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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（ＰＣＲＲＦＬＰ），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 ＳＮＰｒｓ７５５２６７０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２６５３倍（ＴＴ
ｖｓＴＣ：ＯＲ＝２６５３，９５％ＣＩ＝１５０１～４６９０），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
ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ６，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（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，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（ｒｏｃｈｅｓｔｅｒｋｉｓｓｏｆｆ，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（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，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（５８３１±７７６）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（５６６５±７７８）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＝
１５８７，Ｐ＝０１１４；性别：χ２＝０００７，Ｐ＝０９３５）。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（ｎａｔｉｏｎａｌｃｅｎｔｅｒｆｏｒｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
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（ｍｉｎｏｒａｌｌｅｌｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ＭＡＦ）大于００５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 Ｐｒｉｍｅｒ５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　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＺＢＥＤ６ｇｅｎｅａｔ３ｌｏｃｉ

ＳＮＰ ＰＣＲｐｒｉｍｅｒ（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５０μｌ：其
中模板１μｌ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μｌ，上下游
引物各 ２μｌ以及去离子水 ２０μｌ。ＰＣＲ反应程序
为：９５℃５ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５
个循环，７２℃ ７ｍｉｎ，４℃ 。
１．４．４　限制性内切酶基因分型及测序　使用 Ａｌｕ
Ⅰ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：１６８ｂｐ、
１９０ｂｐ；ＴＣ型：１６８ｂｐ、１９０ｂｐ和３５８ｂｐ；ＣＣ型：３５８
ｂｐ。ｒｓ７５４００４１位点ＧＧ型：１８５ｂｐ、１１５ｂｐ和７７ｂｐ；
ＡＧ型：３００ｂｐ、１８５ｂｐ、１１５ｂｐ和７７ｂｐ；ＡＡ型：３００
ｂｐ和７７ｂｐ。两位点酶切反应总体系为１０μｌ，包括
ＡｌｕⅠ内切酶０２μｌ，１０×限制性内切酶 Ｂｕｆｆｅｒ１μｌ
和ＰＣＲ产物４μｌ。３７℃水浴１ｈ，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 ＳＰＳＳ２６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（ｈａｒｄｙｗｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，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＜００５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
Ｃ２个等位基因，有ＴＴ、ＴＣ和ＣＣ３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 Ａ２个等位基
因，有ＧＧ、ＧＡ和 ＡＡ３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Ｇ２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　ＺＢＥＤ６ＳＮＰ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ＳＮＰｒｓ７５５２６７０、

表２　各ＳＮＰ位点等位基因与直肠癌的关联分析［ｎ（％）］

Ｔａｂ．２　ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｌｌｅｌｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓＳＮＰｌｏｃｉｗｉｔｈｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［ｎ（％）］

ＳＮＰ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｃａｓｅｇｒｏｕｐ 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：Ｂａｌａｎｃｉｎｇｇｅｎｄｅｒａｎｄａｇｅｆａｃｔｏｒｓ．
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ｒｓ７５４００４１、ｒｓ３７３７９７２位点的基因型频率数分布符
合 ＨａｒｄｙＷｅｎｉｂｅｒｇ平 衡 定 律 （ｒｓ７５５２６７０：χ２ ＝
１７３３，Ｐ＝０４２０；ｒｓ７５４００４１：χ２＝０１３２，Ｐ＝０９３６；
ｒｓ３７３７９７２：χ２＝０００６，Ｐ＝０９９７），ＳＮＰｒｓ７５５２６７０
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２６５３倍（ＴＴｖｓＴＣ：
ＯＲ＝２６５３，９５％ＣＩ＝１５０１～４６９０），ｒｓ７５４００４１、
ｒｓ３７３７９７２两位点ＳＮＰ基因型与直肠癌发病风险没
有关联（Ｐ＞００５）。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

能够较为有效的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　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆＺＢＥＤ６ｌｏｃｉｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

　　Ａ，Ｂ：ＺＢＥＤ６ｇｅｎｅｒｓ７５５２６７０（Ｔ／Ｃ）ａｎｄｒｓ７５４００４１（Ｇ／Ａ）ｌｏｃｉｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；２：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；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：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ．

表３　各ＳＮＰ位点基因型与直肠癌的关联分析［ｎ（％）］

Ｔａｂ．３　ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓＳＮＰｌｏｃｉａｎｄｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［ｎ（％）］

ＳＮＰ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｃａｓｅｇｒｏｕｐ 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：Ｂａｌａｎｃｉｎｇｇｅｎｄｅｒａｎｄａｇｅｆａｃｔｏｒｓ．

·６６６· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



图２　ＺＢＤＥ６基因三位点ＰＣＲ扩增产物测序结果

Ｆｉｇ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｔｔｈｅｔｈｒｅｅｌｏｃｉｏｆＺＢＤＥ６ｇｅｎｅ

　　Ａ，Ｂ，Ｃ：ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｔｔｈｅｒｓ７５５２６７０（Ｔ／Ｃ），ｒｓ７５４００４１（Ｇ／Ａ）ａｎｄｒｓ３７３７９７２（Ａ／Ｇ）ｌｏｃｉｏｆＺＢＤＥ６ｇｅｎｅ；

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。

·７６６·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



　　该研究筛选了三个 ＭＡＦ大于００５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ＳＮＰｒｓ７５５２６７０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２６５３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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