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CD40 rs1535045 多态性与海南汉族人群肺癌的相关性

唐文军1，闫其星2，王天柱1，林海锋1，薛丽3

(1. 海南医学院第二附属医院肿瘤内科，海口 570311；2. 海南医学院第二附属医院药学部，海口 570311； 
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[摘　要] 目的：探讨CD40 rs1535045多态性与海南汉族人群肺癌的相关性。方法：采用病例对照研究的方

法，收集258例肺癌患者和270例健康对照者的外周静脉血，提取血液基因组DNA，应用等位基因

特异性聚合酶链反应(allele-specif ic PCR，AS-PCR)法和焦磷酸测序法进行基因分型。结果：在非

吸烟女性组中，C等位基因的分布频率高于对照组(P=0.001)，相对于T等位基因，携带C等位基因

的非吸烟女性的肺腺癌发病风险增加(OR=2.58，95% CI 1.50~4.45)；吸烟男性组中，C等位基因的

分布频率高于T等位基因(P=0.043)，携带C等位基因吸烟男性的肺鳞癌发病风险增高(OR=1.93，

95% CI 1.02~3.65)。结论：CD40 rs1535045多态性与肺癌的发生有关，对吸烟男性的肺鳞癌和非吸

烟女性的肺腺癌的发生可能具有预测作用。
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Correlation of the polymorphisms in CD40 rs1535045 with 
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Abstract Objective: To evaluate the association between the polymorphisms in CD40 rs1535045 and lung cancer.  

Methods: We performed a case-control study with 258 patients and 270 controls. Genomic DNA was extracted 

using a blood genome extraction kit. Genotyping was conducted using allele-specific polymerase chain reaction 

(allele-specific PCR, AS-PCR) and pyrosequencing. Results: The frequency of the C allele of rs1535045 was 

significantly higher in non-smoking female patients with lung adenocarcinoma (P=0.001), compared with T 

allele, individuals with C allele had a higher risk for lung adenocarcinoma in non-smoking female (OR=2.58, 

95% CI 1.50–4.45). The frequency of the C allele was also significantly higher in smoking man patients with 

lung squamous cell carcinomas (P=0.043), individuals with C allele had a higher risk with lung squamous cell 

carcinomas (OR=1.93, 95% CI 1.02–3.65). Conclusion: We find that the polymorphisms of CD40 rs1535045 
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肺癌是最常见恶性肿瘤，也是病死率最高的

癌症之一。由于起病隐匿，早期缺乏特异症状，

7 0 % 的 患 者 在 确 诊 时 已 发 生 远 处 转 移 ， 5 年 生 存

率不足15% [1]，而早期发现并治疗的患者5年生存

率为 7 3 % [ 2 ]。因此，积极寻找肺癌早期诊断的方

法是提高生存率的关键。单核苷酸多态性(s i ng l e 
nucleotide polymorphism，SNP)是人类可遗传变异

中最常见的一种，是影响肺癌易感性的关键因素

之一，已成为研究肺癌分子标志物的重要内容和

筛选肺癌高危人群的重要手段。

CD40基因位于20q11-20q13，其编码的CD40是

肿瘤坏死因子受体(tumor necrosis factor receptor，

TNF-R)超家族成员。CD40表达于几乎所有的B细

胞恶性肿瘤和70%以上的实体瘤[3-4]，在抑制肿瘤细

胞凋亡、促进肿瘤细胞分化增殖等方面具有重要作

用[5]。研究[6]显示：CD40在肺癌组织中呈高表达，

并与肺癌的侵袭、转移及预后密切相关。近期国外

有研究[7]认为CD40 rs1535045多态性与肺癌的易感

性可能相关。因此，本研究选择该位点为研究对

象，拟探讨其与海南汉族人群肺癌易感性的关系。

1  材料与方法

1.1  材料

采 用 病 例 对 照 研 究 方 法 ， 共 纳 入 2 5 8 例 肺

癌 患 者 和 2 7 0 例 健 康 对 照 者 。 病 例 组 选 取 从 
2014年6月至2015年7月间在海南医学院第二附属

医院经病理确诊为肺癌的病例。对照组为同时期

入院体检的健康个体，与病例组性别比例一致，

年龄(±5岁)与病例频数匹配。将吸烟≥1支/d，且

持续半年以上定义为吸烟者；患者均进行CE A，

NSE，SCC，CA199，CA125，CA153检测，其中

有一项高于正常参考值者定义为异常。本研究经

过海南医学院第二附属医院伦理委员会的审核通

过，研究对象对本次研究均知情同意并签字。

所有研究对象被抽取3 mL空腹外周静脉血，

3% EDTA溶液抗凝。使用血液基因组DNA提取试

剂盒提取基因组DNA。采用紫外分光光度法鉴定

DNA的含量及纯度。

1.2  方法

采 用 A S - P C R 法 进 行 基 因 分 型 ， 具 体 如 下 ：

反应体系总体积为20 μL，包括：2×TaqMan Master  
10 μL，Primer F 1 μL，Primer R 1 μL，Primer RC/RT  
1 μL，基因组DNA 2 μL (50 ng)，ddH2O 5 μL。反应

条件： 95 ℃预变性10 min，95 ℃变性30 s，59 ℃退

火30 s，72 ℃延伸60 s，进行35个循环，72 ℃终末延

伸10 min。盲法抽取不低于10%的样品重复实验，以

证实其结果准确、可靠。AS-PCR引物和焦磷酸测序

引物如表1所示。

1.3  统计学处理

应用S PA S S  1 8 . 0软件进行分析。组间差异比

较采用 t检验；计数变量比较釆用χ 2检验；以比值

比(odds rat io，OR)及其95%可信区间(conf idence 
inter val，CI)表示相对危险度；采用logistic回归分

析各危险因素与肺癌的关系。所有统计学检验为

双侧检验，检验水准α取0.05。P<0.05为差异有统

计学意义。

were associated with the risk for lung cancer, and the polymorphisms of CD40 rs1535045 may be a predictor for 

lung adenocarcinoma in non-smoking female and squamous cell carcinomas in smoking man.

Keywords CD40; lung cancer; single nucleotide polymorphism; susceptibility; Hainan

表1 CD40基因rs1535045位点的AS-PCR引物和焦磷酸测

序引物

Table 1 Primers and probes used for CD40 rs1535045 

genotyping

引物 序列(5'→3')

AS-PCR

正向引物 CTACTTTAGAGGGCTGTAGATTC

反向引物 ACAAGAAGCCCTCAATAGATA

反向等位基因

特异性引物C

TTACCTCTTTCCAGCTCCG

反向等位基因

特异性引物T

TTACCTCTTTCCAGCTCCA

焦磷酸测序

正向引物 TGAAGCAATGGCTCTTAGGG

反向引物 CCCCTTTACCTCTTTCCAGCT

测序引物 TTACCTCTTTCCAGCTC
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2  结果

2.1  两组基本特征的比较

两组在年龄、性别、家族史方面差异无统计

学意义(P>0.05；表2，3)。

2.2  Hardy-weinberg 平衡检验

两 组 的 C D 4 0  r s 1 5 3 5 0 4 5 位 点 的 各 基 因 型 分

布符合 Ha r d y -We i n b e r g 遗传平衡定律 ( χ 2= 0 . 8 8 ，
P=0.347)，表明该SNP的基因型期望值与观察值吻

合度较高，样本有较好的代表性。

表3 病例组患者的临床资料(n=258)

Table 3 Clinical characteristics of lung cancer patients 

(n=258)

变量 例数(%)

病理类型

腺癌 149 (57.8)

鳞癌 52 (19.2)

小细胞肺癌 47 (18.2)

其他 10 (3.9)

临床分期

I + II 89 (34.5)

III + IV 169 (65.5)

肿瘤标志物

异常 154 (59.7)

正常 104 (40.3)

远处转移

是 85 (32.9)

否 173 (67.1)

表2 病例组和对照组人群的一般资料

Table 2 General information of lung cancer patients and healthy controls

组别 n
性别/[例(%)] 年龄/[例(%)] 吸烟/[例(%)] 家族史/[例(%)]

男 女 ≤61岁 >61岁 是 否 有 无

病例组 258 184 (71.3) 74 (28.7) 124 (48.1) 134 (51.9) 136 (52.7) 122 (47.3) 27 (10.5) 231 (89.5)

对照组 270 193 (71.5) 77 (28.5) 116 (43.0) 154 (57.0) 89 (33.0) 181 (67.0) 18 (6.7) 252 (93.3)

P 0.967 0.239 <0.001 0.118

2.3  两组 rs1535045 的多态性

两组CD40 rs1535045各基因型分布差异有统计

学意义(P=0.013)。肺癌组中C等位基因分布频率也

显著高于对照组(P=0.005；表4)。

2.4 不同病理类型肺癌患者 rs1535045 多态性

腺癌和鳞癌组中C等位基因分布频率与对照组

相比，差异具有统计学意义(P<0.05；表5)。

2.5  rs1535045 多 态 性 与 肺 癌 相 关 性 的 多 元 回 归 

分析

多 元 回 归 分 析 显 示 ： 肺 癌 的 发 生 与 吸 烟

( P < 0 . 0 0 1 ) 、性别 ( P = 0 . 0 2 9 ) 和 r s 1 5 3 5 0 4 5 多态性

(P=0.023，P=0.012)相关(表6)。

2.6  按性别和吸烟状态分层分析小细胞肺癌患者的

rs1505045 多态性

两组小细胞肺癌各基因型分布和等位基因的分

布频率相比差异均无统计学意义(P>0.05；表7)。

2.7  按 性 别 和 吸 烟 状 态 分 层 分 析 肺 腺 癌 患 者 的

rs1505045 多态性

在 非 吸 烟 女 性 组 中 ， C C 基 因 型 和 C 等 位

基 因 的 分 布 频 率 均 显 著 高 于 对 照 组 ( P = 0 . 0 0 2 ，
P=0.001)，携带CC基因型的非吸烟女性肺腺癌发

病风险与TT基因型相比明显升高(OR=4.20，95% 
CI 1.34~13.19)，相对于rs1535045 T等位基因，携

带C等位基因的非吸烟女性肺腺癌发病风险显著增

加(OR=2.58，95% CI 1.50~4.45；表8)。

2.8  按 性 别 和 吸 烟 状 态 分 层 分 析 肺 鳞 癌 患 者 的

rs1505045 多态性

在吸烟男性组中，C等位基因的分布频率明显

高于T等位基因(P=0.043)，提示相对于rs1535045 
T等位基因，携带C等位基因与吸烟男性的肺鳞癌

发病风险明显增高(OR=1.93，95% CI 1.02~3.65；

表9)。
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表4 病例组和对照组人群CD40 rs1535045位点的多态性分布

Table 4 Genotype frequencies of CD40 rs1535045 in patients and controls

组别 n
基因型/[例(%)]

P
等位基因/[例(%)]

P
TT TC CC T C

病例组 258 22 (8.5) 102 (39.5) 134 (51.9) 0.013 146 (28.3) 370 (71.7) 0.005

对照组 270 32 (11.9) 132 (48.9) 106 (39.3) 196 (36.3) 344 (63.7)

表5 3种不同病理类型肺癌患者的CD40 rs1535045位点多态性分布

Table 5 Genotype frequencies of CD40 rs1535045 in 3 major histological types of lung cancer

组别 n
基因型/[例(%)]

P
等位基因/[例(%)]

P
TT TC CC T C

对照组 270 32 (11.9) 132 (48.9) 106 (39.3) 196 (36.3) 344 (63.7)

小细胞肺癌 47 6 (12.8) 13 (27.7) 28 (59.6) 0.019 25 (26.6) 69 (73.4) 0.069

腺癌 149 15 (10.1) 58 (38.9) 76 (51.0) 0.066 88 (29.5) 210 (70.5) 0.048

鳞癌 52 1 (1.9) 25 (48.1) 26 (50.0) 0.066 27 (26.0) 77 (74.0) 0.043

表6 CD40 rs1535045多态性与肺癌相关性的多元回归分析

Table 6 Logistic regression analysis of CD40 rs1535045 and the risk of lung cancer

变量 OR 95% CI P

性别(男) 0.591 0.369~0.947 0.029

年龄(>61岁) 0.810 0.559~1.175 0.267

吸烟(否) 2.980 1.955~4.541 <0.001

CC (TT) 2.047 1.106~3.789 0.023

TC (TT) 1.618 1.113~2.353 0.012

表7 不同性别和吸烟状态小细胞肺癌的CD40 rs1535045位点的多态性分布

Table 7 Genotype frequencies of CD40 rs1535045 and gender and smoking status in small cell lung cancer and controls

变量 n
基因型/[例(%)]

P
等位基因/[例(%)]

P
TT TC CC T C

不吸烟女性 0.707

病例组 4 0 4 (100.0) 0 4 (50.0) 4 (50.0)

对照组 74 14 (18.9) 36 (48.6) 24 (32.4) 64 (43.2) 84 (56.8)

OR (95% CI) 1 0.76 (0.18~3.16), P=0.707

不吸烟男性 0.275

病例组 10 2 (20.0) 0 8 (80.0) 4 (20.0) 16 (80.0)

对照组 107 6 (5.6) 56 (52.3) 45 (42.1) 68 (31.8) 146 (68.2)

OR (95% CI) 1 0.53 (0.09~3.13), 
P=0.481

1 1.86 (0.60~58.7), P=0.275

吸烟男性 0.103 0.095

病例组 33 4 (12.1) 9 (27.3) 20 (60.6) 17 (25.8) 49 (74.2)

对照组 86 12 (14.0) 40 (46.5) 34 (39.5) 64 (37.2) 108 (62.8)

OR (95% CI) 1 0.68 (0.18~2.59), 
P=0.565

1.77 (0.50~6.22), 
P=0.373

1 1.71 (0.91~3.22), P=0.095
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表8 不同性别和吸烟状态肺腺癌的CD40 rs1535045位点的多态性分布

Table 8 Genotype frequencies of CD40 rs1535045 and gender and smoking status in AD and controls

变量 n
基因型/[例(%)]

P
等位基因/[例(%)]

P
TT TC CC T C

不吸烟女性 0.002 0.001

病例组 57 5 (8.8) 16 (28.1) 36 (63.2) 26(22.8) 88 (77.2)

对照组 74 14 (18.9) 36 (48.6) 24 (32.4) 64 (43.2) 84 (56.8)

OR (95% CI) 1 1.24 (0.38~4.05), 
P=0.716

4.20 (1.34~13.19), 
P=0.010

1 2.58 (1.50~4.45), 
P=0.001

不吸烟男性 0.489 0.448

病例组 30 2 (6.7) 12 (40.0) 16 (53.3) 16 (26.7) 44 (73.3)

对照组 107 6 (5.6) 56 (52.3) 45 (42.1) 68 (31.8) 146 (68.2)

OR (95% CI) 1 0.64 (0.12~3.58), 
P=0.612

1.07 (0.20~5.83), 
P=0.941

1 1.28 (0.68~2.43), 
P=0.448

吸烟男性 0.807 0.675

病例组 58 8 (13.8) 30 (51.7) 20(34.5) 46 (39.5) 70 (60.3)

对照组 86 12 (14.0) 40 (46.5) 34 (39.5) 64 (37.2) 108 (62.8)

OR (95% CI) 1 1.23 (0.41~3.10), 
P=0.820

0.88 (0.31~2.53), 
P=0.815

1 0.90 (0.57~1.46), 
P=0.675

表9 不同性别和吸烟状态肺鳞癌的CD40 rs1535045位点的多态性分布

Table 9 Genotype frequencies of CD40 rs1535045 and gender and smoking status in SCC and controls

变量 n
基因型/[例(%)]

P
等位基因/[例(%)]

P
TT TC CC T C

不吸烟女性 0.309

病例组 4 0 2 (50.0) 2 (50.0) 2 (25.0) 6 (75.0)

对照组 74 14 (18.9) 36 (48.6) 24 (32.4) 64 (43.2) 84 (56.8)

OR (95% CI) 1 2.29 (0.45~11.70), 
P=0.309

不吸烟男性 0.770

病例组 13 0 9 (69.2) 4 (30.8) 9 (34.6) 17 (65.4)

对照组 107 6 (5.6) 56 (52.3) 45 (42.1) 68 (31.8) 146 (68.2)

OR (95% CI) 1 0.88 (0.37~2.07), 
P=0.770

吸烟男性 0.113 0.043

病例组 34 1 (2.9) 14 (41.2) 19 (55.9) 16 (23.5) 52 (76.5)

对照组 86 12 (14.0) 40 (46.5) 34 (39.5) 64 (37.2) 108 (62.8)

OR (95% CI) 1 4.20 (0.50~35.30), 
P=0.157

6.71 (0.81~55.64), 
P=0.048

1 1.93 (1.02~3.65), 
P=0.043
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表10 非吸烟女性肺腺癌患者和吸烟男性肺鳞癌患者CD40 rs1535045多态性与临床指标的关系

Table 10 Association of clinical characteristics with CD40 rs1535045 in susceptible patients

组别 n
基因型/[例(%)]

P
等位基因/[例(%)]

P
TT TC CC T C

标志物 0.472

异常 49 2 (4.1) 18 (36.7) 29 (59.2) 22 (22.4) 76 (77.6) 0.828

正常 42 4 (9.5) 12 (28.6) 26 (61.9) 20 (23.8) 64 (76.2)

远处转移 0.171 0.082

有 31 4 (12.9) 11 (35.5) 16 (51.6) 19 (30.6) 43 (69.4)

无 60 2 (3.3) 19 (31.7) 39 (65.0) 23 (19.2) 97 (80.8)

临床分期 0.787 0.497

I + II 41 2 (4.9) 13 (31.7) 26 (63.4) 17 (20.7) 65 (79.3)

III + IV 50 4 (8.0) 17 (34.0) 29 (58.0) 25 (25.0) 75 (75.0)

3  讨论

本研究通过病例对照研究分析了凋亡相关基

因CD40 rs1535045基因多态性与海南汉族人群肺癌

的相关性，发现肺癌组中CC基因型、C等位基因

分布频率均高于对照组，且差异有统计学意义，

提示C等位基因可能是肺癌发病的危险基因。进一

步的分层分析显示：携带C等位基因的非吸烟女性

的肺腺癌发病风险显著增加；携带C等位基因的吸

烟男性的肺鳞癌的发病风险显著增加。

C D 4 0 是 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 ( t u m o r  n e c r o s i s 
factor receptor，TNF-R)超家族成员。人CD40基因

位于染色体20q13，是免疫应答中重要的共刺激分

子，参与调节机体的细胞和体液免疫 [8]。CD40信

号的激活对表达CD40分子的肿瘤细胞具有促增殖

和促凋亡的双重作用。一方面CD40可激活NF-κB
增加抗凋亡蛋白的合成，诱导肿瘤细胞或内皮细

胞分泌 V E G F ，促进内皮细胞增殖和肿瘤血管生 
成 [9-10]；另一方面CD40信号活化后也可上调肿瘤

细胞表面的黏附或共刺激分子提高免疫识别，抑

制细胞生长和促进细胞凋亡，增强机体抗肿瘤免

疫反应 [11-12]。研究 [13]显示：CD40在多种肺癌的细

胞系中呈阳性表达，CD40与其配体CD40L结合可

促进肺癌细胞的增殖。在人肺癌组织中CD40同样

也呈高表达，且CD40的高表达与肺癌的侵袭性正

相关[6]。

CD40rs1535045(g6194C>T)位于CD40基因1号

内含子上，该SNP所在区域富含DNA聚合酶结合位

点，其基因多态性可能影响CD40基因的转录和翻

译及染色质结构[7,14-15]。Zhou等[15]研究认为CD40-1 
C / T位点的基因多态性与肺鳞癌的易感性相关，

男性较女性发病风险更高，并认为在吸烟人群中

该位点基因多态性与肺癌发病的风险更加密切。

Pathak等[7]研究认为：rs1535045多态性与美国白人

女性的非小细胞肺癌的发病相关，C等位基因较T
等位基因的肺癌发病风险更高。与前面两项研究

结果类似，本研究也发现rs1535045多态性与吸烟

男性的肺鳞癌易感性密切相关，C等位基因会增加

吸烟男性的肺鳞癌发病风险。由于吸烟是肺癌发

生最主要的危险因素，吸烟所致的氧化应激和慢

性炎症是肺癌发生发展的重要原因。吸烟对肺鳞

癌和肺腺癌均呈现剂量-反应效应，但对肺鳞癌的

效应要强于肺腺癌[16]。吸烟可激活NF-κB信号转导

通路[17]，促进抗凋亡蛋白的合成以及分泌VEGF，

利于肺癌发生；而CD40与其受体CD40L结合后同

样可激活NF-κB[18]，两者在肺癌的发生过程中可能

具有协同作用。

近年来有关非吸烟女性肺癌遗传学方面的研

究 [19]显示：女性肺腺癌的发生率较男性更高，其

中不吸烟者占多数，然而其危险因素仍不清楚。

2.9  rs1505045 多态性与临床指标的关系

为明确rs1505045的基因多态性与非吸烟女性

肺腺癌患者和吸烟男性肺鳞癌患者各临床指标(肿

瘤标志物、远处转移、临床分期)的关系，依据其

临床特征分为两组，各组间基因型与等位基因分

布频率的差异均无统计学意义(P>0.05，表10)。
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近年来有关非吸烟女性肺癌遗传学方面的研究 [20]

表明：基因多态性与非吸烟女性肺腺癌的发病密

切相关。本研究发现携带rs1535045 CC基因型的

非吸烟女性罹患肺腺癌的风险显著高于其他基因

型，这支持Pathak等 [7]的研究结果。该SNP位于5'
端非翻译区，研究[21-22]显示该区域含等位基因C的

基因型的染色质结构相对不稳定，可影响CD40基

因的表达和细胞毒性T淋巴细胞的激活，削弱机体

抗肿瘤免疫反应，因而有利于肺癌的发生。

综上所述，CD40 rs1535045多态性与海南地区

吸烟的男性鳞癌和非吸烟的女性腺癌的发病可能

有关，因此，对这两类人群进行该位点的多态性

检测将有助于对肺癌的发生风险的预测。
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