１７（０．１１０～０．９１３） １ ０．５７０（０．３４１～０．９５３）

肝癌组与非肝癌组比较［犗犚（９５％犆犐）］ １ ０．４８５（０．１８８～１．２４８） ０．２８４（０．０９３～０．８６６） １ ０．５４８（０．３２０～０．９３６）

犘值（肝癌组与对照组比较） － ０．１８４ ０．０３３ － ０．０３２

犘值（肝癌组与非肝癌组比较） － ０．１３３ ０．０２７ － ０．０２８

　　－：无数据。

２．３　ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ与ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ多态性　对照组

ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平为０．１０±０．０２，非肝癌组ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ

水平为０．１３±０．０４，肝癌组 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ 水平为０．１７±

０．０４（显著高于对照组和非肝癌组）。肝癌组中各基因型、等位

基因型ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平见表３，提示携带基因型ＣＣ的患

者ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平较低，见图１。

·４７６１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３



　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与非肝癌组比较。

图１　　对照组、非肝癌组和肝癌组ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平

表３　　肝癌患者ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达

项目 狀 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平 犘

ＴＴ １３ ０．１９±０．０７ －

ＴＣ ２１ ０．１７±０．０１ ０．０８９

ＣＣ ８ ０．１５±０．０９ ０．０２６

　　：与基因型ＴＴ比较；－：无数据。

３　讨　　论

肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是较常见的消

化道恶性肿瘤，在全世界范围内，ＨＣＣ发病率位于第５位，病

死率位于第２位。ＨＣＣ通常是由肝硬化进展恶化而来，引起

肝硬化的因素主要包括 ＨＢＶ、丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉ

ｒｕｓ，ＨＣＶ）、酒精肝
［８］。在中国，ＨＢＶ慢性感染引起的肝硬化

是 ＨＣＣ发生的主要病因。近年来，研究发现基因因素参与

ＨＢＶ慢性感染进展至肝细胞癌。ＴＧＦβ１是人体内表达的一

种重要的多功能细胞因子，参与调节细胞生长、分化、凋亡及其

功能。研究发现肿瘤患者血清中ＴＧＦβ１表达较健康人呈同

水平趋势，ＴＧＦβ１在肿瘤细胞的发生及发展中起重要作用
［９］，

ＴＧＦβ１５０９Ｃ／Ｔ基因多态性与ＴＧＦβ１表达相关，本研究旨在

通过对健康者、ＨＢＶ慢性感染但未发生 ＨＣＣ者和 ＨＢＶ慢性

感染引起 ＨＣＣ者的 ＴＧＦβ１基因 Ｔ２９Ｃ基因多态性进行比

较，并结合外周血 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ 水平，探讨 ＴＧＦβ１基因

Ｔ２９Ｃ基因多态性与 ＨＢＶ慢性感染进展至 ＨＣＣ风险的关系。

比较分析健康者、ＨＢＶ 慢性感染但未发生 ＨＣＣ者和

ＨＢＶ慢性感染引起 ＨＣＣ者ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ基因多态性，

发现携带基因型ＣＣ发生肝癌的风险较携带基因型ＴＴ显著

降低（犗犚＝０．３１７，９５％犆犐＝０．１１０～０．９１３，犘＝０．０３３；犗犚＝

２８４，９５％犆犐＝０．０９３～０．８６６，犘＝０．０２７）。携带等位基因Ｃ较

等位基因Ｔ发生肝癌的风险显著降低（犗犚＝０．５７０，９５％犆犐＝

０．３４１～０．９５３，犘＝０．０３２；犗犚＝０．５４８，９５％犆犐＝０．３２０～

０．９３６，犘＝０．０２８），提示携带等位基因Ｔ是促进 ＨＢＶ慢性感

染进展至 ＨＣＣ的危险因素。同时，本研究发现肝癌组外周血

ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平显著高于对照组和非肝癌组，这一结果与

既往临床实验、动物实验结果是一致的，且肝癌组中携带 ＴＴ

的患者外周血ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平较高。因此，笔者推测等位

基因Ｔ可能与ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平呈正相关。目前研究发现

ＴＧＦβ１对 ＨＣＣ的发生及发展起重要作用，ＴＧＦβ１可刺激人

体内的血管生成，具有免疫抑制作用，从而提高了肿瘤部位的

血液供应且对识别细胞、溶解细胞的免疫作用产生抑制［１０１１］。

ＴＧＦβ１还可使黏附因子及细胞外基质表达增加，增加肿瘤细

胞在肝脏内的转移潜能［１２］。本研究通过对健康者、ＨＢＶ慢性

感染但未发生 ＨＣＣ者和 ＨＢＶ 慢性感染引起 ＨＣＣ患者的

ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ基因多态性进行比较，并结合外周血ＴＧＦ

β１ｍＲＮＡ水平的比较，发现ＴＧＦβ１基因Ｔ２９Ｃ多态性可能与

ＨＢＶ慢性感染进展至ＨＣＣ风险有关，但尚需大样本病例进行

验证。
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［１０］ＬｉｕＳ，ＥｔｔｏＴ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＣｒｕｚＴ，ｅｔａｌ．ＴＧＦｂｅｔａ１ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｅｆｅｒ

ｅｎｔｉａｌｒａｐｉｄｅｘｐａｎｓｉｏｎａｎｄｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅｏｆｔｕｍｏｒａｎｔｉｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｓｆｏｒａｄｏｐｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，

２０１０，３３（４）：３７１３８１．

［１１］ＰａｎＪＪ，Ｃｈａｎｇ ＷＪ，ＢａｒｏｎｅＴＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＴＧＦｂｅｔａ１ｒｅｄｕｃｅｓｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｏｆｈｕｍａｎＵ８７Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ

Ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｍｍｕｎｏｌＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２００６，５５（８）：９１８

９２７．

［１２］ＭｕｉｎｅｌｏＲｏｍａｙＬ，ＣｏｌａｓＥ，ＢａｒｂａｚａｎＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｒｉｓｋｅｎｄｏｍｅ

ｔｒｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｆｉｌｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓＴＧＦｂｅｔａ１ａｓａｋｅｙｆａｃｔｏｒｉｎ

ｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０１１，１０

（８）：１３５７１３６６．

（收稿日期：２０１４０２１８）

·５７６１·国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３


