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[摘要]     目的   探讨饮酒和细胞外超氧化物岐化酶（EC-SOD）、乙醛脱氢酶2（ALDH2）基因多态性与口腔鳞状细

胞癌患病之间的关系。方法   采用病例对照研究的方法，以750例口腔鳞状细胞癌患者（病例组）及750例非癌对照

者（对照组）的外周血白细胞为样本，采用聚合酶链反应（PCR）技术分析EC-SOD和ALDH2基因的多态性，并分析

该基因多态性与口腔鳞状细胞癌患病的关系。结果   病例组EC-SOD（C/G）和ALDH2变异基因型频率分别为38.27%、

69.47%，对照组则为21.07%、44.40%，二者差异有统计学意义（P<0.01）。EC-SOD（C/G）患口腔鳞状细胞癌的

风险显著增加（OR=2.32），ALDH2变异基因型的患病风险也显著增加（OR=2.85）。基因突变的协同分析发现，

EC-SOD（C/G）/ALDH2变异基因型在病例组和对照组中的分布频率分别为30.67%和6.80%，二者差异有统计学意义

（P<0.01）。EC-SOD（C/G）/ALDH2变异基因型患口腔鳞状细胞癌的风险显著增加（OR=8.13）。病例组的饮酒率

明显高于对照组（OR=2.70），EC-SOD（C/G）及ALDH2变异基因型与饮酒有协同作用（OR=25.00）。结论   EC-

SOD及ALDH2变异基因型和饮酒是口腔鳞状细胞癌的易患因素，三者联合在口腔鳞状细胞癌的发生中有协同作用。
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[Abstract]     Objective   To investigate the correlation between drinking behavior and polymorphism combination of extracel-

lular superoxide dismutase (EC-SOD) and aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) genes and oral squamous cell carcinoma. 

Methods   The genetic polymorphisms of EC-SOD and ALDH2 were analyzed by polymorphism-polymerase chain reaction 

technique in peripheral blood leukocytes of 750 oral squamous cell carcinoma cases and 750 non-cancer controls. Results   The 

frequencies of EC-SOD (C/G) and ALDH2 variant genotypes were 38.27% and 69.47% in oral squamous cell carcinoma cases 

and 21.07% and 44.40% in healthy controls, respectively. Statistical tests showed significant difference in the frequencies 

between the two groups (P<0.01). The risk of oral squamous cell carcinoma with EC-SOD (C/G) was significantly higher 

than that of controls (OR=2.32). Individuals carrying ALDH2 variant genotypes had high risk of oral squamous cell carcinoma 

(OR=2.85). Combined analysis of the polymorphisms showed that percentages of EC-SOD (C/G)/ALDH2 variant genotypes 

in oral squamous cell carcinoma and control groups were 30.67% and 6.80%, respectively (P<0.01). Individuals carrying 

EC-SOD (C/G)/ALDH2 variant genotypes had high risk of oral squamous cell carcinoma (OR=8.13). The drinking rate of 

the case group was significantly higher than that in the control group (OR=2.70). Statistical analysis suggested an interaction 

between drinking and EC-SOD (C/G) and ALDH2 variant genotypes, which increase risk of oral squamous cell carcinoma 

(OR=25.00). Conclusion   EC-SOD (C/G) and ALDH2 variant genotypes and drinking are the risk factors in oral squamous 

cell carcinoma, which could carry out a coordinated attack 

of oral squamous cell carcinoma.
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饮酒与癌症之间存在非常明显的关联性，长期

饮酒导致人体内过量的氧自由基反应和乙醛聚集被

认为是其致癌的重要机制，因此，抗氧化酶和乙醛

代谢酶在清除致癌物中的作用非常重要。这两种酶

的基因均具有多态性，即有多个等位基因，不同的

等位基因编码的抗氧化酶或代谢酶的活性有所差异。

两种酶的基因多态性可使机体清除外源性致癌物的

能力有所不同，导致基因的稳定性和细胞的癌变率

有所改变，这是决定机体肿瘤易患性的重要因素。

抗氧化酶或乙醛代谢酶基因多态性与饮酒相关性肿

瘤（如食管癌、胃癌）的关系是近年来国内外研究

的热点之一[1-2]，但关于口腔癌与两种酶基因多态性

的相关性研究国内尚少见报道。本文拟通过研究750
例口腔癌患者饮酒和细胞外超氧化物岐化酶（extra-
cellular superoxide dismutase，EC-SOD）、乙醛脱氢

酶2（aldehyde dehydrogenase 2，ALDH2）基因多态

性的关系，探讨饮酒和EC-SOD、ALDH2基因多态

性与口腔癌的相关性，为口腔癌的病因和遗传易患

性研究提供依据。

1   材料和方法

1.1   研究对象及相关资料

选择2009年6月—2012年5月在新乡医学院第一

附属医院收治的口腔癌患者750例为病例组，另外

选择750例健康人为对照组。病例组研究对象均经

病理学确诊为原发性口腔鳞状细胞癌；对照组来自

健康体检人群，体检显示无肿瘤以及遗传性疾病。

两组在年龄、性别、民族、籍贯上的差异均无统计

学意义（P>0.05），且无血缘关系。由专人调查研

究对象的人口学资料、吸烟史、职业史和家族肿瘤

史。饮酒状况由饮酒指数（drinking  index，DI）来

估计，DI=d·y，其中d为研究对象的每日饮酒量（单

位：g），y为饮酒时间（单位：年）。两组的性别、

年龄、饮酒状况见表1。

1.2   基因型测定

每个研究对象各抽取静脉血2~3 mL，置乙二胺

四乙酸钠抗凝管中分离白细胞层。用QIAampDNA提

取试剂盒（QIAgen公司，德国）提取白细胞DNA，

置于-30 ℃低温冰箱中保存备用。

1.2.1   EC-SOD多态性分析   引物序列：顺式5’-GCA-
ACCAGGCCAGCGTGGAGAACGGGAA-3’，反式

5’-CCAGAGGAGAAGCTCAAAGGCAGA-3’；引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。聚合

酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）体系总

量50 μL，包括10×buffer 5 μL，dNTP 4.0 μL，上下游

引物各20 pmol，Taq DNA聚合酶0.25 μL，模板DNA 
100 ng，灭菌水加至50 μL。PCR扩增参数：94 ℃预

变性4 min，94 ℃变性30 s，60 ℃退火40 s，72 ℃延

伸30 s，于PE480型PCR仪（PE公司，美国）中循环

35次后，72 ℃延伸10 min。酶切反应体系总量20 μL，

包括PCR产物1 ng，10×NEB反应缓冲液2 μL，内切

酶0.5 μL；于60 ℃下反应14 h。酶切后产物点样于

3.0%琼脂糖凝胶中，100 V电压下电泳1 h，溴化乙

锭染色30 min，分析结果。酶切后分为2种基因型

（图1）：EC-SOD（C/C）基因型，为111、109 bp；

EC-SOD（C/G）基因型，为220、111、109 bp；两

种基因型中，111、109 bp两条条带基本重合；两组

中均未检测到纯合突变型（G/G）。

                              

 

M：Marker；1、2、3、4、5：C/G基因型；6、7、8：C/C基因型。

图  1    EC-SOD基因PCR产物检测结果

Fig  1    The electrophoretogram of PCR products of EC-SOD gene

1.2.2   ALDH2多态性分析    根据参考文献[3]，选择

PCR-限制性片段长度多态性（PCR-restriction fragment 
length polymorphism，PCR-RFLP）引物序列：Y3为5’-
CCCTTTGGTGGCTAGAAGATG-3’，Y4为5’-CCAC-
ACTCACAGTTTTCTCTT-3’。扩增片段为91 bp。PCR
扩增体系为25 μL，内含1 μL DNA，1 μmol·L-1引物，

0.25 mmol·L-1 4×dNTP，0.25 mmol·L-1 MgCl2，1 U 
Taq酶（大连宝生物工程有限公司），以及2.5 μL 10×
buffer。扩增条件为：95 ℃预变性10 min，然后进行

35个循环（95 ℃ 1 min，58 ℃ 2 min，72 ℃1 min），

表  1    病例组和对照组的一般资料

      Tab  1    The general characteristics between oral squamous

                     cell carcinoma group and control group

                临床特征
病例组 对照组

P值
（n=750） （n=750）

年龄（岁，    ） 55.69±4.82 55.71±4.62    >0.05
性别（n/%） 男  512/68.27 510/68.00 >0.05

女 238/31.73 240/32.00

饮酒状况（n/%） - 266/35.57 448/59.73 <0.01
+ 484/64.53 302 /40.27

DI（n/%） ≤3 000 119/15.87   202 /26.93 <0.01
>3 000 365/48.67 100/13.33

x±s

M 1 2 3 4 5 6 7 8

200 bp

100 bp
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最后72 ℃延伸5 min。扩增后取PCR产物3 μL，加入

5 U MboⅡ限制性内切酶及与内切酶配套使用的10×
buffer，总量为10 μL，37 ℃消化2.5 h。酶切后取酶切

产物8 μL，作15%聚丙烯酰胺凝胶电泳，溴化乙锭

染色，紫外灯照射，观察结果。酶切后分为3种基

因型（图2）：谷氨酸纯合型ALDH2（G/G），为

55  bp；谷氨酸赖氨酸杂合型ALDH2（G/L），为

65、55 bp两条带；赖氨酸纯合型ALDH2（L/L），

为65 bp。为便于统计，将ALDH2（G/L）和ALDH2
（L/L）合并记为ALDH2（non-G/G）共同分析。

        M：Marker；1、2：G/G基因型；3、4：G/L基因型；5、6：L/

L基因型。

图  2    ALDH2基因PCR产物检测结果

Fig  2    The electrophoretogram of PCR products of ALDH2 gene

1.3   统计方法 
分别计算病例组和对照组EC-SOD和ALDH2基

因型的分布，两组间的差异采用四格表χ2检验，各

基因型口腔鳞状细胞癌风险的调整OR值及其95%可

信区间（confidence interval，CI）通过非条件Logis-
tic回归模型进行分析，EC-SOD和ALDH2之间的联

合作用以及两者与饮酒的联合作用通过Logistic回归

模型计算。采用SPSS 11.0统计软件包进行统计学分

析。

2   结果

2.1   EC-SOD、ALDH2基因型分布情况及两者与口腔

         鳞状细胞癌易患性的协同分析  
两组EC-SOD、ALDH2基因型分布情况见表2：

病例组与对照组EC-SOD（C/G）基因型各占38.27%
和21.07%，ALDH2（non-G/G）各占69.47%和44.40%，

二者差异均有统计学意义（P<0.01）。EC-SOD（C/
G）者患口腔鳞状细胞癌的风险显著增加（OR=2.32，

P<0.01），ALDH2变异基因型ALDH2（non-G/G）

患口腔鳞状细胞癌的风险也显著增加（OR=2.85，

P<0.01）。对两个基因的协同分析结果见表2：基因

组合EC-SOD（C/G）/ALDH2（non-G/G）在病例组

占30.67%，而对照组仅占6.80%，基因组合EC-SOD
（C/G）/ALDH2（non-G/G）的口腔鳞状细胞癌患

病风险是EC-SOD（C/C）/ALDH2（G/G）的8.13倍，

两个基因型之间存在协同作用。

表  2    病例组与对照组EC-SOD、ALDH2基因多态性分布及二者的协同作用分析

       Tab  2    Distribution of polymorphisms of EC-SOD and ALDH2 genotypes in oral squamous cell carcinoma and control groups 

                         and combined analysis of the two genotypes in relation to oral squamous cell carcinoma susceptibility

                            基因型 病例组（n/%） 对照组（n/%） OR值 95%CI P值

  基因型 EC-SOD（C/C） 463/61.73 592/78.93 1.00

EC-SOD（C/G） 287/38.27 158/21.07 2.32 1.75~4.28 <0.01

ALDH2（G/G） 229/30.53 417/55.60  1.00

ALDH2（non-G/G） 521/69.47 333/44.40 2.85 1.89~4.64 <0.01

  联合基因型 EC-SOD（C/C）/ALDH2（G/G） 172/22.93 310/41.33 1.00

EC-SOD（C/C ）/ALDH2（non-G/G） 291/38.80 282/37.60 1.86 0.91~3.02 >0.05

EC-SOD（C/G）/ALDH2（G/G） 57/7.60 107/14.27 0.96 0.58~1.35 >0.05

EC-SOD（C/G）/ALDH2（non-G/G） 230/30.67 51/6.80 8.13 3.54~11.82 <0.01

2.2   口腔鳞状细胞癌易患性与饮酒的相关分析　

将对照组的饮酒人数和不饮酒人数与病例组的

饮酒人数和不饮酒人数进行χ2检验，结果表明：口腔

鳞状细胞癌的发生与饮酒有关，饮酒者更易患此疾

病（OR=2.70，95% CI为1.28~4.47，P<0.01）；将口

腔鳞状细胞癌易患性与饮酒指数进行分析，结果显

示：高饮酒组（DI>3 000）较低饮酒组（DI≤3 000）

更易患口腔鳞状细胞癌（OR=6.20，95%CI为3.65~

7.54，P<0.01）（表3）。

表  3    口腔鳞状细胞癌易患性与饮酒状况的相关分析

      Tab  3    Related analysis of oral squamous cell carcinoma

                     susceptibility and drinking status

饮酒状况
病例组 对照组

OR值 95%CI P值
（n/%） （n/%）

- 266/35.47 448/59.73 1.00

+ 484/64.53 302/40.27 2.70 1.28~4.47 <0.01

DI≤3 000 119/15.87 202/26.93 1.00

DI>3 000 365/48.67 100/13.33 6.20 3.65~7.54 <0.01

100 bp

M 1 2 3 4 5 6

50 bp
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2.3     EC-SOD和ALDH2基因型和饮酒与口腔鳞状细

         胞癌易患性的协同分析

病例组中携带EC-SOD（C/G）/ALDH2（non-G/
G）和饮酒者明显较对照组多，EC-SOD（C/G）/ 
ALDH2（non-G/G）饮酒者占病例组的29.33%，而

在对照组中仅2.67%，二者差异有统计学意义（P<

0.01）；饮酒指数与EC-SOD/ALDH2以及口腔鳞状

细胞癌易患性的协同分析显示，EC-SOD（C/G）/ 
ALDH2（non-G/G）/DI>3  000组合的患病风险是

EC-SOD（C/C）/ALDH2（G/G）/DI≤3 000组合的

230. 04倍（表4）。

表  4    EC-SOD/ALDH2基因型和饮酒状况与口腔鳞状细胞癌易患性的协同分析

      Tab  4    Combined analysis of genotypes of EC-SOD/ALDH2 and drinking status on oral squamous cell carcinoma susceptibility

联合基因型
饮酒状况

病例组 对照组
OR值 95%CI P值

EC-SOD ALDH2 （n/%） （n/%）

C/C G/G - 55/7.33 125/16.67 1.00

C/C G/G + 117/15.60 185/24.67 1.44 0.82~2.58 >0.05

C/C non-G/G - 191/25.47 272/36.27 1.60 1.27~2.97 >0.05

C/C non-G/G + 100/13.33 10/1.33 22.73  11.41~32.83 < 0.01

C/G G/G - 10/1.33 20/2.67 1.14 0.87~1.75 >0.05

C/G G/G + 47/6.27 87/11.60 1.23 0.72~2.46 >0.05

C/G non-G/G - 10/1.33 31/4.13 0.73 0.52~1.29 >0.05

C/G non-G/G +  220/29.33 20/2.67 25.00 11.62~34.94 < 0.01

C/C G/G DI≤3 000 25/3.33 135/18.00 1.00

C/C G/G DI>3 000  92/12.27 50/6.67 9.94 5.95~12.40 < 0.01

C/C non-G/G DI≤3 000 65/8.67 7/0.93 50.14 28.03~68.92 < 0.01

C/C non-G/G DI>3 000 35/4.67 3/0.40 63.00 58.36~117.26 < 0.01

C/G G/G DI≤3 000 22/2.93 45/6.00 2.64 1.94~4.59 >0.05

C/G G/G DI>3 000 25/3.33 42/5.60 3.21 2.43~7.51 >0.05

C/G non-G/G DI≤3 000 7/0.93 15/2.00 2.52 2.18~4.92 >0.05

C/G non-G/G DI>3 000  213/28.40 5/0.67 230.04 159.07~326.48 < 0.01

3   讨论

口腔癌是头颈部常见的恶性肿瘤，约占全身恶

性肿瘤的3%。目前口腔癌的发病率在世界范围内呈

上升趋势，尤其是在年轻女性，估计全球每年新发

病例27.4万。虽然癌症治疗已经取得了许多重要进

展，但自20世纪60年代至今，口腔癌的死亡率基本

保持不变，5年生存率仍低于40%[4]。口腔癌的危险

因素多种多样，包括化学致癌因素、物理致癌因素、

生物致癌因素、遗传、机体易患性和种族等等，其

确切病因尚不清楚。到目前为止，饮酒被认为是口

腔癌的重要危险因素。饮酒者口腔癌的患病率随饮

酒量、饮酒频率、持续时间的增加而上升[5-6]。通常

情况下，生物体内的活细胞均可产生氧自由基，因

存在着包括超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）在内的自由基清除系统，可以及时地清除体

内过剩的自由基，维持自由基的动态平衡；而长期

饮酒的人，其肝脏、前列腺等实质脏器氧化应激增

加[7]，氧自由基产生过多，过量氧自由基通过血液

进入口腔黏膜细胞，不仅可激活核转录因子-κB，而

且可使口腔黏膜细胞发生脂质过氧化并启动新的自

由基反应。过多的氧自由基可与细胞中的靶分子作

用使靶细胞受损，通过损伤生物大分子，干扰细胞

的氧化还原电势，并攻击核酸和DNA，使其发生断

链和碱基修饰等，造成癌基因显露、DNA复制和转

录出错，细胞周期发生改变及突变，从而导致细胞

分化及增殖速度急剧加快，最终造成癌变[8]。此外，

由于癌变部位及其周围组织的炎症改变，多形核嗜

中性白细胞和其他吞噬细胞吞噬异物过程中发生呼

吸爆发等所产生的大量氧自由基O2和H2O2活性物质，

可以直接破坏抗氧化酶SOD、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GST-Px）的-5H结构，损

伤DNA，从而削弱机体加快合成SOD、GST-Px的功

能，导致自由基清除能力减弱，过剩的O2和H2O2相

互作用产生HO-，后者使细胞膜不饱和脂肪酸过氧

化，脂质过氧化产物增加。脂质过氧化产物可通过

氧化碱基，降低酶活性，损伤生物膜结构等作用引

起代谢失调，加重组织损伤，导致机体免疫机能低

下，有利于肿瘤的发生发展；此外，脂质过氧化产
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物对细胞增殖有强烈的抑制作用，导致机体免疫抑

制促进肿瘤生长；另有研究[9]发现，脂质过氧化物

有类似染色体畸变因子的作用；这些研究都表明，

脂质过氧化物可能与肿瘤形成有关，是活性氧自由

基诱发肿瘤形成的中间机制之一[10]。SOD是体内存

在的一种抗氧化酶，能将氧自由基歧化为H2O2，H2O2

进一步在过氧化氢酶（catalase，CAT）、GST-Px的

催化下被清除，从而保护细胞免受损伤。SOD包括

CuZnSOD、MnSOD和EC-SOD共3种，对机体的氧化

与抗氧化平衡起重要的作用。CuZnSOD、MnSOD主

要存在于真核细胞的细胞质、细胞核等部位，担负

着这些部位清除超氧化物的作用。EC-SOD是细胞外

液中最主要的SOD，其作用是清除超氧阴离子生成

的H2O2，使之在CAT或者过氧化物酶和还原剂的作

用下生成H2O，从而保护细胞免受损伤[11]。相关研

究[12]表明，CuZnSOD、MnSOD基因多态性引起相应

酶活性和体内自由基变化与肿瘤的易患性有密切关

系；本研究也发现，EC-SOD（C/G）与口腔鳞状细

胞癌的发生有关，口腔鳞状细胞癌组与对照组比较

差异有统计学意义（P<0.01），携带EC-SOD（C/G）

基因者患口腔鳞状细胞癌的风险高于携带EC-SOD
（C/C）的个体（OR=2.32，95%CI为1.75~4.28）。

研究[13]发现，EC-SOD基因定位于染色体4pter-q21，

包含3个外显子，编码区位于外显子3，又称肝素结

合区。EC-SOD基因变异位于碱基637位C→G，使得

第213位氨基酸Arg变为Gly。通过减低EC-SOD酶与

卵磷脂的亲和力，从而使EC-SOD酶的抗氧化活性

降低，体内自由基增多，从而使个体患口腔癌的危

险性增加。

动物学研究发现，乙醇不是一种致癌剂，而乙

醇的代谢产物——乙醛却具有明显的致癌作用，与

人类肿瘤的发生存在着一定的关系[14-15]。肝中的乙

醇脱氢酶负责将乙醇氧化为乙醛，生成的乙醛作

为底物进一步在乙醛脱氢酶（aldehyde dehydroge-
nase，ALDH）催化下转变为无害的乙酸。负责人

体内乙醛转化的酶主要是肝中ALDH，ALDH1与

ALDH2在催化速率上有明显的差异，ALDH2对乙

醛的Km（Km即反应速度为最大反应速度一半时的

底物浓度）低于ALDH1，约为后者的1/10，是主

要负责乙醛转化的同工酶。ALDH2基因位于人类

第12号染色体，由于ALDH2基因存在G1510A 多态

性，导致氨基酸序列第487位上的谷氨酸被赖氨酸

替换（Glu487Lys），其中具有催化活性的野生型称

为G等位基因，催化能力失活的变异型称为L等位基

因。由于遗传，人群中该酶基因型会出现3种情况，

具有正常催化活性纯合子型ALDH2（G/G），催化

活性下降的杂合子型ALDH2（G/L），催化活性失

去的纯合子型ALDH2（L/L）。后两种基因型可引

起相应的乙醛脱氢酶2活性降低或表达缺失，导致机

体乙醛的集聚，从而增加特定肿瘤的患病率。已有

研究[16-17]证明，ALDH2基因多态性与多种肿瘤风险

相关。本研究发现，ALDH2（non-G/G）与口腔鳞

状细胞癌的发生有关，与对照组比较差异有统计学

意义（P<0.01），携带ALDH2（non-G/G）基因者

患口腔鳞状细胞癌的风险高于携带ALDH2（G/G）

的个体（OR=2.85，95%CI为1.89~4.64），与其他

肿瘤的相关研究结论一致。

本研究结果显示，ALDH2（non-G/G）与EC-
SOD（C/G）对口腔鳞状细胞癌的发生有显著的协

同作用，兼有ALDH2（non-G/G）与EC-SOD（C/
G）型者口腔鳞状细胞癌患病风险是兼有ALDH2
（G/G）和EC-SOD（C/C）型的8.13倍。此外，本

研究还发现，饮酒与口腔鳞状细胞癌的易患性有关

（OR=2.70，95%CI为1.28~4.47，P<0.01）。对EC-
SOD和ALDH2基因型与饮酒关系的协同分析发现，

在口腔鳞状细胞癌患者中携带EC-SOD（C/G）型基

因且饮酒，ALDH2（non-G/G）基因型且饮酒者较

对照组多，差异有统计学意义（P<0.01）；EC-SOD
（C/G）/ALDH2（non-G/G）型饮酒者发生口腔鳞

状细胞癌的危险显著增加（OR=25.00，95%CI为

11.62~34.94）；通过对饮酒状况的分析，发现大量

饮酒者（DI>3 000）且具有ALDH2（non-G/G）与

EC-SOD（C/G）基因型者口腔鳞状细胞癌的相对危

险度更大（OR=230.04，95%CI为159.07~326.48）；

而DI≤3 000且ALDH2（non-G/G）/EC-SOD（C/
G）基因型者患口腔鳞状细胞癌的风险（OR值）为

2.52。由此可以看出，饮酒量越大，时间越长，口

腔鳞状细胞癌患病风险越大。

环境致癌物代谢是涉及多种代谢酶的复杂过

程，口腔鳞状细胞癌的发生也是涉及环境因子和多

种基因相互作用的复杂过程。本研究提示，携带EC-
SOD和ALDH2突变基因型的个体属口腔鳞状细胞癌

高危险人群，在肿瘤防治中应加以重视。目前虽然

尚不能通过改变人群的肿瘤易患基因型来防治肿瘤，

但可以根据其与环境病因相互作用的特点，采取相

应的控制环境病因的措施如戒酒或基因调控以达到

有效预防肿瘤的目的。
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