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［摘要］  背景与目的：烟草成分经吸烟在进入人体后造成机体基因异常从而导致肿瘤的发生，然而并

非所有暴露于吸烟这一高危因素下的人群都会罹患恶性肿瘤，肿瘤除了有家族聚集现象外，不同个体或种

系对促进肿瘤发生的环境因素也存在差异。该研究旨在通过对目标基因及其单核苷酸多态性(single nucletide 
polymorphism，SNP)片段的检测分析，了解其基因型及等位基因与吸烟相关性喉癌发生的相关性，寻找与喉

癌发生相关的遗传易感基因，为喉癌的早期预防及检测起到预警作用。方法：分别采集经复旦大学附属眼耳

鼻喉科医院治疗的喉癌患者94例及高危吸烟人群148例的外周血血样(所有入组者的吸烟指数均大于400/年支)，
对所有的外周血样进行DNA抽提。根据文献报道的前期研究结果选取与吸烟相关性肿瘤发生密切相关的候选

基因，分别为ERCC5、CYP1A1、OGG1、RAD51、ERCC1、MMP2和MMP3；并进一步在基因库选取其SNP
片段，采用Sequenom SNP检测技术完成对基因片段的检测。结果：N分期及临床分期与吸烟程度明显相关

(P<0.05)。MMP2基因的rs243865片段及MMP3基因的rs522616片段分别得到了统计学阳性的结果(P<0.05)。根据

吸烟指数分层分析后认为，重度吸烟人群中ERCC1的rs2298881位点GT基因型携带者，其罹患喉癌风险显著升

高(P=0.025)。结论：吸烟促进喉癌进展；MMP2的rs243865片段及MMP3的rs522616片段可能是吸烟相关性喉癌

的遗传易感基因的SNP；ERCC1的rs2298881片段在重度吸烟人群中具有一定的临床意义。
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［Abstract］ Background and purpose: Tobacco leads to the occurrence of cancer caused by genetic mutations, 
but not all people exposed to smoking will suffer from malignant tumors. In addition to family aggregation phenomenon, 
the discrepancy exists between individuals or species to promote tumor with environmental factors. We obtained clinical 
data from laryngeal carcinoma patients and analyzed the correlation between smoking and the occurrence of laryngeal 
carcinoma. Target genes and single nucleotide polymorphism (SNP) fragments were evaluated to analyze the correlation 
between genotype or allele and smoking-related laryngeal carcinoma, and to identify susceptibility genes related to 
laryngeal carcinoma. This information may help identify an early marker for the detection and prevention of laryngeal 
carcinoma. Methods: A total of 94 smoking-related laryngeal carcinoma patients who were pathologically confirmed 
and treated at Shanghai Eye and ENT Hospital of Fudan University as well as 148 high-risk smokers were included in 
the survey. All participants had a smoking index greater than 400 pieces/year. We collected clinical data and baseline 
materials. Peripheral blood was obtained for DNA extraction, and Sequenom SNP detection technology was used to 
assess relationships with DNA sequencing fragments. We selected candidate genes and SNP fragments that were closely 
associated with smoking-related tumors based on preliminary studies. The genes included ERCC5, CYP1A1, OGG1, 
RAD51, ERCC1, MMP2 and MMP3. Results: N stage and clinical stage exhibited a significant correlation with the 
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smoking index (P<0.05). MMP2-rs243865 and MMP3-rs522616 showed significantly different expressions between 
carcinoma cases and controls (P<0.05). Analysis based on stratification of the smoking index indicated that the GT 
genotype of ERCC1-rs2298881 significantly increased the risk of laryngeal carcinoma in heavy smokers (P=0.025). 
Conclusion: Smoking promotes the occurrence and development of laryngeal carcinoma. MMP2-rs243865 and 
MMP3-rs522616 are susceptibility SNP for smoking-related laryngeal carcinoma, and ERCC1-rs2298881 plays an 
important role in the development of laryngeal carcinoma in heavy smokers.

［Key words］ Laryngeal carcinoma; Smoking-related; Genetic susceptibility; Single nucleotide 
polymorphism; MMP2; MMP3; ERCC1

　　喉癌的发生率占全身恶性肿瘤的 1% ~ 
5%［1］。2012年全球喉癌发病约138 102例，因喉

癌死亡约73 261例［2］。流行病学调查显示，吸

烟是促进喉癌发生的最为重要的外在因素［3］。

然而肿瘤的发生除了外在因素的促进作用，还

存在内在的遗传易感性。不同的遗传背景对肿瘤

的易感存在一定差异。英国研究者Doll等［4］在

20世纪50年代就通过大样本的调查和随访工作发

现，肺癌最重要的危险因素是吸烟，但在随访中

发现，同样的吸烟量和吸烟年限，却只有不到

20%的调查者最终会发展为肺癌。这一研究结果

提示，尽管暴露在同样的危险因素之下，不同的

个体或种系对肿瘤的易感性存在着差异，即易感

性是由遗传基因的差异决定个体患肿瘤的风险。

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism，

SNP)是目前人类遗传变异中最常见的一种多态

性，是指由单个核苷酸的变化引起的DNA序列

多态性的改变，90%以上的遗传变异来自于此，

平均每500~1 000个碱基对中就有1个。因此，目

前对肿瘤等疾病遗传易感基因的研究重点为SNP
的研究［5］，包括癌基因与抑癌基因SNP、DNA
修复基因SNP、代谢酶SNP及免疫相关基因SNP
方面与肿瘤遗传易感性的探讨。本研究基于单碱

基延伸反应和酶放大系统原理，根据待检测样品

的SNP位点5’端序列，设计带有双重功能的SBE
引物序列，并将其直接固定于生物传感器上，加

入与突变碱基互补的、有生物学标记的ddNTP，
在DNA多聚酶的催化下直接进行固相单碱基延

伸反应，最后对其生物学信号进行检测。为了确

保检测技术的准确性及操作的可重复性，我们对

该次检测的22个位点中的rs1047768、rs17655、
rs4771436、rs1048943、rs1052133、rs1801320、
rs2298881、rs3212961和rs9928731位点进行了再

次检测，结果显示，两次检测结果完全一致，确

保了该实验技术的准确性。

　　目前关于喉癌的遗传易感基因的研究不十分

全面细致，即使有报道也是单个基因或单个核苷

酸片段的研究，故对于指导喉癌的早期预防检测

等作用方面可用的信息较少。本研究根据文献将

之前学者报道的与烟草相关的头颈部肿瘤的遗

传易感基因进行总结，包括ERCC5、CYP1A1、
OGG1、RAD51、ERCC1、MMP2和MMP3。对这

些高危基因及SNP片段进行集中检测，希望发现

与吸烟相关性喉癌密切关联的多个基因及片段。

此外，由于烟草焦油中的苯比芘等有害物质能够

促进DNA的改变，烟草本身具有改变基因活性

及表型的能力，且大多数喉癌患者具有长期严重

的吸烟史，因此，在进行喉癌遗传易感基因的研

究设计中，必须考虑吸烟情况这一重要因素的影

响。本研究要求试验组与对照组的观察对象的吸

烟指数均大于400/年支，在控制了外在促进因素

的前提下对内在易感基因进行研究，更全面和客

观的了解喉癌的遗传易感基因，为喉癌的预防及

早期干预提供客观可靠的实验室依据。

1  资料和方法

1.1  入组情况

　　所有入组者均具有长期吸烟史(其吸烟指数

大于等于400/年支)，排除了复发、远处转移患

者以及有其他严重基础疾病者。试验组为经复旦

大学附属眼耳鼻喉科医院治疗的男性喉癌患者94
例，分别采集年龄、吸烟史、吸烟量、肿瘤分

期、治疗方式和发病部位等资料。对照组为高危

吸烟人群148例，均无肿瘤病史。
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1.2  血样及DNA采集

　　所有参与者在研究开始之前均签署了知情

同意书并采集5 mL的外周血，将样品储存在 

-20 ℃条件下备用。使用酚-氯仿提取法(QIAGEN 
DNA Mini和Blood Mini Kits)从全血中提取基因组

DNA。根据文献报道的前期研究结果选取与吸

烟相关性肿瘤发生密切相关的候选基因，分别

为ERCC5、CYP1A1、OGG1、RAD51、ERCC1、
MMP2和MMP3；进一步在基因库选取SNP片

段，采用Sequenom SNP检测技术完成SNP基因片

段检测。使用Sequenom®Assay Design 3.1版软件

［购自生工生物工程(上海)股份有限公司］设计

引物序列(表1)。PCR反应条件如下：95 ℃初始变

性2 min，95 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延

伸60 s；最后在72 ℃延伸5 min，45个循环。使用

Sequenom MassARRAY Assay Design 3.0软件设计

了多重SNP MassEXTEND测定。使用具有标准方

案的Sequenom MassARRAY RS1000平台检测基因

型和等位基因，并使用Sequenom Typer 4.0软件分

析数据。

表 1　5’-3’端引物

Tab. 1  Primer sequences (5’-3’)

SNP_ID 2nd-PCRP 1st-PCRP UEP_SEQ

rs243865 ACGTTGGATGACATTCCCCATATTCCCCAC ACGTTGGATGCCTGGAAGAAGTGACTTCTG TTCCCCACCCA
GCACTC

rs4771436 ACGTTGGATGCACTGCACTCCCTTTCACAG ACGTTGGATGAAGTTAGGCAGTGTACATTC CTTTCACAGGG
ACTCTT

rs2075747 ACGTTGGATGAAAGTGCTGGGATTACAGGC ACGTTGGATGTGTTCAGCTAGTAGCACCTC GCGTGAGCCAC
CATGCG

rs1052133 ACGTTGGATGAGGTGCTGTTCAGTGCCGAC ACGTTGGATGCCCTTTGGAACCCTTTCTGC GTGCCGACCTG
CGCCAAT

rs2298881 ACGTTGGATGATTCTATTGGCTCCGTCCCC ACGTTGGATGAGAGATGGACAAGGCCAGG CCATCCCCCGCC
TTCCGTT

rs3212961 ACGTTGGATGAGGTGGATGTGGTAAGCAGG ACGTTGGATGCTTGGAAGGGATTCAACAGC GCTCCCTAGCCA
GCCTCAC

rs17655 ACGTTGGATGGCTGTTCTCCTTTGTACATTC ACGTTGGATGACCTGCCTCTCAGAATCATC AAAGATGAACTT
TCAGCAT

rs9928731 ACGTTGGATGTGCCTTTCCTGGTCTGTATC ACGTTGGATGGAAGGAGACAGGGAGGAAAG TGTATCTCCACCT
TTTAGTC

rs11615 ACGTTGGATGATAGTCGGGAATTACGTCGC ACGTTGGATGTTGATGGCTTCTGCCCTTCG CCACCAAATTCC
CAGGGCAC

rs4646903 ACGTTGGATGTTTGTTTCACTGTAACCTCC ACGTTGGATGCAACTACTCAGAGGCTGAGG CTCACTGTAACC
TCCACCTCC

rs2072668 ACGTTGGATGATAAGCAAGATGCTGGCCAC ACGTTGGATGGATGCAGTCAGCCACCTTTG GGGCTTCCACAA
GGGCTCATT

rs3219008 ACGTTGGATGGCTGAAATTACCAGCATGAG ACGTTGGATGGCAATCATGAGGCAGTGTAG CACCAGCATGAG
CTACCCCACC

rs679620 ACGTTGGATGCCACTGTCCTTTCTCCTAAC ACGTTGGATGGAGTGACCTAAAAACTATAC ACAAACTGTTTC
ACATCTTTTT

rs1047768 ACGTTGGATGCAAGCACTTAAAGGAGTCCG ACGTTGGATGGCAGAGCCGATGAAACAAAG GTAAAGGAGTCC
GGGATCGCCA

rs2412546 ACGTTGGATGGGGCTGTTTAAAATGTCACTC ACGTTGGATGCCCTGTCAAAACATGGGAAA GGGAAAATGTCA
CTCTTACATCC

rs650108 ACGTTGGATGGTGTGTTTGTTTTGTCTTCC ACGTTGGATGTCAGGTAGAGGTGACAAGTG GGTATATGATTTT
CAAGGGCTAC

rs1801320 ACGTTGGATGAAGCGAGTAGAGAAGTGGAG ACGTTGGATGCGCTCCGACTTCACCCCGC GGAGAGAAGTGG
AGCGTAAGCCA

rs1048943 ACGTTGGATGGGATAGCCAGGAAGAGAAAG ACGTTGGATGTGATTATCTTTGGCATGGGC AGAGAAAGACCT
CCCAGCGGGCAA

rs3826041 ACGTTGGATGTTGCGTGAGAAGGACCGGAG ACGTTGGATGTCGCGTGACTGCGAGCCCC TGAGGCCCGCGC
AGCCACCCAGCCG

rs7201 ACGTTGGATGAAAGCAGGGCTGCGTTGAAA ACGTTGGATGTCCAATCCCACCAACCCTCA AAGGGCTGCGTTG
AAAATATCAAAG

rs4924500 ACGTTGGATGGGAATCATACATTGTGTGGTC ACGTTGGATGCGTGTTAACAACATGGATGAG TGGTCTTTTGTGT
TTAACTTCTATCA

rs522616 ACGTTGGATGTAGAAGACAAGGACAGAGAG ACGTTGGATGCGTAGCTGCTCCATAAATAG GGAGGTAAGCAA
TGTAATTCATTTCA

rs11070291 ACGTTGGATGGCTTTTGGACAGAGTCACTA ACGTTGGATGAAGTTCTTGTCCTCATAGCC CGAGTCACTAAAA
CATTCTCTTGTAAC
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　　选取的基因及片段包括ERCC5(rs1047768、
rs17655、rs4771436)、CYP1A1(rs1048943、
rs382604、rs4646903)、OGG1(rs1052133、
r s 2 0 7 2 6 6 8、 r s 2 0 7 5 7 4 7、 r s 3 2 1 9 0 0 8 )、
RAD51(rs1107029、rs1801320、rs4924500)、
ERCC1(rs11615、rs2298881、rs3212961)、
MMP2( r s243865、 r s7202、 r s9928731)和
MMP3(rs522616、rs650108、rs679620)。
1.3  统计学处理

　　采用独立的双样本t检验，Cochran-Mantel-
Haenszel检验和χ2检验来分析试验组和对照组的

基线特征。采用SPSS 17.0软件包分析一般临床

资料，以评估吸烟与疾病进展之间的相关性。

使用χ2检验来检查Hardy-Weinberg平衡(Hardy-
Weinberg equilibrate，HWE)。使用SPSS 17.0
统计软件包分析基因型或等位基因与喉癌发生

之间的关系。然后根据软件包分析的结果总结

与吸烟相关的喉癌相关遗传易感基因。条件多

变量逻辑回归模型用于计算OR和95%CI。分

层分析在控制吸烟外部因素后基因型和等位基

因对喉癌风险的影响。P<0.05为差异有统计学 

意义。

2  结　  果

2.1  试验组及对照组基本临床资料

　　试验组及对照组基本临床资料见表2，差异

均无统计学意义(P>0.05)。

2.2  T分期、N分期及临床分期与吸烟程度的相

关性

　　T分期与吸烟程度之间没有显著相关性，但

是N分期及临床分期与吸烟程度有显著相关性

(表3)。
2.3  Hardy-Weinbery平衡检验

　　平衡检验结果显示，试验组与对照组

2 1个位点的基因型分布均未偏离H W E所示

(P>0.05)，提示试验组与对照组均未受到遗传因

素干扰(表4)。
2.4  SNP位点与喉癌发生的相关性分析情况

　　试验组94例喉癌患者中，93例检测成功，

其中1例由于DNA质量原因检测失败；对照组

148例全部检测成功。22个SNP片段中21个均

检测成功，其中rs4646903片段由于质谱原因

未检测成功。根据检测结果分别计算每个位点

基因型及等位基因的表达频率，进行数据统计

后结合P值及OR值分析检测结果。结果显示，

MMP2-rs243865与MMP3-rs522616这两个基因位

点与喉癌发生、密切相关，可能是喉癌发生、

发展的遗传易感基因。而rs1047768、rs17655、
rs4771436、rs1048943、rs382604、rs1052133、
r s 2 0 7 2 6 6 8 、 r s 2 0 7 5 7 4 7 、 r s 3 2 1 9 0 0 8 、

rs1107029、rs1801320、rs4924500、rs11615、
rs2298881、rs3212961、rs7202、rs9928731、
rs650108和rs679620基因位点的检测结果在试

验组与对照组间的发生频率差异无统计学意义

(P>0.05)。

表 2  实验组及对照组一般资料

Tab. 2  Case and control characteristics

［n(%)］

Variable Case (N=94) Control (N=148) P value

Age/year 0.186

  ＜65 55(58.51) 99(66.89)

  ≥65 39(41.49) 49(33.11)

Gender -

  Male 94(100.00) 148(100.00)

Smoking degree 0.192

  Unknown                            0 1(0.68)

  Mild 43(45.74) 73(49.32)

  Moderate 29(30.85) 53(35.81)

  Severe 22(23.40) 21(14.19)



《中国癌症杂志》2018年第28卷第1期 15

表 3  实验组临床资料及吸烟情况

Tab. 3  Clinical characteristics and smoking degree in patients

［n(%)］

Variable
Smoking degree

P value
≥400 and <800 (N=43) ≥800 and <1 200 (N=29) ≥1 200 (N=22)

T stage 0.361 5

  T1 5(11.6) 1(3.4) 1(4.5)

  T2 23(53.5) 12(41.4) 8(36.4)

  T3 3(7.0) 5(17.2) 5(22.7)

  T4 12(27.9) 11(37.9) 8(36.4)

N stage 0.021 8

  N0 27(62.8) 8(27.6) 7(31.8)

  N1 9(20.9) 11(37.9) 5(22.7)

  N2 7(16.3) 9(31.0) 10(45.5)

  N3 0 1(3.4) 0

Clinical stage 0.009 4

  Ⅰ 5(11.6) 1(3.4) 1(4.5)

  Ⅱ 21(48.8) 5(17.2) 3(13.6)

  Ⅲ 5(11.6) 9(31.0) 7(31.8)

  Ⅳ 12(27.9) 14(48.3) 11(50.0)

表 4  平衡实验

Tab. 4  Hardy-Weinberg test

SNP Alleles
HWE test in controls HWE test in cases

P value χ2 P value χ2

rs1047768 C/T 0.362 0.832 0.878 0.023

rs1048943 G/A 0.492 0.473 0.956 0.003

rs1052133 C/G 0.393 0.729 0.337 0.921

rs11070291 A/G 0.430 0.623 0.222 1.494

rs11615 T/C 0.109 2.573 0.748 0.103

rs17655 G/C 0.870 0.027 0.860 0.031

rs1801320 C/G 0.650 0.207 0.120 2.423

rs2072668 C/G 0.325 0.970 0.337 0.921

rs2075747 G/A 0.922 0.009 0.809 0.058

rs2298881 G/T 0.408 0.684 0.253 1.304

rs243865 C/T 0.818 0.053 0.479 3.913

rs3212961 C/A 0.448 0.576 0.315 1.024

rs3219008 G/A 0.122 2.827 0.168 1.905

rs326041 G/A 0.821 0.051 0.925 0.009

rs4646903 C/T 0.000 0.000 0.000 0.000

rs4771436 G/T 0.362 0.832 0.996 0.000

rs4924500 G/A 0.773 0.083 0.108 2.585

rs522616 A/G 0.315 1.008 0.270 1.215

rs650108 C/T 0.661 0.192 0.880 0.023

rs679620 C/T 0.232 1.431 0.220 1.506

rs7201 C/A 0.333 0.938 0.662 0.191

rs9928731 C/T 0.680 0.171 0.066 3.387
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表 5  rs243865与喉癌发生的相关性

Tab. 5  The association between rs243865 and laryngeal cancer

Genotype and allele Case Control χ2 P value OR (95%CI)

Genotype 6.35 0.04

  CC 68 122 1

  TT 5 1 8.97 (1.03-78.36)

  CT 20 25 1.44 (0.74-2.77)

Allele 5.38 0.02

  C 156 269 1

  T 30 27 1.92 (1.10 -3.33)

　　对rs243865基因型和等位基因与喉癌发生

相关性分析结果显示，该位点基因型(CC/TT/
CT)的表达频率在两组间差异均有统计学意义

(P=0.04)，等位基因(C/T)的表达频率在两组间

差异亦有统计学意义(P=0.02)。表明在基因型

方面TT表型罹患喉癌的危险度发生率是CC表

型的8.97倍，而CT表型罹患喉癌的危险度是CC
表型的1.44倍。在等位基因方面，T等位基因携

带者罹患喉癌危险度是C等位基因携带者的1.92
倍(表5)。
　　对rs522616基因型和等位基因与喉癌发生

相关性分析结果显示，该位点基因型(AA/GG/
AG)的表达频率在两组间差异均有统计学意义

(P=0.03)，等位基因(A/G)的表达频率在两组间

差异亦有统计学意义(P=0.03)。表明在基因型

方面，GG表型罹患喉癌的危险度发生率是AA
表型的0.54倍，而AG表型罹患喉癌的危险度是

AA表型的0.48倍，具有保护作用。在等位基因

方面，该位点G等位基因携带者罹患喉癌的危险

性是A等位基因携带者的0.66倍，具有保护作用

(表6)。
2.5  吸烟情况及基因频率与喉癌发生的相关性

　　按照吸烟指数将试验组与对照组分为轻度

(400~800/年支)、中度(800~1 200/年支)及重度

吸烟组(>1 200/年支)，并将基因分型与吸烟促

进喉癌发生这个最为重要的外在因素联合分析

(表4)。统计结果发现，rs11047768、rs2298881
两个位点与吸烟及喉癌发生有显著相关性

(P<0.05)。结合P值与OR值逐一分析后认为，

rs2298881位点GT基因型携带者其罹患喉癌风险

显著升高(P=0.025)，是TT基因型携带者的5.91
倍，且其OR值在轻、中、重度吸烟人群中随吸

烟指数增加而逐渐增加，可认为该位点GT基因

型携带者随着吸烟指数的增大，其罹患喉癌风

险逐渐增加(表7)。

表 6  rs522616与喉癌发生的相关性

Tab. 6  The association between rs522616 and laryngeal cancer

Genotype and allele Case Control χ2 P value OR (95%CI)

Genotype 6.78 0.03

  AA 45 47 1

  GG 12 23 0.54 (0.24-1.22)

  AG 36 78 0.48 (0.27-0.85)

Allele 4.49 0.03

  A 126 172 1

  G 60 124 0.66 (0.45-0.97)
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表 7  吸烟情况及基因频率与喉癌发生的相关性分析

Tab. 7  Analysis of gene data stratified by smoking degree

Result
Mild Moderate Severe

OR (95%CI) P value OR (95%CI) P value OR (95%CI) P value

rs1047768

  CC 1.00 1.00 1.00

  TT 2.33 (0.33-16.29) 0.351 0.49 (0.09-2.54) 0.147 0.07 (0.00-1.34) 0.040

  CT 1.76 (0.24-12.65) 0.820 1.25 (0.23-6.61) 0.322 0.26 (0.01-5.10) 0.979

rs1048943  

  GG 1.00 1.00 1.00

  AA 0.89 (0.14-5.76) 0.876 0.41 (0.05-3.41) 0.296 - -

  GA 0.94 (0.13-6.56) 1.000 0.64 (0.07-5.87) 0.989 - -

rs1052133

  CC 1.00 1.00 1.00

  GG 0.74 (0.18-3.10) 0.974 0.89 (0.18-4.42) 0.487 1.21 (0.11-13.07) 0.415

  CG 0.56 (0.13-2.35) 0.411 1.82 (0.40-8.18) 0.227 5.91 (0.52-67.15) 0.057

rs11070291

  AA 1.00 1.00 1.00

  GG 0.34 (0.04-3.17) 0.578 4.14 (0.20-86.97) 0.491 0.80 (0.03-19.86) 0.571

  AG 0.25 (0.03-2.37) 0.206 5.24 (0.24-112.1) 0.279 1.90 (0.07-52.22) 0.462

rs11615

  TT 1.00 1.00 1.00

  CC 0.00 (0.00-1E102) 0.932 0.00 (0.00-61E50) 0.870 0.00 (0.00-I) 0.974

  TC 0.00 (0.00-5E101) 0.918 0.00 (0.00-14E51) 0.900 0.00 (0.00-I) 0.973

rs17655

  GG 1.00 1.00 1.00

  CC 0.66 (0.17-2.61) 0.433 0.92 (0.24-3.56) 0.822 0.59 (0.07-4.94) 0.650

  GC 1.11 (0.35-3.49) 0.530 1.11 (0.36-3.38) 0.774 0.79 (0.13-4.69) 0.978

rs1801320

  CC 1.00 1.00 1.00

  GG 0.39 (0.02-8.63) 0.756 0.00 (0.00-49E79) 0.928 0.00 (0.00-I) 0.981

  CG 0.26 (0.01-5.87) 0.318 0.00 (0.00-26E79) 0.913 0.00 (0.00-I) 0.977

rs2072668

  CC 1.00 1.00 1.00

  GG 0.72 (0.17-3.03) 0.932 0.89 (0.18-4.42) 0.487 1.21 (0.11-13.07) 0.415

  CG 0.57 (0.14-2.39) 0.439 1.82 (0.40-8.18) 0.227 5.91 (0.52-67.15) 0.057

rs2075747

  GG 1.00 1.00 1.00

  AA 0.99 (0.27-3.58) 0.868 0.85 (0.21-3.39) 0.887 0.46 (0.06-3.47) 0.280

  GA 0.81 (0.27-2.43) 0.659 0.87 (0.28-2.65) 0.908 1.44 (0.26-7.79) 0.310

rs2298881

  GG 1.00 1.00 1.00

  TT 1.37 (0.38-4.97) 0.767 5.60 (1.11-28.38) 0.078 1.12 (0.16-7.60) 0.347

  GT 1.34 (0.46-3.94) 0.769 2.80 (0.77-10.11) 0.751 7.03 (1.24-39.80) 0.025

rs243865

  CC 1.00 1.00 1.00
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续表7

  TT 11.6 (1.01-133.40) 0.063 66E3 (0.00-2E160) 0.953 38E3 (0.00-2E23) 0.969

  CT 1.26 (0.40-3.94) 0.221 2.16 (0.53- 8.84) 0.958 0.81 (0.17- 3.94) 0.968

rs3212961

  CC 1.00 1.00 1.00

  AA 1.47 (0.40-5.45) 0.677 5.20 (1.06-25.49) 0.062 2.29 (0.32-16.25) 0.956

  CA 1.40 (0.43-4.60) 0.763 2.26 (0.62-8.21) 0.983 4.76 (0.82-27.73) 0.140

rs3219008

  GG 1.00 1.00 1.00

  AA 0.71 (0.17-3.09) 0.590 0.29 (0.05-1.59) 0.113 4.83 (0.15-152.2) 0.665

  GA 1.08 (0.40-2.92) 0.626 1.12 (0.39-3.27) 0.196 5.65 (1.09-29.20) 0.319

rs3826041

  CC 1.00 1.00 1.00

  AA 0.51 (0.15-1.70) 0.436 0.30 (0.06-1.54) 0.221 1.73 (0.09-33.28) 0.693

  CA 0.59 (0.19-1.76) 0.677 0.42 (0.10-1.77) 0.626 1.41 (0.08-25.82) 0.942

rs4771436

  GG 1.00 1.00 1.00

  TT 0.67 (0.13-3.34) 0.274 1.51 (0.38-6.05) 0.578 1.35 (0.12-15.41) 0.462

  GT 1.49 (0.30-7.27) 0.266 1.29 (0.30-5.53) 0.933 0.55 (0.05-6.66) 0.378

rs4924500

  GG 1.00 1.00 1.00

  AA 0.66 (0.12-3.74) 0.691 0.58 (0.09-3.80) 0.477 0.62 (0.07-5.59) 0.600

  GA 0.86 (0.32-2.34) 0.922 1.25 (0.45-3.48) 0.412 1.14 (0.25-5.21) 0.625

rs522616

  AA 1.00 1.00 1.00

  GG 0.29 (0.07-1.14) 0.154 0.77 (0.15-3.80) 0.972 1.72 (0.09-33.38) 0.631

  AG 0.56 (0.20-1.57) 0.941 0.56 (0.19-1.61) 0.420 0.73 (0.17-3.10) 0.512

rs650108

  CC 1.00 1.00 1.00

  TT 0.39 (0.10-1.42) 0.093 1.03 (0.24-4.37) 0.925 3.14 (0.28-34.62) 0.287

  CT 0.84 (0.24-2.90) 0.536 0.95 (0.25-3.54) 0.892 1.67 (0.17-16.77) 0.939

rs679620

  CC 1.00 . 1.00 . 1.00 .

  TT 4.56 (0.88-23.61) 0.105 0.46 (0.07-3.07) 0.377 0.21 (0.01-6.46) 0.431

  CT 1.59 (0.59- 4.33) 0.590 1.05 (0.36-2.99) 0.453 0.63 (0.14-2.81) 0.746

rs7201

  CC 1.00 1.00 1.00

  AA 0.34 (0.05-2.41) 0.287 0.00 (0.00-4E150) 0.952 0.35 (0.02-4.87) 0.150

  CA 0.43 (0.06-3.10) 0.619 0.00 (0.00-4E150) 0.952 1.39 (0.08-23.69) 0.374

rs9928731

  CC 1.00 1.00 1.00

  TT 0.60 (0.17-2.12) 0.543 2.23 (0.54-9.25) 0.045 7.53 (0.90-63.34) 0.233

  CT 0.70 (0.23-2.12) 0.833 0.44 (0.12-1.58) 0.023 7.45 (0.82-67.83) 0.262

Result
Mild Moderate Severe

OR (95%CI) P value OR (95%CI) P value OR (95%CI) P value
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3　讨　　论

　　目前的研究对吸烟如何促进肿瘤发生的机

制尚不十分明确，但国内外已有多项研究显

示，吸烟对头颈部肿瘤的发生具有促进作用，

是头颈部肿瘤发生的高危因素［6］。然而肿瘤的

发生是多因素、多环节共同促进的结果，20世
纪80年代，研究者意识到肿瘤可能是一种遗传

学疾病，并且随着肿瘤各个分支学科的发展，

研究者发现，原癌基因的激活和肿瘤抑制基因

的失活在癌变过程中起重要的生物学作用，而

癌相关基因的种系突变决定了该家族的肿瘤遗

传易感性，与此相关基因的遗传多态性决定了

个体对这些因素的易感性［7-9］。

　　在我们的临床数据调查中，发现与以往的

流行病学研究结果一致的是喉癌患者多数为长

期吸烟人群。我们选择了吸烟指数大于400/年
支的患者作为调查研究对象，目的是为了进一

步了解吸烟量与喉癌分期的关系，并且在控制

了吸烟这一外在因素的情况下，对内在的遗传

易感性的探讨更为精确。研究结果显示，吸烟

是促进喉癌发生的重要因素，随着吸烟指数的

增加和对烟草依赖程度的增加，喉癌发生后的

N分期及临床分期越晚，说明吸烟不但能够促进

喉癌的发生，还会促进喉癌的发展。2012年，

Underwood等［10］的一项研究将试验设计为３组

来讨论烟草对肿瘤的作用，分别为与烟草相关

的肿瘤预后人群组、其他肿瘤预后人群组及正

常无病人群组，得出的结论与本研究一致，认

为烟草对于肿瘤的进展及复发有着非常重要的

作用。

　　本研究结果提示，M M P 2 - r s 2 4 3 8 6 5与

MMP3-rs522616这两个基因位点与喉癌的发

生密切相关。MMPs是一组锌离子依赖性内肽

酶，由23个成员组成，几乎能够降解所有的

细胞外基质成份，而且与肿瘤的浸润、侵袭

及转移密切相关。目前对MMP2基因的研究主

要是集中在该基因启动子区域的1 306 bp的C/
T(rs243865)，在促癌因素的作用下促使-1306

的C-T转换，使得其中1个Sp1位点暴露并被破

坏，进而影响了该基因的转录活性，改变了正

常的基因序列，扰乱了正常的生理功能，进而

促进肿瘤发生、发展［11］。一项关于前列腺癌

的研究分析了190例前列腺癌患者和200名健康

人群，结果发现，1 306 bp的C/T(rs243865)位点

的T等位基因携带者其罹患前列腺癌风险增加，

差异有统计学意义［12］。该研究结果与本研究

结论一致。但也有学者认为，携带CC基因型的

人群其肺癌发病风险较高，是其他基因型的2 
倍［11］。这与本研究结果相悖，可能与肿瘤发

生部位不同及病理类型不同有关，值得进一步

探讨。与MMP3-rs522616的核苷酸序列结合的

转录因子是C/EBP，其是CCAAT的增强子结

合蛋白。该转录因子参与了全身多个组织的功

能，与细胞增殖、分化及肿瘤细胞凋亡有关。

转录因子C/EBP与rs522616的核苷酸序列相互作

用促进G-A转化，增强MMP3的表达，促进肿瘤

的易感性和浸润。MMP3-rs522616中的G-A转化

可能是食管癌的易感基因，特别是在纯合子载

体群体中 ［13］。此结果与本研究的结论一致。

　　在头颈部肿瘤中，与MMP2及MMP3相关性

研究方面的报道较少，尤其是MMP2及MMP3
在喉癌发生、发展中作用的研究并不多见，

仅有的几项研究也是集中在MMP2及MMP3的
表达水平与喉癌相关性分析方面。2013年的一

项Meta分析纳入了13个头颈部肿瘤与MMP2、
MMP3及MMP9的相关性研究结果，分析结果

认为，MMP2-1306C/T及MMP3-11715A/6A位

点改变能够促进头颈部肿瘤发生、发展［14］。

Lotfi等［15］研究了MMP2及MMP9与喉癌的相关

性，结果显示，与健康人群相比，喉癌患者的

MMP2及MMP9水平明显升高，并且认为MMP2
与喉癌患者的淋巴结转移情况相关，而MMP9
则与肿瘤T分期明显相关。2014年有学者将48例
喉癌患者的病理组织与15名非肿瘤人群的喉旁

组织进行了对照研究，分析CD147、MMP2及
MMP9的表达差异，结果显示，喉癌患者的组

织中CD147、MMP2及MMP9的表达明显高于对

照组(87.5 % vs 26.7 %、75.0% vs 6.7%、79.2% 
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vs 33.3%)；再根据CD147、MMP2及MMP9的
表达情况将喉癌患者分层，分析5年生存率，

结果显示，高表达组5年生存率仅为25.0%，而

低表达组为83.3%；并且认为CD147、MMP2
及MMP9的表达与喉癌的侵袭、转移及预后相 

关［16］。Mallis等  ［17］报道了102例喉癌患者

MMP2表达情况与其预后的相关性，发现MMP2
高表达的喉癌其总生存率及无病生存率均比

MMP2低表达组的患者低，因此提出在喉癌患

者中，MMP2是预测预后的标志物。

　　根据吸烟指数分层分析后显示，ERCC5-
rs11047768、ERCC1-rs2298881、OGG1-
rs3219008及MMP2-rs9928731这4个位点的某个

基因型会增加或降低喉癌患病风险，结合P值与

OR值综合分析后认为，仅ERCC1的rs2298881
片段有较为明显的趋势，可以认为在重度吸烟

人群中，该位点GT基因型携带者其罹患喉癌

的风险明显增加。我们认为吸烟数量的差异会

导致肿瘤标志物及基因位点表型的不同，这

一结果与Bodnar等［18］的观点一致。2009年，

Bodnar等［18］曾提出吸烟是导致喉癌发生的最

主要诱因，认为烟草能够使机体的内源性化学

物质改变结构，使其突变并具有致癌性，之后

这些物质将浸润细胞导致基因发生变化，变异

的基因不断累积将导致癌症发生、肿瘤形成甚

至远处转移，他们根据吸烟数量的不同对11例
喉癌患者的组织标本进行分析，主要的研究指

标是MMP2、PCNA及Ki-67，发现在重度吸烟

的喉癌患者标本中，以上基因表达是显著上调

的。2010年，Bodnar等［19］的另一项研究根据

喉癌患者吸烟数量不同探索基因表达的差异，

观察的指标主要有MMP2、TGF-beta1及TGF-
betaR1，发现重度吸烟患者的肿瘤基质中，

MMP2和TGF-betaR1较吸烟量少组有更高的表

达量，因此认为，喉癌患者吸烟数量有差异，

肿瘤标志物的表达也会有所不同。目前有多项

肿瘤的研究表明，ERCC1与肿瘤遗传易感性相

关，如大肠癌、胃癌及肺癌等［20-21］。也有文献

报道，ERCC1 rs3212986及rs11615位点可能与

胃癌、乳腺癌及肺癌发病密切相关［22-24］。认为

ERCC1 rs3212986位点基因多态性与吸烟患者大

肠癌的发病风险相关。吸烟可以导致苯并芘化

合物蓄积，继而出现DNA损伤，如双链断裂、

双链交联或重组等，最终导致癌变［24］。一项

关于ERCC1与乳腺癌的研究中纳入了417例乳腺

癌患者及417名对照组无癌人群，结果显示，在

中国人群中，ERCC1-rs2298881、rs11615的多

态性与乳腺癌发生密切相关［25］，这与本研究

结果一致。2014年，Lu等［26］的一项最新有关

喉癌发生、发展分子机制的研究更加强调了喉

癌的发生与烟草的强大关联性，他们进行了一

项病例对照研究，以确定与喉癌风险NER通路

基因常见的8个SNP之间的关联，以及与遗传多

态性和环境因素的关系。采用1∶1配对病例对

照研究对176例喉癌患者和176名对照人群进行

研究，特别强调了此项研究对吸烟史的差异有

统计学意义，分层分析显示：ERCC1 rs11615和
ERCC5 rs17655的多态性与吸烟之间的相互作用

能够促进喉癌的发生、发展，差异有统计学意

义，ERCC1 rs1615多态性与饮酒习惯也有显著

的相互作用，最后得出ERCC 1rs11615、ERCC 
5rs17655基因多态性能够增加喉癌发生的风险，

并且给吸烟和饮酒者带来更大的风险。本研

究也将ERCC1 rs11615纳入了检测，但并未得到

阳性的统计学结果，可能需要进一步扩大样本 

讨论。

　　综上，MMP2和MMP3基因在促进喉癌中

起重要作用。这些潜在的易感基因在喉癌的早

期阶段具有至关重要的作用。此外，ERCC1基
因监测在重度吸烟者中很重要，值得进一步探

讨，为开展吸烟人群早期喉癌筛查及预防提供

客观数据。
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