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西北地区汉族人核苷酸剪切修复蛋白的表达
与头颈鳞癌发病风险的相关性研究 *
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摘要目的：初步探讨西北地区汉族人核苷酸剪切修复蛋白表达水平与头颈鳞癌发病风险的相关性，从翻译水平为头颈鳞癌提供

新的筛检标志物。方法：收集 118例头颈鳞癌患者和 88例健康对照，均为西北地区汉族人。通过反向蛋白芯片实验检测研究对象

外周血淋巴细胞中的 5个核心核苷酸剪切修复蛋白的相对表达水平，采用卡方检验分析两组间一般特征的差异，并计算蛋白相

对表达水平间的差异，logistic回归计算 OR值及 95% CI，最后通过绘制接受者操作特性曲线评价模型的诊断价值。结果：病例组

XPB (Xeroderma pigmentosum, complementation group B)的表达水平显著低于对照组(P = 0.013)。Logistic回归分析结果显示 XPB

高表达者相比，其低表达者头颈鳞癌患病风险的 OR为 1.74(95％CI，0.99-3.06)。此外，XPB的蛋白表达水平降低与 SCCHN风险

增加之间存在剂量反应关系(Ptrend = 0.042)。最后，我们通过接受者操作特性曲线计算曲线下面积，评估 XPB表达水平的效应对于

头颈鳞癌易感性筛检能力。包含 XPB表达水平的效应模型中曲线下面积显著改善(P = 0. 048)。结论：在西北地区汉族人中 XPB

的相对表达水平的降低与头颈鳞癌患病风险的增加相关。XPB表达水平的降低可能在既往吸烟者的头颈鳞癌患病风险中发挥更

重要的作用。
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A Study on the Associations between the Expression Levels of Core
Nucleotide Excision Repair Proteins in Lymphocytes and Risk of Squamous
Cell Carcinoma of the Head and Neck in Northwest Chinese Population*

To explore the association between expression levels of Nucleotide excision repair (NER) proteins and risk

of the squamous cell carcinoma of head and neck (SCCHN) in northwest Chinese population. The 118 SCCHN patients and 88

cancer-free controls were recruited from northwest part of China. The expression levels of five core NER proteins were tested by

reverse-phase protein lysate microarrays assay. The Chi-square test was used to evaluate differences in demographic variables between

cases and controls. Then, we compared differences in the protein expression levels. The associations of NER proteins expression levels

with SCCHN risk were analyzed by computing ORs and CIs from logistic regression model. To assess the improvement of SCCHN risk

models, we compared the ROC curve among two risk models. Compared with the controls, patients had lower expression levels

of Xeroderma pigmentosum complementation group B (XPB) (P = 0.013). After dividing the subjects by controls' median expression

levels, we found an association between an increased risk of SCCHN and low XPB expression levels [OR and 95% CI: 1.74 and

0.99-3.06, compared with the lower expression level; Ptrend = 0.042]. When we assessed prediction models integrating demographic

variables and protein expression levels on SCCHN risk, the sensitivity of the expanded model was significantly improved with the model

including XPB expression level (P = 0. 048). Reduced XPB expression levels were associated with an increased risk of

SCCHN in northwest Chinese population.
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前言

头颈鳞癌 (Squamous cell carcinoma of head and neck，

SCCHN)是世界第六常见的恶性肿瘤[1-5]。除外部环境因素外，

DNA的稳定性在 SCCHN的发生发展中起着重要的作用[6]。当

DNA修复基因表达发生变化时，相应的 DNA修复能力也可能

发生改变[7,8]。当其无法修复 DNA损伤时，可引起细胞的异常增

殖与分化，在头颈部很可能诱发 SCCHN[9-11]。在我国，SCCHN

的发病率呈上升趋势[12]，但有关此病与的 DNA修复通路相关

性的研究相对较少。

核苷酸剪切修复(Nucleotide excision repair，NER)通路基因

的研究，虽然国际上对此通路有一定报道，SCCHN存在一定

异质性，欧美国家研究的 SCCHN大部分由口咽癌组成，口咽

癌发病在欧美与 HPV感染高度相关，而我国的口咽癌仍多由

吸烟饮酒引起[13-16]。此外，由于 mRNA最终被翻译为蛋白质，

从基因的翻译水平(蛋白)寻找肿瘤标志物较既往从转录水平

(mRNA) 寻找标志物更为可靠 [17]。本研究通过反向蛋白芯片

(Reverse-phase protein lysate microarrays assay，RPPA)实验检测

SCCHN 患者外周血中 5 个核心 NER 蛋白 (ERCC1、DDB1、

XPB、XPF 及 XPG) 表达程度，评估 NER 蛋白表达程度与

SCCHN发病风险的相关性，从而探讨其作为肿瘤生物标志物

的可行性。

1 材料与方法

1.1 研究对象

所有的 206名研究对象均来自西安交通大学第一附属医

院，包括 SCCHN病例 118人，健康对照 88人。研究对象的原

籍均在西北五省的汉族人(陕西、甘肃、宁夏、青海及新疆)，在取

得患者及对照者同意后签署书面的知情同意书，并在抽取其外

周血(15 mL)前询问其个人信息、病史等资料，内容包括年龄、

性别、吸烟、饮酒等。病例组的选择标准为：病理诊断为头颈鳞

癌，57岁以上，未手术，无其他肿瘤。健康对照组的选择标准

为：与病例组年龄及性别相匹配，无任何疾病，近 6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，其余的

人均为吸烟者。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

DDB1 蛋白抗体 (Invitrogen Carlsbad)，ERCC1 蛋白抗体

(Santa Cruz Biotechnology)，XPB蛋白抗体 (Santa Cruz Biotech-

nology)，XPF蛋白抗体(Santa Cruz Biotechnology)，XPG蛋白抗

体 (Santa Cruz Biotechnology)，Aushon2470 点样仪 (Aushon

BioSystems)。

1.3 主要实验方法及步骤

1.3.1 细胞培养和蛋白质制备 我们通过 Ficoll梯度离心法

从全外周血中分离出 T淋巴细胞，并通过台盼蓝实验检测细胞

活力。从细胞中提取的细胞蛋白，用 PBS(pH7.5)以 1:1顺序连

续稀释，以达到最终的总蛋白浓度至约 1.5 滋g/滋L。检测所需的
最低总蛋白浓度为 0.75 滋g/滋L。提取的蛋白质被具有茁-巯基乙

醇的 4× 1%SDS变性，并调节至最终浓度为约 1 滋g / 滋L。此
后，将细胞蛋白质在稀释裂解缓冲液中逐级稀释。RPPA实验

最少需要 40 滋L的蛋白质裂解物。
1.3.2 反相蛋白芯片实验 通过 Aushon 2470点样仪将连续

稀释的裂解物置于涂有硝化纤维素的载玻片上。将含有待检测

抗原(NER蛋白)的每个样品分别放置三份，因为另外的两份可

用于检测从混合细胞裂解物或稀释缓冲液制备的阳性和阴性

对照各一份。每个载玻片用经验证的一抗和生物素偶联的二抗

进行检测。我们使用小鼠抗人单克隆抗体、或小鼠抗山羊抗体、

或小鼠抗兔多克隆抗体检测 DDB1、ERCC1、XPB、XPF 及

XPG。将检测芯片与每个抗体在室温下孵育 1h。二抗用生物素

标记后，加入载玻片中，然后将其在室温下温育 30 min。

Dako Cytomation-Catalyzed系统扩增信号。然后我们用链

霉亲和素孵育载玻片 30 min，并通过 DAB比色反应显现信号。

使用 Array-Pro Analyzer 软件对芯片上的信号进行扫描和分

析，以确定光点强度，随后将其通过 logistic模型的 R包进行处

理非参数。拟合曲线(Supercurve Fitting)是由 Y轴上的信号强

度和 X轴上每个蛋白质的相对 log2浓度组成。蛋白质浓度通

过曲线拟合由每个裂解物的超曲线确定，并通过蛋白浓度的中

位值标准化[17]。

1.4 统计学分析

通过 Chi-square检验分析病例组和对照组之间一般资料

的分布情况。通过正态性检验，选择 t检验或Wilcoxon秩和检

验比较 NER蛋白的相对表达水平的差异。我们使用对照中的

NER蛋白的表达水平的中位数 (二分类) 数作为计算优势比

(OR)及其 95％置信区间(CI)的临界值，通过多变量 Logistic回

归模型中计算出 OR和 CI值。此外，我们在 Logistic回归中通

过接受者操作特性(Receiver operating characteristic, ROC)曲线

评估多变量模型中 NER蛋白的表达对 SCCHN发病风险筛检

的可靠性。以 P<0.05为差异具有统计学意义。应用 SAS 9.4统

计软件进行分析。

2 结果

2.1 两组研究对象的一般特征比较

病例组和对照组的一般特征如表 1所示。病例组与对照组

年龄及性别构成在统计学上无显著性差异(P=0.935和 0.326)。

病例组的平均年龄为 66.0岁(中位数为 64岁，范围 58-83岁)，

对照组平均年龄为 64.7岁(中位数为 64岁，范围 58-79岁)。在

所有的研究对象中，71.2％的病例组和 77.3％的对照组为男

性，28.8％的病例组和 22.7％的对照组为女性；65.2％的病例组

和 55.7％的对照组为吸烟者，70.3％的病例组和 61.4％的对照

组为饮酒者；34.8％的病例组和 44.3％的对照组为从不吸烟

者，29.7％的病例组和 38.6％的对照组为从不饮酒者。

2.2 病例组与对照组间 NER蛋白表达水平的差异

如表 2所示，病例组中 DDB1、XPB及 XPG的相对表达

水平的均值比对照组低。通过 Shapiro-Wilk检验，在 5个 NER

蛋白的相对表达水平均不符合正态分布 (P<0.05)，因此选用
Wilcoxon 秩和检验比较两组间蛋白的表达差异。结果示病

例组 XPB 的相对表达水平低于对照组 (Z=2.47, P=0.013)，
两组 ERCC1、DDB1、XPF和 XPG 的相对表达水平差值在统
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表 1 病例组和对照组一般特征的比较

Table 1 Distributions of demographic variables between cases and controls

Variable Case (n = 118) Control (n = 88) P*

Age

Median (range) 64 (58-83) 64 (58-79)

≤ 64 61 (51.7) 46 (52.3) 0.935

> 64 57 (48.3) 42 (47.7)

Sex 0.326

Male 84 (71.2) 68 (77.3)

Female 34 (28.8) 20 (22.7)

Smoking 0.065

Never 41 (34.8) 39 (44.3)

Former 49 (41.5) 39 (44.3)

Current 28 (23.7) 10 (11.4)

Drinking 0.365

Never 35 (29.7) 34 (38.6)

Former 37 (31.3) 22 (25.0)

Current 46 (39.0) 32 (36.4)

SCCHN =头颈鳞癌。

注：*通过 Chi-square检验评估病例组和对照组之间性别、年龄、吸烟和饮酒状态的分布情况。

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

表 2 病例组和对照组 NER蛋白表达水平的比较

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

Protein
Mean ± SD Median

Z* P**
Case Control Case Control

ERCC1 0.038 ± 0.005 0.038 ± 0.005 0.038 0.038 0.55 0.578

DDB1 0.013 ± 0.006 0.015 ± 0.016 0.011 0.011 0.85 0.394

XPB 0.705 ± 0.096 0.731 ± 0.077 0.717 0.741 2.47 0.013

XPF 0.203 ± 0.023 0.202 ± 0.022 0.204 0.204 -0.39 0.699

XPG 0.388 ± 0.048 0.398 ± 0.040 0.394 0.399 1.40 0.161

SD =标准差；SCCHN =头颈鳞癌；NER=核苷酸剪切修复；*Wilcoxon秩和检验 Z值, Z value in Wilcoxon rank-sum tests；**Wilcoxon秩和检验 P
值, P value in Wilcoxon rank-sum tests.

计学上均不显著 (Z=0.55、0.85、-0.39和 1.40，P=0.578、0.394、 0.699和 0.161)。

2.3 NER蛋白的表达水平和头颈鳞癌发病风险的相关性

如表 3所示，我们根据对照组 NER蛋白表达水平的中位数

将其相对表达量二分类。在 logistic回归分析中，XPB的较低表

达水平与较高表达水平相比，患 SCCHN风险的 OR值为 1.74

(95％CI，0.99-3.06)。当矫正年龄，性别，吸烟状况和饮酒状况因

素后，将 NER蛋白的表达水平作为连续变量的放入 logistic回

归模型中时，XPB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(Ptrend= 0.042)。而 ERCC1、DDB1、XPF

及 XPG相对表达量与 SCCHN发病风险之间的相关性无统计

学意义(P = 0.283、0.251、0.766及 0.094)。

2.4 NER 蛋白模型对 SCCHN 发病风险预测可靠性的检验

(ROC曲线)

我们通过 ROC 曲线计算曲线下面积，从两个水平上对

NER蛋白模型(XPB)对 SCCHN发病风险评估的可靠性进行评

价。基础模型仅包括年龄、性别、吸烟状态及饮酒状态；NER蛋

白模型包括 XPB相对表达水平，再加上基础模型中的年龄、性

别、吸烟状态及饮酒状态变量。结果如图 1所示，与基础模型相

比(0.6032)，包括 XPB表达水平的模型可使曲线下面积显著改

善(0.,377，P=0.046)，提示包含 XPB表达水平的模型用于评估

SCCHN发病风险的诊断准确性较高。

3 讨论
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NER通路是目前研究的最为透彻的 DNA修复通路之一，

而 5 个核心 NER蛋白 (ERCC1、DDB1、XPB、XPF和 XPG)在

NER通路中发挥着决定性的作用。NER通路的基本过程包括：

DNA损伤的识别(DDB1参与)，双螺旋的解链(XPB/ERCC3参

与)，剪切(XPF/ERCC4及 XPG/ERCC5参与)及修复后的 DNA

合成与连接[18-25]。在既往的研究中，欧美的研究小组通过 RPPA

实验测量了非西班牙白人 8 个 NER 蛋白的相对表达水平与

SCCHN的患病风险之间的关系，结果提示 SCCHN病例组的

ERCC3的表达水平在统计学上显著低于对照组的水平，而这

些蛋白的低表达可使得 SCCHN的患病风险上升相关[17]。

本研究结果显示 NER蛋白表达水平与 SCCHN患病风险

增加有关。本实验的结果进一步表明，XPB的相对蛋白表达水

平降低与 SCCHN风险增加有关。此外，ROC曲线表明 XPB相

对表达水平的进一步提高了模型风险预测的效果。虽然样本量

有限，但本研究在基因的翻译水平初步证实我国西北地区汉族

人群中 XPB的相对表达水平的改变也与 SCCHN患病有关。

XPB，又称 ERCC3，是转录因子 IIH的亚基，其作为 DNA

依赖性 ATP酶解旋酶，主动参与 NER的修复过程[26-29]。在本研

究的结果，即与 XPB表达水平的降低与 SCCHN风险增加存

在相关性，与既往欧美人群中的研究结果一致，这表明 XPB基
因在翻译水平在非西班牙裔白人及部分亚洲人群中均可作为

预测 SCCHN患病风险的生物标志物。然而，既往转录水平的

研究还提示，DDB1的 mRNA的低表达与 SCCHN的患病风险

上升相关，而本研究中并未发现 DDB1在翻译水平的低表达与
SCCHN发病有关[30]。由于 mRNA最终被翻译为蛋白质，所以

可能会有研究者认为同一基因的 mRNA水平与蛋白质水平之

间存在相关性。然而，NER基因 mRNA的表达水平和 SCCHN

风险之间的关联可能存在一定的偏倚，因为转录水平和翻译水

平可能并不明显相关[31]。总的来说，翻译水平对 NER修复过程

的影响比转录水平更为直接。

本研究的主要目标是探索用于预测 SCCHN患病风险的

DNA修复的最佳生物标志物。RPPA测定是一种快速，经济并

且有效的测量 DNA修复能力的方法[1-3]。首先，与 RT-PCR实验

相比，RPPA 测定更灵敏和可靠，因为通过 RT-PCR 测量的

mRNA表达水平可能在细胞的不同阶段波动，导致重复测量的

结果不一致。其次，虽然，NER蛋白质研究中的结果与虽然

mRNA研究结果有一定差别，但蛋白质水平可能更直接地参与

图 1 ROC曲线

Fig. 1 ROC Curve

注：与基础模型(0.6032)相比，包括 XPB相对表达水平的模型使曲线下

面积改善在统计学上显著(0.6377，P值为 0.046)。

Note: The AUC was significantly improved included the effect of XPB

expression level (0.6377, P = 0.046, compared with the model that did not
(0.6032).

表 3 NER蛋白表达水平和头颈鳞癌发病风险的相关性

Table 3 Association between the expression levels of NER proteins and SCCHN risk

Proteins Median Levels*** Case No. (%) Control No. (%) OR* (95% CI) P**

ERCC1
≤ 0.038 56 (47.5) 44 (50.0) 1.00 (Ref)

0.283
> 0.038 62 (52.5) 44 (50.0) 0.94 (0.53-1.67)

DDB1
≤ 0.011 65 (55.1) 44 (50.0) 1.00 (Ref)

0.251
> 0.011 53 (44.9) 44 (50.0) 1.23 (0.71-2.13)

XPB
≤ 0.741 75 (63.6) 44 (50.0) 1.00 (Ref)

0.042
> 0.741 43 (36.4) 44 (50.0) 1.74 (0.99-3.06)

XPF
≤ 0.204 56 (47.5) 44 (50.0) 1.00 (Ref)

0.766
> 0.204 62 (52.5) 44 (50.0) 1.27 (0.73-2.21)

XPG
≤ 0.399 66 (55.9) 44 (50.0) 1.00 (Ref)

0.094
> 0.399 52 (44.1) 44 (50.0) 1.70 (0.97-3.00)

NER =核苷酸剪切修复；SCCHN =头颈鳞癌；OR =优势比；CI =可信区间

**蛋白表达水平作为连续变量放在趋势检测中的 P值
**P value in trend test by continuous protein expression levels
***根据对照组中位数，将表达水平二分类

***Expression levels by median based on the median values of control subjects.
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NER修复过程。此外，本研究在以下几方面存在不足。首先，就

像我们以前以医院为基础的研究一样，对照组可能无法代表一

般人群，未来的研究需要更大的样本量，并从社区人群中选取

对照组。其次，未来需要进一步的分子机制研究验证 NER蛋白

在 SCCHN病因中的作用。

总之，本实验成功在西北地区汉族人群中初步验证 NER

蛋白 XPB相对表达水平的降低与 SCCHN患病风险的增加相

关。此外，将 XPB相对表达水平放入模型中可以较好的预测

SCCHN的发病风险。
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