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  摘 要:目的 研究自噬相关基因ATG4A
 

rs807185位点单核苷酸多态性与重庆地区人群肺癌风险的相

关性。方法 收集225例癌症患者(病例组)和257例健康对照者(对照组)的血液标本及相关病历资料,采用聚合

酶链式反应-限制性片段长度多态性分析方法对自噬相关基因ATG4A的rs807185位点进行基因分型,比较病例

组和对照组的基因型差异;按照性别、年龄、吸烟史、饮酒史及肺癌病理分型等因素进行分层分析。结果 对照组

rs807185位点的突变A等位基因频率高于病例组(37.7%
 

vs.24.9%,P=0.006),校正优势比为1.989(95%
置信区间:1.223~3.236)。与野生T等位基因相比,ATG4A基因rs807185位点的突变A等位基因与肺癌风

险降低相关(校正优势比=0.605,95%置信区间:0.456~0.803,P<0.001)。分层分析表明,在不同年龄、吸

烟、饮酒及病理型别中,rs807185位点的纯合突变基因型(AA)均可降低肺癌的患病风险。结论 在重庆地区

人群中,ATG4A基因rs807185突变体与肺癌风险的降低显著相关,表明ATG4A基因rs807185
 

AA突变可能

是肺癌的保护因子。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

correlation
 

between
 

of
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism(SNP)
 

of
 

auto-
phagy-related

 

gene
 

4A
 

(ATG4A)
 

at
 

rs807185
 

locus
 

and
 

lung
 

cancer
 

risk
 

among
 

the
 

population
 

of
 

Chongqing
 

area.Methods The
 

blood
 

samples
 

and
 

related
 

medical
 

records
 

from
 

225
 

cases
 

of
 

lung
 

cancer
 

(case
 

group)
 

and
 

257
 

healthy
 

controls
 

(control
 

group)
 

were
 

collected.The
 

genotyping
 

of
 

ATG4A
 

at
 

rs807185
 

locus
 

was
 

per-
formed

 

by
 

adopting
 

the
 

PCR-restriction
 

fragment
 

length
 

polymorphism
 

analysis.The
 

genotype
 

differences
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

case
 

group
 

and
 

control
 

group;the
 

stratified
 

analysis
 

was
 

carried
 

out
 

based
 

on
 

the
 

sex,age,smoking
 

history,drinking
 

history
 

and
 

lung
 

cancer
 

pathological
 

classification.Results The
 

mutant
 

A
 

allele
 

frequency
 

of
 

rs807185
 

locus
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

case
 

group
 

(37.7%
 

vs.
24.9%,P=0.006),the

 

adjusted
 

odds
 

ratio(OR)
 

was
 

1.989
 

[95%
 

confidence
 

interval(CI):1.223-3.236].
Compared

 

with
 

the
 

wild
 

T
 

allele,the
 

mutant
 

A
 

allele
 

at
 

rs807185
 

locus
 

of
 

ATG4A
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

de-
creased

 

of
 

lung
 

cancer
 

risk
 

(adjusted
 

OR=0.605,95%CI:0.456-0.803,P<0.001).The
 

stratified
 

analysis
 

showed
 

that
 

in
 

different
 

ages,smoking,drinking
 

and
 

pathologic
 

types,homozygous
 

mutant
 

genotype
 

AA
 

at
 

rs807185
 

locus
 

could
 

decrease
 

the
 

risk
 

suffering
 

from
 

lung
 

cancer.Conclusion The
 

mutant
 

of
 

rs807185
 

in
 

ATG4A
 

is
 

closely
 

correlated
 

with
 

the
 

decrease
 

of
 

lung
 

cancer
 

risk
 

among
 

the
 

population
 

in
 

Chongqing
 

area.
The

 

AA
 

mutation
 

of
 

ATG4A
 

at
 

rs807185
 

might
 

be
 

a
 

protective
 

factor
 

for
 

lung
 

cancer.
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  肺癌是中国癌症人群死亡的主要原因,其致病因

素包括重金属中毒、吸烟、遗传和其他环境因素。越

来越多的证据表明,遗传多态性与肺癌 的 易 感 性

有关[1]。

·044· 检验医学与临床2020年2月第17卷第4期 Lab
 

Med
 

Clin,February
 

2020,Vol.17,No.4

* 基金项目:重庆市渝中区科技计划项目(20150144)
 

。

  作者简介:陈姝,女,技师,主要从事临床检验方面的研究。
  

 △ 通信作者,E-mail:zengzhen9163@163.com。



细胞自噬是一个高度保守的过程,对维持细胞内

环境平衡至关重要,与人类许多疾病相关。自噬相关

基因(ATGs)是调节自噬通路的基因,迄今已发现超

过30种ATGs。ATG4基因编码的蛋白酶在解偶联

复合物ATG8-PE和促进自噬体成熟方面有着重要的

作用[2]。据报道,ATG4A是乳腺癌细胞致瘤性所必

需[3],对卵巢癌的预后判断也有重要意义[4]。然而,
ATG4A在肺癌的作用仍不清楚。本文拟通过病例对

照研究,探讨ATG4A基因单核苷酸多态性(SNP)和
肺癌风险的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2012年10月至2013年9月在

重庆医科大学附属第二医院就诊的225例肺癌患者

作为 病 例 组,其 中 男180例,女45例;平 均 年 龄

(62.8±9.6)岁;36例患者接受过手术切除,189例患

者接受过纤维支气管镜活检,这些患者均按照临床标

准、放射学和组织病理学报告确诊为肺癌;腺癌81
例,鳞状细胞癌89例,小细胞肺癌22例,其他非鳞状

细胞癌33例。对照组选择重庆医科大学附属第二医

院体检中心同时段内的健康体检者,共257例,其中

男203例、女54例,平均年龄(61.7±8.5)岁,性别与

年龄分布与病例组相仿,排除恶性肿瘤患者或有任何

其他严重慢性疾病病史者。所有受试对象均自愿参

与本研究,并签署了知情同意书。本研究经重庆医科

大学附属第二医院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 DNA提取 每例受试者抽取2
 

mL静脉血,
采用乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)抗凝,离心后将上

层血浆与下层中上部分血细胞分装,-80
 

℃冰箱保

存。用天根血液基因组DNA提取试剂盒提取外周血

基因组DNA,即蛋白酶 K消化-饱和氯化钠盐析法。
并采用紫外分光光度仪测量提取出的DNA浓度及

260
 

nm处吸光度(A值)与 A280 比值,若DNA
 

A260/
A280 比值在1.7~2.0则为标本纯度合格,低于1.8
则考虑可能为蛋白污染,高于2.0可能存在RNA污

染,不合格标本须重新抽提DNA。合格标本稀释至

工作浓度后存于-80
 

℃冰箱备用。
1.2.2 聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性

(PCR-RFLP) 采用PCR-RFLP进行基因组分型[5]。
PCR 扩 增 引 物 为 5'-GAGCAGTGCTGTCCAG-
TAGAA-3'和5'-GGGGGAAATGATCTCTCTCTG-
3',扩增产物为222

 

bp。该片段含有 Alu
 

Ⅰ酶切位

点,取产物4
 

μL,采用限制性内切酶AluⅠ(酶切序列

为5'-AGCT-3')针对rs807185位点进行酶切,在 A
等位基因存在情况下,产物可被消化成88

 

bp和134
 

bp,而具有T等位基因的产物不能被消化。为进一步

确认基因型,选择对照组和病例组中不同基因型别的

PCR扩增产物送至上海生工公司测序,分析测序结果

并与酶切分型结果进行比对,以确认酶切分型结果准

确性。
1.3 统计学处理 使用SPSS16.0软件进行分析。
计量资料若为正态分布,用x±s表示。计数资料用

频数、百分率表示,采用χ2 检验分析计数资料组间的

差异。t检验用于比较病例组和对照组之间的年龄差

异。校正年龄、性别、吸烟史、饮酒状况、肿瘤家族史、
肺癌的组织病理学分型和转移程度后,采用非条件

Logistic回归分析计算优势比(OR)和95%置信区间

(95%CI)。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 病例组和对照组的临床特征 如表1所示,病
例组男女比为80∶20,对照组男女比为79∶21,两组

之间在性别上差异无统计学意义(P=0.822);纳入研

究的两组研究对象均以年龄超过55岁的人群为主,
约占80%,两组之间年龄差异无统计学意义(P=
0.169)。病例组中吸烟者的比例较对照组高,分别为

70.2%和41.2%,差异有统计学意义(P<0.001)。
病例组中有肿瘤家族史的比例较对照组高,分别为

13.3%和7.0%。
表1  病例组与对照组肺癌的临床特征

变量 病例组 对照组 P
n 225 257
年龄(x±s,岁) 62.8±9.6 61.7±8.5 0.169
 ≤55岁[n(%)] 44(19.6) 55(21.4)

 >55~65岁[n(%)] 96(42.7) 131(51.0) 0.056
 >65岁[n(%)] 85(37.8) 71(27.7)
性别[n(%)] 0.822
 男 180(80.0) 203(79.0)

 女 45(20.0) 54(21.0)
吸烟史[n(%)] <0.001
 非吸烟者 67(29.8) 151(58.8)

 烟龄<20年 14(6.2) 62(24.1)

 烟龄20~40年 49(21.8) 36(14.0)

 烟龄>40年 95(42.2) 8(3.1) 0.613
饮酒状况[n(%)]

 有 113(50.2) 135(52.5)

 无 112(49.8) 122(47.5)
肺癌家族史[n(%)]

 无 195(86.7) 239(93.0) 0.031
 有 30(13.3) 18(7.0)
组织类型[n(%)]

 鳞状细胞癌 81(36.0)

 腺癌 89(39.5)

 小细胞肺癌 22(9.8)

 其他非鳞状细胞癌 33(14.7)
临床分期[n(%)]

 局限期a 93(41.3)

 扩散期b 132(58.7)

  注:a小细胞肺癌和Ⅰ~ⅢB期非鳞状细胞癌;b 小细胞肺癌和Ⅳ
期非鳞状细胞癌。

2.2 ATG4A
 

rs807185多态性与肺癌的相关性

2.2.1 ATG4A
 

rs807185位点的基因型分析及测序

结果 纯合突变基因型(AA)PCR产物可被切割为

88
 

bp和134
 

bp两个片段,野生基因型(TT)不能被切
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开,仍然为222
 

bp的一个片段,而杂合突变基因型

(AT)则被部分切开,出现88、134
 

bp和222
 

bp
 

3个

片段(图1)。测序结果证实了PCR-RFLP分析结果

的正确性。
2.2.2 ATG4A基因多态性分析 对照组中突变等

位基因 A的频率高于病例组中的频率(37.7%
 

vs.
24.9%,P=0.006),校正 OR 为1.989(95%CI:
1.223~3.236)。与TT基因型相比,AA基因型携带

者患肺癌的风险显著降低(校正 OR=0.317,95%
CI:0.174~0.575,P<0.001),而在AT基因型的携

带者中未发现显著关联。此外,SNP位点rs807185
 

多态 性 在 隐 性 模 型(校 正 OR =0.315,95%CI:
0.178~0.556,P<0.001)和加性模型(校正OR=
1.612,95%CI:1.228~2.115,P=0.001)中均显示

与肺癌风险显著相关。非条件Logistic回归分析表

明rs807185的等位基因与肺癌风险降低相关(校正

OR=0.605,95%CI:0.456~0.803,P<0.001)。见

表2。

  注:A图为PCR-RFLP产物分析,泳道1、5、6、7、9、10、14和15显

示TT基因型(222
 

bp),泳道2、8、11、12和13显示AA基因型(134
 

bp
和88

 

bp),泳道3和4显示AT基因型(222、134、88
 

bp)。B图中不同

基因型的部分序列显示在该色谱图和等位基因上,rs807185标有箭头,
每个波代表色谱图中的一种核苷酸(A,T,G或C),TT和 AA具有一

个波,然而,AT具有两个波,其中一个(较高波)代表T,另一个代表A。

图1  采用PCR-RFLP和DNA测序对

SNP
 

rs807185进行基因分型
 

表2  病例组和对照组中ATG4A内含子SNP
 

rs807185与肺癌风险的关联

SNP 基因型
病例组

n %

对照组

n %
原始P

原始OR
(95%

 

CI)
校正P

校正ORa

(95%
 

CI)

ATG4A
 

rs807185 225 257
TT 169 75.1 160 62.3 1 1
AA 31 13.8 78 30.3 <0.001 0.376(0.235~0.601) <0.001 0.317(0.174~0.575)

AT 25 11.1 19 7.4 0.497 1.246(0.669~2.350) 0.431 1.367(0.628~2.975)
显性模型 任意A

 

vs.TT 56 24.9 97 37.7 0.003 1.830(1.234~2.712) 0.006 1.989(1.223~3.236)
隐性模型 任意T

 

vs.AA 194 86.2 179 69.6 <0.001 0.367(0.231~0.583) <0.001 0.315(0.178~0.556)
加性模型 AA

 

vs.AT
 

vs.TT 31/25/169  78/9/16  <0.001 1.54(1.235~1.936) 0.001 1.612(1.228~2.115)
等位基因 A

 

vs.T 87/363  175/339  <0.001 0.64(0.517~0.810) <0.001 0.605(0.456~0.803)

  注:a校正后的非条件Logistic回归模型,校正因素包括年龄、性别、吸烟史、饮酒状况、肿瘤家族史以及肺癌组织病理学分型和转移程度。

  注:ATG4A
 

SNP基因型与隐性模型不同亚组间肺癌风险的分层

分析,不同亚组具有不同的校正后的年龄、性别、吸烟史、饮酒状况、肿
瘤家族史,肺癌的组织病理学分型和转移程度。

 

*表示重要的 OR。

AC为腺癌;NSCLC为非鳞状细胞癌;SCC为鳞状细胞癌;SCLC为小

细胞肺癌。

图2  分层组中rs807185的校正优势比(OR)森林图

2.3 分层分析 为了排除其他因素对结果的影响,
本研究进一步进行了分层分析以评估rs807185的

AA基因型对隐性模型中不同亚组肺癌风险的影响,
结果如图2。在分别调整年龄、性别、吸烟史、饮酒状

况、肿瘤家族史、肺癌组织病理学分类和转移程度后,

rs807185位点的AA基因型与不同亚组肺癌发病风

险的降低存在相关性,但在本研究的女性中没有观察

到相关性。
3 讨  论

  目前,自噬机制在癌症发生和发展中的作用尚未

明确,部分研究者认为在不同的肿瘤类型和微环境中

可能有着不同的作用。有报道认为在肺癌中自噬可

能发挥抑制肿瘤的作用[6]。然而,一些研究仍支持自

噬能够提高癌细胞存活率的观点[7]。自噬相关基因

ATG4的表达增加与肿瘤发展和抑制以及癌症治疗

抗性相关。因此,相关研究认为这些蛋白质可能在癌

症治疗中发挥潜在或新靶点的作用[8]。至今,已经在

哺乳动物中鉴定出4种自噬相关基因 ATG4亚型

(A~D)。ATG4B在结直肠癌细胞中的表达明显增

加,ATG4B的抑制可降低自噬活性,从而使癌细胞对

治疗剂敏感[9]。ATG4C与营养应激条件下自噬的减

少相关,并最终导致对纤维肉瘤的易感性增加[10]。
ATG4C过表达可阻止由共济失调-毛细血管扩张症

突变基因(ATM)下调引起的乳腺癌干细胞微球体缺

陷的发生[11]。ATG4D可作为结直肠癌发生中的癌
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抑制因子,有研究发现结直肠癌细胞中ATG4D的表

达水平较癌旁组织明显下调[12]。WOLF等[3]曾报道

过乳腺癌与自噬调节因子ATG4A之间的相关性。但

ATG4A在自噬和致瘤性中的具体作用仍有待研究。
以往研究报道ATG4A自噬基因突变(rs5973822)与克

罗恩病中的肉芽肿有关(OR=4.13,95%CI:0.97~
17.63,P=0.03),但在比利时和以色列患者的病例对

照研 究 中 却 未 发 现 rs807185 位 点 的 差 异[13]。
ATG4A

 

SNP的相互作用可能影响中国西南地区人

群的HPV感染,由此 ATG4A可能是宫颈癌的致病

因子[14]。本研究结果表明,在 AA基因型或 A等位

基 因 的 携 带 者 中,肺 癌 发 展 的 风 险 显 著 降 低。
rs807185位点位于Xq22.1染色体ATG4A基因的内

含子区上。有研究表明,内含子多态性处于连锁不平

衡状态,具有一些功能多态性或一些与癌症或其他疾

病风险相关的遗传转录[15]。因此,自噬相关基因

ATG4A
 

rs807185位点的突变,等位基因A或AA基

因型可能对某些功能多态性或与肺癌患病风险相关

的一些遗传转录产生影响。rs807185位点突变体可

能调节ATG4A的表达水平,也可能影响其他一些蛋

白质的表达与功能,并反过来影响自噬机制。究竟该

位点如何发挥作用从而降低肺癌患病风险的具体机

制尚不清楚,还需更多研究来阐明此现象。并且由于

本研究是自噬相关基因 ATG4A
 

rs807185位点与肺

癌易感性关联的初步研究,虽然发现了此现象,但样

本量不够大,因此其结果仍需进一步扩大样本深入

研究。
癌症与基因多态性的相关性研究日益受到重视,

并且自噬也成为近年来癌症研究中的热点。但是目

前,自噬通路中的自噬相关基因ATG4A
  

rs807185位

点与癌症易感性的相关研究仍较少。本文就自噬相

关基因ATG4A
 

rs807185位点SNP与重庆地区人群

肺癌风险的相关性进行研究,结果显示,在重庆地区

人群中,rs807185位点SNP与肺癌易感性降低存在

相关性。因此笔者认为rs807185位点突变可能是肺

癌的保护因子,其具体机制有待进一步研究。
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