
书书书

·４５２　　 ·
第二军医大学学报　　２０１４年４月第３５卷第４期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００４５２ ·短篇论著·

江浙沪地区人群中修复基因ＸＲＣＣ１多态性与鼻咽癌易感性的关系

朱秋蓓，范静平，吴　建，郎军添，刘环海，赵舒薇
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　　［摘要］　目的　探讨我国江浙沪地区人群中ＤＮＡ损伤修复基因ＸＲＣＣ１多态性与鼻咽癌易感性的关系。方法　选取
８７例江浙沪地区汉族鼻咽癌患者，并随机选取同地区同种族的９４例健康者作为对照，两组年龄、性别差异无统计学意义。采

用限制性片段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）方法分析研究对象的ＸＲＣＣ１基因Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ及Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ两个位点的

基因多态性，并比较不同基因型与鼻咽癌发病之间的关系。结果　ＸＲＣＣ１Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ及Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ各基因型在鼻咽癌组和
对照组间的分布频率基本相同。与携带 Ａｒｇ／Ａｒｇ基因型者相比携带１９４位点Ｔｒｐ／Ｔｒｐ基因型者鼻咽癌的发生风险有所降

低，但差异无统计学意义（ＯＲ＝０．４１，９５％ＣＩ：０．０８～１．６５，Ｐ＝０．２１）。１９４位点其他基因型以及３９９位点各基因型对鼻咽癌

的发病无明显影响。结论　ＸＲＣＣ１基因１９４和３９９位点的单核苷酸多态性可能与鼻咽癌的易感性无关，但１９４位点的Ｔｒｐ
等位基因可能会降低鼻咽癌发病风险。

　　［关键词］　鼻咽肿瘤；修复基因；ＸＲＣＣ１；单核苷酸多态性；疾病易感性
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　　鼻咽癌是我国南方地区常见的头颈部恶性肿瘤

之一［１］，不易早期发现，治疗效果也不甚理想［２３］。

基因易感性、潜在ＥＢ病毒感染以及过度摄入亚硝胺

食品是鼻咽癌发病的高危因素［４６］。ＤＮＡ损伤及修

复机制在多种癌症的发生发展中起重要作用［７］，而

ＤＮＡ修复基因的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）是癌症易

感性的重要原因和分子基础［８１０］。人类Ｘ射线交错

互补修复基因１（Ｘｒａｙｒｅｐａｉｒｃｒｏｓｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｇ
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ｇｅｎｅ，ＸＲＣＣ１）是ＤＮＡ碱基切除修复系统的重要组

成部分［１１］。在ＸＲＣＣ１中共发现３个ＳＮＰ位点 （

Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ、Ａｒｇ２８０Ｈｉｓ 和 Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ）
［１２］，其 中

１９４、３９９位点的基因多态性可能与多种肿瘤的发病

相关［１３１４］，且３９９位点的多态性可能与鼻咽癌的发

病有关［１５］，但各项研究的结果并不一致，推测可能与

研究对象的人种不同因而基因频率也有所差异有

关。目前尚无关于中国江浙沪地区人群中ＸＲＣＣ１
基因多态性与鼻咽癌易感性关系的报道。本研究采

用限制性片段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲ

ＲＦＬＰ）技术对ＸＲＣＣ１１９４、３９９位点基因多态性进

行检测和分析，探讨我国江浙沪地区汉族人群中

ＸＲＣＣ１与鼻咽癌易感性的关系。

１　材料和方法

１．１　研究对象　２０１２年１月至２０１３年９月就诊于

第二军医大学长征医院耳鼻咽喉科的鼻咽癌患者共

８７例，其中男性５２例，女性３５例。发病年龄３７～

７６岁，平均（５８．５±１９．７）岁。患者均为汉族，长期居

住在江浙沪地区。病理诊断全部为鳞状细胞癌，其

中低分化５０例，中、高分化３７例。按照国际抗癌协

会（ＮＣＣＮ）２０１０年头颈部肿瘤 ＴＮＭ 分类标准，８７
例患者中Ｔ１Ｎ０Ｍ０２９例（Ｔ１ａ１５例，Ｔ１ｂ１４例），Ｔ２Ｎ０

Ｍ０２６例，Ｔ２Ｎ１Ｍ０１９例，Ｔ３Ｎ１Ｍ０１１例，Ｔ３Ｎ２Ｍ０２
例。对照组为自愿参加的健康体检人员，均为汉族，

长期居住在江浙沪地区，共９４例，其中男性５８例，

女性３６例，年龄３５～７０岁，平均为（５５．６±２０．２）

岁。鼻咽癌组与对照组的年龄、性别差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５），两组具有可比性。

１．２　ＤＮＡ提取及纯化　每一实验对象抽取外周静

脉血４ｍＬ。采用酚／氯仿抽提、无水乙醇沉淀法分

别提取鼻咽癌患者、对照者外周血ＤＮＡ。采用玻璃

奶沉淀法纯化ＤＮＡ。

１．３　引物设计　根据ＸＲＣＣ１基因多态性位点相对

应的基因序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计ＰＣＲ扩增

引物。引物由长征医院药物基因组学实验室合成。

基因扩增引物序列 Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ：上游５′ＧＣＣＣＣＧ

ＴＣＣＣＡＧＧＴＡＡＧＣ３′，下游５′ＡＧＣＣＣＣＡＡＧ

ＡＣＣＣＴＴＴＣＡ３′；Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ：上游５′ＴＴＧＴＧＣ

ＴＴＴＣＴＣ ＴＧＴ ＧＴＣＣＡ３′，下游 ５′ＴＣＣ ＴＣＣ

ＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＡＴＡ３′。

１．４　ＰＣＲ反应体系及反应条件　ＰＣＲ 扩增体系：

ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ，１０×ＰＣＲ（内含 Ｍｇ
２＋）缓冲液２．５

μＬ；１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ（５Ｕ／

μＬ），上、下游引物各０．５μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＮＡ
模板１μＬ（５００ｎｇ）。ＰＣＲ扩增程序：９４．２℃预变

性３ｍｉｎ，９４．５℃变性４０ｓ→退火４０ｓ，温度为

６０℃→７２℃延伸４０ｓ，共３９个循环，最后在７２℃条

件下延伸５ｍｉｎ。

１．５　ＤＮＡ序列分析　以１０个基因组ＤＮＡ样本为

模板，通过ＰＣＲ扩增，获得ＸＲＣＣ１基因Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ、

Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ位点的序列大小分别为４６６、４９７ｂｐ，经琼

脂糖凝胶电泳检测，结果符合预期。目的条带清晰单

一。阳性克隆重新培养，抽提质粒，ＡＢＩ３７００型ＤＮＡ
测序仪进行焦磷酸ＤＮＡ测序，测序引物为Ｔ７、ＳＰ６。

测序结果采用ＤＮＡＳｔａｒ软件分析，并与ＧｅｎＢａｎｋ进

行ＢＬＡＳＴ比较。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．３软件进行统计

学分析。采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验比较鼻咽癌组与

对照组之间的年龄分布差异，采用χ
２检验比较性别

分布的差异。用 ＨＷＥ软件检测 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡，判断研究对象是否具有人群代表性。各组间

基因型频率和等位基因频率比较采用χ
２检验（Ｐｅａｒ

ｓｏｎＣｈｉＳｑｕａｒｅ）或Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法。以非条件

ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归计算相对危险度比值比（ＯＲ）及９５％可

信区间（ＣＩ），分析各种基因型与鼻咽癌发生的相关

性。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＸＲＣＣ１Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ基因型分布及与鼻咽癌的

关系　由表１可见，鼻咽癌组中Ａｒｇ、Ｔｒｐ等位基因频

率分别为６７．８％、３２．２％，对照组中Ａｒｇ、Ｔｒｐ等位基

因频率分别为６２．８％、３７．２％，两组都以Ａｒｇ／Ｔｒｐ基

因型为主。分布频率不符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡

（Ｐ＝０．０３，χ
２检验）。鼻咽癌组３种基因型频率与对

照组相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．４０）。对各种基因

型在鼻咽癌组和对照组中的分布进行比较，发现携带

Ｔｒｐ／Ｔｒｐ基因型者与携带Ａｒｇ／Ａｒｇ基因型者比较，鼻

咽癌的发生风险有所降低但差异无统计学意义（ＯＲ＝

０．４１，９５％ＣＩ：０．０８～１．６５，Ｐ＝０．２１）。Ａｒｇ／Ｔｒｐ基因

型与Ａｒｇ／Ａｒｇ基因型相比，鼻咽癌的发生风险无明显

差异 （ＯＲ＝０．８２，９５％ＣＩ：０．４４～１．５２，Ｐ＝０．５２）。



·４５４　　 · 第二军医大学学报　２０１４年４月，第３５卷

２．２　ＸＲＣＣ１Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ基因型分布及与鼻咽癌的

关系　由表１可见，鼻咽癌组中Ａｒｇ、Ｇｌｎ等位基因

频率分别为８１．０％、１９．０％，对照组中 Ａｒｇ、Ｇｌｎ等

位基因频率分别为８４．０％、１６．０％，两组都以 Ａｒｇ／

Ａｒｇ基因型为主。分布频率符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡（Ｐ＝０．９６，χ

２检验）。鼻咽癌组３种基因型频率

与对照组相比差异无统计学意义 （Ｐ＝０．７３）。对各

种基因型在鼻咽癌组和对照组中的分布进行比较，

携带Ａｒｇ／Ｇｌｎ基因型以及 Ｇｌｎ／Ｇｌｎ基因型与携带

Ａｒｇ／Ａｒｇ基因型相比，鼻咽癌的发生风险差异无统

计学意义 （ＯＲ＝１．２０，９５％ＣＩ：０．６３～２．３０，Ｐ＝

０．５８；ＯＲ＝１．６９，９５％ＣＩ：０．２５～１４．９７，Ｐ＝０．５９）。

表１　鼻咽癌组和对照组ＸＲＣＣ１基因型与鼻咽癌患病风险之间的联系

基因型 鼻咽癌组
（Ｎ＝８７）

对照组
（Ｎ＝９４） ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

ＸＲＣＣ１Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ

　　Ａｒｇ／Ａｒｇｎ（％） ３４（３９．１） ３１（３３．０） １

　　Ａｒｇ／Ｔｒｐｎ（％） ５０（５７．５） ５６（５９．６） ０．８２（０．４４１．５２） ０．５２

　　Ｔｒｐ／Ｔｒｐｎ（％） ３（３．４） ７（７．４） ０．４１（０．０８１．６５） ０．２１

　　ＡｌｌｅｌｅｏｆＡｒｇ（％） ６７．８ ６２．８

　　ＡｌｌｅｌｅｏｆＴｒｐ（％） ３２．２ ３７．２

ＸＲＣＣ１Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ

　　Ａｒｇ／Ａｒｇｎ（％） ５７（６５．５） ６６（７０．２） １

　　Ａｒｇ／Ｇｌｎｎ（％） ２７（３１．０） ２６（２７．７） １．２０（０．６３２．３０） ０．５８

　　Ｇｌｎ／Ｇｌｎｎ（％） ３（３．４） ２（２．１） １．６９（０．２５１４．９７） ０．５９

　　ＡｌｌｅｌｅｏｆＡｒｇ（％） ８１．０ ８４．０

　　ＡｌｌｅｌｅｏｆＧｌｎ（％） １９．０ １６．０

３　讨　论

　　鼻咽癌发病具有明显的地域性和种族性，我国

南方地区属于世界范围内的高发地区［１］。因此，在

研究ＸＲＣＣ１基因多态性与鼻咽癌发病的相关性

时，将不同地域及种族人群作为独立因素加以分析，

更具有实际意义。有研究显示，相较于１９４、３９９位

点，ＸＲＣＣ１Ａｒｇ２８０Ｈｉｓ的多态性与ＤＮＡ修复能力

和癌症发病关系较小［１４］，且由于２８０位点基因多态

性发生频率较低，所以在本实验中，本研究只对

ＸＲＣＣ１的１９４和３９９位点进行了研究。

　　本研究结果显示，我国江浙沪地区汉族人群中

ＸＲＣＣ１基因的Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ、Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ多态性分布

与中国广东地区及亚洲其他地区人群相近，而与美

国、欧洲和印度人群有明显差异［１６１７］。３９９位点

Ａｒｇ／Ａｒｇ基因型频率在亚洲人群较高，为５０％～

７０％，欧美人群较低，为４０％～５０％；Ｇｌｎ／Ｇｌｎ基因

型多见于欧美人群，为９％～１３％，亚洲人群为

５％～８％［１６１９］。由此可见，Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ、Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ
位点的基因多态性存在种族和地区差异。

　　本研究结果显示，我国江浙沪地区汉族人群中

ＸＲＣＣ１基因１９４位点中３种基因型 Ａｒｇ／Ａｒｇ、

Ａｒｇ／Ｔｒｐ、Ｔｒｐ／Ｔｒｐ以及３９９位点中３种基因型

Ａｒｇ／Ａｒｇ、Ａｒｇ／Ｇｌｎ、Ｇｌｎ／Ｇｌｎ在鼻咽癌组和对照组

中分布基本类似，其分布的差异无统计学意义。本

研究 结 果 还 显 示，ＸＲＣＣ１ 基 因 Ａｒｇ１９４Ｔｒｐ、

Ａｒｇ３９９Ｇｌｎ位点多态性与鼻咽癌易感性无明显相关

性，这与既往报道的鼻咽癌及其他系统癌症的相关

性研究的结果［１６１８］并不完全一致，然而对比各种基

因型在鼻咽癌组和对照组中的分布，我们发现，１９４
位点中携带Ｔｒｐ／Ｔｒｐ基因型者鼻咽癌的发生风险与

携带Ａｒｇ／Ａｒｇ基因型相比有所降低（ＯＲ＝０．４１，９５％

ＣＩ：０．０８～１．６５，Ｐ＝０．２１），虽然其差异没有统计学意

义，但结合相关文献中１９４位点的Ｔｒｐ等位基因可能

对ＤＮＡ损伤有保护作用的结论［１６，２０］，我们推测１９４
位点的Ｔｒｐ等位基因或许能降低鼻咽癌发病风险。

此外，Ｈｕａｎｇ等［１６］根据多项研究进行ｍｅｔａ分析，发现

３９９位点的Ｇｌｎ等位基因可能增加鼻咽癌的发病风

险，这一点在本研究中未得到证实。

　　由于不同种族不同地域之间的基因频率可能存

在差异，而本研究的研究人群均为汉族人，且集中在

江浙沪地区，因此，这些因素可能是导致本研究结果

与其他研究结果不一致的原因之一。另外，样本量

小、非随机抽样、未知的混杂因素和修饰因素等也可
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能影响研究结果。癌症的发病是多因素、多途径共

同作用的结果。不同致癌物可能引起不同类型的

ＤＮＡ损伤，基因的相互作用也可能在癌症的发生发

展中起到作用。因此，ＸＲＣＣ１基因多态性对于鼻咽

癌发病的影响，需要进一步做多中心、大样本的临床

研究进行验证，也需要细胞学等基础研究进行进一

步论证。
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