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北方地区汉族人核苷酸剪切修复基因 mRNA的表达
与头颈鳞癌发病风险的初步研究 *

韩 鹏 朱 云 曹亚莉 安 燕 张红梅 邢娟丽 白艳霞△

（西安交通大学第一附属医院耳鼻咽喉头颈外科 陕西西安 710000）

摘要 目的：探讨我国北方汉族人核苷酸剪切修复(Nucleotide excision repair，NER)基因 mRNA的表达水平与头颈鳞癌发病风险

的相关性，为头颈鳞癌的诊断提供新的生物学标志物。方法：收集 205例头颈鳞癌患者和 176例健康对照，均为我国北方地区汉

族人。通过实时定量聚合酶链反应实验检测研究对象外周血淋巴细胞中的 5个核心核苷酸剪切修复基因 mRNA的相对表达情

况。对病例和对照之间一般特征的分布差异进行卡方检验，通过Wilcoxon秩和检验计算不同基因的 mRNA表达水平的差异。采

用 logistic回归计算优势比(OR值)及 95%置信区间(95% CI)。此外，通过 ROC曲线评价 NER基因模型的诊断价值。结果：病例组

的 mRNA表达低于对照组(P=0.075)。在 logistic回归分析中，矫正年龄、性别、吸烟状况和饮酒因素后， 的 mRNA相

对表达水平与 SCCHN患病风险关系的 ORs，在第二、第三和第四四分位数水平中分别为 1.90(95％CI，1.02-3.54)、1.54(95％CI，

0.82-2.87)和 1.88(95％ CI，1.00-3.52)，分布与其 mRNA 的高表达水平相比。此外， ( =0.036)的蛋白表达水平降低与

SCCHN风险增加之间也存在剂量反应关系)。ROC曲线提示 表达水平与性别结合的效应模型中 AUC显著改善(P=0.046)。
结论：我国北方汉族 的 mRNA相对表达的降低与 SCCHN患病风险的增加显著相关。
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A Preliminary Study on the mRNA Expression of Nucleotide Excision Repair
Genes in the Lymphocytes and the Risk of Head and Neck Squamous Cell

Carcinoma in the Northern Chinese Population*

To investigate the association between mRNA expression levels of nucleotide excision repair (NER) genes

and risk of the squamous cell carcinoma of head and neck (SCCHN) in northern Chinese population. 205 SCCHN patients and

176 cancer-free controls were recruited from northern part of China. The mRNA expression levels of five core NER genes were measured

by quantitative real-time PCR. The Chi-square test was used to evaluate differences in demographic variables between cases and controls.

Wilcoxon rank sum test were used to compare differences in the relative mRNA expression levels. The associations of NER genes mR-

NA expression levels with SCCHN risk were estimated by computing ORs and CIs from logistic regression analysis. To assess the im-

provement of SCCHN risk models, we compared the ROC curve among two risk models. Compared with the controls, patients

had lower expression levels of (P=0.075). After dividing the subjects by controls' quartiles of expression levels, we found an asso-
ciation between an increased risk of SCCHN and low DDB1 expression levels [adjusted ORs and 95% CIs: 1.90 and 1.02-3.54, 1.54 and

0.82-2.87, 1.88 and 1.00-3.52 for the 2nd - 4th quartiles, respectively, compared with the 1st quartile; Ptrend = 0.036]. The sensitivity of

the expanded model was significantly improved with the model including expression levels and sex. Reduced

expression levels were associated with an increased risk of SCCHN in the northern Chinese population.
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前言 头颈部鳞状细胞癌简称头颈鳞癌(Squamous cell carcinoma
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of head and neck，SCCHN)，是世界上最常见的恶性肿瘤之一[1-3]，

包括口腔、咽部及喉部的鳞癌[4-7]。在美国，SCCHN从 2009年发

病 48010例[8]上升至 2016年的 61760例[9]。2015年，我国的癌

症报告指出 SCCHN的发病例数约为 74500例[10]。SCCHN存

在一定异质性，欧美研究中 SCCHN大部分为口咽癌，其发病

与 HPV感染有关，而我国的口咽癌多与吸烟饮酒相关[17-21]。

烟草中的多种化合物可以引起细胞内 DNA的损伤，其中

最为经典的是苯并芘，其可以通过形成 DNA加合物对 DNA

产生不可逆的损伤[11,12]。DNA修复通路可以修复 DNA加合物

产生的损伤，其中最为经典的是核苷酸剪切修复(Nucleotide

excision repair，NER)通路[13]。NER通过 5个核心基因修复受损

DNA，分别是 、 、 、 及 [14-16]。

本研究初步探讨北方地区汉族人 NER 通路的 5个核心 NER

基因 mRNA的相对表达水平与 SCCHN易感性的关系，以期为

SCCHN的早期诊断和治疗提供更多的临床依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

381名研究对象均来自西安交通大学第一附属医院，其中

SCCHN病例 205人，健康对照 176人。患者的祖籍均在秦岭以

北的省份，在取得患者及对照者同意后签署书面的知情同意

书，在抽取研究对象外周血前询问其个人信息、病史及相关的

流行病学资料，内容包括对年龄、性别、生活习惯(吸烟、饮酒等)

及家族史等。

病例组的选择标准：新诊断为头颈鳞癌，50岁以上，未接

受过手术治疗，未患其他肿瘤，病理确诊。每个研究对象收集的

血液量为 15 mL。健康对照组的选择标准为：与病例年龄性别

相匹配，未患过癌症，近 6个月未输血。当研究对象一生中吸烟

少于 100只的定义为不吸烟者。在吸烟者中，停止吸烟超过 12

个月以上的被定义为既往吸烟者，其余的为目前吸烟者。每周

均饮酒且时间超过 1年的研究对象定义为饮酒者，停止饮酒超

过 12个月以上的为既往饮酒者。其余的为不饮酒者。

1.2 主要试剂及设备

Taq PCR试剂盒、Taqman基因表达试剂盒、反转录 cDNA

试剂盒及 ABI Prism 7900HT序列检测系统 (以上均来自美国

Applied Biosystems公司)，PCR扩增仪 (美国 BIO-RAD公司)，

台式离心机(德国 Eppendorf公司)。检测 、 、

、 、 的 mRNA 表达和 18S rRNA 表达的引物

和探针均包括在 TaqMan基因表达分析试剂盒中，PCR引物由

美国 Applied Biosystems公司提供并保留引物序列信息。

1.3 主要实验方法及步骤

(1)Trizol法提取 RNA。(2)NER基因的实时定量 qPCR：1)

PCR反应体系：每个扩增反应在 5 滋L含有 5 ng互补 DNA、

0.25 滋L引物和 2.5 滋L Master混合物的最终体系中进行。PCR

反应在 384孔光学平板中进行，终体积为 5 滋L反应混合物。2)

热循环条件如下：95℃ 5 min，然后在 95℃变性 15 s，40℃循环，

60℃退火 /延伸 1 min。3)以 18S作为内参，Ct值为 PCR实验

中每个反应内的信号到达设定的域值时所经历的循环数。通过

Δ Ct计算 5个 NER基因相对于 18S的表达水平。Δ Ct值是目

标基因的 Ct值减去其 18S的 Ct值，即 Δ Ct=Ct(NER基因)-Ct

(18S)。Δ Ct值越小，靶基因 mRNA的相对表达水平越高[22]。

1.4 统计学分析

实验数据应用 SAS 9.4统计软件进行分析。通过卡方检验

分析 SCCHN病例组和对照组之间所选人口特征的分布情况。

根据资料的正态性(Shapiro-Wilk检验)，选择 t检验或 Wilcox-

on秩和检验比较 NER基因 mRNA的表达水平间的差异。在

Logistic回归模型中，使用对照 NER基因 mRNA的表达水平

的四分位数作为计算优势比(OR)及其 95％置信区间(CI)的临

界值。在 Logistic回归模型中通过 ROC曲线评估多变量模型

中 NER基因 mRNA的相对表达水平对 SCCHN患病风险的预

测能力，我们构建了 2个风险模型来分析 ROC曲线下的面积

(AUC)：基线模型仅包括所选的基本变量[例如年龄，性别，吸烟

和饮酒状态，NER基因模型包括基因 mRNA的相对表达水平，

加上述基本变量。以 P<0.05为差异具有统计学意义，0.05<P<0.08
为临界值。

2 结果

2.1 研究对象的一般特征

如表 1所示，病例组的平均年龄为 62.2岁 (中位数为 62

岁，范围 50-86岁)，对照组平均年龄为 60.7岁 (中位数为 60

岁，范围 50-86岁)。在所有的研究对象中，75.1％的病例组和

77.3％的对照组为男性，24.9％的病例组和 22.7％的对照组为

女性；65.9％的病例组和 54.5％的对照组为吸烟者，61.9％的病

例组和 73.7％的对照组为饮酒者；34.2％的病例组和 45.5％的

对照组为从不吸烟者，38.1％的病例组和 26.3％的对照组为从

不饮酒者。病例组与对照组年龄和性别构成比较差异无统计学

意义(P=0.591和 0.624)。

2.2 病例组与对照组 NER基因的 mRNA表达的差异

如表 2所示，通过 Shapiro-Wilk检验，5个核心 NER基因

mRNA相对表达均不符合正态分布(P<0.05)。通过Wilcoxon秩

和检验比较病例组和对照组之间的 NER mRNA表达水平的差

异，结果提示病例组 的相对表达水平在病例组低于对照

组 (Z=-1.78, P=0.075，临界值 )，而 、 、 和

的 mRNA相对表达差异无统计学意义(Z=-1.15、-1.21、

-0.48和 -0.24，P=0.250、0.226、0.633和 0.809)。

2.3 NER基因的表达水平和头颈鳞癌发病风险的关系

如表 3所示，我们根据对照组 NER基因 mRNA表达水平

的四分位数将 NER基因 mRNA相对表达量分为四个水平。在

logistic回归分析中矫正完年龄、性别、吸烟状况和饮酒状况后，

mRNA的相对表达水平对 SCCHN发病风险影响的粗

OR值在第二、第三和第四四分位数水平中分别为 1.90(95％

CI，1.02-3.54)、1.54 (95％ CI，0.82-2.87) 和 1.88 (95％ CI，

1.00-3.52)，这些所得的 OR值均是与第一四分位数水平相比得

到的 (由于 Δ Ct值越小表示 mRNA的相对表达水平越高，因

此，第四分位数水平的 NER基因的 mRNA表达较其他三个水

平来说是最高的)。当矫正年龄，性别，吸烟状况和饮酒状况因

素后，将 NER基因 mRNA表达水平(Δ Ct值)作为连续变量的

放入 logistic回归模型中时， ( 值为 0.036)mRNA的

相对表达水平的降低与 SCCHN风险增加之间存在剂量 -反应

关系。而其余 4个 NER基因 mRNA相对表达量与 SCCHN发

病风险之间的相关性无统计学意义。
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SD =标准差；SCCHN =头颈鳞癌；NER=核苷酸剪切修复；*Wilcoxon秩和检验 P值, value in Wilcoxon rank-sum tests；

Note: The expression levels of five NER genes were calculated by Δ Ct values, the smaller the Δ Ct represents the higher expression levels of the target

mRNA.

SCCHN =头颈鳞癌

Note: *Chi-square tests for the distributions comparison of the demographic variables between cases and controls.

2.4 NER基因模型的对 SCCHN的诊断价值

我们通过 ROC 曲线计算 AUC 面积，从三个水平上对

mRNA相对表达水平对 SCCHN发病风险的诊断价值

进行评价。基础模型仅包括年龄、性别、吸烟状态及饮酒状态；

NER基因模型包括 NER基因的 mRNA相对表达水平，再加上

基础模型中的变量；交互作用模型包括交互作用的效应、上述

NER基因模型和基础模型的变量。结果如图 1所示，与基础模

型和 NER基因模型相比，包括 表达水平和性别交互作

用的交互作用模型可使 AUC改善更好(P=0.046)。包括
表达水平的 NER基因模型 AUC改善不显著(P=0.255)。

3 讨论

基因编码一种 DNA损伤结合蛋白，对于所有的

DNA损伤结合蛋白而言， 对损伤的 DNA具有最强的结

合能力[23,24]。然而， 并不直接参与损伤，而是监测一些紫

外线引起的 DNA损伤，并启动 NER修复步骤[25-27]。既往研究检

测了非西班牙白人 8个 NER基因 mRNA相对表达水平与 SC-

CHN 的患病风险之间的关系，结果提示 SCCHN 病例组的

和 的 mRNA相对表达水平显著低于对照组，而

这些基因的低表达可使得 SCCHN的患病风险上升[22]。本研究

首次在亚洲人种(中国北方汉族人)中证实了 mRNA的

相对表达水平的改变也与 SCCHN患病有关。这些结果进一步

明确 mRNA表达变化可能会引起 SCCHN的患病风险

的改变。

近年的研究将疾病的表型和基因型标志物放入 ROC曲线

模型中评估其对模型预测的准确性[28-30]。通过在 ROC曲线模型

表 1 SCCHN患者和对照组所选变量的一般特征

Table 1 Distributions of demographic variables between SCCHN cases and controls

Variable Case (n=205) Control (n=176) P*

Age

Median (range) 62 (50-86) 60 (50-86)

≤ 60 98 (47.8) 89 (50.6) 0.591

> 60 107 (52.2) 87 (49.4)

Sex 0.624

Female 51 (24.9) 40 (22.7)

Male 154 (75.1) 136 (77.3)

Smoking < 0.001

Never 70 (34.2) 80 (45.5)

Former 75 (36.6) 78 (44.3)

Current 60 (29.3) 18 (10.2)

Drinking 0.049

Never 67 (38.1) 54 (26.3)

Former 44 (25.0) 59 (28.8)

Current 65 (36.9) 92 (44.9)

表 2 SCCHN患者和对照组 NER基因 mRNA表达的比较

Table 2 Comparison of the mRNA expression levels of NER genes between the cases and controls

Gene
Mean ± SD Median

Z P*
Case Control Case Control

18.39± 2.16 17.88± 2.42 18.12 18.12 -1.78 0.075

19.22± 2.15 18.92± 2.30 19.26 19.26 -1.15 0.250

21.49± 2.22 21.20± 2.08 21.55 21.54 -1.21 0.226

21.85± 2.15 21.69± 2.41 21.85 21.85 -0.48 0.633

20.06± 1.98 20.00± 1.93 20.16 20.02 -0.24 0.809
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图 1 ROC曲线

注：A:包括 mRNA相对表达水平的模型使 AUC改善不明显(0.6447，P值为 0.255)；B:与基础模型和 NER基因模型相比，包括 表达

水平和性别交互作用的交互作用模型可使 AUC改善更明显(0.663，P值为 0.046)

Fig.1 ROC Curve

Note: A: The AUC was insignificantly improved included the effect of DDB1 expression levels, compared with the model that did not (0.6447, P=0.255)；
B: The AUC was significantly improved in the model that included the combined effect of DDB1 expression levels and the interaction with sex, compared

with the model that did not (0.663, P=0.046).

表 3 NER基因的 mRNA表达水平和 SCCHN易感性的关系

Table 3 Logistic regression analysis of mRNA expression levels of NER genes in SCCHN cases and controls

NER

Genes

Quantile mRNA

Levels***

Case

No. (%)

Control

No. (%)
OR* (95% CI) P**

≤ 16.03 32 (15.6) 44 (25.1) 1.00 (Ref) 0.036

16.04-17.86 60 (29.3) 43 (24.6) 1.90 (1.02-3.54)

17.87-19.82 55 (26.8) 45 (25.7) 1.54 (0.82-2.87)

> 19.82 58 (28.3) 43 (24.6) 1.88 (1.00-3.52)

≤ 17.21 41 (20.0) 44 (25.1) 1.00 (Ref) 0.156

17.22-18.71 51 (24.9) 44 (25.1) 1.26 (0.69-2.31)

18.72-20.83 60 (29.3) 44 (25.1) 1.41 (0.78-2.55)

> 20.83 53 (25.9) 43 (24.7) 1.33 (0.73-2.43)

≤ 19.42 41 (20.2) 44 (25.3) 1.00 (Ref) 0.284

19.43-21.36 56 (27.6) 43 (24.7) 1.23 (0.67-2.25)

21.37-22.94 45 (22.2) 43 (24.7) 0.98 (0.53-1.82)

> 22.94 61 (30.1) 44 (25.3) 1.45 (0.8-2.46)

≤ 19.81 35 (17.3) 44 (25.1) 1.00 (Ref) 0.421

19.82-21.48 60 (29.7) 43 (24.6) 1.82 (0.98-3.38)

21.49-23.67 57 (28.2) 44 (25.1) 1.61 (0.88-2.98)

> 23.67 50 (24.8) 44 (25.1) 1.52 (0.81-2.84)

≤ 18.49 48 (23.4) 44 (25.3) 1.00 (Ref) 0.296

18.50-20.02 47 (22.9) 43 (24.7) 1.02 (0.56-1.86)

20.03-21.51 59 (28.8) 44 (25.3) 1.26 (0.70-2.27)

> 21.51 51 (24.9) 43 (24.7) 1.15 (0.63-2.08)

NER =核苷酸剪切修复;SCCHN =头颈部鳞状细胞癌;OR =优势比;CI =可信区间

*Adjusted for age, sex, smoking and alcohol status

**P value in trend test by continuous mRNA expression level

***Expression levels by quartile based on the quartile values of control subjects.
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中添加两个 DRC的标记物更好的预测肺癌的患病风险，结果

提示加入上述标记物的模型在统计学上显著优于基础模型[31]。

在本研究中，我们通过 ROC曲线计算曲线下面积 AUC，从三

个水平上对 的 mRNA相对表达水平与性别交互作用项

对 SCCHN患病风险的影响进行评价。基础模型仅含有年龄、

性别、吸烟状态及饮酒状态；NER基因模型包括 NER基因的

mRNA相对表达水平，再加上基础模型中的变量；交互作用模

型包括交互作用的效应、上述 NER基因模型和基础模型。与基

础模型相比，包括 的 mRNA相对表达水平和性别交互

作用的结合项放入模型中可使 AUC改善更明显。以上结果表

明 的 mRNA相对表达水平的降低可能在 SCCHN患病

风险升高中起到重要作用。

本实验的方法仅需要少量的总 RNA，并且外周血淋巴细

胞更容易从基于群体的研究中获得，本研究方法易于后期应用

于人群的 SCCHN的筛检。然而，本研究也存在一些局限性。首

先，本研究样本量仍较小， 的 mRNA表达在两组间差异

在统计学上仅位于临界值，仍需更大样本实验验证。其次，由于

引物有限，未测量其他 3个核心 NER基因的表达，需后续实验

验证。最后，这些基因的的 mRNA相对表达水平对 SCCHN发

病机制的影响仍需在未来的实验中进一步研究。

总之，本研究结果表明北方汉族人群中 的 mRNA

相对表达的降低与 SCCHN 患病风险的增加相关。此外，将

的 mRNA相对表达放入模型中可以较好的在不同性别

研究对象中筛检 SCCHN。
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