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　　【摘要】　目的　探讨江苏人群主要组织相容性复合体Ⅰ类链相关基因Ａ（ＭＩＣＡ）基因多态性分布情况及其与

乙型肝炎源性肝癌的关系。方法　乙型肝炎源性肝癌组１６１例患者，健康对照组１６２例健康体检者，应用聚合酶链

反应测序方法进行基因分型。比较各基因型等位基因频率分布及与乙型肝炎源性肝癌的关系。结果　受试者携带

ＧＧ基因型比携带ＡＡ基因型患乙型肝炎源性肝癌的风险高［比值比（犗犚）：１．８６０，９５％置信区间（９５％犆犐）：１．００９～

３．４２８，犘＝０．０２０］，或至少携带１个 Ｇ等位基因的受试者比携带 Ａ等位基因的受试者更易患乙型肝炎源性肝癌

（犗犚：１．４１２，９５％犆犐：１．０３０～１．９３６，犘＝０．０４６）。ＧＧ基因型患者血清 ＭＩＣＡ水平［（８９．１±４１．７）ｐｇ／ｍＬ］明显高于

ＡＡ基因型［（１８．２±９．５）ｐｇ／ｍＬ］和 ＡＧ基因型［（３５．８±１７．４）ｐｇ／ｍＬ］。结论　江苏人群 ＭＩＣＡ基因多态性

（ｒｓ２５９６５４２）与乙型肝炎源性肝癌相关。
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　　全球范围内原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）发病率位居恶性肿瘤

第５位，约５５％的病例发生在国内
［１］。多项研究已证实慢性

乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是导致 ＨＣＣ的重要原因之一，约有

１０％～２５％ＨＢＶ感染患者最终发展为 ＨＣＣ
［２］。在国内，９０％

以上 ＨＣＣ患者伴有 ＨＢＶ感染
［３］。近年来，越来越多的证据

显示，单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与肿瘤的遗传易感性相关
［４］。主

要组织相容性复合体（ＭＨＣ）Ⅰ类链相关基因Ａ（ＭＩＣＡ）编码

一种应激诱导性配体，主要与自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）活化型

受体ＮＫＧ２Ｄ特异性结合，在ＮＫ细胞活化和免疫监视中发挥

作用。研究发现，ＭＩＣＡ多态性与恶性肿瘤、感染性疾病以及

自身免疫性疾病等的易感性有密切关系。本研究旨在探讨

ＭＩＣＡ基因多态性以及血清中可溶性 ＭＩＣＡ抗原含量与乙型

肝炎源性 ＨＣＣ的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　将２００９年９月至２０１３年６月本院收治并经

病理确诊的 ＨＣＣ患者１６１例纳入患者组，所有患者均为首次

发病入院，未经过放射、化学治疗的患者；其中男１３１例，女３０

例，患者年龄２２～８０岁，平均（４７．２±１２．５）岁；所有患者乙型

肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）均为阳性。将同期无血缘关系、在本

院体检健康者１６２例纳入健康对照组，其中男１３０例，女３２

例；年龄２４～７４岁，平均（４５．６±１１．８）岁。两组受试者性别、

年龄等一般资料比较，比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），具

有可比性。

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　基因组ＤＮＡ提取采用 Ｗｉｚａｒｄ基

因组ＤＮＡ纯化试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），操作严格按照说

明书进行。分光光度计分析ＤＮＡ浓度和纯度，将浓度调整为

５０ｎｇ／μＬ。

１．２．２　基因分型　运用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）产物直接测序

法对 ＭＩＣＡ基因多态性位点ｒｓ２５９６５４２进行基因分型。引物

序列为：上游５′ＴＣＧＴＣＴＣＣＣＡＡＡＧＡＡＣＡＧＣＴＡＣ３′，

下游５′ＣＣＡＧＴＣＴＣＴＧＧＡＧＴＣＡＣＴＧＴＣ３′。ＰＣＲ总反
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应体系为２５μＬ，含ＤＮＡ模板１μＬ，２×ＰＣＲｍｉｘ１２．５μＬ，

上、下游引物各１μＬ，ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，去离子水９μＬ。

ＰＣＲ预变性９４℃５ｍｉｎ，变性９４℃３０ｓ、退火６０℃３０ｓ、延伸

７２℃３０ｓ，３５个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物片段为

４９２ｂｐ。

１．２．３　 血清 ＭＩＣＡ 水平检测 　 采用酶联免疫吸 附 法

（ＥＬＩＳＡ）、人 ＭＩＣＡ检测试剂盒（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），

操作按照说明书进行操作。所有样品均设３个复孔，设置酶标

仪波长４５０ｎｍ，读取吸光度值，根据 ＭＩＣＡ标准品检测结果绘

制标准曲线，计算样品浓度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行处理及统

计学分析，计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计

数资料采用百分率表示，组间比较采用卡方检验。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回

归分析法计算比值比（犗犚）及９５％置信区间（９５％犆犐），以α＝

０．０５为检验水准，犘＜０．０５为比较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　既往史与家族史比较　患者组中有吸烟史、饮酒史、

ＨＣＣ家族史者明显高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

表１　患者组和健康对照组的既往史与家族史比较（狀）

组别
吸烟史

有 无

饮酒史

有 无

ＨＣＣ家族史

有 无

患者组 ９８ ６３ ９３ ６８ １３ １４８

健康对照组 ７５ ８７ ７３ ８９ ２ １６０

犘 ０．０１０ ０．０２６ ０．００３

２．２　ＭＩＣＡ基因多态性与 ＨＣＣ风险　经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡检验，健康对照组和患者组 ＭＩＣＡ基因位点ｒｓ２５９６５４２基因

型实际值与预测值比较，均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（χ
２＝

２．３４４，犘＝０．１２５和χ
２＝３．４２０，犘＝０．０６４）。患者组中ＧＧ基

因型的分布频率为２３．６％，明显高于健康对照组的１６．０％，比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。进一步分析发现，

ＧＧ基因型携带者 ＨＣＣ发病风险是 ＡＡ 基因型携带者的

１．８６０倍（犗犚＝１．８６０，９５％犆犐：１．００９～３．４２８）。携带Ｇ等位基

因者 ＨＣＣ发病风险高于 Ａ 等位基因携带者（犗犚＝１．４１２，

９５％犆犐：１．０３０～１．９３６）。

表２　ｒｓ２５９６５４２基因型在患者组与健康

　对照组的分布［狀（％）或狀］

组别 ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

患者组 ５５（３４．２） ６８（４２．２） ３８（２３．６） １７８ １４４

健康对照组 ７０（４３．２） ６６（４０．７） ２６（１６．０） ２０６ １１８

犘 ０．６１６ ０．０４８ ０．０３７

２．３　ＭＩＣＡ 基因多态性与血清 ＭＩＣＡ 水平　本研究采用

ＥＬＩＳＡ方法对 ＨＣＣ患者和健康体检者血清 ＭＩＣＡ水平进行

检测，发现患者组 ＭＩＣＡ水平为（５５．１±２１．３）ｐｇ／ｍＬ，明显高

于健康对照组的（９．７±４．３）ｐｇ／ｍＬ，比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。进一步分析 ＭＩＣＡ基因多态性与血清 ＭＩＣＡ水

平的关系，结果显示，ＧＧ 基因型患者血清 ＭＩＣＡ 水平为

（８９．１±４１．７）ｐｇ／ｍＬ，明显高于ＡＡ基因型的（１８．２±９．５）ｐｇ／

ｍＬ和ＡＧ基因型的（３５．８±１７．４）ｐｇ／ｍＬ，比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＭＩＣＡ基因是 ＭＩＣ基因家族的成员之一。ＭＩＣＡ是功能

基因，在人体正常组织细胞表达量极低［５］。研究发现，ＭＩＣＡ

基因在大多数上皮来源的原发性肿瘤，如肝癌、肺癌、乳腺癌、

前列腺癌等细胞上表达，被认为与恶性转化有关［６］。ＮＫ细胞

活化受体 ＮＫＧ２Ｄ可以识别表达在肿瘤细胞表面的 ＭＩＣＡ／

Ｂ。这些识别无须抗原处理和递呈，并且无 ＭＨＣ限制性。

ＭＩＣＡ／Ｂ与ＮＫＧ２Ｄ结合刺激 ＮＫ细胞的活化。膜 ＭＩＣＡ可

上调效应细胞ＮＫＧ２Ｄ的表达，而膜 ＭＩＣＡ可被基质金属蛋白

酶水解释放入血液。可溶性 ＭＩＣＡ的释放不仅降低肿瘤细胞

表面 ＭＩＣＡ的表达，降低肿瘤的免疫原性，也能影响免疫效应

细胞表面ＮＫＧ２Ｄ的表达，进而影响ＮＫ细胞和细胞毒性Ｔ淋

巴细胞（ＣＴＬ细胞）抗肿瘤效应的发挥。张彩等
［７］的研究也表

明，可溶性 ＭＩＣＡ通过降低ＮＫＧ２Ｄ的表达下调机体的抗肿瘤

免疫效应。上述研究表明，ＮＫＧ２ＤＭＩＣＡ的相互作用可有效

调节ＮＫ细胞和ＣＴＬ细胞的杀肿瘤作用。本研究发现，乙型

肝炎源性 ＨＣＣ患者血清 ＭＩＣＡ 水平明显高于健康对照组

（犘＜０．０５），说明可溶性 ＭＩＣＡ在肝癌发生中发挥重要作用，

这种作用与肿瘤免疫逃逸作用机制有关。

人类 ＭＨＣ基因域位于６号染色体短臂，共含有２２４个基

因座，包含 ＭＩＣ家族７个成员的编码基因，其中 ＭＩＣＡ位于经

典 ＭＨＣⅠ类基因域着丝粒的末端，具有６个外显子，由５个

内含子隔开［８］。Ｋｕｍａｒ等
［９］发现 ＭＩＣＡ上游４．７ｋｂ的变异位

点与丙型肝炎病毒引起的 ＨＣＣ相关。Ｐａｕｌｉｓａｌｌｙ等
［１０］研究了

ＭＩＣＡ基因多态性与丙型肝炎源性肝癌的关系，发现ＳＮＰ

ｒｓ２５９６５３８与丙型肝炎源性肝癌易感性相关。有研究发现，另

一个 ＭＩＣＡＳＮＰ位点ｒｓ２５９６５４２与乙型肝炎源性 ＨＣＣ易感

性相关，Ｇ等位基因携带者 ＨＣＣ发病风险明显大于Ａ等位基

因携带者［１１］。本研究结果与 Ｋｕｍａｒ等
［９］的研究类似，ＧＧ基

因型携带者比ＡＡ基因型携带者乙型肝炎源性ＨＣＣ发病风险

高；或至少携带１个Ｇ等位基因者比携带 Ａ等位基因者更易

患乙型肝炎源性 ＨＣＣ。ＳＮＰｒｓ２５９６５３８Ｇ等位基因携带者血

清 ＭＩＣＡ水平高于 Ａ等位基因携带者，ｒｓ２５９６５４２Ｇ等位基因

携带者高于Ａ等位基因的携带者。本研究也发现，ＧＧ基因型

ＨＣＣ患者血清 ＭＩＣＡ水平明显高于ＡＡ基因型和ＡＧ基因型

患者（犘＜０．０５）。回归分析结果显示，ＧＧ基因型携带者比

ＡＡ基因型携带者乙型肝炎源性 ＨＣＣ发病风险要高。上述研

究结果表明，ＭＩＣＡ基因多态性可能通过提高可溶性 ＭＩＣＡ水

平，从而影响 ＨＣＣ易感性。

综上所述，随着分子生物学、细胞生物学和人类基因组学、

蛋白质组学等基础学科向癌症研究领域的延伸，ＨＣＣ分子诊

断方法取得了长足的进展［１２］。ＭＩＣＡ基因多态性和血清 ＭＩ

ＣＡ有可能成为乙型肝炎源性 ＨＣＣ的生物学标记。其在临床

诊断中的作用有待进一步研究。
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