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DNA双链断裂修复基因NBS1多态性
与肺癌易感性的关联研究

樊丽辉陈俊磊蔡琳

【摘要】 目的探讨DNA双链断裂修复基因NBSl多态性与肺癌遗传易感性的关系。方法

采用病例对照设计，应用PCR．RFLP技术检测575例患者和575名对照的NBSl基因多态。结果

对照组和病例组NBSI rsl805794的C／C、C／G、G／G基因型频率分别为25．9％、51．8％、22．3％和

20．5％、52．3％、27．1％，两组分布差异有统计学意义(x'----6．38，P=0．04)，携带C／G+G／G基因型个

体患肺癌的风险是携带C／C基因型者的1．46倍(OR=1．46，95％C1：1．09一1．97)。对照组和病例组

NBSi rs2735383的G／G、G／C、C／C基因型频率分别为37．9％、47．O％、15．1％和35．5％、48．5％、16．O％，

两组分布差异无统计学意义(f=0．75，P=0．69)。携带Hap4．GC单体型或Hap4／Hap2单体型对者

患肺癌的风险增加，OR值分别为1．70(95％CI：1．24～2．31)和1．75(95％CI：1．1l～2．76)，NBSI基因

多态与吸烟有联合作用(P<0．05)。结论NBSl rsl805794 G／G基因型可能是肺癌的易感基闪

型，rsl 805794和rs2735383位点构建的Hap4．GC单体型及Hap4／Hap2单体型对可能是肺癌的易感

单体型和单体型对。
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【Abstract】 Objective To study the association between DNA double-strand break repair gene

NBSl(nijmegen breakage syndrome gene)polymorphisms and the susceptibility to lung cancel'．

Methods A case—control study design was applied．PCIoI强LP Was used to identify NBSI

polymorphisms among 575 lung cancer cases and 575 controls．Results The frequencies of C／C．C／G

and G／G genotypes at NBSl rs l805794 site were 25．9％．5 1．8％．22．3％among controls compared to

20．5％，52．3％。27．1％among cases．There was significant difference between controls and cases(f=

6．38，P=O．04)．Individuals carrying C／G+(3／G genotypes had an increased risk for lung cancer

(OR=1．46，95％C，：1．09一1．97)compared to the C／C genotype．The frequencies ofG／G，G／C and

C／C genotypes at NBS l rs2735383 site were 37．9％，47．O％。1 5．1％among controls compared to

35．5％，48．5％，16．0％among cases，with no significant difference between the two groups(f=o．75，
P=O．69)．Individuals carrxing Hap4．GC haplotype(OR=1．70．95％C，：1．24—2．31)and Hap4／Hap2

dihaplotype(OR=1．75。95％CI：1．11—2．76)had an increased risk on lung cancer．Joint associations of

smoking and the NBSl polymorphism with the risk of lung cancer were observed(P<0．05)．

Conclusion 111e G／G genotype at NBSI rsl 805794 site and the Hap4一CrC hapiotype and Hap4／Hap2

dihaplotype from rs 1 805794 and rs2735383 were both associated with lung cancer．
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肺癌遗传易感性机制与发病的关系已是近年来

研究的热点。其中，DNA修复酶的多态性异常引起

DNA修复能力的差异可能是决定肺癌遗传易感性

的重要冈素¨J。DNA双链断裂(DSBs)是最严重的

DNA损伤，可导致基因组不稳定和肿瘤。香烟烟雾

等化学致癌物的暴露可使肺细胞产生大量的DSBs，

肺癌的发生可能与此有关。人类主要通过同源重组

(homologous recombination，HR)和非同源末端连接

(non-homologous end-joining，NHEJ)两个途径来修

复DSBs。目前普遍认为DNADSBs发生后，MRN

复合物可以感应断裂的产生，是最早结合到断裂部

位的分子之一，参与HR和NHEJ两条通路的完成。

MRN复合物由3个蛋白组成，即MREll、NBSI和

RAD50。NBSI基因是MRN复合物的重要组分之

一，NBSl在识别和修复DSBs的过程中起着至关重

要的作用。该基因定位于人类染色体8qZl上，序列

总长度55 134 bp，包含16个外显子，在DNA双链断

裂修复和细胞周期检控点调控中具有关键作用幢J，并

有调控端粒长度的功能¨】。NBSI基因突变会诱发

Nijmegen断裂综合征(Nijmegen breakage syndrome，

NBS)，此病是一种少见的常染色体隐眭遗传病，其

显著特征是患者具有严重的免疫缺陷，患者的细胞

对电离辐射非常敏感，并表现出染色体脆性升高和

细胞周期检控点调控异常等特征，极易患多种肿瘤

疾病‘引。

NBSl基冈潜在的功能性遗传变异可能通过影

响NBSl修复DSBs的功能而影响人类肿瘤易感

性。近年来，研究者相继报道了NBSl基因多态性

与结肠直肠癌⋯、皮肤恶性黑色素瘤㈨、膀胱癌‰引、

卵巢上皮癌⋯、乳腺癌阻11]、前列腺癌¨引、皮肤基底细

胞癌【1引等癌症易感性的关系，但对于NBSl基冈多

态性与肺癌易感性关系的研究较少n4J引。本研究探

讨NBSI基因多态性与肺癌易感性的关系。

对象与方法

1．研究对象：575例病例为2006年12月至2009

年1月福建医科大学附属第一医院、协和医院、南京

军区福州总医院，经支气管镜、病理诊断确诊的肺癌

新发病例；按性别、年龄(±3岁)进行频数成组匹

配，选取575例前往医院探访患者的健康人群(癌症

病例直系亲属除外)和社区健康人群作为对照。病

例与对照均为福建省居民(在当地居住≥10年)，

1150例研究对象中，男性852例(74．1％)，女性298

例(25．9％)。病例组平均年龄(58．9±11．6)岁，对照

组平均年龄(58．7±11．8)岁。

2．调查方法：采用统一的调查表。调查内容包

括一般情况、吸烟史、肿瘤家族史等。对每名病例均

采集l份5 ml静脉血样本，保存于一80℃冰箱备用；

每名对照使用Oragene唾液收集器收集l份唾液样

本，室温保存备用。

3．SNP位点：选择NBSl基因上的2个位点，

rsl805794(NBSl一8360)和rs2735383(NBSl—51578)，

分别位于第5外显子和第16外显子，最小等位基因

频率分别为0．489、0．389(http：／／hapmap．org／)。将

HapMap计划数据库中有关中国北京汉族人群

NBSI基冈多态的基因型数据载到Haploview软件

中，获取有关rsl805794和rs2735383位点的信息。

4．实验方法：

(1)基因组DNA的提取：血液DNA提取采用

DNAzoi提取试剂，唾液DNA提取参照OrageneTM从

4 ml唾液中提取DNA的步骤。

(2)DNA体外扩增：扩增NBSl rsl805794(参照

参考文献[16]的序列)、rs2735383位点的上游引物

序列分别为5’一CGT CCA ATT GTA AAG CCA

GAA一3 7和5’一AAA GTC ACC CTT CCA CCA一3’，

下游引物序列分别为5’一TCC TGAAAC AAG CAT

1：AA AGA GG一3’和5’一GCA CCA CTG AAG CCA

TTT-3’。引物由上海生工生物工程有限公司合

成。PCR反应体系均为25¨I，其中包含基因组DNA
1 pl，上下游引物各l pl(10 pmol／L)，Pcl湖Ⅸ(北京
天根生化科技有限公司)12．5 pl，dd8：0 9．5 Hl。

rsl805794位点PCR反应条件：94℃预变性5 min，

95℃变性45 S，61℃退火45 S和72℃延伸1 min，

35个循环后72℃延伸10 min。rs2735383位点PCR

反应条件：94℃预变性3 min，94℃变性30 8，60℃

退火45 S和72℃延伸l min，30个循环后72℃延伸

5 min。

(3)限制性片段长度多态性(RFLP>分析：分别

用麒∥l和Rsal限制性内切酶(美国MBI Fermentas

公司)进行酶切。酶切体系均为31 pl，包括限制性

内切酶I pl，Buffer 2 pl，dd H20 18 pl，PCR扩增产物

10¨l，混匀后置37 cC水浴过夜。在2％的琼脂糖凝

胶中，120 V电泳45 min，EB染色鉴定酶切产物。

(4)基因型鉴定：NBSl(rsl805794)等位基冈扩

增片段长度为174 bp，扩增产物经内切酶胁旷I消化

后，C／C可见174 bp 1个条带，G／C可见174 bp、

125 bp、49 bp 3个条带，G／G可见125 bp和49 bp 2个

条带。NBSl(rs2735383)等位基因扩增片段长度为
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297 bp，扩增产物经内切酶RsaI消化后，G／G可见
297 bp 1个条带，C／G可见297 bp、250 bp、47 bp 3个

条带，C／C可见250 bp和47 bp 2个条带。

5．质量控制：流行病学调查采用统一制定的工

作手册，培训调查人员，统一方法和标准。所有调

查表由专人编码，并在复核无误后双轨录入计算

机。根据实验要求对试剂及耗材做好高压灭菌处

理；严格区分PCR反应前后工作区，做PCR之前进

行紫外灯照射；实验过程中选用阳性对照和阴性对

照，以控制假阳性和假阴性；基因检测采用旨法：按

10％的比例进行复检，复检与初检结果不一致时重

复实验再核实。

6．统计学分析：用EpiData 3．1软件建立数据库；

PHASE 2．1软件进行单体型和双单体型分析；SPSS

13．0软件对数据进行Hardy—Weinberg(H．w)遗传平

衡度检验、Z检验、非条件logistic回归分析以及吸烟

与NBSI基因型的联合作用分析等。检验水准q=

0．05。

结 果

1．H．w遗传平衡度检验：结果表明对照组人群

具有良好的代表性(表1 o

表1对照组中NBSl基因两位点基因型遗传平衡度检验

2．NBSl基因多态与肺癌的关系：(互)NBSl基因

rsl805794：对照组C和G等位基因频率分别为

51．8％和48．2％，病例组分别为46．7％和53．3％，两组

等位基因频率分布差异有统计学意义(Z2=6．06，P=

0．01)；对照组C／C、C／(3和G／G基因型分别占25．9％、

51．8％和22．3％，病例组为20．5％、52．3％和27．1％，两

组基因型分布差异有统计学意义(P=o．04)。②

NBSl基因rs2735383：对照组G和C等位基因频率

分别为61．4％和38．6％，病例组分别为59．7％和

40．3％，两组基因型分布差异无统计学意义()C2=

0．66．P=0．42)；对照组G／G、G／C和C／C基因型分别

占37．9％、47．0％和15．1％，病例组分别为35．5％、

48．5％和16．0％，两组基因型分布差异无统计学意义

(P----0．69)(表2)。

以携带NBSl rsl805794基因型C／C组作参照，
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携带基因型C／G+G／G者患肺癌的风险是C／C基因

型个体的1．46倍(95％C／：1．09—1．97)。以携带
NBSl rs2735383 G／G基因型组作参照，携带G／C+

C／C基因型者患肺癌的风险是G／G基因型个体的

1．18倍(95％c，：O．91。1．53)，见表3。

表2肺癌病例组和对照组中NBSl基因

两位点基因型分布频率

注：括号外数据为例数，括号内数据为分布频率(％)

表3 NBS 1基因两位点多态与肺癌易感性的关系

注：4经年龄、性别、文化程度．种族、吸烟包年、肿瘤家族史调

整；5P<0．05

3．NBSl基因多态与吸烟对肺癌的联合作用分

析：以携带NBSl rsl805794基因型C／C不吸烟组作

参照，携带C／G+G／G基因型的不吸烟者患肺癌的

调整危险度为1．55(95％a：0．98～2．46)，吸烟且携

带基因型C／C、C／G+G／G者患肺癌的OR值分别上

升为5．74(95％(7／：3．22—10．25)和8．22(95％c，：

4．91～13．77)。吸烟且携带NBSl rsl805794易感基

因型的相乘交互作用无显著性，OR=O．92，95％讲：

0．5l～1．67。P=0．79(表4)。

以携带NBSI rs2735383基因型G／G不吸烟组

作参照，携带基因型G／C+C／C的不吸烟者患肺癌的

OR值为1．26(95％CI：0．86～1．84)，吸烟且携带基因

型G／G、G／C+C／C者患肺癌的OR值分别上升为

5．72(95％C／：3．55～9．22)和6．43(95％C／：4．11一

10．06)。交互作用分析结果显示，两者不存在相乘

交互作用，OR=O．90，95％C／：0．54～1．49，P=0．67

(表4)。
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4．NBSl基冈单体型与肺癌易感性的关系：采

用PHASE2．1软件对NBSl基因rsl805794和

rs2735383位点进行单体型推断和统计学分析。在

病例组和对照组中估计rs 1 805794和rs2735383多态

问不同组合形成的单体型及单体型频率，探讨这2

个位点构建的不同单体型和肺癌发生风险间的关

系。在研究的人群中，最常见的单体型为Hap2．GG

(按rsl805794一rs2735383顺序排列，占总样本的

31．0％)，另外3种单体型是Hapl．CG、Hap3．CC和

Hap4一GC，分别占总样本的29．5％、19．8％和19．6％

(表5)。

用PHASE2．1软件经过10 000次重复模拟得到

的P值为0．03(<O．05)，表明在肺癌组和对照组中

NBSl基因单体型的构成存在显著差异，说明两组中

可能存在肺癌易感或保护的单体型。以对照

组中单体型频率最高的Hapl．CG为参照，分析

每种单体型与肺癌发生的关系(表5)，携带

Hap4一GC单体型者患肺癌的风险是Hapl．CG

单体型个体的1．70倍(95％CI：1．24～2．31)。

5．NBSI基因双单体型与肺癌易感性的关

系：用PHASE2．1软件进行单体型对推断，并

建立非条件logistic回归模型进行双单体型分

析，评价每种单体型对对肺癌发生风险的影

响。在调整年龄、性别、种族、文化程度、吸烟

包年、肿瘤家族史后，以携带Hap2／Hap3单体

型对组为参照，携带Hap4／Hap2单体型对者患

肺癌的风险是Hap2／Hap3单体型对个体的

1．75倍(95％口：1．11～2．76)。结果见表6。

讨 论

本研究发现中国汉族人群中NBSI

rsl805794G、rs2735383C等位基因分布频率分

别为48．2％和38．6％。根据美国国立生物技术

信息中心(NCBI)的多态数据库(dbSNP)提供

的数据显示，中国北京汉族人群中这2个位点

较少等位基因频率分别为48．8％和38．9％，日

本东京人为46．7％和34．1％，非洲尼日利亚伊

巴丹市约鲁巴人为15．8％和19．2％，祖籍为欧

洲西部和北部地区的美国居民为28．0％和

31．7％。提示这2个位点等位基因在人群中的

分布频率可能存在种族和地域差异，有待进一

步研究验证。

目前关于NBSl rsl805794基因多态与肺

癌发病关联的研究较少。Ryk等¨71研究发现

不吸烟女性或轻度吸烟女性携带NBSl rsl805794

G／C+C／C基因型者患肺癌风险增加，D刚直分别为

2．2(95％CI：1．0～4．8)和4．8(95％CI：1．5～15．7)。

Zienolddiny等¨列报道，调整年龄、性别和吸烟包年

后，携带NBSl rsl805794 C／C基因型者患肺癌风险

为0．74(95％CI：0．44～1．25)。Medina等㈡4’研究显

示，调整年龄、吸烟和组织学类型后，携带NBSl

rsl805794 C／C基因型者患肺癌风险增加，0R=38．3

(95％c，：4．76～307．6)，且P53突变率在C／C人群中

较GG人群中高。Qing等¨引对中国宣威人群的研究

显示，携带NBSl rsl805794位点G／G基因型者患肺

癌的风险增加，OR=2．53(95％CI：1．05．6．08)。本

研究结果显示，以携带rsl805794基因型C／C组作参

照，携带基因型C／G+G／G者患肺癌的风险是C／C基

表4吸烟与NBSl基因型的联合作用

注：阔表2、3

表5用PHASE2．1构建的单体型种类及与肺癌的关联

注：4同表2；6基因频率由Bayesian算法估计

表6 NBS1基因两位点组建的双单体型对肺癌发生风险的影响

注：同表2
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因型个体的1．46倍(95％c，：1．09～1．97)。

尚未见有关NBSl rs2735383基因多态与肺癌

发病关联的报道。Choudhury等n1报道未发现

NBSl rs2735383基因多态与膀胱癌的发病关联。本

研究亦未发现NBSl rs2735383基因多态与肺癌存

在发病关联。

肺癌的发生是环境因素和遗传因素交互作用的

结果，吸烟是肺癌的重要危险因素，本研究对NBSl

基因多态与吸烟的交互作用进行分析表明，吸烟并

携带NBSl易感基因型者患肺癌的危险度显著增

高。本研究还分别对NBSl基因多态与吸烟包年

(≤30包年、>30包年)、日吸烟量(≤20支、>20支)

以及被动吸烟进行分析，结果均显示NBSl

rsl 805794和NBS l rs2735383基因多态与吸烟存在

联合作用(P<0．05)。

综j：所述，携带NBSl rsl805794 G／G基因型者

患肺癌风险增加，rsl805794和rs2735383位点构建

的Hap4．GC单体型及Hap4／Hap2单体型对可能是肺

癌的易感单体型和单体型对，NBSl基因多态与吸烟

的联合作用可显著增加肺癌发生的风险。
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