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Abstract
AIM: To investigate the relationship between a 
single nucleotide polymorphism (SNP) of the 
TGF-β1 gene (rs1800469) and HBV infection and 
familial clustering of hepatocellular carcinoma 
in Guangxi, China.

METHODS: Blood samples collected from 114 
family members (FHCC) whose families have had 
two or even more hepatocellular carcinoma pa-
tients and 114 healthy controls (FNC) who come 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

TGF-β1rs1800469基因多态性与HBV感染及肝癌家族聚
集的相关性

覃 玲, 吴继周, 吴健林, 万裴琦, 韦颖华, 宁秋悦, 庞 裕

®

■背景资料
肝癌是威胁人类
健 康 的 恶 性 肿
瘤之一 ,  HBV感
染 是 原 发 性 肝
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
最主要的致病危
险因素, 而广西是
全国的HCC高发
区之一, 肝癌的发
病存在明显的肝
癌家族聚集现象. 

from the families without any cancer. SNP ge-
notyping was performed in these subjects using 
DNA sequencing and polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism.

RESULTS: There were no statistical differences 
between the FHCC group and FNC group in the 
frequencies of the alleles (T, C) and genotypes 
(CC, TC, TT) at the rs1800469 locus, and in the 
distribution of the alleles (T, C) and frequencies 
of genotypes (TC, TT) between subjects who 
were infected by chronic hepatitis B (HBsAg 
positive) and those who were not infected (HB-
sAg negative) (all P > 0.05). However, there was 
a statistical difference in the frequency of geno-
type CC between the HBsAg-positive and -nega-
tive groups (P < 0.05).

CONCLUSION: The alleles (T, C) and genotypes 
(CC, TC, TT) at the rs1800469 locus in the TGF-β1 
gene are not associated with familial clustering of 
hepatocellular carcinoma in families in Guangxi 
Province. The genotype CC at the rs1800469 locus 
might increase the risk for HBV infection.

Key Words: Transforming growth factor-β1; Gene 
polymorphism; Gene frequency; Hepatitis B virus; 
Clustering of hepatocellular carcinoma
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摘要
目的: 探讨TGF-β1rs1800469基因多态性与

HBV感染及肝癌家族聚集性的相关性. 

方法: 以广西肝癌高发区肝癌高发家族成员
114名为实验组, 采取年龄±5岁、性别、民族
及HBsAg配对法选取无癌家族成员114名为对
照组, 提取外周血DNA, 应用聚合酶链反应—

限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)技术, 对
TGF-β1rs1800469位点上的基因型CC、TC、

■同行评议者
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TT, 等位基因T、C进行分析. 

结果: TGF-β1rs1800469等位基因T、C的频
率和基因型CC、TC、TT在肝癌高发家族成
员和无癌家族成员间的分布无统计学差异
(P >0.05). TGF-β1rs1800469等位基因T、C的
频率和基因型TC、TT在乙肝表面抗原阳性和
阴性组间分布无统计学差异(P >0.05), 而基因
型CC在两组间的分布存在差别(P <0.05). 

结论: TGF-β1rs1800469等位基因T、C和基
因型CC、TC、TT与广西肝癌家族聚集危险
性似无明显相关性; TGF-β1rs1800469基因
型CC可能会增加HBV感染危险性, 而TGF-
β1rs1800469等位基因T、C的频率和基因型
TC、TT无明显作用. 

关键词: 转化生长因子-β1; 基因多态性; 基因频率; 

乙型肝炎病毒; 肝癌家族聚集性
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0  引言  

广西壮族自治区是原发性肝细胞癌(hepatocellu-
lar carcinoma, HCC)的高发区之一, 肝癌的发病

存在明显的家族聚集现象[1], 但目前原因尚未清

楚. 有研究发现TGF-β1基因中rs1800469基因多态

性与乳腺癌[2,3]、肺癌[4]、肠癌[5]和前列腺癌[6]等

多种癌症的危险相关, 同时也发现与乙型肝炎后

肝癌[7]危险相关. 我们以往的研究结果表明, 遗
传因素在广西肝癌的发生和发展中发挥重要作

用, 但广西尚未开展TGF-β1基因多态性的作用

研究. 本研究选择rs1800469基因位点进行研究, 
从遗传学角度阐明HBV感染和肝癌家族聚集性

发生的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择广西肝癌高发区肝癌高发家族成

员114名作为实验组, 以年龄±5岁, 相同性别、

民族、HBsAg、生活环境、生活习惯和生活条

件作为配对条件, 选择无癌家族成员114名作为

对照组. 肝癌高发家族成员定义: 直系亲属中发

生过2例或2例以上HCC患者的家族成员(HCC诊
断符合第4届全国肝癌学术会议修订的肝癌诊

断标准); 无癌家族成员定义: 直系亲属中未发生

过任何恶性肿瘤病例的家族成员. 研究对象中

HBsAg阳性有164人, HBsAg阴性有64人, 而其他

肝炎病毒标志物均为阴性, 且检查未发现其他

疾病. 所选对象中, 男65对, 女49对, 肝癌高发家

族成员组中平均年龄为27.8岁±17.5岁, 无癌家

族成员组平均年龄为25.3岁±19岁. 
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取及质量监控: 抽取受检者

外周静脉血2 m L置于E D TA抗凝管中 ,  使用

promega全血DNA提取试剂盒, 按照说明书提取

DNA. 经NanoDrop2000(美国Thermo)和电泳检测

所提取的DNA, 选取纯度A 260/A 280值在1.6-1.8之
间的样品, 调整DNA浓度为30-50 mg/L, 选择电

泳条带单一、清晰, 无杂质的DNA样品, 保存于

-20 ℃待用. 
1.2.2 TGF-β1rs1800469基因扩增: 由上海Invitro-
g e n公司设计合成引物以下序列F: 5'C C A C-
C A A A G C G G G - T G AT C C A G AT G 3 ' ,  R : 
5'A C A C C C C G G A C A C C C A G T G AT3'. 使用 
25 μL PCR体系进行扩增, 其中12.5 μL premix 
Taq酶(TaKaRa公司生产), 10 μmol/L上下游引物

各0.5 μL, 2 μL DNA模板, 9.5 μL超纯水. 扩增条

件如下: 94 ℃ 5 min后, 94 ℃ 45 s; 退火61.5 ℃  
35 s、72 ℃ 1 min, 共35个循环; 最后72 ℃延伸 
10 min. PCR产物用2%琼脂糖凝胶, 在1×TAE液
中15 V/cm稳电压电泳40 min, 在凝胶成像系统中

看胶, 选择合格的PCR产物进入下一步反应. 
1.2.3 PCR产物限制性酶切: 用rs1800469限制性

内切酶Eco81Ⅰ(fermentas公司提供)1-2 μL, PCR
产物10 μL, 超纯水18 μL, 10×Tango Buffer 2 μL
组成体系, 置于37 ℃恒温水浴箱12 h. 用2.5%琼

脂糖凝胶, 在1×TAE液中15 V/cm稳电压电泳 
50 min, 凝胶成像系统观察.
1.2.4 质量监控及验证: 每组PCR反应中空白对

照均未见条带扩增, 重复实验结果均相同. 经
引物比对可知扩增后目的片段长度为517 bp. 
经内切酶Eco81Ⅰ酶切后只有一根条带为基因

型TT(517 bp), 3根条带的为TC(517 bp, 279 bp, 
238 bp), 2根条带的为CC(279 bp, 238 bp). PCR
测序产物由上海捷瑞生物公司进行, 测序结果

与NCBI查找到的序列进行比对, 相似性可达

95%-99%, 结合琼脂糖电泳结果确定所扩增片

段为所需目的基因片段. 
统计学方法 采用四格表χ2

检验对等位基因频

率及各种基因型在两组间分布差异进行比较, 计
算OR及95%CI分析不同基因型与肝癌家族聚集、

HBV感染的相关性, 检验概率为双侧, 检验水准α = 

■相关报道
研究发现TGF-β1
基因中rs1800469
基因多态性与乳
腺癌、肺癌、肠
癌和前列腺癌等
多种癌症的危险
相关, 同时Peng等
发现rs1800469基
因多态性与乙肝
后肝癌相关.

■创新盘点
本研究通过对肝
癌高发家族的成
员和无癌家族成
员的rs1800469基
因多态性检测寻
找TGF-β1基因多
态性在肝癌的发
生及家族聚集性
中的作用. 
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0.05, 所用统计软件为SPSS13.0 for windows. 

2  结果

2.1 TGF-β1rs1800469基因多态性与肝癌家族聚

集关系 TGF-β1rs1800469等位基因C在肝癌高

发家族成员组中和无癌家族成员组中分别为

46.1%和53.3%, 等位基因T为51.6%和48.4%, 2组
间差异无统计学差别(χ2 = 0.987, P  = 0.321); 基因

型CC、TC、TT在两组间的分布频率也无统计

学差异(χ2 = 1.66, P  = 0.198, OR = 1.733, 95%CI 
0.745-4.031; χ2 = 0.239, P  = 0.625, OR = 0.869, 
95%CI 0.496-1.525; χ2 = 0.081, P  = 0.777, OR = 

0.923, 95%CI 0.529-1.609)(表1, 2).
2.2 TGF-β1rs1800469基因多态性与HBV感染

的关系 按HBsAg阳性和阴性分组, 分别对TGF-
β1rs1800469各等位基因频率和基因型频率在

2组间的频率分布进行比较, 2组间2个等位基

因(T, C)无统计学差别(χ 2 = 0.918, P  = 0.338); 
基因型TC, TT在2组间分布无统计学差异(χ 2 = 
2.835, P  = 0.093, OR = 1.631, 95%CI 0.920-2.892; 
χ 2=0.02,  P  = 0.887,  O R = 0.961,  95%C I 
0.551-1.675), 而基因型CC在2组间的频率分布

有统计学差异, 且与乙肝感染危险性相关(χ 2 = 
3.922, P  = 0.048, OR = 0.444, 95%CI 0.196-1.006, 
表3, 4). 

3  讨论

TGF-β1基因位于染色体19q13.1, 由7个外显子

和6个内含子组成, 其中rs1800469单核苷酸多态

性位于上游转录起始点前509 bp, 处于-731 bp至
-453 bp间(故文献上简称为-509C/T), 此区域控

制TGF-β1基因的转录水平, 能影响TGF-β1基因

的表达. TGF-β1通过调节淋巴细胞增殖、分化

和存活以及抑制NK细胞增殖及杀伤等途径发挥

免疫抑制作用, 对维持机体免疫内环境稳定发

挥重要作用[8]. 病理情况下, 高水平的TGF-β1能
损坏机体的免疫监督机制, 使机体失去对外来

病原或肿瘤细胞的正常免疫应答, 导致疾病或

肿瘤的发生[9]. 广西是全国肝癌高发区, 过去对

HLA-DRB1等位基因与肝癌的关系进行的初步

研究结果发现, HLA-DRB1*14可能是原发性肝

癌的易感基因, HLA-DRB1*15可能与原发性肝

癌的发生无明显关系[10]. TGF-β1基因作为参与

免疫监督的基因, 但其与HBV感染及肝癌家族

聚性关系如何目前尚不清楚. 
早期的研究提示rs1800469多态性可能与肝

癌易感性相关. Qi等[7]研究发现TGF-β1rs1800469
等位基因和基因型频率在乙型肝炎后肝癌患者

与正常对照之间分布差异有统计学意义. 秦佳

宁 [11]通过控制混杂因素(性别、年龄、吸烟、

饮酒)后发现肝癌患者与正常健康对照的TGF-
β1rs1800469等位基因和基因型频率组间差异

无统计学意义. 本研究采取配对方法选择研究

对象, 也将HBV作为混杂因素进行控制, 统计分

析结果发现肝癌高发家族和无癌家族成员两组

间的TGF-β1rs1800469等位基因C、T和基因型

CC、TC、TT的频率分布无显著性差异, 提示

TGF-β1rs1800469等位基因C、T和基因型CC、

表  1  两组间各等位基因频率分布比较

     

分组 
                                               等位基因

                     C(%)                  T(%)

无癌家族                 81(53.3)            147(48.4) 

肝癌高发家族                 71(46.1)            157(51.6)

χ2值                   0.987

P值                   0.321

表  2  两组间各基因型频率分布比较

                CC(阳性%)            TC(阳性%)              TT(阳性%)

无癌家族(n = 114)            18(15.8)            45(39.5)              51(44.7)

肝癌家族(n  = 114)            11(9.6)            49(43)              54(47.4)

χ2值              1.66              0.239                0.081

P值              0.198              0.625                0.777

OR(95%CI)   1.733(0.745-4.031)   0.869(0.496-1.525)    0.923(0.529-1.609)

■应用要点
本 研 究 通 过 采
用 P C R - R F L P
技 术 检 测 T G F -
β1rs1800469基因
多态性, 以期寻找
HBV感染和肝癌
家族聚集的易感
基因, 对肝癌高发
家庭的高发原因
有待进一步深入
研究.
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TC、TT与肝癌家族聚集性的发生无明显相关. 
本研究结果与其他作者的结果不尽相同的可能

原因是: (1)本研究对象为肝癌高发家族成员, 为
尚未发生肝癌的正常人, 而其他学者选择的研

究对象为肝癌患者, 因此研究结果可能会有差

别; (2)肝癌的危险因素很多且发生机制复杂, 可
能与其他疾病有区别, 尽管在很多研究中发现

TGF-β1rs1800469与多种疾病的危险相关, 但是

其与肝癌的相关研究不多, 且结果也不尽相同, 
因此尚须更进一步的研究才能得出结论. Qi等[7]

发现T等位基因在正常对照组更高, 而本研究发

现组间无差异, 考虑人群中某些基因的等位基因

分布可能存在地域差异, 基因之间可能存在连锁

不平衡, 导致研究结果的差异. 虽然有研究[12]发现

携带-509T的纯合子个体的血浆TGF-β1水平为

携带-509C纯合子个体的2倍, 同时多个研究[13-18]

表明-509T(增加血浆TGF-β1水平)而与疾病的严

重程度、进展和结局相关; 也有研究[19]证明当

rs1800469位点碱基为胞嘧啶(C)时能选择性结

合活化蛋白1(activator protein 1, AP1), AP1下调

其他基因的转录活性, 最终导致血浆低TGF-β1
水平. 但是Qi等[7]发现在乙肝后肝癌组、乙肝

感染后未发展为肝癌组与正常对照间3种基因

型分布差异有统计学意义, 且T等位基因在正

常对照组中较高; Healy等[20]对影响启动区的9
个SNP位点进行分析发现-800G>A(rs1800468), 
-1571A>G(rs480345), -1550DEL/AGG(rs11466313)
和-509C>T(rs1800469)都能干扰转录因子识别

功能而影响基因表达, 同时发现携带-509T等位

基因的单倍体能减弱启动子的活性和降低表达

水平. 本研究将研究对象按HBsAg阳性和阴性

分组, 分别对TGF-β1 rs1800469各等位基因频率

和基因型频率在两组间的频率分布进行比较, 
结果两组间等位基因(T, C)、基因型TC, TT在两

组间的分布无统计学差别(P >0.05), 而基因型CC
在HBsAg阳性组的频率分布显著高于HBsAg组
(P  = 0.048), 提示基因型CC可能是HBV感染的易

感因素, 等位基因(T, C)、基因型TC, TT作用不

大. 目前有关基因多态性对启动子活性和基因

表达的影响机制尚未完全明确, 是否为多个位

点共同作用而非单个基因单独作用目前也尚不

清楚. 本研究中无论是在HBsAg阴性组还是HB-
sAg阳性组中均为TT的比例最高, CC比例最低, 
是否因基因型分布存在地域差异而出现实验结

果与其他作者的差异, 还有待扩大样本量进行

深入研究. 
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