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  [摘要] 目的 探讨聚腺苷二磷酸核糖聚合酶1(PARP1)单核苷酸多态性对转移性食管鳞癌(ESCC)患

者化疗反应及生存预后的影响。方法 选择2016年7月至2020年1月该院收治的175例转移性ESCC患者,
给予顺铂联合卡培他滨化疗,首次化疗前采集静脉血5

 

mL用于提取
 

DNA,采用TaqMan探针法鉴别PARP1
基因rs907187C/G、rs8679T/C和rs1136410T/C单核苷酸多态性位点的基因型,研究各多态性与化疗反应率

及总生存期(OS)的关联性。结果 rs907187C/G单核苷酸多态性与转移性ESCC化疗反应密切相关,变异等

位基因G携带者的化疗有效率明显升高(CC
 

22.6%、CG
 

40.7%、GG
 

56.1%,χ2=11.116,P=0.004)。杂合

基因型CG化疗反应率为CC基因型的2.337倍
 

(95%CI:1.068~5.113,χ2=4.516,P=0.034);纯合变异基

因型GG化疗反应率为CC基因型的4.326倍
 

(95%CI:1.771~10.565,χ2=10.334,P=0.001);CG+GG基

因型化疗反应率为CC基因型的2.881倍
 

(95%CI:1.379~6.019,χ2=7.927,P=0.005)。Kaplan-Meier生

存分析显示rs1136410T/C单核苷酸多态性与ESCC患者OS相关,
 

C等位基因携带者中位OS显著延长(TT
 

9.3个月、TC
 

13.2个月、CC
 

15.6个月,χ2=11.846,P=0.003);变异基因型(TC+CC)患者中位OS为13.9
个月,较TT野生型显著延长(χ2=7.787,P=0.005)。COX回归模型分析显示,rs1136410T/C单核苷酸多态

性仍是影响患者OS的独立风险因素(OR=1.717,95%CI:1.208~2.440,χ2=9.088,P=0.003)。rs8679T/
C单核苷酸多态性与上述观察指标之间无关联。结论 PARP1基因rs907187C/G单核苷酸多态性与转移性

ESCC化疗反应性相关,而rs1136410T/C单核苷酸多态性可能是生存时间的评估指标。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

(SNP)
 

of
 

poly
 

(ADP
 

ribose)
 

polymerase
 

1
 

(PARP1)
 

on
 

the
 

chemotherapeutic
 

response
 

and
 

survival
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

metastatic
 

esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(ESCC).Methods A
 

total
 

of
 

175
 

patients
 

with
 

metastatic
 

ES-
CC

 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

July
 

2016
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

selected
 

and
 

given
 

the
 

cisplatin
 

combined
 

with
 

capecitabine
 

chemotherapy.Before
 

the
 

first
 

chemotherapy,5mL
 

of
 

venous
 

blood
 

was
 

drawn
 

for
 

DNA
 

extrac-
tion.The

 

genotypes
 

of
 

rs907187C/G,rs8679T/C
 

and
 

rs1136410T/C
 

polymorphisms
 

in
 

PARP1
 

gene
 

were
 

ana-
lyzed

 

by
 

TaqMan
 

probe
 

method
 

to
 

explore
 

the
 

association
 

of
 

these
 

polymorphisms
 

with
 

chemotherapy
 

re-
sponse

 

rate
 

and
 

overall
 

survival
 

(OS).Results Rs907187C/G
 

SNP
 

was
 

closely
 

correlated
 

to
 

the
 

chemothera-
peutic

 

response
 

in
 

metastatic
 

ESCC.The
 

effective
 

rate
 

of
 

chemotherapy
 

in
 

the
 

G
 

variant
 

carriers
 

was
 

signifi-
cantly

 

increased
 

(CC
 

22.6%,CG
 

40.7%,GG
 

56.1%,χ2=11.116,P=0.004).The
 

chemotherapeutic
 

re-
sponse

 

rate
 

of
 

CG
 

in
 

heterozygous
 

genotype
 

was
 

2.337
 

times
 

of
 

that
 

in
 

CC
 

genotype
  

(95%CI:1.068-5.113,
χ2=4.516,P=0.034),and

 

which
 

of
 

homozygous
 

variant
 

genotype
 

GG
 

was
 

4.326
 

times
 

of
 

CC
 

genotype
 

(95%
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CI:1.771-10.565,χ2=10.334,P=0.001).The
 

chemotherapeutic
 

response
 

rate
 

of
 

CG+GG
 

genotype
 

was
 

2.881
 

times
 

of
 

CC
 

genotype
 

(95%CI:1.379-6.019,χ2=7.927,P=0.005).The
 

Kaplan
 

Meier
 

survival
 

anal-
ysis

 

showed
 

that
 

rs1136410T/C
 

SNP
 

was
 

associated
 

with
 

OS
 

in
 

ESCC
 

patients,and
 

the
 

median
 

OS
 

in
 

the
 

C
 

al-
lele

 

carriers
 

was
 

significantly
 

extended
 

(TT
 

9.3
 

months,TC
 

13.2
 

months,CC
 

15.6
 

months,χ2=11.846,P=
0.003).The

 

median
 

OS
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

variant
 

genotype
 

(TC+CC)
 

was
 

13.9
 

months,which
 

was
 

signifi-
cantly

 

extended
 

compared
 

with
 

that
 

of
 

the
 

TT
 

wild
 

type
 

(χ2=7.787,P=0.005).The
 

Cox
 

regression
 

model
 

analysis
 

showed
 

that
 

rs1136410T/C
 

SNP
 

was
 

still
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

affecting
 

OS
 

(OR=1.717,95%
CI:1.208-2.440,χ2=9.088,P=0.003).There

 

was
 

no
 

statistical
 

correlation
 

between
 

rs8679T/C
 

SNP
 

and
 

the
 

above
 

observation
 

indexes.Conclusion rs907187C/G
 

SNP
 

of
 

PARP1
 

gene
 

is
 

correlated
 

with
 

chemothera-
peutic

 

response
 

of
 

metastatic
 

ESCC,while
 

rs1136410T/C
 

SNP
 

may
 

be
 

an
 

evaluation
 

indicator
 

of
 

survival
 

time.
[Key

 

words] poly(ADP-ribose)polymerase
 

1;polymorphism;esophageal
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cell
 

carcinoma;
chemotherapy;prognosis

  食管癌是第六大常见肿瘤,我国食管癌每年新发

病例约占全球的一半[1]。最常见的病理类型是食管

鳞癌(esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,ESCC),
约占总数的90%。食管癌患者在诊断时多数已处于

中晚期,无手术根治机会,化疗仍是最重要的治疗手

段。然而,约半数以上食管癌患者对化疗并不敏感,
化疗耐药已成为晚期食管癌治疗的瓶颈。

聚腺苷二磷酸核糖聚合酶1[Poly(ADP-ribose)

polymerase
 

1,PARP1]是一种核蛋白,参与多种细胞

功能,包括基因转录调控、染色质重塑及DNA损伤修

复[2]。研究发现,在卵巢癌耐药细胞中PARP1呈高

表达,通过下调PARP1水平,可恢复癌细胞对顺铂

(cisplatin,DDP)的敏感性[3]。此外,
 

PARP1是食管

癌细胞中 miR-223的直接靶基因,PARP1表达减少

的细胞显示对化疗更加敏感[4]。PARP1表达水平还

被证实是卵巢癌[5]和食管癌[6]患者的临床预后指标。
PARP1单核苷酸多态性能改变PARP1的转录

和表达[7],进而影响食管癌[8]的发病风险。但是,目
前其与肿瘤化疗疗效的关系仍不清楚。因此,本研究

旨在评价PARP1基因rs907187C/G、rs8679T/C和

rs1136410T/C单核苷酸多态性对接受 DDP为基础

化疗的转移性ESCC患者的化疗反应及总生存期(o-
verall

 

survival,OS)的影响。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2016年7月至2020年1月本院收治的175
例转移性ESCC患者,其中男97例,女78例,年龄

27~79岁,中位年龄58岁,均为汉族。本研究经医院

伦理委员会审批(2016KJCYY017),受试者均自愿参

加研究并签署知情同意书。纳入标准:(1)经组织病

理学确诊为ESCC;(2)伴有远处脏器或组织转移,无
法手术根治切除;(3)至少有1个可经CT扫描测量评

价的肿瘤病灶;(4)化疗前心电图、血常规、生化电解

质均正常;(5)Karnofsky评分≥70分;(6)预计患者

生存期超过3个月。排除标准:(1)年龄<18岁;(2)

哺乳期或妊娠期妇女;(3)精神病史或存在认知障碍;
(4)属于化疗禁忌证;(5)对研究药物过敏;(6)既往接

受过任何形式的抗肿瘤治疗。
1.2 方法

1.2.1 化疗方案及疗效评价

所有受试者均接受DDP联合卡培他滨(capecit-
abine,CAPE)化疗:DDP(齐鲁制药有限公司)75

 

mg/
m2,加入生理盐水500

 

mL静脉滴注,第1天;CAPE
 

(罗氏制药有限公司)1
 

000
 

mg/m2,第1~14天口服,
停药7

 

d,21
 

d为1个周期。2个周期治疗后行CT扫

描测量肿瘤大小变化,依据RECIST1.1实体瘤评价

标准,近期疗效分为稳定(SD)、进展(PD)、部分缓解

(PR)和完全缓解(CR)。PR、CR属于化疗敏感,而
SD、PD对化疗不敏感。所有受试者至少完成2个周

期的化疗,在治疗过程的任何时间出现PD,则停止当

前方案化疗,更改为二线治疗方案或予 最 佳 支 持

治疗。
1.2.2 随访

本研究使用电话、电子邮件、查阅电子病历系统

等方式随访,截止时间为2020年12月30日。本组

患者随访3~32个月,Reverse
 

Kaplan-Meier法计算

中位随访时间为30.3个月(95%CI:26.56~34.04)。
其中19例受试者失访,失访患者的生存时间按截尾

数据处理。OS:从首次化疗开始至因任何原因引起死

亡的时间(失访患者为最后一次随访时间)。
1.2.3 DNA提取和基因型分析

首次化疗前抽取静脉血5
 

mL,外周血DNA提取

采用DNA快速抽提纯化试剂盒(北京天根生化科技

有限公司),DNA样本置于-20
 

℃冰箱保存。使用

TaqMan探针法对基因型进行鉴别,PCR引物及探针

由上海索宝生物科技有限公司制备,PCR反应预混液

(TaqMan
 

Real-Time
 

PCR
 

Master
 

Mixes)由赛默飞世

尔科技公司制备,PCR在美国ABI
 

7900HT实时荧光

定量PCR仪上进行。PCR体系:DNA样本1.0
 

μL,
3.0

 

μL
 

Mix、上下游引物各0.5
 

μL、TaqMan探针各
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0.5
 

μL、双蒸水4.0
 

μL。PCR循环参数:95
 

℃预变性

3
 

min,95
 

℃变性30
 

s,56
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共38个循环,72
 

℃延伸8
 

min。捕获荧光信号后,
经SDS软件分析得出基因型结果。rs907187:上游引

物5'-TCGAATGTGCACTCAGTGATC-3',下 游 引 物

5'-AGTATATGACGCATCGTCTGT-3',探 针:FAM-
TACAGTGCTCACGCCATGGACA-MGB,HEX-TACT

 

GCTCTACTAGCTTCGAT-MGB;rs8679:上游引物5'-
AGTTAGCTGTCTAATGTGTC-3',下游引物5'-CTA

 

GTGGAGACTACGACGTC-3',探 针:FAM-TCACG-
CATCTAGCTAAGTATC-MGB,HEX-TACATCGGCT

 

GATGATCTACAT-MGB;rs1136410:上游引物5'-AT-
GAGTCGCTTCGACTAGTGTCT-3',下 游 引 物 5'-
ATCCTACTCATGCTAACGTACA-3',探 针:FAM-
CATGCTACTACATAGATGCTC -MGB,HEX-ATACT

 

GAGTAGCAGTGTTACT-MGB。

1.3 统计学处理

采用SPSS23.0统计软件进行分析。拟合优度卡

方检验 Hardy-Weinberg平衡。卡方检验分析临床特

征与化疗反应的关系;logistic回归分析基因型对化疗

反应的影响,计算OR 及95%CI,并经性别、年龄、分
化等因素调整;Kaplan-Meier法绘制生存曲线;基因

型与OS的关系分别用Log-rank检验和Cox回归模

型进行单因素和多因素分析。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 临床特征对化疗反应的影响

175例转移性ESCC患者2例(1.1%)CR,66例

(37.7%)PR,51例(29.1%)SD,56例(32.0%)PD,
总化疗有效率(CR+PR)为38.8%。患者年龄、性
别、饮酒史、吸烟史、肿瘤分化程度、食管癌原发部位

与化疗反应无关联(P>0.05),见表1。

2.2 单核苷酸多态性位点基因型分布

3个单核苷酸多态性位点在175例受试者中均能

被明确基因分型。rs907187C/G单核苷酸多态性位

点的CC、CG、GG基因型分别为53例(30.3%)、81例

(46.3%)和41例(23.4%),rs8679T/C单核苷酸多

态性 位 点 的 TT、TC、CC 基 因 型 分 别 为 51 例

(29.1%)、77 例 (44.0%)和 47 例 (26.8%),

rs1136410T/C单核苷酸多态性位点的 TT、TC、CC
基因型分别为57例(32.6%)、79例(45.1%)和39例

(22.3%)。以上3个单核苷酸多态性位点基因型分布

符合群体遗传学Hardy-Weinberg平衡(P>0.05)。
2.3 单核苷酸多态性位点基因型与化疗敏感性的

关系

rs8679T/C、rs1136410T/C单核苷酸多态性与化

疗反应无关(P>0.05)。rs907187C/G单核苷酸多态

性与化疗反应明显相关,CC、CG、GG基因型化疗有

效率分别为12/53(22.6%)、33/81(40.7%)和23/41
(56.1%),差 异 有 统 计 学 意 义(χ2=11.116,P=
0.004)。CG杂合基因型化疗反应率为CC基因型的

2.337倍(95%CI:1.068~5.113,χ2=4.516,P=
0.034);GG纯合突变基因型化疗反应率为CC基因

型的 4.326 倍
 

(95%CI:1.771~10.565,χ2 =
10.334,P=0.001);CG+GG基因型化疗反应率为

CC基因型的2.881倍(95%CI:1.379~6.019,χ2=
7.927,P=0.005)。此外,

 

GG基因型化疗反应率明

显 高 于 CG+CC 基 因 型 (OR =2.514,95%CI:

1.229~5.142,χ2=6.375,P=0.012),见表2。
表1  175例ESCC患者临床特征与化疗

   反应的关系[n(%)]

变量 n CR+PR SD+PD χ2 P

性别

 男 97 41(42.3) 56(57.7) 1.066 0.302

 女 78 27(34.6) 51(65.4)

年龄(岁)

 ≤60 91 40(44.0) 51(56.0) 2.075 0.150

 >60 84 28(33.3) 56(66.7)

饮酒史

 有 95 42(44.2) 53(55.8) 2.507 0.113

 无 80 26(32.5) 54(67.5)

吸烟史

 有 83 38(45.8) 45(54.2) 3.188 0.074

 无 92 30(32.6) 62(67.4)

食管癌原发部位

 上段 21 7(33.3) 14(66.7) 4.999 0.082

 中段 59 17(28.8) 42(71.2)

 下段 95 44(46.3) 51(53.7)

肿瘤分化程度

 高分化 25 8(32.0) 17(68.0) 0.582 0.748

 中分化 73 29(39.7) 44(60.3)

 低分化 77 31(40.2) 46(59.7)

2.4 单核苷酸多态性位点基因型与患者OS的关系

175例受试者总体中位 OS为12.5个月(95%
CI:10.912~14.088)。rs8679T/C单核苷酸多态性

位点 的 TT、TC、CC 基 因 型 患 者 中 位 OS分 别 为

11.6、12.0、14.2个 月(χ2=0.955,P =0.620);
 

rs907187C/G单核苷酸多态性位点的CC、CG、GG基

因型患者中位OS分别为10.7、12.8、13.9个月(χ2=
0.420,P=0.811)。

rs1136410T/C单核苷酸多态性与患者 OS显著
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相关,随着等位基因C数目的增加,患者中位 OS逐

步延长,TT、TC、CC基因型分别为9.3、13.2、15.6个

月(χ2=11.846,P=0.003);TC+CC基因型携带者

中位OS为13.9个月,较TT明显延长(χ2=7.787,
P=0.005),见图1。

使用Cox模型进行多因素分析(纳入年龄、吸烟

史、饮酒史、分化程度、肿瘤部位及单核苷酸多态性),
结果显示rs1136410T/C单核苷酸多态性仍是影响

ESCC患者 OS的独立预后因素(OR=1.717,95%
CI:1.208~2.440,χ2=9.088,P=0.003)。

表2  rs907187C/G、rs8679T/C和rs1136410T/C单核苷酸多态性位点基因型分布及与化疗反应的关系

项目 CR+PR[n(%)] SD+PD[n(%)] OR(95%CI)* χ2 P

rs907187

 CC
 

53 12(22.6) 41(77.4) 1

 CG
 

18 33(40.7) 48(59.2) 2.337(1.068~5.113) 4.516 0.034

 GG
 

41 23(56.1) 18(43.9) 4.326(1.771~10.565) 10.334 0.001

 CG+GG
 

122 56(45.9) 66(54.1) 2.881(1.379~6.019) 7.927 0.005

 CG+CC
 

134 45(33.6) 89(66.4) 1

 GG 23(56.1) 18(43.9) 2.514(1.229~5.142) 6.375 0.012

rs8679

 TT
 

51 17(33.3) 34(66.7) 1

 TC
 

77 31(40.2) 46(59.7) 1.328(0.631~2.792) 0.558 0.455

 CC
 

47 20(42.6) 27(57.4) 1.460(0.640~3.329) 0.810 0.368

 TC+CC
 

124 51(41.1) 73(58.9) 1.377(0.693~2.736) 0.833 0.362

 TC+TT
 

128 48(37.5) 80(62.5) 1

 CC 20(42.6) 27(57.4) 1.228(0.620~2.433) 0.348 0.555

rs1136410

 TT
 

57 19(33.3) 38(66.7) 1

 TC
 

79 30(38.0) 49(62.0) 1.221(0.596~2.500) 0.297 0.586

 CC
 

39 19(48.7) 20(51.3) 1.887(0.815~4.366) 2.199 0.138

 TC+CC
 

118 49(41.5) 69(58.5) 1.414(0.728~2.747) 1.045 0.307

 TC+TT
 

136 49(36.0) 87(64.0) 1

 CC 19(48.7) 20(51.3) 1.678(0.815~3.456) 1.972 0.160

  *:logistic回归计算OR及(95%CI),并经性别、年龄、吸烟、饮酒、分化程度、肿瘤原发部位校正。

图1  PARP1基因rs1136410多态性位点不同基因型ESCC患者OS曲线对比

3 讨  论

  DDP是治疗晚期ESCC最常用的化疗药物之一,
常与紫杉烷或氟尿嘧啶类药物组成联合方案。然而,
晚期ESCC对化疗反应存在明显异质性,半数以上患

者对化疗耐药,导致预后不良。DDP进入细胞后作用

靶点是DNA,可形成铂-DNA加合物,导致DNA链

交叉连接,阻断 DNA复制和转录、促进凋亡[9]。此

外,研究已证实DNA修复能力增强是DDP耐药的主
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要原因[10]。PARP1是众所周知的 DNA修复蛋白,
在碱基切除修复通路中发挥重要作用[2]。研究显示,

PARP1表达减少使食管癌细胞对化疗的敏感性增

强[4]。同时,PARP1表达变化还能影响食管癌患者

的生存预后[6]。所以,笔者猜测PARP1基因单核苷

酸多态性可能与转移性ESCC患者DDP化疗反应及

OS相关。

rs907187C/G单核苷酸多态性位于PARP1基因

启动子区,含有E2F1转录因子的结合位点。荧光素

酶报告显示,rs907187多态性位点的 G等位基因与

E2F1结合亲和力低,导致启动子活性下降,并降低神

经母细胞瘤细胞株PARP1-mRNA的表达水平
 

(P=
0.003);基因型组织表达分析也发现G等位基因与较

低的PARP1蛋白表达相关(P<0.001)[7]。研究显

示,在伊朗人群中,rs907187多态性位点的CC及GG
基因型携带者发生乳腺癌的风险显著增高[11]。此前,

AVITABLIE等[7]对意大利神经母细胞瘤患者进行

研究,发现rs907187多态性位点的G变异等位基因

携带者拥有更好的化疗反应(P=0.02)。本研究也发

现了类似的结果,随着rs907187多态性位点的G等

位基因数目的增加,ESCC患者化疗有效率逐步升高

(CC
 

22.6%、CG
 

40.7%、GG
 

56.1%,P=0.004);
CG+GG基因型化疗反应率为CC基因型的2.881倍

 

(95%CI:1.379~6.019,P=0.005)。根据此前的基

因功能学研究[7],笔者推测rs907187多态性位点变异

等位基因G通过影响与E2F1转录因子的结合,下调

PARP1的转录、表达水平,减弱了DNA修复能力,使
得癌细胞无法修复DDP诱导的DNA损伤,这可能是

G等位基因携带者对DDP化疗更加敏感的原因。当

然,这种推断仍需更多的单核苷酸多态性功能学研究

来证实。

rs8679T/C单核苷酸多态性位于 PARP1基因

3'-UTR,能影响 microRNA与 mRNA的结合,进而

调控PARP1基因的表达,最终影响结直肠癌的发病

风险[12]。然而,最近的研究并未发现该多态性与食管

癌发病易感性存在明显关联[8]。此外,ZHAO等[13]

对卵巢癌患者进行研究,也未发现rs8679T/C单核苷

酸多态性与铂类化疗敏感性相关。同样,本研究也未

发现rs8679T/C单核苷酸多态性与ESCC患者化疗

反应 及 OS 之 间 存 在 关 联 (P >0.05)。当 前,

rs8679T/C与肿瘤化疗疗效之间的研究较少,二者间

的真实关系尚不清楚,需开展更多的研究深入探讨。

rs1136410T/C单核苷酸多态性属于非同义多态

性,碱基T变异为C后导致编码的762位氨基酸残基

由缬氨酸(Val)替换为丙氨酸(Ala)
 

,导致蛋白结构改

变,进而影响 PARP1蛋白酶的功能[8]。研究显示

rs1136410T/C单核苷酸多态性与卵巢癌化疗反应相

关,
 

CC基因型患者对铂类化疗敏感,耐药风险显著下

降(P=0.001)[13]。另外,在一项食管小细胞癌的研

究中,发现rs1136410多态性位点变异基因型 TC+
CC携带者的中位OS较野生纯合基因型TT患者明

显延长,分别为17.4个月和14.8个月(P=0.032)
 

[14]。这 与 本 研 究 结 果 一 致,本 研 究 首 次 发 现

rs1136410T/C单核苷酸多态性与转移性ESCC患者

OS相关,变异等位基因C携带者中位 OS明显延长

(P=0.003);至少携带一个C等位基因的患者TC+
CC中位 OS为13.9个月,较 TT 明显延长(P=
0.005)。然而,在接受DDP同步放化疗的宫颈癌患

者中,rs1136410多态性位点变异等位基因C与围绝

经期 和 绝 经 后 妇 女 的 OS 缩 短 显 著 相 关 (P=
0.008)[15]。这与本研究结论并不一致,考虑种族、性
别组成、瘤种、肿瘤分期、治疗方案的不同导致研究结

果存在差异。
综上所述,本研究发现PARP1单核苷酸多态性

能影响转移性ESCC患者的化疗敏感性及生存预后,

rs907187多态性位点G等位基因预示更好的化疗反

应,而rs1136410多态性位点C等位基因与 OS延长

相关,本研究结果可能对预测转移性ESCC患者化疗

反应及预后有一定的作用。
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