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·临床研究·

ＮＲＦ２基因多态性与非小细胞肺癌
放射性肺损伤的相关性研究

罗利民，贾勇士，吴数强，毕爱红

（杭州医学院附属人民医院放疗科，浙江 杭州 ３１００００）

摘要：目的　探讨核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）基因多态性与非小
细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）放射性肺损伤的关系。方法　收集８０例行放疗的ＮＳＣＬＣ患者。根据
患者是否有放射性肺炎，分为放射性肺炎组和非放射性炎组，每组各４０例。采用 Ｔａｑｍａｎ探针技术检测所有样本
ＤＮＡ中ＮＲＦ２基因上单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点的表达。同时ＥＬＩＳＡ法检测血清中
血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）和血清超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）浓度。结果　ＮＲＦ２
ｒｓ６７２１９６１、ＮＲＦ２ｒｓ７１８１６８和ＮＲＦ２ｒｓ３５６５２１２多态性位点的分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡分布（均 Ｐ＞０．０５）。放
射性肺炎组和非放射性肺炎组ＮＲＦ２ｒｓ６７１２９６１基因ＡＡ基因型比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ａ等位基因
频率比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。放射性肺炎组中血清 ＨＯ１及 ＳＯＤ水平均高于非放射性肺炎组（均
Ｐ＜０．０５）。放射性肺炎组ＡＡ型患者血清ＨＯ１水平高于ＣＣ型与ＣＡ型（均Ｐ＜０．０５），ＡＡ型患者血清ＳＯＤ水平
高于ＣＣ型（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＲＦ２基因多态性与放射性肺损伤有一定的关系，并对ＮＳＣＬＣ放射性肺损伤患者的
抗氧化功能具有调控作用。

关键词：癌，非小细胞肺／病理学；ＮＦＥ２相关因子２／遗传学；多态现象，遗传；辐射性肺炎／病因学；超氧化物
歧化酶；血红素氧化酶（脱环）／遗传学
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　　肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，已成为
我国城市人口恶性肿瘤死亡原因的第１位［１］。非小

细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占
所有肺癌的８０％，约７０％的患者在就诊时已属局部
晚期或出现远处转移，失去手术治疗机会，放疗为不

宜手术肺癌患者的重要治疗手段［２３］。放射性肺损

伤是肺癌放疗的主要并发症之一，发生率高达

１５％～３６％，直接影响放疗疗效及患者的生存质
量［４］。然而，生存状况和放射性损伤在不同的个体

中差异较大，有研究指出基因变异是个体差异的根

本原因［５７］。

大量研究表明，氧化应激在放射性肺损伤及纤

维化形成中发挥着重要作用［８１０］，而核因子Ｅ２相关
因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，
ＮＲＦ２）是细胞调节抗氧化应激和亲电性应激反应的
重要转录因子［１１］。研究发现，ＮＲＦ２ＡＲＥ信号通路
介导内源性抗氧化应激调节，ＮＲＦ２水平变化对调
控肺内氧化／抗氧化平衡起重要作用。Ｍａｒｚｅｃ等［１２］

在急性肺损伤小鼠模型中发现，ＮＲＦ２及其下游所
表达的抗氧化酶可以保护肺组织，减轻肺损伤。然

而，在放射性肺损伤患者体内是否产生 ＮＲＦ２基因
位点突变，这些突变能否成为未来预测放射性肺损

伤发生的指标，目前尚不明确。

本研究拟通过 Ｔａｑｍａｎ探针技术检测所有
ＮＳＣＬＣ放疗治疗患者 ＤＮＡ中 ＮＲＦ２基因上单核苷
酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点
的表达。同时检测血清中血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘ
ｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）和血清超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）浓度。从分子水平上探讨 ＮＲＦ２基
因多态性与放射性肺损伤的关系，揭示 ＮＲＦ２基因
多态性与血清学指标ＨＯ１和ＳＯＤ之间的相关性。

１　资料与方法
１．１　一般资料

收集２０１４年１２月至２０１６年１２月杭州医学院
附属人民医院经病理或细胞学确诊的不可手术的

ＮＳＣＬＣ患者８０例。其中男性４３例，女性３７例；年
龄３２～７８岁，中位年龄６４岁。所有ＮＳＣＬＣ患者预
期生存期＞６个月，ＫＰＳ评分＞６０分，并排除既往有
胸部放疗史、行肺部手术和有严重慢性支气管炎、肺

气肿、肺心病或其他严重疾病的患者。入组的

ＮＳＣＬＣ患者治疗前均进行常规病史采集、体格检查
及血常规检查，并参照ＮＣＩＣＴＣＡＥ３．０标准对放疗
前呼吸道症状进行评分［１３］。该研究通过杭州医学

院附属人民医院伦理委员会批准，所有患者均签署

知情同意书。
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１．２　放疗方案与分组
所有ＮＳＣＬＣ患者均接受６ＭＶＸ线放疗（ｖａｒｉ

ａｎ６００ＣＤ，美国ＰａｌｏＡｌｔｏ公司），总剂量６０～７０Ｇｙ，
分次剂量２Ｇｙ，５ｄ／周。采用三维适形调强放疗计
划，并采用ＣＴ模拟定位。放疗２０次左右，重复 ＣＴ
定位，依据肿瘤大小重新勾画危及器官和临近器官，

制定新计划［１４１６］。治疗多采用５～７野共面照射技
术，双肺Ｖ２０要求＜３０％，Ｖ３０要求＜２０％。根据患
者一般状况和肺功能，ＮＳＣＬＣ患者接受放疗后分为
放射性肺炎组和非放射性肺炎组，各４０例。
１．３　肺损伤评价

放疗过程中每周评价患者的肺损伤情况。治疗

结束后３个月和６个月行胸部ＣＴ检查，并根据ＮＣＩ

ＣＴＣＡＥ３．０急性放射性肺损伤标准评价放射性肺
损伤分级（０～５级）［１７１９］。评价须有３名中高级放
疗专业医师共同完成。

１．４　ＮＲＦ２基因多态性的检测
抽取ＮＳＣＬＣ患者外周静脉抗凝血５ｍＬ，利用

美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司的全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提
取外周血基因组。查询 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈａｐｍａｐ．ｏｒｇ人
类基因组单体型数据库，以明确中国汉族人群中

ＮＲＦ２基因的全部ＳＮＰ位点，并用ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．２．０．０
软件，以最小等位基因频率≥５％，两点间的 Ｒ２≥
０８标准进行筛选。ＰＣＲ操作过程在 ＡＢＩＰＲＩＳＭ
７３００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ公司）完成。采用的Ｔａｑｍａｎ探针序列见表１。

表１　探针序列和多态性分析条件
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓ

ＳＮＰＩＤ 序 列　　　　 Ｔｍ 内切酶

ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１ Ｆ５′ＧＡＡＡＧＧＣＧＴＴＧＧＴＧＴＡＧＧＡＧ３′ ５８℃ ＮｇｏＭⅣ
Ｒ５′ＧＡＡＴＧＧＡＧＡＣＡＣＧＴＧＧＧＡＧＴ３′

ＮＲＦ２ｒｓ７１８１６８ Ｆ５′ＡＧＴＴＴＡＧＴＧＴＣＴＣＣＣＡＧＴＧＴ３′ ５６℃ ＲｓａⅠ
Ｒ５′ＣＴＴＡＧＴＴＴＴＣＴＴＧＴＡＴＣＣＧＴ３′

ＮＲＦ２ｒｓ３５６５２１２４ Ｆ５′ＣＣＴＴＧＣＣＣＴＧＣＴＴＴＴＡＴＣＴＣ３′ ５８℃ ＢｓｅＲⅠ
Ｒ５′ＣＴＴＣＴＣＣＧＴＴＴＧＣＣＴＴＴＧＡＣ３′

　　注　ＳＮＰ：单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）；ＮＲＦ２：核因子Ｅ２相关因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２）；Ｔｍ：熔解

温度（ｍｅｌｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）；Ｆ：正向引物；Ｒ：反向引物

１．５　血清ＨＯ１及ＳＯＤ检测
放疗前、后抽取ＮＳＣＬＣ患者外周静脉血５ｍＬ，

分离血清。采用分光光度计检测血清 ＨＯ１活性，
采用化学比色法测定血清ＳＯＤ含量。
１．６　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行数据处理。计
数资料采用频数（百分比）表示，组间比较采用 χ２检
验。计量资料采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用ｔ检验或方差分析。应用拟和优度χ２检验
计算基因型分布是否符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｕｒｇ（ＨＷ）平
衡。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２．１　总体情况

放射性肺炎组４０例患者，年龄３２～７６岁，中位
年龄 ６２岁；男性 ２２例（５５．０％），女性 １８例
（４５０％）。非放射性肺炎组４０例，年龄３９～７８岁，
中位年龄 ６４岁；男性 ２１例（５２．５％），女性 １９例
（４７５％）。两组在年龄、性别、吸烟史和病理分型
方面比较，差异均无统计学意义（均 Ｐ＞０．０５，
表２）。

表２　放射性肺炎组和非放射性肺炎组临床病理特征比较
（例，％）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｒａｄｉａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏｎｉａｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｎｒａｄｉａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏｎｉａ
ｇｒｏｕｐ（ｃａｓｅ，％）

临床病理特征 放射性肺炎组 非放射性肺炎组 Ｐ值

性别 ０．７２
　男 ２２（５５．０） ２１（５２．５）
　女 １８（４５．０） １９（４７．５）
年龄 ０．１６
　＜４５岁 １７（４２．５） １９（４７．５）
　≥４５岁 ２３（５７．５） ２１（５２．５）
吸烟史 ０．３３
　有 １４（３５．０） １６（４０．０）
　无 ２６（６５．０） ２４（６０．０）
病理类型 ０．２８
　鳞癌 ２１（５２．５） ２３（５７．５）
　腺癌 １９（４７．５） １７（４２．５）

２．２　ＮＳＣＬＣ放疗患者血清ＨＯ１和ＳＯＤ水平变化
ＮＳＣＬＣ患者放疗后血清 ＳＯＤ及 ＨＯ１水平均

升高［（２２８．８±４０．５）μｇ／Ｌｖｓ（１８０．６±３０．４）μｇ／
Ｌ，（９．４７±１．０５）ｎｇ／ｍＬｖｓ（４．８３±１．２３）ｎｇ／ｍＬ，
均Ｐ＜０．０５］。放疗后，放射性肺炎组血清 ＳＯＤ及
ＨＯ１水平均高于非放射性肺炎组［（２５５．３±６０．２）
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μｇ／Ｌｖｓ（２１０．８±５３．２）μｇ／Ｌ，（１０．０４±２３３）ｎｇ／
ｍＬｖｓ（７．８３±１．７５）ｎｇ／ｍＬ，均Ｐ＜００５］。
２．３　ＮＲＦ２基因多态性与 ＮＳＣＬＣ患者放射性肺
损伤的相关性

ＮＳＣＬＣ患者中３个多态位点 ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１、
ＮＲＦ２ｒｓ７１８１６８和ＮＲＦ２ｒｓ３５６５２１２的分布频率分别
是９０．１％、４２．３％和５１．４％，３个多态性位点的分
布均符合ＨＷ平衡分布（均 Ｐ＞０．０５）。选择分布

频率最高的ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１基因型进行研究，分析
对比非放射性肺炎组与放射性肺炎组中 ＮＲＦ２
ｒｓ６７２１９６１基因型分布情况。两组 ＮＲＦ２ｒｓ６７１２９６１
位点Ｃ和Ａ等位基因频率分布均符合 ＨＷ遗传平
衡定 律，说 明 符 合 群 体 代 表 性。两 组 ＮＲＦ２
ｒｓ６７１２９６１基因ＡＡ基因型比较，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），Ａ等位基因频率差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，表３）。

表３　非放射性肺炎组与放射性肺炎组ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１基因型分布比较（例，％）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１ｉｎｔｈｅｒａｄｉａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏｎｉａｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｎｒａｄｉａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏｎｉａ
ｇｒｏｕｐ（ｃａｓｅ，％）

基因型 放射性肺炎组 非放射性肺炎组 χ２值 Ｐ值 ＯＲ（９５％ＣＩ）

ＣＣ ９（２２．５） １１（２７．５） ７．１４２ ０．０６１ ０．５４２（０．３２４～０．７５４）

ＣＡ １２（３０．０） １４（３５．０） ３．２４５ ０．０７６ ０．５２０（０．３７２～０．８３）

ＡＡ １６（４０．０） ９（２２．５） ８．９４７ ０．０３１ ０．７１８（０．４９０～１．３２６）

Ｃ ２５（６２．５） ２７（６７．５） ４．２５６ ０．０６４ ０．５４０（０．２６８～０．７５４）

Ａ ３２（８０．０） ２６（６５．０） ９．８７２ ０．０１６ ０．７８０（０．５４０～１．５３７）

２．４　ＮＲＦ２基因不同基因型与 ＮＳＣＬＣ患者血清
ＨＯ１及ＳＯＤ的相关性

与非放射性肺炎组比较，放射性肺炎组各基因

型血清ＨＯ１及ＳＯＤ水平均较高（表４）。放射性肺
炎组ＡＡ型患者血清ＨＯ１水平高于ＣＣ型与ＣＡ型
（均Ｐ＜０．０５），ＡＡ型患者血清ＳＯＤ水平高于ＣＣ型
（Ｐ＜０．０５）。

表４　放射性肺炎组和非放射性肺炎组 ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１不
同基因型血清指标比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓｅｒｕｍｉｎｄｅｘｅｓｏｆＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１
ｉｎｔｈｅｒａｄｉａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏｎｉａｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｎｒａｄｉａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

指 标
ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１

ＣＣ ＣＡ ＡＡ

血清ＨＯ１（ｎｇ／ｍＬ）

　放射性肺炎组 ６．９３±１．５７ ７．８１±０．９４ ９．６４±１．６３＃

　非放射性肺炎组 ６．０２±１．８５Δ ５．９２±１．５５Δ ６．７２±１．８３Δ

血清ＳＯＤ（μｇ／Ｌ）

　放射性肺炎组 ２２４．９±３２．５ ２４０．３±４５．２ ２４８．３±５０．７

　非放射性肺炎组 ２００．５±４４．２Δ ２１５．７±５０．３Δ２０９．２±４７．２Δ

　　注　ＨＯ１：血红素加氧酶１（Ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１）；ＳＯＤ：超氧化物

歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ）；与 ＣＣ型比较，Ｐ＜０．０５；＃与 ＣＡ型

比较，Ｐ＜０．０５；Δ与放射性肺炎组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论
肺癌尤其是非小细胞肺癌患者行放疗常发生放

射性肺损伤，不仅对患者的预后及生活质量造成很

大的威胁，同时影响局部肿瘤的控制效果。放射性

肺损伤常见的表现形式是急性放射性肺炎。典型的

放射性肺炎一般发生在放疗期间或放疗后１～３个
月，发生肺组织充血、水肿和肺泡纤维蛋白渗出增多

等，其临床表现与一般肺炎几乎无特殊差别。

ＮＲＦ２是集体内氧化应激反应重要的转录活化
因子，在氧化应激反应中具有重要地位［７］。ＮＲＦ２
参与肺气肿小鼠肺内对抗体氧化应激过程［８］。另

外，ＮＲＦ２参与解毒途径、氧化和抗氧化多个基因如
ＨＯ１和ＳＯＤ等的调控［９１０］。ＨＯ１是一种至关重要
的细胞保护蛋白，可以被活化的 ＮＲＦ２激活。ＨＯ１
被证实可以保护一些氧化相关的疾病如动脉粥样硬

化、肾脏损伤与肺损伤［１１１３］。Ｍａｒｒｏｔ等［１４］研究发

现，ＨＯ１在保护黑素细胞抵抗氧化应激中发挥重要
作用。在对急性肺损伤疾病及胃炎这些氧化应激相

关疾 病 中 证 实，位 于 ＮＲＦ２调 控 区 的 ＮＲＦ２
ｒｓ３５６５２１２４位点及 ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１位点的基因多
态性与疾病易患性关联［１５］，提示 Ｎｒｆ２基因的多态
性可能会影响 ＮＲＦ２功能和相关代谢基因的表达，
从而影响肺组织的抗氧化性，增加肺损伤的风险。

因此，探讨ＮＲＦ２基因多态性是否与 ＮＳＣＬＣ放射性
肺损伤及其氧化应激状态有关具有一定的临床

意义。

本研究从分子水平上探讨 ＮＲＦ２基因多态性与
ＮＳＣＬＣ患者放射性肺损伤、血清 ＨＯ１及 ＳＯＤ水平
的 关 系。结 果 发 现，ＮＲＦ２ ｒｓ６７２１９６１、ＮＲＦ２
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ｒｓ７１８１６８和ＮＲＦ２ｒｓ３５６５２１２多态位点在 ＮＳＣＬＣ患
者分布均符合ＨＷ遗传平衡定律，说明符合群体代
表性。其中，ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１的分布频率最高，约
为９０％，表明 ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１位点与 ＮＳＣＬＣ具有
一定的相关性。因此，分析比较非放射性肺炎组与

放射性肺炎组中 ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１位点不同基因型
与血清中ＨＯ１及ＳＯＤ的活性水平的关系。结果显
示，ＮＲＦ２ｒｓ６７２１９６１位点各基因型ＮＳＣＬＣ放射性肺
炎患者血清 ＨＯ１及 ＳＯＤ水平均升高，但仅 ＡＡ基
因型差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明 ＮＲＦ２
单个基因型的变异可能通过调控下游靶基因 ＨＯ１
及ＳＯＤ的基因转录影响其蛋白质水平的变化。该
结果表明，ＮＲＦ２基因多态性在一定程度上影响
ＮＳＣＬＣ放射性肺炎患者的氧化应激状态。

综上所述，本研究提示 ＮＲＦ２基因多态性与放
射性肺损伤有一定的相关性，并对ＮＳＣＬＣ放射性肺
损伤患者肺内抗氧化功能具有调控作用，为放射性

肺损伤的病因学研究提供指导依据，并为进一步分

析ＮＲＦ２基因多态性与 ＮＳＣＬＣ放射性肺损伤患者
的预后情况奠定基础。
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