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摘要 目的：探讨 TLR4基因 rs10983755 A/G单核苷酸多态性(SNP)与非小细胞肺癌(NSCLC)易感性的相关性。方法：采用病例 -

对照研究方法纳入 160例非小细胞肺癌患者(NSCLC组)和 160例健康对照(NC组)，利用MassARRAY飞行时间质谱生物芯片系

统对 TLR4基因 rs10983755位点的单核苷酸多态性进行分型检测，并进行统计学分析。结果：rs10983755等位基因频率在中国汉

族 NSCLC患者和健康人群中的分布差异具有统计学意义(P<0.05)，A等位基因携带者 NSCLC发生风险是 G等位基因携带者的

1.821倍(95% CI=1.124～2.906)；rs10983755基因型频率在 NSCLC患者和健康人群中分布差异具有统计学意义(P<0.05)，AA+AG

基因型 NSCLC发生风险是 GG基因型的 2.103倍 (95% CI=1.118～3.898)。结论：TLR4基因 rs10983755 A/G单核苷酸多态性与

NSCLC的易感性显著相关，A是风险等位基因。
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Correlative Analysis between SNP rs10983755 in TLR4 Gene
and NSCLC Susceptibility*

To investigate the correlation of rs10983755 A/G SNP of TLR4 with non-small cell lung cancer (NSCLC)

susceptibility in a population in Shaanxi province. Based on case-control study, MassARRAY platform which based on

MALDI-TOF mass spectrometry technology was used to identify the genotypes of rs10983755 of TLR4 gene in 160 cases of NSCLC

patients and 160 cases of healthy control in a population in Shaanxi province. Then, we did statistics analysis with epidemiological data

and clinical data to find the association of SNP with NSCLC susceptibility. There was a significant difference in the genotypes of

the TLR4 SNP rs10983755 between the NSCLC patients and controls (P<0.05). NSCLC patients with the A allele showed a significantly

higher risk of NSCLC (P<0.05) compared with the G allele, indicating that the A allele SNP rs10983755 was associated with NSCLC risk

(OR=1.821, 95% CI=1.124～2.906). Compared with GG genotype, AA+AG genotype was significantly associated with increased risk of

NSCLC (OR=2.103, 95% CI=1.118～3.898). The single nucleotide polymorphism of the rs10983755 of TLR4 gene was

correlated with NSCLC susceptibility in a population in Shaanxi province，and the allele A was a risk allele.
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前言

肺癌是当今世界上严重危害人类健康的最常见恶性肿瘤

之一，亦是我国亟待解决的重大公共卫生问题[1]。非小细胞肺癌

(Non-small cell lung cancer，NSCLC) 是肺癌最常见的组织学类

型，约占肺癌总敉的 80-85%，对该组织学类型肺癌进行研究具

有及其重要的临床应用价值[2]。Toll样受体 4(Toll like receptor

4，TLR4)是发现最早的 Toll样受体家族的重要成员之一，在天

然免疫中发挥着重要作用[3]，参与了多种肿瘤包括肺癌的发生

发展[4,5]。

单核昔酸多态性 (single nucleotide polymorphism，SNP)是

一种常见的人类可遗传的变异，与个体对疾病(包括肿瘤)的易

感性有着密切联系[6]。近年来，TLR4单核昔酸多态性在包括肺

癌在内的多种肿瘤发生发展的作用及机制引起了众多研究者

的关注[7]。目前研究表明 TLR4的 1个 SNP位点(rs1927914)与

肺癌的发病风险显著相关[8]。然而，TLR4基因 SNPs是否与中
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国汉族人口的 NSCLC发病风险相关尚不清楚。

本研究基于病例 -对照研究，利用 MassARRAY基因质谱

检测平台检测 TLR4基因 rs10983755位点 A/G单核苷酸多态

性，并结合生物信息学及统计学方法，分析其与 NSCLC的相关

性，以期为 NSCLC的高危人群筛查及早期诊断提供重要的实

验依据及理论支持。

1 资料和方法

1.1 研究对象

根据病例 -对照研究所遵循的年龄、性别配对原则，收集

陕西省人民医院在 2015 年 9 月～2016 年 9 月期确诊为

NSCLC的中国汉族患者(病例组)和健康人群(对照组)各 160

例。医护人员通过面对面问询的方式收集患者以下流行病学资

料：一般情况(年龄、性别、身高、体重和民族等)，个人史情况(肿

瘤家族史、传染病史、吸烟史、长期服药史和饮酒史等)。进一步

收集以下资料，具体包括：检查情况(肿瘤大小数目位置、病理

分级、TNM分期及肿瘤标志物检查结果等)，医疗情况(手术时

间及方式，化疗药物的种类剂量等)等。患者知情同意并签署

《知情同意书》，研究方案经陕西省人民医院伦理委员会批准。

1.2 血液样本收集及处理

采集所有研究对象空腹至少 12小时后的外周静脉血液，

枸橼酸钠管加抗凝剂血 5 mL，在 3小时内用冰盒将血液运抵

实验室进行血浆分离 (两步离心法)，血细胞用于基因组 DNA

提取(天根 DP319全血 DNA提取试剂盒，严格按照说明书进

行操作)，同时进行浓度测定(NanoDrop 2000C超微量分光光度

计，Thermo) 及完整性鉴定 (DNA 琼脂糖凝胶电泳仪，

BIO-RAD)。-80℃保存，用于后续的 SNP检测。

1.3 SNP分型

基于MassARRAY飞行时间质谱生物芯片系统 (美国 Se-

quenom公司)进行 SNP分型，主要流程包括引物设计、样品制

备、PCR扩增、单碱基延伸及质谱检测等环节。严格按照说明书

进行操作，大致流程如下：① 利用MassARRAY Assay Design

4.0 Software 软件，分别设计合成 TLR4 基因 SNP 位点

rs10983755的两套引物(普通引物及 UEP引物)，其中普通引物

用于普通 PCR反应扩增含特定 SNP的目的片段，而 UEP引物

用于单碱基延伸反应(引物由上海生工合成)；② 在 PCR板中加

入 10 ng DNA/每孔，并加入 dNTP、Taq酶等，混合均匀，然后

进行 PCR反应，常规扩增待测片段，45个循环；③ 在 PCR产物

中加入 2 滋L SAP酶，以除去未用尽的 dNTP，然后加入 ddNTP

进行单碱基延伸反应，200个循环；④ 用纳升点样仪将纯化后

的扩增产物点在质谱微阵列芯片(SpectroCHIP)上，将芯片放入

飞行时间质谱仪(MALDI-TOFMS)中进行检测；⑤ 利用该平台

自带的MassARRAY TYPER软件，根据引物延伸反应产物质

谱峰的位置确定其分子质量，系统自动判读出 SNP分型结果。

1.4 统计学分析

应用 SPSS 13.0软件进行统计学分析。分别统计病例组和

对照组等位基因和基因型频率，经 Hardy-Weinberg平衡原理

检验该样本群体代表性后，进行组间等位基因和基因型频率的

x2检验。利用 logistic回归分析单个 SNP不同基因型与 NSCLC

发病风险的相关性，以优势比(odds radio, OR)和 95%可信区间

(Confidence Interval, CI) 来计算特定 SNP与 NSCLC发病风险

之间的相对危险度。所有 P值均为双尾，以 P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 研究对象的一般特征

本研究纳入 NSCLC患者(病例组)及健康人群(对照组)各

160例，研究对象的年龄、性别、家族史和吸烟状态的分布见表

1。NSCLC 病例组男、女性分别为 124 例 (77.58%)、36 例

(22.42%)，对照组男、女性分别为 123 例(76.89%)，女性 37 例

(23.11%)；两组比较差异无统计学意义(P=894)。NSCLC病例组

年龄为 61.07± 12.37岁，对照组年龄为 59.16± 10.59岁；两组

比较差异无统计学意义(P=0.726)。因此，对照组和 NSCLC病例

组在年龄和性别上完全匹配。

对两组的吸烟情况进行分析，结果显示 NSCLC病例组吸

烟个体比例(64.55%)与对照组(53.32%)相比较差异具有统计学

意义(P=0.031)，表明吸烟是肺癌的危险因素。对两组的肿瘤家

族史进行分析，结果显示病例组有肿瘤家族史的为 11(6.63%)

例，高于对照组 4(2.87%)例，但二者之间无显著性差异(P=0.

059)。组织病理分型显示鳞癌是最主要的病理学类型占

54.78%；其次为腺癌占 32.39%，其他类型占 12.93%。

2.2 rs10983755多态性与 NSCLC发病风险性的关系

对 160名受试对象的 TLR4基因 SNP位点 rs10983755等

位基因和基因型频率进行统计学分析，结果显示 rs10983755

等位基因频率在 NSCLC患者和健康对照人群中的分布差异具

有统计学意义(P<0.05)，A等位基因携带者 NSCLC发生风险是

G 等位基因携带者的 1.821 倍 (95% CI=1.124～2.906)；

rs10983755基因型频率 NSCLC患者和健康人群中分布差异也

具有统计学意义(P<0.05)。进一步对 3种基因型(AA、AG、GG)，

根据显性模型和隐性模型进行统计分析，结果表明显性模型基

因型组间差异具有统计学意义 (P<0.05)，AA+AG 基因型

NSCLC 发生风险是 GG 基因型的 2.103 倍 (95% CI=1.118～

3.898)，而隐性模型基因型组间差异不具有统计学意义(P>0.

05)。见表 2。

3 讨论

NSCLC发生的早期症状少而轻，也无明显特征性，甚至无

症状，很难在初发时即获确诊，在临床实践中发现大部分患者

在确诊时通常已属晚期并伴有严重的并发症[9]。目前，NSCLC

已成为个人、家庭和社会的沉重经济负担，也是全球尤其是我

国亟待解决的重大社会公共卫生问题[2]。因此，准确有效的评

估普通人群的肺癌发病风险，能够从中发现高危人群，从而做

好 NSCLC的预警工作[10]。尽管传统的肺癌风险评估的方法有

了较大的改良和进步，但在临床实践中仍存在一定的局限性，

因此有必要寻找高效准确的可用于评估 NSCLC发病风险的

标志物[11]。

单核昔酸多态性 (single nucleotide polymorphism，SNP)是

人类可遗传的变异中最常见的一种，主要指在基因组水平上由

单个核昔酸的变异而引起的 DNA序列多态性，其在人群中的

发生频率大于 1%[12]。SNP决定着绝大多数生物学性状的个体

702窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.4 FBR.2018

表 1 NSCLC组与对照组一般特征的比较

Table 1 Comparison of the distribution of demographic characteristics between NSCLC cases and control participants

Variables
NSCLC cases Control participants

P values
n=160 n=160

Age (%)

Mean age 61.07± 12.37 59.16± 10.59 0.726

<60 years 81(50.54%) 83(51.69%)

≥ 60 years 79(49.46%) 77(48.31%)

Gender (%) 0.894

Male 124(77.58%) 123(76.89%)

Female 36(22.42%) 37(23.11%)

Smoking (%) 0.031

Non-smokers 56(35.45%) 75(46.68%)

Former smokers 15(9.08%) 48(29.80%)

Current smokers 89(55.47%) 37(23.52%)

Family history of cancer 0.059

No 149(93.37%) 156(97.13%)

Yes 11(6.63%) 4(2.87%)

Histologic type (%)

Squamous cell carcinoma 88(54.78%)

Adenocarcinoma 52(32.39%)

Other carcinoma 40(12.93%)

表 2 TLR4基因 SNP位点 rs10983755等位基因和基因型频率比较

Table 2 Comparison of the genotype and allele frequencies of the rs10983755 A/G locus in TLR4 gene

Variables
Group (n)

P OR(95% CI)
Case Control

Allele
A 70 48 0.011a 1.821(1.124～2.906)

G 90 112

Genotype

AA 15 7 0.039b

AG 40 34 0.023c 2.103(1.118～3.898)

GG 25 39 0.064d 2.415(0.932～6.326)

注：校正因素包括年龄、性别、吸烟情况及肿瘤家族史。

Note: Adjusted for age, sex, smoking status, and family history of cancer.

间差异，并与个体对疾病(包括肿瘤)的易感性有着密切联系[12]。

研究表明除了吸烟是肺癌的影响因素之外，遗传易感性所起的

作用也逐渐为人们所重视[10,13]。近几十年来，人们一直在探索

SNP在内的遗传基因变异与 NSCLC风险之间的关联。随着全

基因组扫描技术的发展与成熟，尤其是大量全基因组关联研究

(genome-wide association study，GWAS)的开展，国内外多个研

究组已先后发现并证实了与 NSCLC的发病风险显著相关的多

个基因的多个 SNP 位点，如 nm23 基因 的 rs16949649C/T，

DNA 修复基因 XRCC1 的 3 个 SNPs (rs25487、rs1799782 及

rs3213334)[14]，XPA基因的 2个 SNPs(rs3176720、及 rs2808668)

XPC 基因的 4 个 SNPs (rs2229090、rs2228001、rs2733533 及

rs3729584)、XPD 基因的 3 个 SNPs (rs13181、rsl799793 及

rs238406)[15]，survivin 基因的 rs9904341[16]，Sipa1(Signal-induced

proliferation associated gene 1) 基因的 3 个 SNPs (rs931127、

rs2448490及 s3741379)[17]、叶酸代谢通路的 8个 SNPs[18]、染色

体 15q15.2 区 域 的 3 个 SNPs (rs504417、rs11853991 及

rs748404) [19]、染色体 15q25 区域的 4 个 SNPs (rs2036534、

rs667282C、rs12910984及 rs6495309)[20]、染色体 15q25.1区域的

2个 SNPs(rs1051730及 rs8034191)[21]。总之，SNP与肺癌的发生

发展有着密切联系[22]。

值得注意的是，最近的研究报道了 TLR4的 6个 SNP位点

(rs1927914、 rs4986790、rs4986791、rs11536889、rs1927911 及
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rs2149356)与多种肿瘤(胃癌[23]、肝癌[24]、前列腺癌[25]等)的发病风

险显著相关，其中 rs1927914与肺癌显著相关 [26]；然而基于

TLR4信号通路分子群的 SNP与肺癌的相关性尚无报道。本研

究采用病例 -对照研究方法探讨了 TLR4基因 rs10983755 A/G

单核苷酸多态性(SNP)与非小细胞肺癌(NSCLC)易感性之间的

相关性。研究结果表明 rs10983755等位基因频率在中国汉族

NSCLC患者和健康人群中的分布差异具有统计学意义，A等

位基因携带者 NSCLC发生风险是 G等位基因携带者的 1.821

倍(95% CI=1.124～2.906) AA+AG基因型 NSCLC发生风险是

GG基因型的 2.103倍(95% CI=1.118～3.898)。这为 TLR4基因

SNP位点 rs10983755应用于中国汉族人群 NSCLC发生风险

的预测奠定了非常重要的理论基础，亦为 NSCLC的临床早期预

警和临床诊治提供了新的思路，具有着非常广阔的应用前景。

本研究由于样本量较小，使得本研究结果的可靠性及稳定

性存在一定的局限；对此，我们将进一步扩大样本量对该研究

结果进行验证，然后在细胞模型和动物模型水平上研究该

TLR4基因 SNP位点参与 T2DM发生的具体分子作用机制。此

外，rs10983755位点及 TLR4 基因的表达水平是否与 NSCLC

患者的临床治疗反应(手术、化疗等)相关，亦是我们拟解决的问

题；最终为实现肺癌的风险评估及个体化治疗提供可靠的依据。
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