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锌指蛋白 6 基因多态性与直肠癌发生的关联性
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摘要 目的 探讨锌指蛋白 6( ZBED6) 基因三个单核苷酸多态性( SNP) 位点多态性与直肠癌发病风险的相关性，为直肠癌早

期诊断和治疗提供实验依据。方法 利用聚合酶链式反应－限制性内切酶长度多态性检测方法( PCＲ-ＲFLP ) ，对无亲缘关系

的 109 例随机直肠癌患者和 110 例健康对照者的 ZBED6 基因进行分型。利用非条件 Logistic 回归分析，通过计算 OＲ 和

95%CI，探讨 ZBED6 三个 SNP 位点等位基因以及基因型与直肠癌发病风险的相关性。结果 ZBED6 基因 SNP rs7552670 位

点与直肠癌发病风险相关，经统计分析携带 TC 基因型者与携带 TT 基因型的人群相比，直肠癌发病风险会提高 2. 653 倍( TT
vs TC: OＲ= 2. 653，95%CI= 1. 501～ 4. 690) ，其余 SNP 与直肠癌发病风险无关。结论 ZBED6 基因 rs7552670 多态性与直肠癌

发生具有相关性，TC 基因携带者直肠癌发病风险增高。
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结直肠癌是一类与遗传、环境等因素相关的复

杂疾病［1－2］，因此，研究结直肠癌的易感基因和遗传

变异，发掘用于癌症早期诊断的分子标志将有助于

结直肠癌的早期筛查和后期治疗。锌指蛋白 6( zinc
finger protein 6，ZBED6) 具有广泛的组织特异性分

布，可调控多种基因的表达。它可作为胰岛素样生

长因子 2( insulin like growth factor 2，IGF2) 基因的

抑制因子［3－6］，促进结直肠癌的生长和侵袭［7］。在

结肠癌细胞系( rochester kiss off，ＲKO) 细胞中敲除

ZEBD6 基因后，ＲKO 细胞生长速度加快［8］，且与其

直接相互作用的基因均与细胞的增殖分化相关，表

明 ZBED6 直接参与结肠癌的发展［8］。但进一步的

调控机制尚不明确。
研究［9－13］表明单核苷酸多态性( single nucleo-

tide polymorphism，SNP) 与疾病发生具有紧密关联。
ZBED6 基 因 中 的 SNP 与 基 因 表 达 具 有 重 要 关

联［14］。当 ZBED6 发生单碱基突变后，ZBED6 表达

水平下降。而 ZBED6 基因表达水平与结直肠癌的

发生发展具有重要关联性。因此，该研究拟在直肠

癌 病 例 个 体 中 开 展 ZBED6 基 因 rs7552670、
rs7540041、rs3737972 位点基因多态性的研究，探究

ZBED6 基因三位点多态性与直肠癌发生的关联性，

为直肠癌早期诊断提供新的分子标志。

1 材料与方法

1．1 病例资料 选取包头市肿瘤医院 2020 年 10
月—2021 年 4 月经组织病理学诊断的直肠癌患者

109 例( 病例组) ，彼此间无亲缘关系。女性 44 例，

男性 65 例，平均年龄为( 58. 31±7. 76) 岁。同期收

集社区无癌症病史健康人群 110 例( 对照组) ，女性

45 例，男性 65 例，平均年龄为( 56. 65±7. 78) 岁。所

有选入对象间均不存在血缘关系，且病例组与对照

组在 年 龄、性 别 上 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 年 龄: t =
1. 587，P= 0. 114; 性别: χ2 = 0. 007，P = 0. 935) 。该

研究获得了包头医学院伦理委员会的批准［批准

号: 包医伦审 2021 第( 037) 号］。
1．2 血液的采集 使用 EDTA 抗凝采血管，分别采

集病例组以及正常对照组研究对象全血，患者血液

在术前采集。
1．3 SNP 位点筛选 通过美国国立生物技术信息

中心 ( national center for biotechnology information，

NCBI) 数据库查询 ZBED6 基因 SNP 的所有信息，从

中选择错义突变且最小等位基因频率( minor allele
frequency，MAF) 大于 0. 05 的 SNP 位点，最终选择
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了 rs7552670、rs7540041、rs3737972 三个位点。
1．4 基因分型

1．4．1 基因组 DNA 的提取 使用血液 DNA 提取试

剂盒( 北京天根生化科技有限公司) ，根据操作流

程，提取各直肠癌患者和对照组外周血样本基因组

DNA。
1．4．2 引物设计与合成 利用 Primer 5 软件针对

rs7552670、rs7540041、rs3737972 三个位点进行引物

设计，交由上海生工合成，引物序列见表 1。

表 1 ZBED6 基因 3 位点引物序列

Tab．1 Primer sequences of ZBED6 gene at 3 loci

SNP PCＲ primer( 5'-3') Length( bp)

rs7552670 F: TTCTTTGGAAACTGCGTCTT 358
Ｒ: GGCCTTGACCGAATGACT

rs7540041 F: AGGTTGCCATCCAGTATC 377
Ｒ: GGAATTTTCAGCCCTTGT

rs3737972 F: GGGTTTGCGAATTAAGGG 361
Ｒ: CCTGGTCCAATGAGGTGA

1．4．3 目的片段的 PCＲ 扩增 通过 PCＲ 扩增三个

位点对应的目的片段，反应体系总体积为 50 μl: 其

中模板 1 μl，2×Taq PCＲ Master Mix 25 μl，上下游引

物各 2 μl 以及去离子水 20 μl。PCＲ 反应程序为:

95 ℃ 5 min，95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个

循环，72 ℃ 7 min，4 ℃ 。
1．4．4 限制性内切酶基因分型及测序 使用 AluⅠ
限制性内切酶对 rs7552670 和 rs7540041 两个位点

进行基因分型。rs7552670 位点 TT 型: 168 bp、190
bp; TC 型: 168 bp、190 bp 和 358 bp; CC 型: 358 bp。
rs7540041 位点 GG 型: 185 bp、115 bp 和 77 bp; GA
型: 300 bp、185 bp、115 bp 和 77 bp ; AA 型: 300 bp
和 77 bp。两位点酶切反应总体系为 10 μl，包括 Alu
Ⅰ内切酶 0. 2 μl，10×限制性内切酶 Buffer 1 μl 和

PCＲ 产物 4 μl。37 ℃水浴 1 h，后采用 2%琼脂糖凝

胶电泳，进行基因型分析。每个位点随机选取 50 份

PCＲ 产物，送由上海生工生物公司进行测序，验证

基因型。rs3737972 位点 PCＲ 扩增后产物直接交由

上海生工测序，判断基因型。
1．5 统计学处理 利用 SPSS 26 软件进行统计分

析。采用 t 检验和 χ2 检验分别比较病例组和对照

组间的年龄及性别分布差异是否有统计学意义; 在

对照组中，采用 χ2 检验对基因型分布进行哈迪－温

伯格平衡定律 ( hardy-weinberg equilibrium，HWE )

检验。利用非条件 Logistic 回归计算风险比( OＲ) 以

及 95% 可 信 区 间 ( CI ) ，分 别 分 析 rs7552670、
rs7540041、rs3737972 三位点基因型是否与直肠癌

发病风险存在关联，P＜0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 ZBED6 三位点基因多态性结果 ZBED6 基因

rs7552670( T /C) 位点酶切分型结果如图 1A 所示，

结果显示 ZBED6 基因 rs7552670 位点存在 T 和 C 2
个等位基因，有 TT、TC 和 CC 3 种基因型。随机抽

取 50 个 PCＲ 产物进行测序，结果如图 2A 所示，抽

样测序 结 果 与 酶 切 结 果 完 全 一 致。ZBED6 基 因

rs7540041( G /A) 位点酶切分型结果如图 1B 所示，

结果显示 rs7540041 位点存在 G 和 A 2 个等位基

因，有 GG、GA 和 AA 3 种基因型。随机抽取 50 个

PCＲ 产物进行测序，结果如图 2B 所示，抽样测序结

果与酶切结果完全一致。rs3737972 位点分型通过

测序完成，结果如图 2C 所示，rs3737972 位点存在 A
和 G 2 个等位基因，有 3 种基因型 AA、AG 和 GG。
2．2 ZBED6 基因三个 SNP 位点等位基因与直肠

癌发病风险的关联性 分析直肠癌病例组与正常对

照组人群 ZBED6 基因 SNP 位点的等位基因，结果

表明三个 SNP 位点的等位基因分布情况均与直肠

癌的发病风险无关。见表 2。
2．3 ZBED6 SNP 位点基因型与直肠癌发病风险的

关系 正常对照组中 ZBED6 基因 SNP rs7552670、

表 2 各 SNP 位点等位基因与直肠癌的关联分析［n( %) ］

Tab．2 Association analysis of alleles at various SNP loci with rectal cancer［n( %) ］

SNP Genotype Control group Case group OＲ( 95%CI) a

rs7552670 T 160( 72．7) 150( 68．8) 1
C 60( 27．3) 68( 31．2) 1．209( 0．800－1．826)

rs7540041 G 164( 74．5) 166( 76．1) 1
A 56( 25．5) 52( 23．9) 0．917( 0．594－1．417)

rs3737972 A 156( 70．9) 138( 63．3) 1
G 64( 29．1) 80( 36．7) 1．413( 0．947－2．109)

a : Balancing gender and age factors．
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rs7540041、rs3737972 位点的基因型频率数分布符

合 Hardy-Weniberg 平衡定律( rs7552670: χ2 = 1. 733，

P = 0. 420; rs7540041: χ2 = 0. 132，P = 0. 936;

rs3737972: χ2 = 0. 006，P= 0. 997) ，SNP rs7552670 位

点与直肠癌的发病风险具有相关性，统计分析结果

显示携带 TC 基因型者与携带 TT 基因型人群比较，

直肠癌的发病风险会提高 2. 653 倍( TT vs TC: OＲ =
2. 653，95% CI = 1. 501 ～ 4. 690 ) ，rs7540041、
rs3737972 两位点 SNP 基因型与直肠癌发病风险没

有关联( P＞0. 05) 。如表 3 所示。

3 讨论

结直肠癌发病率在持续增加，是临床最常见的

消化道恶性肿瘤之一。结直肠癌有着发病初期症状

不明显，不易察觉的特点，患者易耽误治疗，结直肠

癌患者在就诊时已多为中、晚期，术后 5 年存活率较

低，仅为 30% ～ 50%。而早期发现并切除癌前病变

能够较 为 有 效 地 降 低 结 直 肠 癌 的 发 生 率 和 病 死

率［15］。因此，寻找早期、高效的筛查方法对于结直

肠癌的早期诊断和治疗具有重要意义。
ZBED6 是一个新发现的定位于细胞核内的转

录调控因子，在细胞周期调控、发育及分化等方面发

挥作用，其信号通路多与人类疾病有关［16］。ZBED6
具有多种生物学功能，有广泛的组织特异性分布，参

与调控细胞的生长发育和生物大分子的合成代谢。
研究［17－18］表明，敲减 ZBED6 基因后会增加细胞增

殖和迁移速率，且 ZBED6 基因对人结直肠癌细胞的

增殖和分化速率也有显著影响，表明 ZBED6 基因表

达水平与结直肠癌的发生发展具有密切关联。而

ZBED6 的表达受多种因素影响，包括碱基突变、组

蛋白修饰、DNA 甲基化等［19－20］，因此，ZBED6 基因

碱基突变可能会通过影响其表达水平，从而影响结

直肠癌发生发展。同时多项研究［9－13］表明 SNP 与

结直肠癌发生具有密切关联性，目前有关 ZBED6 基

图 1 ZBED6 位点基因分型电泳图

Fig．1 Gel electrophoresis result of ZBED6 loci genotyping

A，B: ZBED6 gene rs7552670 ( T /C) and rs7540041( G /A) loci genotyping electrophoresis; 1: PCＲ products; 2: 100 bp DNA ladder marker; 3，4，

7－12: TT; 5，6，14: TC; 13: CC; a，c，d，f，g: AG; b，e，i，j: GG; h: AA; k: 100 bp DNA ladder marker．

表 3 各 SNP 位点基因型与直肠癌的关联分析［n( %) ］

Tab．3 Association analysis between genotypes of various SNP loci and rectal cancer［n( %) ］

SNP Genotype Control group Case group OＲ( 95%CI) a

rs7552670 TT 62( 56．4) 42( 38．5) 1
TC 36( 32．7) 66( 60．6) 2．653( 1．501－4．690)

CC 12( 10．9) 1( 0．9) 0．122( 0．015－0．980)

rs7540041 GG 60( 54．5) 59( 54．1) 1
GA 44( 40．0) 48( 44．0) 1．103( 0．637－1．908)

AA 6( 5．5) 2( 1．8) 0．331( 0．064－1．718)

rs3737972 AA 55( 50．0) 40( 36．7) 1
AG 46( 41．8) 58( 53．2) 1．720( 0．973－3．042)

GG 9( 8．2) 11( 10．1) 1．675( 0．627－4．478)

a : Balancing gender and age factors．
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图 2 ZBDE6 基因三位点 PCＲ 扩增产物测序结果

Fig．2 Sequencing results of PCＲ amplification products at the three loci of ZBDE6 gene

A，B，C: Sequencing results of PCＲ amplification products at the rs7552670 ( T /C) ，rs7540041( G /A) and rs3737972( A /G) loci of ZBDE6 gene;

1: TT; 2: TC; 3: CC; 4: GG; 5: GA; 6: AA; 7: AG．

因 SNP 与结直肠癌关联研究尚无报道。故该研究

筛选了 ZBED6 基因的三个 SNP 位点进行基因多态

性研究，初步探讨了三位点基因多态性与直肠癌发

病的相关性。
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该研究筛选了三个 MAF 大于 0. 05 的 SNP 位

点，结 果 显 示 ZBED6 基 因 rs7552670、rs7540041、
rs3737972 三位点基因型在所有样本中均存在多态

性，表明 ZBED6 基因在人群中具有多态性。进一步

将这三个 SNP 位点与直肠癌发生进行关联性分析，

发现 SNP rs7552670 位点与直肠癌的发病风险有相

关性，统计结果显示携带 TC 基因型者与携带 TT 基

因型人群比较，直肠癌的发病风险会提高 2. 653 倍。
目前关于该 SNP 与疾病发生的关联性尚无报道，因

此，其如何影响结直肠癌的发生还有待于进一步研

究。根据先前文献［17－18］报道，ZBED6 基因碱基突变

会影响其基因表达水平，而基因表达水平又会影响

结直肠癌细胞的增殖和分化，因此，推测该 SNP 可

能会通过影响 ZBED6 基因表达，从而影响直肠癌的

发生，但还需要检测相关个体 ZBED6 基因表达水平

对该假设进行验证。同时该研究样本量较小，故课

题组今后将进一步扩大样本量，筛选更多该基因

SNP 进行进一步研究验证，为结直肠癌早期诊断提

供新的分子标记。
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Association of zinc finger protein 6 gene polymorphism
with the occurrence of rectal cancer
He Shan1，Gao Fang1，Ｒong Songhao1，Ma Shuyi1，Gao Li2

( 1School of Medical Technology and Anesthesiology，Baotou Medical College，Baotou 014040;
2College of Ecology and Environment，Baotou Teacher's College，Baotou 014030)

Abstract Objective To investigate the relationship between the risk occurrence of rectal cancer and the single
nucleotide polymorphisms ( SNP) of zinc finger protein 6( ZBED6) ，and to provide the experimental basis for early
diagnosis and treatment of rectal cancer． Methods Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymor-
phism( PCＲ-ＲFLP) technology was used to genotype the ZBED6 gene in 109 randomly selected rectal cancer pa-
tients and 110 unrelated healthy controls． To evaluate the relationship between alleles，genotypes and the risk of
rectal cancer，unconditional Logistic regression analysis was used to OＲ and 95%CI．Ｒesults The SNP rs7552670
of ZBED6 had significant correlation with the risk of rectal cancer． Compared with the population carrying the TT
genotype，those carrying the TC genotype had a 2. 653 fold increased risk of rectal cancer ( TT vs TC: OＲ= 2. 635，

95%CI= 1. 501－4. 690) ． Other SNPs had no significant correlation with the risk of rectal cancer．Conclusion
There is an interaction between the polymorphisms of ZBED6( rs7552670) and rectal cancer． The population carried
ZBED6 rs7552670 TC genotype had an growing risk of rectal cancer．
Key words rectal cancer; ZBED6; single nucleotide polymorphism; unconditional Logistic regression;

rs7552670; correlation
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