
protein( TＲOAP) in lung adenocarcinoma． Methods The differential expression of TＲOAP and its impact on pa-
tients prognosis were analyzed by exploring multiple public databases． Immunohistochemical staining was used to
detect the histological score ( H-Score) of TＲOAP in 30 patients with lung adenocarcinoma． The differences in ex-
pression and clinicopathological features ( sex，age，TNM stage，Ki-67 level，smoking history，pleural effusion and
Epidermal Growth Factor Ｒeceptor ( EGFＲ) mutation status) were analyzed． Ｒesults Database analysis sugges-
ted that this gene was highly expressed in various solid tumors such as lung cancer． The survival of lung adenocarci-
noma patients with high expression of TＲOAP gene was significantly shortened． Immunohistochemical staining sug-
gested that the expression of this gene in tumor tissues of lung adenocarcinoma patients［H-Score ( Histological
Score) = 150. 00 ( 100. 00，180. 00) ］was significantly higher than that in adjacent normal lung tissues ［H-Score
= 80. 00 ( 58. 75，125. 00) ］． This difference had statistical significance ( P = 2. 69 × 10 －5 ) ． In addition，the ex-
pression of TＲOAP gene expression was significantly different in disease stages ( P = 0. 039 ) ，whether there was
distant metastasis ( P = 0. 031) and different Ki-67 expressions ( P = 0. 006) ． Conclusion TＲOAP may play an
important role in the tumorigenesis，development，invasion and metastasis of lung adenocarcinoma． It could be used
as a potential biomarker for pathogenesis，treatment and prognosis．
Key words lung adenocarcinoma; TＲOAP; expression; clinicopathological features
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缺氧诱导通路基因多态性与肺癌及临床特征的关联性研究
于伟玲1，肖 莎2，谢宗宙1，黄琰菁3，陈 元4

摘要 目的 缺氧诱导因子 2A( HIF2A) 和血管内皮生长因

子 A( VEGFA) 是缺氧诱导途径中的重要基因。HIF2A 多态

性位点 rs13419896 和 VEGFA 多态性位点 rs833061 与肺癌

相关 性 是 研 究 的 热 点。该 研 究 旨 为 揭 示 rs13419896 和

rs833061 与中国人群中肺癌患者的遗传相关性及临床意义。

方法 应用病例对照研究方法收集肺癌患者 438 例和健康

对照 456 例，应用 Taqman Genotyping 方法对收集的样本进

行靶位点基因分型，并分析其与临床特征的关系。结果 研

究发现位于 HIF2A 基因 rs13419896 A 等位基因对比 G 等位

基因具有降低肺癌发病 风 险［OＲ = 0. 72，95% CI ( 0. 58 ～
0. 88) ，P = 0. 001 1］，加 性 遗 传 模 型 分 析 该 位 点 结 果

rs13419896 AA 降低肺癌的发病风险［OＲ = 0. 74，95% CI
( 0. 61 ～ 0. 90 ) ，P = 0. 002］。通过调整吸烟、饮酒、年龄影
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响，rs13419896 AA 仍显示显著降低肺癌的发病风险［OＲ =
0. 75，95% CI ( 0. 60 ～ 0. 93 ) ，P = 0. 009 ］。而 未 发 现

rs13419896 基因型与肺癌中病理类型和临床分期相关，且

VEGFA 基因多态位点 rs833061 未发现与肺癌的相关性。结

论 研究结果显示在中国海南人群中 HIF2A 基因多态性位

点 rs13419896 与肺癌发生显著相关。rs13419896 基因型与

肺癌相关性，经过多中心及大样本的验证，可作为潜在的遗

传易感性分子标记。
关键词 低氧诱导因子 2A; 血管内皮生长因子 A; 基因多态

性; 肺癌
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肺癌是世界范围内死亡率最高的恶性肿瘤之

一。在全球范围内，2012 年诊断出约 180 万新发肺

癌病例，占世界癌症总发病率的 12. 9%，同年其死

亡 159 万人，占癌症死亡总数的 19. 4%［1］。目前的

流行病研究结果显示中国过去 10 年肺癌发病率和

死亡率呈持续上升趋势，平均每年以 1. 6% 的比例

上升［2］。
肺癌细胞的形成和转移与缺氧微环境适应和生

长密切相关［3 － 4］，现有研究发现缺氧诱导因子相关

通路分子异常与肺癌进展有重要联系［5］，其遗传多
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态性与肺癌发生密切相关［6 － 7］。近期日本人群研究

发现缺氧诱导因子 rs13419896 ( Hypoxia-inducible
factor，HIF2A) 与血管内皮生长因子 A rs833061-AA
( vascular endothelial growth factor A，VEGFA) 基因

的多态性与肺癌发生风险相关［8 － 9］。由于亚太地区

人在生活环境和人群遗传背景具有较高的相似性，

而上述结果在中国地区的目前无相关证实，该研究

拟探讨上述肺癌易感位点与我国肺癌发生的相关

性。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 样本来源海南汉族人群，共纳入肺

癌患者 438 例，为 2011 年 3 月 ～ 2017 年 7 月间，海

口市人民医院和海南省人民医院病理检查确诊的肺

癌患者，456 例对照样本来源于同时期海南地区健

康体检中心常规体检人群，无呼吸系统疾病及肺癌

家族史。
1． 2 流行病学调查 制定统一流行病学调查量表，

内容包括: 一般人口学特征、吸烟、饮酒以及既往糖

尿病史，排除呼吸系统家族史等。吸烟者定义为不

吸烟者、既往吸烟者和目前正在吸烟者，饮酒者同样

定义为不饮酒者、既往饮酒者和正在饮酒者，并收集

临床病理分型和临床肺癌分期。临床数据整理和分

析，按照第 8 版肺癌 TNM 分期标准。
1． 3 样本采集 在获取知情同意，并签署知情同意

书后，分别采集肺癌患者和对照组外周静脉血 3 ml，
EDTA 抗凝，－ 20 ℃冰箱保存。
1． 4 DNA 提取 采用外周血 DNA 提取试剂盒

( Axygen Biosciences 公司) 提取人全基因组 DNA，提

取步骤按操作说明书进行，提取的 DNA 保存于 － 60
℃冰箱。
1． 5 基因分型 rs13419896 和 rs833061 基因分型

应用 Taqman genotyping assays ( applied biosystems，
ABI ) ，HIF2A， rs13419896， C__31180907_10 和

VEGFA，rs833061，C__1647381_10 基因分型的探

针，反应的条件如下 2 倍 Taqman genotyping master
mix ( ABI ) 2. 5 μl，20 SNP genotyping assay mix
( ABI) 0. 25 μl。模板 DNA 2. 25 μl。PCＲ 反应条件

95 ℃、10 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃延长 90 s，共 40
个循环，完成后读取荧光信号完成基因分型。
1． 6 统计学处理 采用 STATA 10. 0SE 软件对数

据进行统计学分析。配对 t 检验比较病例组和对照

组间性别、年龄、饮酒及吸烟情况，Hardy-Weinberg
平衡检验检验对照组样本是否来源于同一个群体;

χ2 检验比较两组间高危因素情况及不同基因型在

两组间的频率分布，应用 Logistic 多因素回归分析

计算 OＲ 和 95% CI 以估计不同基因型与肺癌风险

之间的相关性，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 临床特点 肺癌病例组平均年龄为 29 ～ 87
( 55. 8 ± 15. 1) 岁; 对照组平均年龄为 30 ～ 72 ( 48. 1
± 8. 07) 岁，年龄上肺癌病例组年龄较健康对照组

大( P ＜ 0. 001) ，而肺癌病例组与对照组之间性别无

明显差异( P = 0. 96 ) 。通过吸烟和饮酒行分类分

析，不同肺癌病例组吸烟个体和持续饮酒个体与对

照组相比，差异有统计学意义，具体见表 1。

表 1 病例组和对照组临床特点［n( %) ］

临床特点
病例组

( n = 438)

对照组

( n = 456)
P 值

年龄( 岁，珋x ± s) 55． 8 ± 15． 1 48． 1 ± 8． 07 ＜ 0． 001
男性 305( 69． 6) 319( 70． 0) 0． 96
吸烟

从不吸烟 201( 45． 9) 316( 69． 3) 0． 000 2
过去吸烟 105( 24． 0) 75( 16． 5) 0． 022
现在吸烟 132( 30． 1) 65( 14． 3) ＜ 0． 001

饮酒

从不饮酒 204( 46． 6) 252( 55． 3) 0． 138
过去饮酒 125( 28． 5) 141( 30． 9) 0． 566
现在饮酒 109( 24． 9) 63( 13． 8) 0． 006

病理类型

鳞癌 156( 35． 6)

腺癌 255( 58． 2)

小细胞肺癌 16( 3． 7)

非小细胞肺癌 11( 2． 5)

临床分期

Ⅰa 74( 16． 89)

Ⅰb 13( 2． 97)

Ⅱa 119( 27． 17)

Ⅱb 45( 10． 27)

Ⅲa 86( 19． 63)

Ⅲb 36( 8． 22)

Ⅳa 49( 11． 19)

Ⅳb 16( 3． 65)

2． 2 Hardy-Weinberg 遗传平衡检验 rs13419896
和 rs833061 成 功 分 型 为 98. 2% 和 99. 0%。通 过

Hardy-Weinberg 检验分析对照组是否来源于同一个

整体，rs13419896 ( χ2 = 1. 88，P = 0. 17 ) 、rs833061
( χ2 = 0. 38，P = 0. 532) ，差异无统计学意义，证明样

本的收集来源一个总体。
2． 3 HIF2A 基因 rs13419896 和 VEGFA rs833061
多态性位点与肺癌关联分析 分析结果显示携带
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rs13419896 A 等位基因对比 G 等位基因具有降低肺

癌发病风险［OＲ = 0. 72，95% CI( 0. 58 ～ 0. 88) ，P =
0. 001 1］，通过对基因型的加性模型、隐性模型和显

性模型遗传模型进行分析，发现在加性模型和显性

模型中差异有统计学 意 义，见 表 2。进 一 步 分 析

rs13419896 基因型与肺癌中病理类型( χ2 = 3. 27，P
= 0. 77) 和临床分期( χ2 = 8. 88，P = 0. 18 ) 无相关

性。而 rs833061 位点的等位基因 C 及 T 在肺癌组

和对 照 组 的 分 布 情 况 分 析，无 统 计 学 差 异; 对

rs833061 基因型进行三种不同遗传模型分析，亦无

统计学差异，见表 2。
2． 4 HIF2A 基因 rs13419896 基因型与肺癌发病相

关 通过对比 rs13419896 基因型、年龄、吸烟、饮

酒、2 型糖尿病等在条件回归模型中的影响，结果显

示 rs13419896 基因型、吸烟、饮酒和年龄与肺癌相

关，见表 3。通过多因素回归分析，调整吸烟、饮酒

和年龄的影响，rs13419896 基因型仍可降低肺癌发

生率，而回归模型中 2 型糖尿病和性别与肺癌的发

病率无明显关联，见表 3，回归分析中 wald 检验值为

156. 13。
2． 5 肺癌高危因素肺癌分层分析 进一步对肺癌

高危因素进行分层分析，将以前有吸烟史和现在仍

吸烟的定义为吸烟者，同样方法定义饮酒者。分析

发现对于不吸烟者，rs13419896 AA 基因型具有的保

护 作 用，而 在 吸 烟 人 群 中 保 护 作 用 不 明 显;

rs13419896 AA 基因型对饮酒者和不饮酒者均有降

低肺 癌 的 发 生 率; 对 于 年 龄 大 于 50 岁 的 患 者，

rs13419896 AA 基因型对降低肺癌的发生率较为明

显，见表 4。

3 讨论

本研究通过对缺氧通路的多态性位点进行验

证，发现在中国海南地区 HIF2A 基因 rs13419896 多

态性位点与肺癌的发生具有相关性，rs13419896 位

点 AA 基因型降低肺癌发生，而同为该位点的等位

基因 GG 型增加肺癌的发病风险，但未发现该阳性

位点与临床分期和病理类型的关系。
通过对环境因素的分析表明，除吸烟外，饮酒和

表 2 rs13419896 和 rs833061 与肺癌的关联性［n( %) ］

多态性位点 病例组 对照组 χ2 值 OＲ( 95% CI) P 值

rs13419896
A 247( 28． 5) 326( 36． 7) 1
G 619( 71． 5) 586( 64． 3) 10． 61 0． 72( 0． 58 ～ 0． 88) 0． 0011
AA 41( 9． 5) 65( 14． 2)

AG 165( 38． 1) 196( 43． 0)

GG 227( 52． 4) 195( 42． 8)

加性模型 9． 97 0． 74( 0． 61 ～ 0． 90) 0． 002
显性模型( AA + AG 对比 GG) 8． 31 0． 68( 0． 52 ～ 0． 89) 0． 004
隐性模型( GG + AG 对比 AA) 0． 91 1． 14( 0． 87 ～ 1． 51) 0． 320
rs833061
C 248( 28． 8) 262( 30． 0) 1
T 617( 71． 2) 624( 70． 0) 0． 17 0． 96( 0． 78 ～ 1． 19) 0． 706
CC 29( 6． 7) 36( 8． 1)

CT 191( 44． 1) 127( 42． 9)

TT 213( 49． 2) 217( 49． 0)

加性模型 0． 15 0． 96( 0． 78 ～ 1． 19) 0． 70
显性模型( CC + TC 对比 TT) 0． 97 1． 20( 0． 82 ～ 1． 74) 0． 32
隐性模型( CC 对比 TC + TT) 3． 39 0． 72( 0． 50 ～ 1． 04) 0． 07

表 3 多因素 Logistic 回归分析分析肺癌的高危因素

高危因素 回归系数 回归系数标准误 Z 值 OＲ( 95% CI) P 值

rs13419896 0． 29 0． 11 2． 66 0． 75( 0． 60 ～ 0． 93) 0． 009
吸烟 0． 70 0． 10 7． 25 2． 01( 1． 67 ～ 2． 43) ＜ 0． 001
饮酒 0． 36 0． 10 3． 67 1． 43( 1． 19 ～ 1． 74) ＜ 0． 001
年龄 0． 06 0． 01 8． 70 1． 06( 1． 05 ～ 1． 07) ＜ 0． 001
糖尿病 0． 01 0． 15 0． 06 1． 01( 0． 76 ～ 1． 35) 0． 930
性别 0． 21 0． 17 1． 13 0． 83( 0． 60 ～ 1． 15) 0． 220
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表 4 rs13419896 在吸烟、饮酒和年龄在肺癌组和健康对照组分层分析

危险因素分层 AA AG GG P 值 OＲ( 95%CI)
吸烟者

病例组 14( 10． 4) 48( 35． 6) 73( 54． 0) 0． 83 1． 05( 0． 68 ～ 1． 62)

对照组 7( 10． 8) 24( 36． 9) 34( 52． 3)

不吸烟者

病例组 28( 9． 2) 119( 39． 3) 156( 51． 5) 0． 002 0． 71( 0． 56 ～ 0． 88)

对照组 58( 14． 8) 172( 44． 0) 161( 41． 2)

饮酒者

病例组 15( 13． 4) 40( 35． 7) 57( 50． 9) 0． 025 0． 60( 0． 39 ～ 0． 94)

对照组 10( 15． 9) 35( 55． 6) 18( 28． 5)

不饮酒者

病例组 26( 8． 0) 125( 38． 3) 175( 53． 7) 0． 007 0． 74( 0． 59 ～ 0． 92)

对照组 55( 14． 0) 161( 41． 0) 177( 45． 0)

年龄 ＞ 50 岁

病例组 18( 7． 8) 81( 35． 4) 130( 56． 8) ＜ 0． 001 0． 54( 0． 40 ～ 0． 73)

对照组 30( 18． 0) 73( 43． 7) 64( 38． 3)

年龄≤50 岁

病例组 23( 11． 0) 89( 42． 6) 97( 46． 4) 0． 720 0． 95( 0． 73 ～ 1． 24)

对照组 35( 12． 1) 123( 42． 6) 131( 45． 3)

年龄也是中国海南地区肺癌发生的重要因素。同时

对肺癌高危因素进行分层分析表明，对于吸烟患者

其 rs13419896-AA 基因型保护作用不明显，而对于

不吸烟患者保护作用较为明显，提示吸烟可能降低

了 rs13419896-AA 基因型保护作用，rs13419896-AA
保护作用与吸烟与否有密切相关。无论是饮酒患者

或者不饮酒肺癌患者 rs13419896-AA 基因型性均有

保护作用，可能的机制是饮酒不影响 rs13419896-AA
对肺癌发生保护机制，或者饮酒通过其他的通路致

肺癌发生，本研究的结果显示饮酒本身仍是增加肺

癌发生率的高危因素。
本研究结果与 Yamamoto et al［8］对日本九州地

区肺癌患者的研究结果相同，rs13419896-AA 可以

显著降低肺癌的发生率，而未发现上述研究中 VEG-
FA 基因 rs833061 与肺癌的相关性，可能与该多态

性位在中国人群 ( C /T: 0. 279 /0. 721 ) 和日本人群

( C /T: 0. 343 /0. 656) rs833061 等位基因频率差异有

关。不同于 Kim et al［10］在广岛地区的研究结果，该

研 究 对 76 例 肺 癌 患 者 基 因 型 分 析，提 示

rs13419896-AA 基因型增加肺癌发生率，并且对基

因型的生物学功能进行了深入的验证，发现其有一

定的相关性。该易感性结果的差异可能来源于研究

中肺癌病例样本收集较少，或者样本来源地区的基

因频率的差异，因而对在该地区进行独立大样本的

验证，显得尤为必要。同时该研究对多态性位点的

生物学功能进行分析发现 rs13419896 A 基因型相

对于 G 基因型在 A549、PC-9 和 HSC-2 细胞内可以

增加转录活性，rs13419896-AA 基因型与肺癌的临

床进展和预后有关。虽然认为肺癌 HIF2A 组织高

表达与肿瘤的进展和预后不良相关［10 － 11］。但有也

研究指出 HIF 家族基因通过调节不同靶基因的转

录活性，发挥促瘤与抗肿瘤的双重作用［12 － 13］。因而

该上述结果仍然需要进一步独立的功能分析来证

实，同时联系其临床特征来进一步完善对 HIF2A 在

肺癌发生的认识。
少部分遗传易感性研究出现结果差异，这些差

异主要来源于人群种族和种族内人群分层［14］，或者

独立研究本身的限制，这种情况使得跨区域的重复

验证性研究具有重要的应用意义。虽然本研究分析

了海南地区 438 例肺癌病人样本和 456 例健康对照

人样本中 rs13419896 与肺癌的关系，但研究结果来

源单 一 中 心，仍 需 要 多 中 心 的 进 一 步 验 证，明 确

rs13419896 与肺癌的关系。验证后的结果将为精准

医疗和个体化预防，提供一定的理论基础和临床参

考。同时 rs13419896 位于 HIF2A 的转录调控区，为

后续进一步的功能验证提供便利，也为探索 HIF2A
基因 SNP 位点在缺氧条件下，研究调节下游靶基因

的机制提供了可能。
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Association analysis between genetic polymorphisms
in the hypoxia － inducible factor pathway and lung cancer

Yu Weiling1，Xiao Sha2，Xie Zongzhou1，et al
( 1Dept of Oncology，Haikou City Peoples Hospital，Haikou 570208;

2School of Public Health of Hainan Medical University，Haikou 571199 )

Abstract Objective Hypoxia-inducible factor 2A ( HIF2A) and vascular endothelial growth factor A ( VEGFA)

are important genes in the hypoxia-inducible pathway，the association of rs13419896 in HIF2A and rs833061 in
VEGFA with lung cancer recently becomes the focus． Our study is to demonstrate genetic association rs13419896
and rs833061 with lung cancer in Chinese population． Methods A case-control study was performed between 438
patients with lung cancer and 456 healthy controls． The collected samples were genotyped by Taqman Genotyping
method，and the association and clinical characteristics were analyzed． Ｒesults The rs13419896 A allele de-
creased the risk of lung cancer ［OＲ = 0. 72，95% CI( 0. 58 ～ 0. 88 ) ，P = 0. 001 1］，comparing to rs13419896 G
allele ，and further analysis found that rs13419896-AA significantly decreased risk of lung cancer in the additive
model［OＲ = 0. 74，95% CI ( 0. 61 ～ 0. 90) ，P = 0. 002］． After adjustment the effects of smoke ，alcohol and age，

rs13419896 genotypes still significantly decreased the risk of lung cancer［OＲ = 0. 75，95% CI( 0. 60 ～ 0. 93) ，P =
0. 009］. However，the rs13419896 genotypes had no significant relationship with pathological types and clinical
stages in lung cancer，and there was no association between lung cancer and rs833061 in VEGFA． Conclusion
The results show that polymorphism of rs13419896 in HIF2A is associated with lung cancer in Hainan area of China
． It can be used as a potential genetic marker for lung cancer after validation by multi-center and large sample stud-
ies．
Key words hypoxia-inducible factor 2A; vascular endothelial growth factor A; genetic polymorphism; lung cancer
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