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　　摘　要：目的　探讨非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者切除修复交叉互补基因１（ＥＲＣＣ１）ｍＲＮＡ的表达情况及其与铂类药物辅助

化疗和预后的关系。方法　应用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）实验技术，检测８５例ＮＳＣＬＣ和３４例癌旁组织中ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ的表达

情况。回顾性分析ＥＲＣＣ１表达情况与患者辅助化疗后无进展生存期以及总生存期之间的关联性。结果　患者ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ

阴性表达较阳性表达具有更长的无进展生存期（犘＝０．００１）和总生存期（犘＝０．００１）。多因素分析显示，ＥＲＣＣ１为无进展生存期

（犘＝０．０１８）和总生存期（犘＝０．０２７）的独立预后指标。结论　ＮＳＣＬＣ患者ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ的检测可能作为其术后的生存预测性

因素，通过此项检测可对术后接受含铂辅助化疗的患者进行个体化的指导。
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　　非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）在恶性肿瘤中占有一定比例，而

且已经上升为死亡率第一的恶性肿瘤疾病［１］。然而，多种原因

引起的化疗耐药导致患者术后继续化疗失败，成为手术后出现

的一个瓶颈。切除修复交叉互补基因１（ＥＲＣＣ１）是一个ＤＮＡ

损伤修复基因，其编码５′端核苷酸切除修复（ＮＥＲ）复合物的

核酸内切酶，并且是 ＮＥＲ通路中的关键酶之一，这个通路在

消除铂类ＤＮＡ加合物中起到必不可少的作用。临床研究发

现ＥＲＣＣ１高表达与铂类药物为基础的化疗耐药相关，并且在

进展期 ＮＳＣＬＣ患者预后较差
［２］。本研究通过逆转录ＰＣＲ

（ＲＴＰＣＲ）实验检测ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ 在８５例 ＮＳＣＬＣ患者癌

组织标本中的表达情况，并结合这些接受手术治疗患者的临床

资料，进一步阐明其阳性表达与铂类药物术后辅助化疗及预后

的关系。

１　资料与方法

１．１一般资料　ＮＳＣＬＣ组织来自２００７年８月至２００９年４月

广西医科大学第一附属医院心胸外科经治的８５例 ＮＳＣＬＣ患

者［３］。所有患者手术治疗前均未接受化学治疗、放射治疗、激

素替代治疗、免疫治疗或其他任何治疗，平均年龄５７岁，其中

小于或等于６０岁５３例，大于６０岁３２例；男６０例，女２５例；

汉族６０例，壮族２５例。按美国抗癌协会肺癌分期（ＴＮＭ 分

期）标准（１９９７年）分期，Ⅰ～Ⅱ期４８例，Ⅲ～Ⅳ期３７例；病理

分级，Ｇ１～Ｇ２级５８例，Ｇ３级２７例；病理类型（ＷＨＯ，２０００

年），鳞癌２５例，腺癌６０例。２８例患者查见肺门及纵膈淋巴

结转移（Ｎ１～Ｎ２期），５７例患者无任何淋巴结转移（Ｎ０期）；７９

例患者接受了标准的肺叶切除肺癌根治术，６例患者接受了标

准的单侧全肺切除肺癌根治术；患者术后行辅助化疗前的美国

东部肿瘤协协作体能状态评分为：０分２２例，１分６３例。８５

例ＮＳＣＬＣ患者均接受ＮＳＣＬＣ根治术，其中Ⅰｂ期患者１１例，

术后病理检查提示无高危因素故给予观察及定期随访；７４例

患者在ＮＳＣＬＣ根治术后３个月内予以至少２个周期含铂的辅

助化疗。另取其中３４例患者癌旁组织（即癌周围５ｃｍ组织）

作为实验对照。此项研究所涉及内容均向患者充分说明，并与

患者沟通并签署知情同意书，本课题研究已经广西医科大学第

一附属医院伦理委员会同意批准。

１．２　ＲＴＰＣＲ检测　手术采集标本均以－８０℃冰冻保存备

用。整块ＮＳＣＬＣ以及其癌旁组织在手术切除后立即选择部
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分无出血坏死的癌组织及癌旁组织进行切取并保存在液氮罐

中，迅速转移至－８０℃冰箱（海尔公司）保存以备研究使用。

ＮＳＣＬＣ患者癌及癌旁组织中总 ＲＮＡ的提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ法

（试剂来自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）。将总 ＲＮＡ在１％琼脂糖

凝胶上电泳，通过凝胶数字成像系统观察结果。特异性的

２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ３条带清晰可见，其中２８Ｓ亮度为１８Ｓ亮度的２

倍左右，说明总ＲＮＡ未发生降解且适宜行接下来的ｃＤＮＡ逆

转录。采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计所需反应的引物，由上海捷瑞

公司负责合成生产以及寄送。ＥＲＣＣ１基因序列：Ｆｏｒｗａｒｄ５′

ＣＣＣＴＧＧＧＡＡＴＴＴＧＧＣＧＡＣＧＴＡＡ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＴＣ

ＣＡＧＧＴＡＣＣＧＣＣＣＡＧＣＴＴＣＣ３′。βａｃｔｉｎ基因作为内参：

Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＴＣＧＣＧＴＡＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴＧＧ３′；Ｒｅ

ｖｅｒｓｅ５′ＧＣＴＴＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴＣＣＣＡＣＴＴＡ Ａ３′。

进行逆转录的试剂购自美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。Ｔａｋａｒａ公司相

关试剂操作规范推荐的ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）包括：模板１

μＬ，上、下游引物所需各１μＬ，ＴａｋａｒａＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＶｅｒｓｉｏｎ

２．０（ＬｏａｄｉｎｇｄｙｅＭｉｘ）加１２μＬ，去离子水１０μＬ补足至２５

μＬ。按推荐给予预变性９４℃３ｍｉｎ３０ｓ，变性９４℃下４０ｓ，

进而退火５９℃下４０ｓ，７２℃下产物延伸５０ｓ。经过以上３０个

循环后，在７２℃下延伸５ｍｉｎ结束ＰＣＲ反应。将ＰＣＲ所得产

物通过凝胶电泳以及凝胶成像系统进行观察。

１．３　结果观察　配制２％琼脂糖凝胶，在其中滴加１～２滴溴

化乙锭，将检测ＥＲＣＣ１基因的ＰＣＲ产物取约５μＬ均匀上样。

选择１２０Ｖ恒压将凝胶在０．５×Ｔｒｉｓ硼酸缓冲液下电泳约

２５～３０ｍｉｎ，将电泳后的 ＰＣＲ产物放置入 ＢｉｏＲａｄＧｅｌＤｏｃ

２０００凝胶成像系统观察并将特异性基因片段表达进行拍照及

电脑记录。将预实验中ＥＲＣＣ１基因ＰＣＲ扩增产物条带较清

晰的ＰＣＲ产物寄送至北京诺赛基因组研究中心测序，见图１。

回报的测序结果在美国国立生物技术信息中心中ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｂｌａｓｔ工具比对后完全符合其特异性要求。大样本检测的步骤

和ＰＣＲ反应体系同上，在ＤＮＡ分子标记物作参照，内参表达

完全正常前提下，ＥＲＣＣ１基因扩增的ＰＣＲ产物条带与预期片

段大小相符时为阳性表达，否则为阴性表达。

图１　　ＥＲＣＣ１目的基因测序图

１．４　 随访 　８５例 ＮＳＣＬＣ 患者均接受随访。随访始于

ＮＳＣＬＣ确诊后，截止时间为２０１１年６月１日，以电话或来院

复查形式完成随访。８５例ＮＳＣＬＣ患者均有完整的临床、病理

资料及随访资料。无进展生存期是指患者由术后直至肿瘤进

展或患者死亡时间的长短，只要肿瘤进展（包括远处转移），则

达到研究的终点。总生存期是指从手术当天开始至直到因各

种原因导致死亡的时间。随访２．３～４２．６个月，４５例患者因

ＮＳＣＬＣ死亡，中位随访时间为２３．３个月。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理。

ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达情况与ＮＳＣＬＣ患者临床特征之间的关系

选用χ
２ 检验或者犉犻狊犺犲狉确切概率检验。利用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｒｅ

进行患者生存分析，通过ＬｏｇＲａｎｋ检验其差异；多因素生存

分析使用 Ｃｏｘ比例风险模型；以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＥＲＣＣ１基因电泳结果　以ＤＮＡ分子标记物作为相对分

子量标准，无模版添加的ＰＣＲ反应体系作为阴性对照，发现片

段大小为２７３ｂｐ的ＥＲＣＣ１基因特异性目的条带为阳性表达，

反之为阴性表达。８５例ＮＳＣＬＣ患者的癌组织及相关的３４例

癌旁组织中ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达分别为５８．８％、５５．９％，差异

无统计学意义（犘＝０．７６９），见图２。

　　Ｍ：分子标记物；１：βａｃｔｉｎ；２：阳性对照；３：空白对照；４、６：ＮＳＣＬＣ

阳性表达：５、７，ＮＳＣＬＣ阴性表达。

图２　　肺癌组织ＥＲＣＣ１基因ＲＴＰＣＲ琼脂糖电泳图

２．２　ＥＲＣＣ１基因表达和患者临床特点的关系　ＴＮＭ分期以

及淋巴结转移与 ＥＲＣＣ１表达之间存在统计学相关。ＴＮＭ

Ⅲ、Ⅳ期的患者中 ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达率较Ⅰ、Ⅱ期高（犘＝

０．００６）；出现肺门及纵膈淋巴结转移的患者ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表

达高于无淋巴结转移患者（犘＝０．０１０）。但ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ在

性别（犘＝０．１１１）、年龄（犘＝０．７０８）、民族（犘＝０．１９１）、组织类

型（犘＝０．１９１）及病理分级（犘＝０．５９７）中差异无统计学意义。

图３　　ＥＲＣＣ１表达相关的无进展生存期曲线

图４　　ＥＲＣＣ１表达相关的总生存期曲线
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２．３　ＥＲＣＣ１与患者术后生存间的关系　纳入研究的患者其

中位总生存期和中位无进展生存期分别为２７．２个月和２６．５

个月。癌组织中ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ阴性表达的患者相较阳性表

达者拥有更长的无进展生存期（＞４２．６个月狏狊．１５．４个月，

犘＝０．００１）及总生存期（＞４２．６个月 狏狊．２０．９个月，犘＝

０．００１），见图３、４。ＥＲＣＣ１基因的阳性表达无论在单因素

（犘＝０．００１）或多因素（犘＝０．０１８）分析中差异均有统计学意

义，风险比（ＨＲ）为０．０４３，９５％犆犐：０．２１１～０．８６４。

３　讨　　论

我国肺癌发病及死亡的预计和流行趋向研究指出，在中

国，肺癌的发病率呈逐年上升趋势，平均每年增加约１．６３％
［４］。

随着ＮＳＣＬＣ术后辅助化疗药物不断发展，美国国立综合癌症

网络的ＮＳＣＬＣ临床实践指南和日常诊疗过程指出，铂类联合

非铂类药物已成为患者的一线治疗方案［５］。但铂类药物在临

床使用中常会出现较高的毒性不良反应以及耐药现象，使得只

有较少患者才能从各种治疗方案中获得益处。随着近几年个

体化药物及个体化治疗的涌现，在使用铂类相关细胞毒性药物

治疗肺癌的同时，可以选择性地检测一些分子生物标记来评估

和预测临床疗效，并根据不同患者的差异和化疗耐药相关分子

标志物的表达来个体化分配药物治疗方案。

ＥＲＣＣｌ基因位于人类染色体１９ｑ１３．２ｑ１３．３上，全长

５０００ｂｐ，包含１０个外显子，编码一种含２９７个氨基酸的蛋白，

具有４个亚型，分别为２０１、２０２、２０３、２０４，且和ＸＰＦ共同完

成ＤＮＡ单链损伤的５′端剪切，是ＮＥＲ途径的一个限速酶
［６］。

铂类化疗药物主要依靠其形成链内铂类ＤＮＡ加合物和链间

两股ＤＮＡ链的交联造成其细胞毒性。这些加合物在基因组

ＤＮＡ中的去除和链间ＤＮＡ交联的修复以及其重组过程是通

过不同的ＤＮＡ修复通路相关组件来调节的。ＥＲＣＣ１在铂类

药物诱导的加合物相关 ＮＥＲ途径中是一个关键因素
［７］。在

ＮＥＲ途径中，ＥＲＣＣ１／ＸＰＦ切除ＤＮＡ链并移除损伤的结构、

铂类加合物或者紫外线诱导生成的胸腺嘧啶二聚体。有研究

表明在铂类耐药的肺癌 Ａ５４９细胞系中，ＥＲＣＣ１存在高表达

现象［８］，证明在ＮＳＣＬＣ中ＥＲＣＣ１基因的高表达可以抑制铂

类药物的药效。２００２年，Ｌｏｒｄ等
［９］第一次阐述了接受顺铂药

物为基础化疗的５６名晚期患者中，ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ低表达的

患者有着良好的预后。在可手术切除的 ＮＳＣＬＣ患者中，Ｓｉ

ｍｏｎ等
［１０］的研究提示ＥＲＣＣ１的表达水平与手术切除患者的

预后紧密相连（中位总生存时间９４．６狏狊．３５．５个月，犘＝

０．０１０）。即便如此，少量关于ＥＲＣＣ１阳性表达的研究指出，这

类患者可能与更好的预后有关［１１］。但总的来说，经 Ｍｅｔａ分析

总结，无论使用何种检测方法，ＥＲＣＣ１低表达者的患者较高表

达的拥有更好的预后和铂类药物的治疗效果［１２］。类似研究差

异可能与组织固定标准化和染色方法的缺乏，实验者主观评价

标准较难统一，以及实验选材、试剂差异和实验过程的不同有

关。本研究结果显示，ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ在ＴＮＭ Ⅲ、Ⅳ期患者的

表达明显高于在Ⅰ、Ⅱ期的患者（犘＝０．００６），淋巴结发生转移

的患者较没有转移者的表达率要高（犘＝０．０１０），这些与上述

相关研究结果一致［１０１２］。随访结果显示，ＥＲＣＣ１阴性表达的

患者较阳性表达者有着更长的中位无进展生存期（＞４２．６个

月狏狊．１５．４个月）以及总生存期（＞４２．６个月狏狊．２０．９个月），

表明ＥＲＣＣ１基因表达阳性的患者预后相对较差，并且意味着

是一个晚期事件。由于肿瘤组织中３３％ＥＲＣＣ１蛋白阳性表

达的在ｑＲＴＰＣＲ中表现为低表达，相反３２％免疫组织化学阴

性表达的在ｑＲＴＰＣＲ中高表达
［１３］。虽然这也可能是技术误

差或者转录后调控水平差异等因素造成，使得本研究也可能存

在一定的局限性。

总之，ＥＲＣＣ１基因表达阴性的患者在手术后确实获得了

较长的生存时间，虽然有样本来源的区域限制性，但对于广西

壮族自治区内逐渐开展检测ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ指导个体化的化

疗疗效以及提高ＮＳＣＬＣ患者的生存时间是有益的。
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