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摘要  2009 年 12 月至 2011 年 12 月中国医科大学附属第一医院对 137 名有明确病理诊断的非小细胞肺癌患者

行胸部病灶三维适形放射治疗，放疗前及放疗 20 次后测量肿瘤大小，评价放疗肿瘤退缩率，外周血标本酚-

氯仿法提取 DNA，采用 Taqman real-time PCR 方法行单核苷酸多态性的基因分型。采用 SPSS13.0 软件对数据

进行 t 检验和方差分析，p<0.05 时认为有统计学差异。137 例患者，平均年龄 60.1±5.33 岁，肿瘤平均退缩率

0.3474±0.191，鳞癌 87 例，腺癌 50 例，男 102 例，女 35 例，Ⅰ期 9 例，Ⅱ期 26 例，Ⅲ期 70 例，Ⅳ期 32 例。

实验结果显示，吸烟者（95 例）放疗肿瘤退缩率明显高于非吸烟者，分别为 0.3755±0.1775 和 0.2840±0.2068，

t=2.643，p=0.009。LIG4rs1805388 的 CC、CT 和 TT 基因型放疗肿瘤退缩率分别是 0.3395±0.1802、0.342±0.2106

和 0.5038±0.1892，经 LSD 法比较发现，TT 基因型放疗肿瘤退缩率明显高于 CC 基因型，p=0.041。

HSPB1rs2868371 GG、CG和CC基因型放疗肿瘤退缩率分别是 0.3454±0.1932、0.3487±0.1998和 0.3487±0.1652，

未发现 3 种基因型之间有统计学差异。吸烟和 LIG4rs180538TT 基因型患者放疗肿瘤退缩率明显高于其他患者。 
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肺癌的发病率呈逐年上升趋势，已经成为全球

发病率和死亡率最高的恶性肿瘤[1]。临床工作中发

现肺癌患者放疗后肿瘤退缩程度明显不同，主要原

因在于肺癌的放射敏感性存在很大的个体差异。

DNA 是电离辐射的主要靶点，DNA 损伤修复能力

的强弱是影响放射敏感性的重要因素，与 DNA 修

复功能相关的基因突变、多态性及表观修饰均可使

放射敏感性出现差异[2]。电离辐射引起的 DNA 损伤

的修复主要由 DNA 双链断裂修复通路参与[3]。研究

发现 LIG4（DNA 连接酶 4）是 DNA 双链断裂修复

通路中一个重要的修复因子 [4-5]。热休克蛋白

B1(Heat shock protein B1, HSPB1)是热休克蛋白

(Heat shock proteins, HSPs)家族中 27×103 的小分子

热休克蛋白，在 DNA 修复方面起着重要的作用[6]。

本研究拟探讨 HSPB1 及 LIG4 基因单核苷酸多态性

与非小细胞肺癌放疗肿瘤退缩率的相关性。 

1 材料与方法 

1.1 病例与材料 

本研究所有对象为北方地区汉族人群，患者之

间彼此均无血缘关系。在签署知情同意书后，提供

外周血标本，同时完成流行病学调查。病例来自

2009 年 12 月至 2011 年 12 月期间，中国医科大学

附属第一医院的 137 名原发性非小细胞肺癌

(Non-small-cell lung cancer, NSCLC)患者，有明确的

病理诊断（鳞癌 87 例，腺癌 50 例），所有患者行胸

部 病 灶 三 维 适 形 放 射 治 疗 (Three-dimensional 

conformal radiotherapy, 3D-CRT)且具有肺内可评估

病灶者，放疗前及放疗 20 次后测量肿瘤大小。 

红细胞裂解液(3.85 g NH4Cl+0.42 g NaHCO3 

加双蒸水至 500 mL)；核悬浮液(75 mmol·L−1 NaCl、
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24 mmol·L−1 pH=8.0, EDTA) ； TE 缓 冲 液 (10 

mmol·L−1 pH=7.5  Tris-HCI、1 mmol·L−1 pH=8.0 

EDTA )；PCR Taqman 探针及引物（美国应用生物

系统公司）；Taqman Master Mix（美国应用生物系

统公司）；Eppendorf BioPhotometer 核酸蛋白测定仪

（德国 Eppendoff 公司）；低温离心机（德国 Sigma

公司）；移液器（法国 Gilson 公司）；96 孔板及盖膜

（美国应用生物系统公司）；ABI 7500 荧光定量

PCR 仪（美国应用生物系统公司）。 

1.2 调查方法 

采用统一制定打印的调查表，由 2 名培训的调

查员对病例进行流行病学调查，调查内容包括每个

研究对象详细的人口学资料、吸烟史、组织类型、

临床表现和伴发疾病等。非吸烟者指终生吸烟少于

100 支的个体。所有参与研究的个体外周血标本采

集使用枸橼酸钠抗凝试管，每人采血 2 mL，在

−20 ℃到−80 ℃的冰箱中冻存。肿瘤放射治疗方案

采用三维适形治疗，放疗单次剂量 2 Gy，5 次/周，

总剂量(Total dose, DT)达到 40 Gy/20 次/4 周后重新

CT 定位，观察肿瘤消退情况，重新制定放疗计划，

单次剂量改为 2.5 Gy，5 次/周，共 8 次，使肿瘤 DT

达到 60 Gy。肿瘤体积用放射治疗计划系统计算，

放疗前肿瘤体积(Vpre)，放疗 40 Gy 后的肿瘤体积

(Vmid)。用下面的公式计算肿瘤体积退缩率(R)。 

pre mid

pre

V V
R

V


  

所有调查资料、临床资料经反复检查、核对和

编码后，用 Excel 软件进行数据录入。 

1.3 实验方法  

采用酚-氯仿法集中进行基因组 DNA 提取，提

取后测 OD 值确定 DNA 的原始浓度，再倍比稀释

到 30−100 ng·L−1 的终浓度备用。采用 Taqman 

real-time PCR 方法进行单核苷酸多态性的基因分

型。基因分型在 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪上进行，

扩增条件为：95 ℃预变性 10 min；92 ℃变性 30 s，

60 ℃退火以及延伸 1 min；共 47 个循环。以 SDS

（ 美 国 应 用 生 物 系 统 公 司 ） 软 件 Allelic 

Discrimination 程序进行终点分析，通过检测不同等

位基因所标记的 FAM 和 VIC 荧光强度，判断待测

样本的基因型。 

1.4 统计学分析 

采用 SPSS 13.0 统计软件进行分析，数据比较

用 t 检验和方差分析，p<0.05 时认为差异有统计学

意义。 

2 结果 

2.1 非小细胞肺癌病例的一般特征 

137 例患者，平均年龄 60.1±5.33 岁，肿瘤平

均退缩率为 0.3474±0.1910，鳞癌 87 例，腺癌 50

例，男 102 例，女 35 例，Ⅰ期 9 例，Ⅱ期 26 例，

Ⅲ期 70 例，Ⅳ期 32 例。吸烟 95 例，吸烟者放疗肿

瘤退缩率明显高于非吸烟者，分别为 0.3755±

0.1775 和 0.2840±0.2068，t=2.643，p=0.009。性别、

病理类型及临床分期与放疗肿瘤退缩率无关，具体

见表 1。 

 
表 1  非小细胞肺癌病例的一般特征与放疗肿瘤退缩率关系 

Table 1  The relationship between general character and the ratio of tumor-decreased-size 

特征 Situation 例数 
Case 

肿瘤退缩率  
Ratio of tumor- 
decreased-size 

t p 

性别 
Gender 

男 Male 102 0.3448±0.1960 −0.27 0.788 

女 Female 35 0.3550±0.1780 − − 
吸烟 
Smoking 

是 Yes  95 0.3755±0.1775 2.643 0.009 

否 No 42 0.2840±0.2068 − − 
病理 
Pathology 

鳞癌 Squamous carcinoma 87 0.3643±0.1919 1.368 0.174 

腺癌 Adenocarcinoma 50 0.3181±0.1876 − − 
临床分期 
Stage 

Ⅰ 9 0.3850±0.2626 0.404 0.806 

Ⅱ 26 0.3019±0.1794 − − 

Ⅲ 70 0.3423±0.1827 − − 

Ⅳ 32 0.3613±0.1948 − − 
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2.2 LIG4 及 HSPB1 基因单核苷酸多态性与非

小细胞肺癌放疗肿瘤退缩率的关系 

LIG4rs1805388 的 CC、CT 和 TT 基因型放疗

肿瘤退缩率分别是 0.3395±0.1802、0.342±

0.2106 和 0.5038±0.1892，经方差分析，F=2.142，

p=0.121，3 种基因型肿瘤退缩率无统计学意义。

但经 LSD 两两比较发现，TT 基因型肿瘤退缩率

明显高于 CC 基因型，p = 0.041。HSPB1rs2868371 

GG、CG 和 CC 基因型放疗肿瘤退缩率分别是

0.3454±0.1932、0.3487±0.1998 和 0.3487±

0.1652，经方差分析和 LSD 两两比较，未发现 3

种基因型之间有统计学差异（见表 2）。

 

表 2  LIG4 和 HSPB1 基因单核苷酸多态性与非小细胞肺癌放疗肿瘤退缩率的相关性 
Table 2  The relationship among genetic single nucleotide polymorphisms of LIG4 and HSPB1 and the ratio of  

tumor-decreased-size 

基因型 Genotype 例数 Case 肿瘤缩小率 
The ratio of tumor decreased size 

F p 

LIG4rs1805388     

CC 93 0.3395±0.1802 2.142 0.121 

CT 38 0.342±0.2106 − − 

TT** 6 0.5038±0.1892 − − 

HSPB1rs2868371     

GG 54 0.3454±0.1932 0.005 0.995 

CG 62 0.3487±0.1998 − − 

CC 21 0.3487±0.1652 − − 

注：**，LIG4rs1805388TT 与 CC 基因型相比较，p=0.041。 

Note:  **, LIG4rs1805388TT genotype compared with CC genotype, p=0.041. 
 

3 讨论 

吸烟是肺癌的主要危险因素，其中男性的归因

风险为 80%，女性的归因风险为 45%[7]。非小细胞

肺癌中鳞状细胞癌与吸烟状况密切相关[8]。放射生

物学研究发现鳞状细胞癌的放射敏感性高于腺癌细

胞。我们的研究得出吸烟者放疗肿瘤退缩率明显高

于非吸烟者，p=0.009，有统计学意义。目前还未见

吸烟与非小细胞肺癌放疗肿瘤退缩率相关的其他报

道，我们的研究结果有待大样本实验进一步验证。 

非同源末端链接(Non-homologous end joining, 

NHEJ)修复是哺乳动物细胞中 DNA 双链断裂 

(DNA double-strand breaks, DSBs)修复的主要途径。

DNA 连接酶 IV 及 X-射线修复交叉互补基因均为 

NHEJ 修复通路中的重要基因[9]，影响着肿瘤细胞 

DNA 损伤后的修复能力及肿瘤细胞对放疗的敏感

性[10]。NHEJ 修复主要是通过 DNA 依赖蛋白激酶

(DNA dependent proteinkinase, DNAPK) 和

XRCC4-LIG4 连接复合体共同完成的[11]。既往的研

究[12-13]显示，XRCC4-LIG4 连接复合体功能丧失严

重影响 DNA 断裂双链的再连接，增强放射敏感性。

DNA 连接酶 4 综合症是一种罕见的先天性疾病，因

LIG4 基因突变导致患者对放射线极度敏感[14]。我

们的研究显示 LIG4rs1805388 的 CC、CT 和 TT 基

因型放疗肿瘤退缩率分别是 0.3395±0.1802、0.342

±0.2106 和 0.5038±0.1892，两两比较发现，TT 基

因型肿瘤退缩率明显高于 CC 基因型。从我们的实

验数据可推论出携带 LIG4rs1805388TT 基因型非小

细胞肺癌患者放疗后肿瘤退缩率高，提示对放疗敏

感。但这仍需要大量的实验研究去验证。 

热休克蛋白 B1，又称热休克蛋白 27，是小分

子热休克蛋白(sHSP)亚家族的重要一员。Hsp27 蛋

白可以通过多种途径影响肿瘤的发生和发展，包括

维持细胞骨架的正常结构而保证细胞正常生长和存

活、调节机体内谷胱甘肽水平进而提高细胞对氧化

应激的敏感度[15-16]、抑制内源性和外源性细胞凋亡

通路、参与 DNA 损伤的修复等。研究显示 HSPB1

通过下调炎症反应，增强细胞对放射线抵抗力[17-18]。

Zhang 等[19]研究显示鼻咽癌细胞中 HSPB1 表达上

调，增强鼻咽癌细胞对放射线抵抗力。Guo 等[20]研

究显示 HSPB11271C 等位基因可通过下调 HSP27

表达降低 DNA 修复能力，增加肺癌细胞对放化疗

的敏感性。我们研究结果显示 HSPB1rs2868371 基
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因的单核苷酸多态性与非小细胞肺癌放疗肿瘤退缩

率无关。目前针对基因的单核苷酸多态性的研究中，

来自不同民族、不同地区的研究对象可能得到不同、

甚至矛盾的结果，这可能与遗传因素的地域性和种

族性有关，还有可能是与样本含量较小有关， 

HSPB1rs2868371 位点纯合突变率较低，小样本结果

不能达到应有的统计效能。所以 HSPB1rs2868371

单核苷酸多态性与非小细胞肺癌放疗肿瘤退缩率的

关系还有待于进一步研究。 

本研究发现吸烟者和 LIG4rs180538TT 基因型

非小细胞肺癌患者放疗肿瘤退缩率高于其他患者，

为临床提高非小细胞肺癌治疗疗效提供理论依据。  
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Relationship between genetic single-nucleotide polymorphisms of LIG4 and HSPB1 and  

the ratio of tumor-decreased-size by radiotherapy in non-small cell lung cancer 

LIU Dan1  GUO Genyan1  ZHAO Yuxia1  BAI Lu2 

1(Department of Radiation Oncology, the Fourth Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 110032, China) 
2(Department of Radiation Oncology, the First Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 110001, China) 

ABSTRACT  137 pathologically proved non-small cell lung cell patients were treated with thoracic 

three-dimensional conformal radiotherapy from the First Affiliated Hospital of China Medical University district 

between December 2009 and December 2011. The tumor was measured in pre-radiotherapy and radiotherapy 20 

times to estimate the ratio of tumor decreased size. DNA was extracted by phenol-chloroform method from blood 

samples. Genetic single-nucleotide polymorphisms were divided by Taqman real-time PCR. All statistical analyses 

were performed with SPSS13.0. p<0.05 was confirmed statistically significant. T-test and analysis of variance were 

used to compare the data. Among the 137 patients, the average age was 60.1±5.33; the average ratio of tumor 

decreased size was 0.3474±0.191; squamous carcinoma were 87 cases; adenocarcinoma were 50 cases; male were 

102 cases, while female were 35 cases;Ⅰstage were 9 cases,Ⅱstage were 26 cases, Ⅲ stage were 70 cases, and Ⅳ

stage were 32 cases; Smoking patient were 95 cases. The ratio of tumor-decreased-size of smoking patient was higher 

than that of no-smoking, respective 0.3755±0.1775 and 0.2840±0.2068, t=2.643, p=0.009. The ratio of tumor 

decreased size of LIG4rs1805388CC, CT and TT genotype were 0.3395±0.1802, 0.342±0.2106 and 0.5038±0.1892, 

respectively. The ratio of tumor-decreased-size of LIG4rs1805388TT genotype was higher than that of CC genotype 

through LSD method. There was no relationship between genetic single-nucleotide polymorphisms of HSPB1 and the 

ratio of tumor-decreased-size by radiotherapy in non-small cell lung cancer. The ratio of tumor-decreased-size by 

radiotherapy of smoking and LIG4rs180538TT genotype was higher than that of other patients. 
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