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内皮脂肪酶 rs3829632多态性与江苏地区宫颈癌易感性的
关联关系及机制研究
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摘要 目的：探讨内皮脂肪酶（endothelial lipase, EL）rs3829632多态性对江苏地区女性宫颈癌易感性的影响。方法：采用病例 -对

照研究收集南通市妇幼保健院和南通市肿瘤医院宫颈癌病人 328例及年龄匹配的对照人群 356例，采集血标本提取基因组 DNA

运用 DNA测序法对 rs3829632位点进行基因分型；提取宫颈癌病理组织的 mRNA及蛋白运用实时荧光定量 PCR及Western blot

检测其中 EL的表达水平。结果：与基因型为 rs3829632 TT的个体相比，携带 rs3829632 C等位的个体宫颈癌患病风险显著升高；

在宫颈癌病人中，rs3829632 CC基因型个体病理组织中 EL的表达水平显著高于其他基因型个体。结论：EL rs3829632 C等位携

带者其宫颈癌患病风险性升高，这一结果可能与发生在启动子区域的 rs3829632影响了 EL的表达及功能进而改变了宫颈细胞的

脂质代谢状态有关。
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The Association of Endothelial Lipase rs3829632 Polymorphism with
Cervical Cancer Susceptibility in Jiangsu Province and Its Mechanism

To explore the association of EL rs3829632 polymorphismwith cervical cancer in Jiangsu province.

Using a case-control study, 328 CC patients and 356 age matched controls were enrolled in Nantong Maternal and Child Health Care

Hospital and Nantong Cancer Hospital. Genomic DNA was extracted from blood samples and DNA sequence was used to determine the

genotype of EL rs3829632 polymorphism. Real-time PCR and Western blot were used to determine the mRNA and protein expressions

of EL in diseased tissues from cervical cancer patients. Compare to TT genotype, individuals with rs3829632 C allele showed an

increased risk for cervical cancer. And in cervical cancer patients, rs3829632 TT genotype carriers exhibited the highest EL expression

both in mRNA and protein levels than other genotype carriers. The rs3829632 C allele is associated with increased risk for

cervical cancer, which may be caused by abnormal expression and dysfunction of EL and subsequent aberrant lipid metabolism in cervical

cells.
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前言

宫颈癌是全球范围内严重危害女性健康的恶性疾病，也是

妇科最常见的肿瘤疾病之一。在发展中国家宫颈癌的发病率居

女性肿瘤疾病的第二位，是女性的第三大常见肿瘤致死疾病。

据世界卫生组织统计，仅在 2012年，全球子宫颈癌新发病例

527600例，死亡病例 265700例，其中 90%的病例来自经济欠

发达地区[1]。虽然近年来宫颈癌在中国的发病率略有下降，但是

其发病呈现年轻化的趋势且致死率逐年升高，表明宫颈癌仍是

严重危害我国女性健康的重大疾病[2,3]。

人类乳头状病毒（HPV）与宫颈癌的发病关系密切，但是现

代肿瘤发病学认为宫颈癌是由遗传与环境等多因素共同作用

造成的复杂性疾病，除了 HPV感染外，吸烟、免疫系统衰弱、避

孕药滥用等也是宫颈癌发生的重要因素[4,5]。大量的研究也证实

了遗传因素与宫颈癌发病之间不可忽视的关联性[6-8]。单核苷酸

多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）是由于单个核苷

酸改变而导致的核酸序列多态性，发生在基因启动子、外显子

区域的功能性 SNP常是多种基因及蛋白表达及功能发生改变

的重要原因。已有的研究已经证明发生在抑癌基因和癌基因上

的 SNP可能影响不同人群对宫颈癌的易感性及宫颈癌的治疗
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效果。

内皮脂肪酶（endothelial lipase, EL）是最新鉴定出的甘油三

酯脂肪酶基因家族成员，其主要作用是催化并水解高密度脂蛋

白（HDL），快速将其从循环中清除，并生成大量游离的脂肪酸

及 Apo A1[9,10]。随着近来对其研究的深入，发现 EL功能的改变

除了与代谢综合征、炎症、高血压、动脉粥样硬化均有关外，还

能通过脂质代谢及各种下游信号通路影响到肿瘤的发生发展
[11-13]。EL基因定位于染色体 18q21.1上，其基因序列上存在多

个 SNP位点，对其基因转录及翻译造成影响。因此我们提出研

究假设：EL基因多态性通过酯酶途径及酯酶非依赖途径将影

响宫颈癌的发生发展。本研究在 NCBI基因数据库中筛选出在

中国人群中突变率较高的 rs3829632位点，并收集了部分宫颈

癌病人的血标本及临床信息。我们通过考察这一突变位点在中

国人群中的频率及与中国人群宫颈癌易感性的关系，将有助于

筛选出与中国人群宫颈癌易感性相关的高危遗传位点。

1 材料料与方法

1.1 SNP的选择

应用国际人类基因组单体型图计划（Hapmap计划）和 db-

SNP数据库中公布的中国人群 EL基因的 SNP数据，选择突变

频率相对较高且发生在启动子区的 EL基因 rs3829632作为本

次研究的候选 SNP。

1.2 样本选择和采集及临床资料的收集

收集 2013年 6月 -2017年 10月份间来我院就诊并确诊

为宫颈鳞癌病人 328例及同期在我院健康管理中心体检的对

照人群 356例。入组病人经病理组织学检查确定为宫颈鳞状细

胞癌。所有入组个体江苏地区汉族人群，排除既往接受过放疗、

化疗或手术治疗。宫颈癌入组病人还排除了复发病例以及有宫

颈癌家族史及其他肿瘤家族史的病例。健康对照人群来自年

龄、种族、居住地与宫颈癌人群匹配的我院体检人群，排除既往

有肿瘤家族史者。所有入选者在入选时均告知其项目研究内容

及意义。本研究得到了 XX医院伦理委员会的批准。

1.3 基因分型

所有研究对象抽取 2 mL外周静脉血，采用北京鼎国昌盛

生物技术有限公司的离心柱型 DNA抽提试剂盒抽提外周血基

因组 DNA。根据 EL基因 rs3829632位点附件序列，用 primer

5.0软件设计 PCR反应上下游引物（大连宝生物），上游引物：

5'-TACCATCGCACACAGACCAT-3'，下游引物：5'-GGTAC-

GAGAG GCTGAGAGG-3'，扩增产物片段大小为 369 bp。PCR

扩增体系：灭菌水 10.3 滋L、10× PCR Reaction Buffer 2 滋L、
dNTP 0.3 滋L、上引(50 滋mol) 0.1 滋L、下引(50 滋mol) 0.1 滋L、Taq
酶 0.2 滋L、模板 DNA 2 滋L；扩增反应：95℃变性 5 min，95℃变

性 45 s，60℃退火 45 s，72℃延伸 45s，共 35个循环，最后 72℃

延伸 10 min，4℃保存。rs3829632位点基因分型方法采用基因

测序技术，由上海铂尚生物技术有限公司完成。

1.4 实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）检测 EL mRNA 表达

水平

Trizol（Qiagen）抽提宫颈癌组织总 RNA，以日本 TaKaRa

公司的逆转录试剂盒逆转所抽提 RNA成 cDNA。运用 primer

5.0 设计 EL 的 Real-time PCR 引物，EL 上游：5'-GCTGTG-

GACTCAACGATGTC-3'，下游 5'-ACTCGGCTTGTCCTG ATT-

CA-3'; GAPDH 上游：5'-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3',下

游：5'-AGGTCCACCACTGACACGTT-3'。 在 25 滋L反应体系
中加入 12.5 滋L SYBR GREEN mix，各 0.2 滋L上下游引物，1滋L
反转录产物，反应条件为 95℃，变性 10min，95℃ 15 s，55℃ 1

min，60℃ 1 min，共 45个循环，使用 ABI公司的 7500 Real-time

PCR系统检测 PCR反应中的 SYBR GREEN荧光信号，应用其

自带系统分析软件，以 GAPDH作内参，使用 2 -△ △ CT法对 EL基

因的表达进行相对定量分析。

1.5 Western blot检测 EL蛋白表达

准备蛋白样品，98℃变性 5 min，冰上冷却，SDS-PAGE电

泳后使用半干转膜系统进行转膜，用含 5%脱脂奶粉的 TBST

室温封闭 2 h。人 EL一抗（美国 sigma公司）4℃孵育 16-18 h，

TBST洗涤 10 min，3次。二抗（江苏碧云天）室温（20～25℃）

孵育 1 h，TBST洗涤 10 min，3次。加入高灵敏的 LunimataTM

Crescendo 发光剂至膜的正表面，采用 Bio-Rad ChemiDoc

XRS+成像系统进行拍照分析。

1.6 统计学方法

运用 SPSS16.0 软件进行统计学分析。计量资料以用均

数± 标准差（x± s）表示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组

间均数比较采用单因素方差分析；计数资料采用 x2检验。双侧

P＜0.05时认为有统计学差异。

2 结果

2.1 病例组及对照组一般情况比较

本实验共收集到宫颈癌病例 328例，对照组 356例。表 1

显示的是病例组和对照组人群一般资料比较。两组人群在年

龄、体重指数、肝肾功能等指标方面无统计学差异。

表 1 宫颈癌病例及对照人群一般资料比较(x± s)

Table 1 General characteristics of the cervical cancer patients and controls(x± s)

Case group（n=328） Control group（n=356） P

Age 42± 9 43± 12 0.291

BMI（kg/m2） 21.5± 2.1 22.3± 1.4 0.167

ALT（U/L） 27.3± 4.2 28.5± 5.4 0.332

BUN（mmol/L） 6.88± 1.84 6.76± 1.59 0.257

Cr（滋mol/L） 78.5± 17.4 81.2± 15.6 0.273
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2.2 EL基因分型

本研究采用 DNA测序法对所提取研究对象的外周血基因

组 DNA进行基因分型，如图 1所示，共区分出 3种基因型，分

别是 rs3829632 CC 基因型、rs3829632 CT 基因型、rs3829632

TT基因型。

图 1 EL rs3829632多态性基因分型

Fig.1 Genotype of EL rs3829632 polymorphism

2.3 EL rs3829632多态性与宫颈癌遗传易感性的关联分析

328例宫颈癌病例、356例健康对照人群中 EL rs3829632

多态性位点的基因型分布频率见表 2。该位点基因频率分布情

况在病例组及健康对照组中均满足 Hardy-Wenberg 平衡。

rs3829632 CC、CT和 TT基因型在宫颈癌病例组和对照组的分

布情况分别为 25.0%、51.8%和 23.2%和 18.8%、48.9%和

32.3%。宫颈癌病例组 rs3829632 CC基因型分布频率显著高于

对照组人群（P=0.015，表 2）。与基因型为 rs3829632 TT的个体

相比，携带 rs3829632 C等位的个体（CC + CT基因型）宫颈癌

的患病风险显著升高（OR=1.361，95%可信区间：1.099-1.684，P

=0.005）。

Case group（n=328） Control group（n=356） x2 P

Gene type TT 76（23.2%） 115（32.3%） 8.388 0.015

CT 170（51.8%） 174（48.9%）

CC 82（25.0%） 67（18.8%）

Alleles T 322（49.1%） 404（56.7%） 8.036 0.005

C 334（50.9%） 308（43.3%）

OR=1.361，95% Confidence interval: 1.099-1.684

表 2 宫颈癌病例及健康对照人群 EL rs3829632多态位点基因型的分布

Table 2 Genotype distribution and allele frequency of EL rs3829632 polymorphism

2.4 EL基因 rs3829632多态性对宫颈癌病理组织 EL表达的影响

收集宫颈癌病人手术中切除的病理组织，提取其中的 mR-

NA及蛋白后，通过 Real-time PCR 及 Western blot 技术分析

EL的表达水平。我们发现在宫颈癌病人中，EL rs3829632 CC

基因型个体其病理组织 EL mRNA（图 2A）及蛋白（图 2B）的表

达水平均显著高于 rs3829632 CT及 TT基因型个体。

3 讨论

宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤，发病早期基本无症状，随

着疾病进展会出现不规则阴道流血、盆底病变及性交接触性出

血等症状。宫颈癌常通过直接浸润及淋巴转移方式侵犯膀胱、直

肠、周边淋巴结，晚期可转移致肺、肝、骨骼等部位。根据病理组

织分型，宫颈癌可分为鳞癌、腺癌和腺鳞癌，其中约 90%的宫颈

癌属于鳞癌，约 10%属于腺癌，只有一小部分属于其他病理类

型。目前宫颈癌的治疗主要根据病人的临床分期、年龄、是否生

育、全身情况等指标采用以手术和放疗为主，化疗为辅的个体化

治疗方案，整体 5年生存率约为 60%[14]。宫颈癌病人治疗预后的

好坏很大程度上取决于疾病的早期诊断与治疗[15,16]。

目前的流行病学调查研究显示 90%的宫颈癌病人合并

HPV感染，因此高危 HPV如 HPV16、18、31、45等的检测常被

作为筛查宫颈癌易感病人的指标。但值得高度注意的是，在合

并 HPV包括高危 HPV感染的女性人群中仅有少部分发生了

宫颈癌性病变。并且在 HPV感染率相似的一些国家和地区，其

宫颈癌的发病率截然不同，这些都提示了不同的遗传学背景在

宫颈癌的发病中发挥了重要作用。因此本研究通过设置病例 -

对照研究考察了一个发生在 EL基因 5'-非翻译区（UTR）的功

能性 SNP与中国人群宫颈癌易感性的关系，旨在为宫颈癌的

早期诊断与防治寻找更为有效的遗传生物标记物。

随着对 EL功能研究的深入，发现其通过多种途径影响肿

瘤疾病的发生发展。肿瘤细胞与正常细胞相比，表现出显著的

代谢失调表型，除了糖类代谢失调以外，脂质的摄取、合成及代

谢失调也与多种肿瘤的发生密切相关。这是由于肿瘤细胞生长
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旺盛，而脂质前体吸收入肿瘤细胞后为肿瘤细胞提供了额外的

能量补充最终导致了肿瘤细胞的过度增殖[17]。Felipe Slebe等研

究者发现与正常乳腺上皮细胞相比，乳腺癌细胞的 EL基因表

达水平显著升高，EL表达上调后能够通过 FoxA1和 FoxA2介

导的信号途径刺激乳腺癌细胞的增殖，并能够加强乳腺癌细胞

内脂质的生成，采用质粒转染 shRNA的方法干扰乳腺癌细胞

上 EL的表达能够显著抑制乳腺癌细胞的增殖及迁移能力[18]。

此外，Zhou Q等研究者还首次报道了在乳腺癌细胞中，EL通

过 DTX3L-ISG15这一脂肪酶非依赖途径促进了肿瘤细胞的增

殖、侵袭及转移能力，以上研究结果均提示了 EL通过为肿瘤

细胞提供额外的能量供应以及参与细胞增殖相关信号通路的

调节而在肿瘤的发生发展中发挥了重要的作用[19]。

EL基因定位于染色体 18q21.1上，其基因序列上存在多

个 SNP位点对其基因转录及翻译造成影响，如 -384 A/C位点

及 584 C/T位点分别位于 EL基因的启动子及外显子区域，其

突变将导致 EL的功能缺陷而与冠状动脉疾病的风险性升高

有关[20]。但是目前关于 EL基因多态性与宫颈癌易感性的研究

尚未见文献报道。通过检索国际人类基因组单体型图计划

（Hapmap计划）和中国人群 dbSNP数据库我们发现发生在 EL

基因 5'-UTR的 rs3829632多态性位点各等位基因在中国人群

均有一定的分布频率。且此多态性位点位于 EL基因的 5'-端

启动子区域，发生在此区域的 SNP能够通过影响相关转录因

子与 EL启动子区域的结合而改变 EL基因的转录和翻译水

平。目前国内外尚无研究证实了此 SNP与疾病的相关性，因此

本研究首次在中国人群中证实了发生在 EL基因 rs3829632多

态性与宫颈癌的发生相关，其中 rs3829632 C等位携带个体其

宫颈癌发病风险显著上升 （OR=1.361，95%可信区间：

1.099-1.684，P =0.005）。由于我们在基因频率分析的过程中对

病人的既往病史及一般实验室生化检查结果进行了校正，因此

降低了我们的研究结果受混杂因素影响的可能性。此外由于病

例和对照人群均来自江苏地区汉族人群，也降低了群体抽样误

差的可能，保证了本研究结果的可信度。

通过对宫颈癌病人手术切除组织中 EL基因及蛋白表达水

平的检测，我们还分析了 EL基因 rs3829632多态性对 EL表达

的影响。我们发现在宫颈癌病人中，rs3829632 CC基因型个体

其 EL mRNA及蛋白表达水平均显著高于其他基因型个体，提

示了这一多态性的功能性意义。rs3829632 CC基因型个体可能

由于相对活跃的 EL功能，导致宫颈病变细胞由于脂质代谢的

异常更容易向癌细胞转变。

综上所述，本研究在江苏地区人群中证明了 EL rs3829632

多态性与宫颈癌发病的相关性，其中 EL rs3829632 C等位携带

者其宫颈癌患病风险显著升高，这一结果可能与这一功能性

SNP影响了 EL的表达及功能进而改变了宫颈细胞的脂质代

谢状态有关。这一结果表明可将 EL rs3829632 C等位基因作为

一个临床上预测宫颈癌风险性的独立指标。但由于本研究样本

例数较少，且仅限于江苏地区人群，因此仍需要大样本多中心

的临床研究以确认本研究所得结论。
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