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摘要：目的 探讨过氧化物酶体增殖因子活化受体-γ2（PPAR-γ2）基因-C34G、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）氧化酶

p22phox亚基基因-C242T多态性与幽门螺杆菌（H. Pylori）感染的交互作用和食管鳞状细胞癌（ESCC）的关系。方法 选择我院

2010年5月~2015年3月收治的ESCCBroderⅠ级、BroderⅡ级和BroderⅢ级患者各200例，以200例健康体检者作为对照组，以

上述各组患者的外周血白细胞为样本，利用PCR-RFLP检测PPAR-γ2 基因-C34G和NADPH氧化酶p22phox亚基基因-C242T

多态性。采用 14C-UBT检测受检者H. Pylori与 14C结合的每分钟衰变数（DPM）以判断H. Pylori感染情况。采用非条件

Logistic回归对-C34G、-C242T多态性与H. Pylori感染的交互作用进行分析。结果 -C34G（CG）和-C34G（GG）基因型者患

ESCC的风险均显著增加，-C242T（CT）和-C242T（TT）基因型者患ESCC的风险也显著增加。基因突变的协同分析发现-C34G

（GG）和-C242T（TT）基因型在ESCC发生、发展存在正向的交互作用，另外在-C34G（CG）和 -C242T（TT）之间、-C34G（CG）

和-C242T（CT）之间及-C34G（GG）和-C242T（CT）之间均存在正向交互作用（γ均大于1）。H. Pylori感染者患ESCC的风险性均

明显增高。H. Pylori感染与-C34G（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）和 -C242T（TT）基因型与均有正向交互作用（γ均大于1）。

结论 携带-C34G（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）和 -C242T（TT）基因型的个体属ESCC高危险人群，这些基因型和H. Pylori感染

的交互作用促进了ESCC的发生、发展，应当采取根除H. Pylori或调控基因表达的措施以达到有效预防LSCC的目的。

关键词：食管鳞状细胞癌；过氧化物酶体增殖因子活化受体-γ2基因-C34G；烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶p22phox亚基基

因-C242T；幽门螺杆菌；多态现象

临床研究

Abstract: Objective To investigate the interaction of polymorphisms of PPAR-γ2 gene -C34G and NADPH oxidase subunit
p22phox gene -C242T with helicobacter pylori (H. pylori) infection in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) . Methods A
total of 200 cases of LSCC of Broder grade I, 200 of Broder grade II and of grade III were enrolled in this study with 200 healthy
individuals as the control group. The genetic polymorphisms of PPAR-γ2 gene -C34G and NADPH oxidase subunit p22phox
gene -C242T were analyzed using PCR-RFLP in peripheral blood leukocytes. 14C-urea breath test (14C-UBT) was used to test 14C
disntegration per minute (DPM) for evaluating the infection status of H. pylori. An unconditional logistic regression model was
used to analyze the interaction of nucleotide polymorphisms and H. pylori infection. Results The risk of ESCC significantly
increased in subjects with -C34G (CG), -C34G(GG), -C242T (CT), and -C242T (TT) genotypes. Combined analysis of the
polymorphisms showed that the subjects carrying -C34G (GG)/ -C242T (TT) had a high risk of ESCC, and a positive interaction
was found between -C34G (GG) and -C242T (TT) in increasing the risk of ESCC. Positive interactions in the pathogenesis of
ESCC were also found between -C34G (CG) and -C242T (TT), between -C34G (CG) and -C242T (CT), and between -C34G (GG)
and -C242T (CT) (γ>1). The risk of ESCC significantly increased in subjects with H. pylori infection, which showed positive
interactions with -C34G (CG), -C34G (GG), -C242T (CT) and -C242T (TT) in increasing the risk of ESCC (γ >1). Conclusion
Individuals carrying -C34G(CG), -C34G(GG), -C242T (CT) and -C242T (TT) genotypes have a high risk of developing ESCC,
and these genotypes interact with H. pylori infection in the pathogenesis of LSCC, suggesting the importance of

eradicating H. pylori for prevention of ESCC.
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食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squamous cell

carcinoma, ESCC）是人类常见的恶性肿瘤之一，占全身

恶性肿瘤的2%，全世界每年ESCC新发病例约31.04

万，而我国病例就达16.72万［1］，我国是ESCC的高发国

家，也是本病死亡率最高的国家。ESCC病因和发病机

制尚未完全明确，目前认为胰岛素抵抗和活性氧自由

基、脂质过氧化损伤在ESCC发病中起重要作用，并与

环境因素、遗传因素密切相关［2-3］。幽门螺杆菌（H.
pylori）作为消化系统最常见的感染细菌之一，其在慢性

活动性胃炎消化性溃疡胃黏膜相关淋巴组织（MALT）

淋巴瘤和胃癌等中的致病作用已得到证实［4-5］。近年研究

还发现，H. pylori感染不仅与胃肠疾病相关，而且与一些

胃肠以外的疾病也存在密切的相关性，可通过影响血脂

代谢、胰岛素抵抗、炎症反应和氧化应激来参与其他部

位恶性肿瘤的发生、发展［4］。过氧化物酶体增殖因子活化

受体（peroxisomeproliferater-activatedreceptor, PPARs）

是核激素受体配体激活的转录因子的超家族 其中

PPAR-γ2主要富含于脂肪组织，对维持人类胰岛素敏感

性、葡萄糖稳态是不可缺少的，当PPAR-γ2基因突变或

受其他因素抑制时，将导致胰岛素抵抗，促进ESCC等

恶性肿瘤的进展［7］。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（NADPH）氧化酶是机体产生活性氧自由基的关键酶，

其活性变化将直接影响机体活性氧自由基水平，在恶性

肿瘤的发生、发展中发挥重大作用［8］。PPAR-γ2、

NADPH氧化酶基因具有多态性，即具有多个等位基

因，不同的等位基因编码的PPAR-γ2或NADPH氧化酶

活性有差异。PPAR-γ2或NADPH氧化酶基因的多态

性可使机体对外界环境（如H. pylori感染）的反应能力

有所不同，这是决定机体ESCC易感性的一个重要因

素。PPAR-γ2、NADPH氧化酶基因多态性与ESCC易

感性的研究日渐增多，但尚未见H. pylori感染与上述基

因多态性的联合作用对ESCC易感性影响的报道。为

了研究PPAR-γ2、NADPH氧化酶在当地人群中的分布

状态，进而探索其和H. pylori感染相互作用与ESCC高

发的关系，我们在国内首次开展了PPAR-γ2 和NADPH

氧化酶联合基因多态性与ESCC易感性关系的研究。

1 材料和方法

1.1 诊断标准

根据Broder的分级标准，将ESCC分为Ⅰ~Ⅳ级［9］。

Ⅰ级鳞癌：其中所含的非典型鳞状细胞低于25%，癌细

胞团块边缘在一些部位可见基底细胞排列尚完整，而在

另一些部位则排列紊乱，甚至没有基底细胞。此时癌细

胞与周围的间质无明显分界，癌组织的细胞排列不规

则，大小不等，有不少角珠。有的中心部位已完全角化，

有的仅部分角化。Ⅱ级鳞癌：癌细胞团块与周围间质的

境界不清，非典型鳞状细胞较Ⅰ级为多，约25%~50%，

角化情况轻，仅有少数角珠，其中心多见角化不全。周

围的炎症反应较Ⅰ级为轻。Ⅲ级鳞癌：有大量的非典型

鳞状细胞，约50%~70%，角化情况不明显，或根本见不

到。不见角珠，可见个别角化不良细胞。胞核不典型，

有丝分裂象显著，周围炎症不明显，说明组织对癌细胞

的反应已不强。Ⅳ级鳞癌：几乎整个癌组织的细胞均为

非典型鳞状细胞，且无细胞间桥。有丝分裂象多，已完全

看不到角化情况，如癌细胞呈梭形时，常呈旋涡状排列。

1.2 纳入标准

（1）病理学确诊为ESCC；（2）年龄39~71岁，性别不

限；（3）纳入研究时均为第1次就诊，未经任何化疗和放

射治疗；（4）签署知情同意书。

1.3 排除标准

（1）合并有其他系统良、恶性肿瘤或癌前病变；（2）

合并免疫系统疾病；（3）服抗H. pylori药物史；（3）合并其

他如心功能、肾功能不全、呼吸功能障碍等重大疾病者；

合并局部或全身严重感染；（4）妊娠及哺乳期妇女；（5）

合并精神疾病或严重神经官能症患者，或由于智力或语

言障碍，不能表达主观不适症状，妨碍与研究者的交流

与合作者。

1.4 一般资料

按照上述的诊断、纳入和排除标准收集2010年5

月~2015年3月在新乡医学院第一附属医院门诊和病房

收治的ESCC病例和同期健康体检者。各组按照年龄

（±3）、性别、居住地进行1∶1配对，包括BroderⅠ级组、

BroderⅡ级组和BroderⅢ级组各200例，200例健康体

检者作为对照组，均为豫北居民或在豫北10年及以上，

各组性别比（男∶女）均为127∶73例；Ⅰ级组年龄41~68

（49.25±11.46）岁；Ⅱ级组年龄40~69（49.42±9.83）岁；Ⅲ
级组年龄 42~68（48.74±12.26）岁；对照组年龄 39~68

（48.94±12.68）岁。4组在年龄、性别、民族和籍贯统计

学处理差异无显著性，无血缘关系。Ⅳ级仅收集15例，

不列入统计分析。采用统一的流行病学调查表，由经过

专门培训的调查员对病例和对照组进行询问调查，收集

研究对象的一般情况、健康相关行为、吸烟、饮酒、饮食

习惯、运动情况、疾病史。饮食因素主要包括:饮食习

惯、碳水化合物、蔬菜水果、肉类、蛋类、油脂、家禽内脏、

家畜内脏、煎炸食品等。饮食调查采用询问法，对主要

膳食因素详细记录并折算成各种食物成分摄入量和产

热量。饮食状况分为低脂饮食、高脂饮食（饮食中脂肪

的产热量占总热量百分比超过25%持续1年以上定义

为高脂饮食），吸烟状况本文分为不吸烟者、吸烟者（将每

天至少吸1支烟，持续半年以上定义为吸烟者）。饮酒定

义为饮酒折合乙醇量男性大于140 g/周（女性>70 g/周），

持续半年以上。
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1.5 H. pylori检测
14C-UBT试剂盒由深圳市中核海得威生物科技有

限公司提供，所有待用试剂的配制均按试剂盒说明书进

行。检测仪器为HUBT-01卡式幽门螺杆菌检测仪（深

圳市中核海得威生物科技有限公司）。患者在清晨空腹

时或至少禁食6 h以后受试，受试前漱口，口服 14C-尿素

胶囊一粒，嘱受试者整粒服下，20 mL温水送服，不得咬

碎胶囊，3 min后再饮水20 mL，然后静坐15~20 min，等

待采样。开启CO2吸收剂1瓶，倾入洁净的液闪瓶内，嘱

受试者通过吹气导管向CO2吸收剂徐徐吹气，不能倒吸

入嘴内，力度适中，避免液体溅出，当CO2吸收剂的紫红

色褪尽变为无色透明时，停止吹气。此时CO2吸收剂刚

好吸收到所需的CO2采样量。向已采集呼气样品的液

闪瓶内加入稀闪烁液4.5 mL，摇匀，测量样品每分钟衰

变数（disntegration per minute, DPM），以试剂盒提供的

DPM≥100为阳性标准，本研究将H. pylori感染状况分

为未感染者（DPM<100）、100≤DPM<500 感染者和

DPM≥500感染者。

1.6 标本采集

每人各抽取静脉血2~3 mL，置乙二胺四乙酸钠抗

凝管，分离白细胞层。用QIAampDNA提取试剂盒提

取白细胞DNA，DNA置-30 ℃低温冰箱保存备用。

1.7 基因测定

（1）PPAR-γ2基因-C34G多态性分析［10］：引物序列

为：上游引物5'-：CAAGCCCAGTCCTTTCTGTC3'，下

游引物5'-：AGTGAAGGAATCGCTTTCCG-3'，由美国

Research Genetics公司合成，PCR反应体系包括：基因

组DNA 1 μL，上下游引物各2 μL，Taq DNA聚合酶Mix

液（Takara公司）6 μL。反应条件为：94 ℃预变性5 min；

94 ℃变性及56 ℃退火各45 s，72 ℃延伸30 s，40个循

环；最后72 ℃延伸7 min。PCR产物经Bio-Rad染色琼

脂糖凝胶电泳确认扩增结果后，以限制性内切酶HpaⅡ
酶切，37 ℃孵育4 h，取酶切产物4 μL经Bio-Rad染色琼

脂糖凝胶电泳后，酶切产物放入紫外线凝胶成像仪观

测；（2）NADPH氧化酶p22phox亚基基因-C242T多态

性分析［11］：引物序列为：上游引物 5'TGCTTGTGGGT

AAACCAAGGCCGGTG3'，下游引物：5'AACACTGA

GGTAAGTGGGGGTGGCTCCTGT'，由上海生工生物

技术有限公司合成。应用T aKaRa PCR Am-plification

Kit（大连宝生物工程有限公司）PCR 试剂盒在 25 μL

PCR 反应体系中进行基因组 DNA 扩增，0.5 μg DNA

基因组DNA，10×PCR Buffer 2.5 μL，含M gCl2 1.5 μL

（25 mol/L），2dNTP Mix ture 2 μL、TaKaRa Taq DNA

聚合酶0.125 μL（5 U/μL），引物各 1 μL（10 pmol/μL），

灭菌去离子水 17.375 μL。PCR反应条件如下：94 ℃
4 min，94 ℃变性30 s，65 ℃ 3 min, 70 ℃ 1 min ，33个循

环，最后 70 ℃延伸10 min。取12 μL的 PCR 反应产物

与限制性内切酶RsaⅠ（NEB公司）于37 ℃温浴过夜。

酶切产物经 3.5%琼脂糖凝胶电泳（含0.5 μg/mL溴乙

啶）进行分析。

1.8 统计方法

Hardy-Weinberg平衡检验研究样本的群体代表

性，以P>0.05为符合 Hardy-Weinberg规律。用比值比

（OR）值和95%可信区间（95% CI）评价相对风险，病例

组和对照组之间的基因型频率和等位基因频率采用χ2

检验检验，P<0.05为差异有统计学意义。非条件logistic

回归模型分析交互作用。根据Khoury和Wagener提出

的交互作用模型和交互系数（γ=βeg/βe）判断基因一环境

交互作用模型以及交互作用类型［12］。判定依据1∶γ>1，

表示基因对环境暴露的效应有放大作用，正向交互作

用；γ<1，表示基因对环境暴露的效应有减弱作用，负向

交互作用；γ=1，表示基因对环境暴露没有交互作用。在

病例对照研究中，γ为两变量lgOR的比值。判定依据2：

OReg=ORe×ORg为相乘模型；OReg>ORe×ORg为超相乘

模型；OReg<OR e×ORg为次相乘模型；OReg=ORe+ORg-1

为相。

2 结果

2.1 PPAR-γ2基因-C34G和NADPH氧化酶p22phox亚

基基因-C242T多态性检测结果的判断

PPAR-γ2基因-C34G PCR扩增片段长度为267 bp，

扩增产物经限制性内切酶HpaⅡ消化后分为3种基因

型：-C34G（CC）纯合子为 224 和 43 bp 的 2 条区

带，-C34G（GG）纯合子为267的1条区带，-C34G（CG）

杂合子为267、224和43 bp的3条区带（图1）。每组随

机抽取20个初步确定了基因型的样本，用PCR扩增后，

送上海生工生物工程技术服务公司进行DNA序列测定

进行验证，获得了100%的一致。

PCR 扩增后的 NADPH 氧化酶 p22phox 亚基基

因-C242T片段为348 bp，经限制性内切酶RsaⅠ酶切分

为3种基因型：-C242T（CC）纯合子基因型个体显示 1条

348 bp长的 DNA片段，-C242T（TT）纯合子基因型个体

显示188和160 bp两条区带，-C242T（CT）杂合子基因

型个体则显示348、188和160 bp的3条区带（图2）。每

组随机抽取20个初步确定了基因型的样本，用PCR扩

增后，送上海生工生物工程技术服务公司进行DNA序

列测定进行验证，获得了100%的一致。

2.2 ESCC组和对照组的一般资料分析

LSCC组和对照组性别、年龄分布差异无显著性意

义（P>0.05）；LSCC BroderⅠ级、BroderⅡ级和Broder

Ⅲ级各组高脂饮食率、吸烟率和饮酒率均显著高于对照

组（P<0.05，表1）。

2.3 ESCC易感性与H. pylori感染的相关性分析

100≤DPM<500和DPM≥500H. pylori感染者频率
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分布在Ⅰ级组分别为22.50%和26.50% ，在Ⅱ级组分别

为 29.00% 和 40.50% ，在Ⅲ级组分别为 34.00% 和

51.50%，在对照组分别为15.50%和12.00%，上述H. pylori
感染状况频率在Ⅰ级、Ⅱ级、Ⅲ级组与对照组之间均有

显著差异（P 均<0.01）。100≤DPM<500和DPM≥500

H. pylori 感染者患ESCC的风险性均明显增高（ORⅠ级=

2.0636，ORⅡ级=4.4474，ORⅢ级=10.9677；ORⅠ级=3.1393，

ORⅡ级=8.0225，ORⅢ级=21.4583），而DPM≥500 H. pylori
感染者患ESCC的风险性则又明显高于100≤DPM<500

H. pylori感染者（P<0.01）（表 2）。

2.4 PPAR-γ2基因-C34G和NADPH氧化酶p22phox亚

基基因-C242T基因型和等位基因频率关联分析

经Hardy-Weinberg平衡检验，PPAR-γ2基因-C34G

各基因型在对照组中的分布均符合Hardy-Weinberg 规

律（P>0.05），说明研究群体具有代表性（表3）。CC、CG

和GG基因型频率在病例组和对照组差异有显著性（P<

0.01）；等位基因G在ESCC组和对照组之间的分布差异

具有统计学意义（P<0.01），且OR值大于1，说明含等位

基因G的个体发生ESCC的风险相对较高；两位点的不

同基因型在病例、对照组之间的分布差异均具有统计学

图1 PPAR-γ2基因-C34G PCR产物检测
Fig.1 PCR product of PPAR-γ2 gene-C34G. M:
Marker; 1, 2: GG; 3, 4: CC; 5, 6: CG.

M 1 2 3 4 5 6

←267
←224

←43

250→

50→

bpbp

图 2 NADPH 氧化酶 p22phox 亚基基因 -C242T

PCR产物检测

Fig.2 PCR product of NADPH oxidase subunit
p22phox gene-C242T. M: Marker; 1, 2: CT; 3, 4: TT; 5,
6: CC.

M 1 2 3 4 5 6

500→
300→

100→

←348
←188
←160

bp bp

Items

Gender［n (%)］

Male

Female

Age（year）

Diet status

Low-fat diet

High-fat diet

Smoking

No

Yes

Drinking

No

Yes

Control group

120 (60.00%)

80 (40.00%)

54.71±4.89

161 (81.50%)

39 (19.50%)

157 (78.50%)

43 (21.50%)

131 (65.50%)

69 (34.50%)

ESCC group

Grade I

121 (60.50%)

79 (39.50%)

54.72±5.73

130 (65.00%)

70 (35.00%)

128 (64.00%)

72 (36.00%)

119 (59.50%)

81 (40.50%)

P

0.1905

0.2318

0.0086

0.0091

0.0385

Grade II

119 (59.50%)

81 (40.50%)

54.63±9.25

105 (52.50%)

95 (47.50%)

107 (53.50%)

93 (46.50%)

104 (52.00%)

96 (48.00%)

P

0.2147

0.2842

0.0072

0.0076

0.0219

Grade III

117 (58.50%)

83 (41.50%)

54.91±4.53

73 (36.50%)

127 (63.50%)

75 (37.50%)

125 (62.50%)

90 (45.00%)

110 (55.00%)

P

0.1932

0.1726

0.0049

0.0053

0.0184

表1 ESCC组和对照组的一般资料
Tab.1 General data of the ESCC cases and control group［n (%)］

·· 1641

ch
in

aX
iv

:2
01

71
2.

00
24

5v
1

ChinaXiv合作期刊



http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2016, 36(12): 1638-1649

意义（P<0.01）。结果表明：PPAR-γ2基因-C34G（C→G

突变）可能增加ESCC的患病风险（表3）。NADPH氧化

酶p22phox亚基基因-C242T3种基因型、等位基因频率

亦符合上述规律（表4）。

Group

Control (n=200)

Grade I (n=200)

ORa
Grade I

95% CIGrade I

PGrade I

Grade II (n=200)

ORa
Grade II

95% CIGrade II

PGrade II

Grade III (n=200)

ORa
Grade III

95% CIGrade III

PGrade III

H. pylori infection status［n (%)］

Non-infection

145 (72.50)

102 (51.00)

1.00

61 (30.50)

1.00

29 (14.50)

1.00

100≤DPM<500

31 (15.50)

45 (22.50)

2.0636

1.2317-5.2186

0.0092

58 (29.00)

4.4474(1)

2.5081-7.2194

0.0085

68 (34.00)

10.96771(1)(2)

6.2647-14.3210

0.0063

DPM≥500H

24 (12.00)

53 (26.50)

3.1393(3)

1.9354-5.2175

0.0089

81 (40.50)

8.0225(1)(3)

4.4763-11.2165

0.0072

103 (51.50)

21.4583(1)(2)(3)

16.2627-32.3215

0.0047

表2 ESCC易感性与H. pylori感染的相关性分析
Tab.2 Correlation analysis of ESCC susceptibility and H. pylori infection

a: Adjusted according to gender, age, diet, drinking status and smoking status. (1)P<0.01 vs Grade I; (2)P<0.01 vs Grade II; (3)P<0.01 vs 100≤
DPM<500 in the same group.

Groups

Control (n=200)

Grade I (n=200)

ORa
Grade I

95% CIGrade I

PGrade I

Grade II (n=200)

ORa
Grade II

95% CIGrade II

PGrade II

Grade III (n=200)

ORa
Grade III

95% CIGrade III

PGrade III

Genotype［n (%)］

CC

143 (71.50)

99 (49.50)

1.00

57 (28.50)

1.00

24 (12.00)

1.00

CT

28 (14.00)

49 (24.50)

2.5278

1.6347-4.2191

0.0089

69 (34.50)

6.1823(1)

3.1762-9.3258

0.0079

84 (42.00)

17.8750(1) (2)

9.3769-25.4301

0.0052

TT

29 (14.50)

52 (26.00)

2.5900

1.7380-4.7036

0.0085

74 (37.00)

6.4017(1)

3.4726-9.8042

0.0072

92 (46.00)

18.9023(1) (2)

11.3714-26.30852

0.0049

Allele［n (%)］

C

314 (78.50)

247 (61.75)

1.00

183 (45.75)

1.00

132 (33.00)

1.00

T

86 (21.50)

153 (38.25)

2.2617

1.2041-3.8664

0.0097

217 (54.25)

4.3295(1)

2.3790-7.9782

0.0086

268 (67.00)

7.4130(1) (2)

4.3017-10.1854

0.0074

表3 PPAR-γ2基因-C34G基因型与等位基因分布
Tab.3 Distribution of PPAR-γ2 gene-C34G genotypes and alleles

a: Adjusted according to gender, age, diet, drinking status, smoking status and H. pylori infection status. (1)P<0.01 vs Grade I; (2)P<0.01 vs
Grade II.
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2.5 LSCC危险因素的多因素非条件Logistic回归

为进一步分析LSCC的危险因素，将H. pylori感染

状况、-C34G和-C242T基因型作为自变量，以是否发生

LSCC作为因变量Y（0：未患LSCC；1：患-C242T，即Ⅰ
级、Ⅱ级、Ⅲ级组各组患者），采用逐步后退法进行非条

件Logistic回归，主要变量赋值见表5。结果显示，H. pylori

Group

Control (n=200)

Grade I (n=200)

ORa
Grade I

95% CIGrade I

PGrade I

Grade II (n=200)

ORa
Grade II

95% CIGrade II

PGrade II

Grade III (n=200)

ORa
Grade III

95% CIGrade III

PGrade III

Genotype［n (%)］

CC

146 (73.00)

101 (50.50)

1.00

58 (29.00)

1.00

22 (11.00)

1.00

CT

26 (13.00)

48 (24.00)

2.6687

1.5342-4.6813

0.0087

70 (35.00)

6.7772(1)

3.4196-10.2115

0.0071

87 (43.50)

22.2063(1)( 2)

12.2647-29.3264

0.0047

TT

28 (14.00)

51 (25.50)

2.6330

1.5107-4.7136

0.0091

72 (36.00)

6.4729(1)

3.1795-10.2181

0.0075

91 (45.50)

21.5682(1) (2)

12.2657-31.1237

0.0045

Allele［n (%)］

C

318 (79.50)

250 (62.50)

1.00

186 (46.50)

1.00

131 (32.75)

1.00

T

82 (20.50)

150 (37.50)

2.3268

1.3153-3.8719

0.0094

214 (53.50)

4.4618(1)

2.3782-8.1506

0.0081

269 (67.25)

7.9633(1) (2)

4.3706-9.1724

0.0063

a: Adjusted according to gender, age, diet status, drinking status, smoking status and H. pylori infection status. (1)P<0.01 vs Grade I; (2)P<0.01 vs
Grade II.

表4 NADPH氧化酶p22phox亚基基因-C242T与等位基因分布
Tab.4 Distribution of NADPH oxidase subunit p22phox gene-C242T genotypes and alleles

Factor

H. pylori infection

-C34G

-C242T

The name of variables

X1

X2

X3

The value of variables

Non-infection=0, 100≤DPM<500=1, DPM≥500=2, Non-infection as the reference factors

CC=0, CG=1, GG=1, CC as the reference factors

CC=0, CT=1, TT=1, CC as the reference factors

表 5 非条件Logistic回归分析变量赋值表
Tab.5 Assignment of variables in non-conditional Logistic regression analysis

Influencing factors

H. pylori infection

H. pylori infection

-C34G(CG)

-C34G(GG)

-C242T(CT)

-C242T(TT)

Reference factors

Non-infection

Non-infection

-C34G(CC)

-C34G(CC)

-C242T(CC)

-C242T(CC)

β

0.8213

1.4690

0.8539

0.8774

0.9402

0.9317

Wald χ2

14.6893

31.3281

16.8035

18.5236

25.9173

24.4872

P

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

OR (95% CI)

4.1685 (2.5372-7.2073)

7.4576 (3.8387-10.7593)

5.7313 (2.82980-9.2079)

5.9720 (3.1583-9.6706 )

6.3600 (3.9852-10.8106)

6.1650 (4.0325-9.6457)

表6 LSCC危险因素的非条件Logistic回归分析
Tab.6 Non-conditional Logistic regression analysis of the risk factors of LSCC
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感染、-C34G和-C242T有统计学关联（表6）。

2.6 PPAR-γ2基因-C34G和NADPH氧化酶p22phox亚

基基因-C242T多态性在ESCC发病中的交互作用

基因突变的协同分析发现-C34G（GG）/-C242T

（TT）基因型者频率在Ⅰ级、Ⅱ级、Ⅲ级和对照组的分布

频率分别为7.00%、13.50%、21.00%和2.00%，此基因型

频率在各组之间均有显著性差异（P均<0.01）。-C34G

（GG）/-C242T（TT）基因型者患ESCC的风险显著增加

（ORⅠ级=7.2800，ORⅡ级=41.2941，ORⅢ级=363.9724），-C34G

（GG）和-C242T（TT）基因型在ESCC发生、发展存在正

向的交互作用（γ2=β2*4/β4，γ4=β2*4/β2；γ2Ⅰ级=2.2071，γ4 Ⅰ级=

2.0773；γ2Ⅱ级=2.1084，γ4Ⅱ级=2.0543；γ2Ⅲ级 =2.1387，γ4Ⅲ级=

2.0004），另外在-C34G（CG）和 -C242T（TT）之间、-C34G

（CG）和 -C242T（CT）之间及 -C34G（GG）和 -C242T

（CT）之间均存在正向交互作用（γ均大于1）（表7）。

2.7 H. pylori感染和PPAR-γ2基因-C34G和NADPH氧

化酶p22phox亚基基因-C242T多态性在ESCC发病中

的交互作用

单纯100≤DPM<500的H. pylori感染的ORe1在Ⅰ
级组为 2.2189，在Ⅱ级组为 4.7273，在Ⅲ级组为

12.6061，单独携带-C34G（CG）型的ORg1在ESCC*H组

为 2.5267，在 ESCC*M 组 为 6.1176，在 Ⅲ 级 组 为

19.8095，两者同时存在时，交互作用OReg1在Ⅰ级组为

5.8367，在Ⅱ级组为30.5882，在ESCC*L组为251.3332，

交互系数γ=βeg1/βe=>1，OReg1>ORe×ORg1为超相乘模型；

另外数据分析显示在100≤DPM<500和-C34G（GG）之

间、DPM≥500和-C34G（CG）之间及DPM≥500和-C34G

（GG）之间均存在正向交互作用（γ均大于1）（表8）。同

样在100≤DPM<500和-C242T（CT）之间、100≤DPM<

500 和 -C242T（TT）之间、DPM≥500 和-C242T（CT）

之间及DPM≥500和-C242T（TT）在ESCC发生、发展中

也存在正向交互作用（γ均大于1）（表9）。

3 讨论

胰岛素抵抗除了造成患者能量物质代谢紊乱之外，

可能通过高胰岛素血症、胰岛素样受体-1、核因子-κB抑

制因子激酶- β/核因子-κB信号通路等参与恶性肿瘤的

发病机制［13］，PPAR-γ2是核受体家族中的成员，属于配

体诱导的转录因子，作为脂肪酸的感受器，通过感受食

物脂肪酸的信息，调节靶基因的转录，影响脂代谢酶、脂

肪细胞因子的表达, 通过调节其活性可促进脂肪细胞分

化、预防脂质产生、增加脂肪酸氧化，提高胰岛素敏感

性，另外PPARγ具有抗增殖及预调亡和促分化的功能，

因而具有较全面的抗癌活性［14-15］。PPAR-γ2的表达受基

因的控制和环境因素的诱导，其表达和诱导表达水平

均有显著的个体差异。人PPAR-γ2基因定位于3p25，

包括3个外显子和2个内含子，目前发现人类PPAR-γ2

存在着多态性，最为普遍的是外显子B上34位点的C被

G替换（C→G突变）而造成蛋白质 12位点脯氨酸（Pro）

替换为丙氨酸（Ala），此突变属于功能性变异，可影响

PPAR- γ2 的活性，减少血液和组织中PPAR-γ2的表达，

从而影响其生物学效应。PPAR-γ2基因-C34G多态性

具有三种基因型：-C34G（CC）、-C34G（CG）和-C34G

（GG），国内外已有研究报道认为-C34G位点的多态性

与代谢综合征有关［16-17］。本研究发现 -C34G（CG）

和-C34G（GG）基因型与ESCC发生、发展有关，与对照

组比较差异有统计学意义，携带-C34G（CG）和-C34G

（GG）基因型者ESCC的风险高于携带-C34G（CC）的个

体与-C34G位点变异增加代谢综合征发病风险的结论

一致。-C34G（CG）和-C34G（GG）基因型基因型者易患

ESCCC的机理还不清楚，相关研究［18］显示PPAR-γ2的

氨基酸端含有一个不依赖于配体而依赖于胰岛素的活

化区域，-C34G（即Pro12Ala）即位于该区域内，脯氨酸

（Pro）有防止α螺旋形成的作用，而丙氨酸（Ala）有促进α

螺旋形成的作用该氨基酸的改变将造成PPAR-γ2结构

的改变从而影响PPAR-γ2的转录活性降低PPAR-γ2

表达，降低胰岛素敏感性，增加ESCC恶性肿瘤发生的

危险性。

人体过多的活性活性氧簇（ROS）诱导nDNA单双

链的结构断裂或者DNA链之间交联，或引起嘌呤、嘧啶

及脱氧核糖改变而引发nDNA突变，其结果将介导原癌

基因的激活或抑癌基因的失活，基因的改变将导致细胞

异常增生而形成肿瘤，另一方面，ROS能攻击生物膜磷

脂中诱发发脂质过氧化反应，形成的脂质过氧化物可通

过氧化碱基、损伤生物膜结构进而引起代谢失调、加重

组织损伤参与肿瘤的发生发展［19-20］。氧化应激机制中，

NADPH氧化酶是生成活性氧簇的主要来源，其主要亚

基中质膜结合成分p22phox为跨膜亚基，是NADPH氧

化酶酶促的核心作用部分，p22phox亚基的多态性影响

NADPH氧化酶的功能。位于16号染色体4号外显子

上的第242密码子存在C→T基因突变，使得编码的72

号氨基酸由组氨酸变为酪氨酸。72号组氨酸残基是

p22phox 结合血红素的部位，由于基因的改变使

p22phox结合血红素的能力下降，从而影响了NADPH

氧化酶的活性［21］。研究证明NADPH氧化酶p22phox

亚基基因-C242T多态性可增加氧化应激相关疾病如冠

心病、脑血管疾病等的的发病率［22-23］。本研究发

现-C242T（CT）和-C242T（TT）基因型与ESCC的发生

有关，与对照组比较差异有统计学意义（P<0.01），携

带-C242T（CT）和-C242T（TT）基因型者患ESCC的风

险高于携带-C242T（CC）的个体与相关研究结果一致。

本研究发现 PPAR-γ2基因-C34G突变纯合型与
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NADPH氧化酶p22phox亚基基因-C242T突变纯合型

的交互作用增加了 ESCC 的发病风险，-C34G（GG）

和-C242T（TT）基因型对ESCC的发生风险有相互显著

放大效应；另外本研究显示，两基因的杂合子与杂合子

之间、杂合子与突变纯合型之间也存在明显的正向交互

作用（γ均大于1）。通过对H. pylori感染状况的分析发现，

100≤DPM<500 和DPM≥500 H. pylori感染者患ESCC

的风险明显高于未感染者，而DPM≥500 H. pylori 感
染者患ESCC的风险性则又明显高于100≤DPM<500

H. pylori 感染者（P<0.01）；数据分析显示H. pylori感染

与-C34G（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）和-C242T

（TT）基因型均存在正向交互作用（γ均大于 1），携

带-C34G（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）和-C242T

（TT）基因型者H. pylori感染的危害效应更大；-C34G

（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）和-C242T（TT）与

H. pylori感染交互作用OReg均大于相应相应的OR e×

ORg，显示 -C34G（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）

和-C242T（TT）与H. pylori感染交互作用机制在ESCC

发生中均为超相乘模型。H. pylori感染可能通过炎症、

纤维蛋白原自身免疫反应来引起胰岛细胞损伤，胰岛功

能下降，胰岛素分泌减少；H. pylori慢性感染可诱导炎症

反应，刺激炎症因子如 TNF-、IL-1β、IL-6、及 IL-8 等释

放。而低水平的炎症状态正是胰岛素抵抗的病因

之一，TNF-α和IL-6 作为炎症递质，参与了胰岛素抵抗

的发生和发展，它们可以干扰胰岛素信号转导，降低胰

岛素的敏感性，它们还能影响脂代谢及脂肪因子，降低

胰岛素作用。另外H. pylori感染者的胃肠激素水平有

明显改变，H. pylori感染升高血清胃泌素浓度和降低生

长抑素的浓度，胃泌素增加食物和糖刺激的胰岛素释

放，生长抑素调节胰腺胰岛素的分泌，抑制胰岛素的释

放，通过负反馈调节导致胰岛素抵抗，提示H. pylori感
染可能通过主要慢性炎症和影响胃肠激素对胰岛素的

调节，而导致胰岛素抵抗，为恶性肿瘤的发生创造了条

件［24-25］。通常情况下生物体内的活细胞均可产生氧自由

基，因存在着包括超氧化物歧化酶在内的自由基清除系

统，可及时地清除体内过剩的自由基，维持自由基的动

态平衡；H. pylori感染致不同程度的急、慢性炎症，多形

核嗜中性粒细胞等在吞噬H. pylori时产生大量的超氧

自由基（O2·-）、过氧化氢（H2O2）和羟基自由基（·OH）等

活性氧，释放至细咆介质及体液内，导致体内氧化和抗

氧化平衡失调及一系列自由基反应加剧［26］。过量氧自

由基通过血液进入支气管上皮细胞，促使支气管上皮细

胞发生脂质过氧化及启动新的自由基反应，增加细胞恶

变的风险性。这可能是H. pylori感染可单独增加及与

PPAR-γ2基因-C34G与NADPH氧化酶 p22phox亚基

基因-C242T突变基因型协同增加ESCC发生风险性的

重要原因。

上述数据为ESCC BroderⅠ级、Ⅱ级和Ⅲ级各组分

别和健康对照组配对行χ2检验所得，显示H. pylori感染

与-C34G（CG）、-C34G（GG）、-C242T（CT）和-C242T（TT）

基因型均是ESCC发生的易患因素，H. pylori感染与基

因多态性的交互作用增加了ESCC发生风险。为进一步

了解H. pylori感染与基因多态性及交互作用在ESCC进

展中作用，本研究又对Ⅰ级、Ⅱ级和Ⅲ级之间的H. pylori
感染频率、-C34G和-C242T基因型频率和等位基因频

率进行χ2检验和相对危险度比较，研究显示，无论是单

纯H. pylori感染、单纯-C34G或-C242T突变基因型、联

合突变基因型、H. pylori感染联合突变基因型的分布频

率及相应OR值在Ⅰ级、Ⅱ级和Ⅲ之间的具有明显差异

（P<0.01），这 进 一 步 揭 示 H. pylori 感 染 、-C34G

和-C242T基因变异不仅增加ESCC发生的风险，而且

在ESCC病情进展演变发挥重要作用。

ESCC是涉及环境因子和多种基因相互作用的复

杂过程，本研究提示PPAR-γ2基因-C34G突变纯合型与

NADPH氧化酶p22phox亚基基因-C242T突变基因型

的个体属ESCC高危险人群, ESCC防治方案中应加以

重视，虽然尚不能通过改变其ESCC易感的基因型来防

治ESCC，但可以通过PPAR-γ2基因-C34G突变纯合型

与NADPH氧化酶p22phox亚基基因-C242T基因检测，

预测个体发生ESCC的风险性，采取相应的控制环境病

因的措施如根除H. pylori或调控基因表达以达到有效

预防ESCC的目的。
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