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中国汉族人群NLRP3基因多态性与

结肠癌的相关性研究
任晓军*  赵  铭  段  峰  王晓峰  张  燕  宋哲伟

(上海市闵行区吴泾医院外科, 上海 200241)

摘要      该实验研究NLRP3基因多态性与中国汉族人群结肠癌之间的相关性。采用TaqMan检
测法对中国汉族人群208例结肠癌患者和203名正常对照NLRP3的3个位点(rs4925648、rs10754558、
rs10925019)进行关联分析, 并使用SPSS软件进行单核苷酸多态性分析, 比较病例组和对照组等位

基因频率、基因型频率及单倍型的差异。结果发现, NLRP3上三个位点基因频率、基因型频率两

组间差异不明显(P>0.05)。rs4925648与rs10925019的LD分析其D’值较大(D’=0.798)。但进一步对

两位点的单倍型分析发现其各种组合均无统计学差异。该研究结果提示, NLRP3基因的三个位点

与中国汉族人群结肠癌的发生相关性无统计学意义。
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Association between NLRP3 Gene Polymorphism and Colorectal 
Cancer from Chinese Han Population

Ren Xiaojun*, Zhao Ming, Duan Feng, Wang Xiaofeng, Zhang Yan, Song Zhewei
(Department of Surgery, Wujing Hospital of Minhang District of Shanghai, Shanghai 200241, China)

Abstract       The aim was to evaluate the relationship between NLRP3 gene and colorectal cancer (CRC). The 
sample set consists of 208 CRC patients and 203 controls. 3 SNPs (rs4925648, rs10754558, rs10925019) of NLRP3 
gene were tested using Taqman technology. The allele frequency, genotypic frequency and haplotype were analyzed 
between case group and control group. There were no significant difference of allele frequency and genotypic fre-
quency between these two groups (P>0.05). The D’ value of rs4925648 and rs10925019 was large (D’=0.798). The 
haplotype of these two SNPs was negative. In conclusion, there was no significant association between rs4925648, 
rs10754558, rs10925019 and CRC from Chinese Han population.

Key  words        CRC; NLRP3 gene; SNP; haplotype analysis

前言
结肠癌(colorectal cancer, CRC)是常见的消化

道恶性肿瘤之一, 多发于40~50岁年龄组, 好发部位

为直肠及直肠与乙状结肠交界处。流行病学调查发

现该病在欧美人群中发病率较高, 居内脏肿瘤前二

位[1]。随着生活水平的提高和饮食等生活方式的转

变, 结肠癌在我国的发病率呈不断上升趋势, 其发病

率紧随在肺、肝脏、胃、食道肿瘤之后, 居于第五

位[2]。虽然结肠癌发生的分子机制目前尚未完全明

确, 但众多的研究证实结肠癌的发生发展是多因素、

多基因变异累计的癌变过程[3]。因此, 深入探讨结
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肠癌的致病机制, 寻找其分子诊治的新靶点, 对于临

床预防、诊断和治疗结肠癌具有重要意义。NLRP3
基因定位于染色体1q44, 其编码的蛋白产物为NOD
样受体家族成员, 在炎症和凋亡信号转导通路中发

挥重要作用[4]。最近, Ungerbäck等[5]研究证实在瑞

典人群中, NLRP3基因与结肠癌有相关性, 但目前有

关该基因与中国人群中结肠癌的关联研究还未见报

道。本研究以中国汉族人群为研究对象, 从NLRP3
基因上选取了3个重要的单核苷酸多态性(SNP)位点

(rs4925648、rs10754558、rs10925019), 选取依据是

该3个位点近年来成为NLRP3基因与疾病相关研究的

热点区域。并进一步采用TaqMan探针检测法对这3
个位点进行检测, 以期为证明中国汉族人群中NLRP3
基因与结肠癌疾病的易感关联提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   研究对象

(1)病例组: 208例结肠癌患者血样来自上海市

闵行区吴泾医院普通外科住院手术患者, 就诊时间

为2011年1月至2012年12月, 术前均未接受放疗及化

疗, 术后均经病理学证实为结肠癌。该项研究中总

共选择了208例CRC患者, 其中男144例, 女64例, 年
龄(57.32±9.20)岁。(2)对照组: 该组入选对象均为

性别、年龄匹配的健康志愿者203例, 其中男147例, 
女56例, 年龄(53.27±11.22)岁, 经门诊肠镜检查无异

常。两组研究对象均为上海地区汉族人群, 实验前

均签署知情同意书。

1.2   主要仪器及试剂

实时荧光定量PCR仪、TaqMan Universal PCR 
master Mix试剂盒(包含dNTP、PCR缓冲液和AmpliTaq 
Gold DNA聚合酶等)、SNP Genotyping Product试剂盒

(包含引物以及探针等)均购自ABI公司。

1.3   方法

1.3.1   外周血收集及基因组DNA提取      病例组及

对照组均采集外周静脉血5 mL(EDTA抗凝), –80 °C
冰箱冻存备用。用全血基因组DNA提取试剂盒在

全血中提取基因组DNA, 并用0.8%琼脂糖电泳检测

DNA质量。采用紫外可见分光光度计检测DNA的

浓度, 进一步稀释DNA样本, 保证各DNA样本浓度

一致后, 4 °C保存以备下一步检测使用。 
1.3.2   SNP位 点 选 择      结合相关文献, 利用SNP 
browser软件 (www.allsnps.com/snpbrowser)从

NLRP3基因上选取3个重要的SNP位点 : rs4925648、
rs10754558、rs10925019。进一步用TaqMan探针法

进行基因型检测, 简述如下: 在实时荧光定量PCR仪
上先进行96孔板的绝对定量PCR扩增 , 反应的条件

为: 95 °C预变性10 min; 95 °C 15 s, 60 °C 1 min, 40
个循环。PCR反应结束以后 , 继续在同一96孔板上

做等位基因分布检测, 反应条件为: 60 °C 10 min, 保
存并记录结果。利用SDS 2.0软件收集反应后的信号, 
划分基因型。结果显示, 只有1个荧光信号增强的样

本, 其SNP位点分型对应为纯合子, 2个荧光信号同

时增强, 则对应为杂合子。对于荧光信号增强不明

显的样本均进行重复检测。

1.4   统计学处理

采用SPSS 10.0软件进行单体型分析和连锁不

平衡(LD)分析, 并应用PLink软件进行验证分析。

χ2检验用于检测等位基因的频率是否符合Hardy-
Weinberg平衡定律, 比较病例组和对照组基因型分

布的差异, 进一步计算OR值和95% CI。所有统计检

验均为双侧检验, 显著性水平为P<0.05。

2   结果
2.1   Hardy-Weinberg平衡法则的吻合度检验

病例组与对照组多态性位点的基因型观察值

与期望值检测均符合Hardy-Weinberg平衡定律, 吻
合良好。表明本研究对象来自大的群体, 个体间为

随机婚配, 无明显的自然选择、迁移等因素对遗传

平衡的影响, 资料安全可靠, 见表1。
2.2   三组等位基因和基因型的频率分布

研究选定的3个SNP位点的基因频率和基因

型频率比较P值>0.05, OR值及95%可信度区间均

包 含1 (rs4925648: Pallele=0.776 208, OR: 0.950 035, 
95% CI: [0.667 183~1.352 801], Pgenotype=0.807 021; 
rs10754558: Pallele=0.395 979, OR: 0.886 883, 95% CI: 
[0.672 150~1.170 216], Pgenotype=0.455 21; rs10925019: 
Pallele=0.830 072, OR: 1.036 317, 95% CI: [0.748 149 
~1.435 480], Pgenotype=0.938 207)(表l), 提示NLRP3基因, 
尤其是这3个位点与结肠癌的发生无统计学相关性。

2.3   三组SNP位点的连锁不平衡分析(Linkage 
Disequilibrium) D’值

表2中可见, rs4925648与rs10925019所组成的

block中, 两位点的D’=0.798, 此结果表明这两个位点

强连锁。
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表1  三个位点的等位基因及单倍型频率分析结果

Table 1  Allele and genotype frequency of the three loci

P值
P-value

0.807 021

0.455 21

0.938 207

Hwe值
Hwe 

0.105 63

0.508 285

0.252 229

基因型 
Genotypes

C/C(freq)  C/T(freq)  T/T(freq)

138(0.667)  60(0.290)  9(0.043)

139(0.688)  53(0.262) 10(0.050)

C/C(freq)  C/G(freq)  G/G(freq)

67(0.322)  98(0.471)  43(0.207)

67(0.333)  102(0.507)  32(0.159)

C/C(freq)  C/T(freq)  T/T(freq)

117(0.600)  63(0.323)  15(0.077)

117(0.585)  68(0.340)  15(0.075)

  P值
  P-value

0.776 208

0.395 979

0.830 072

OR值[95%可信度区间] 
OR [95% CI]

0.950 035 [0.667 183~ 
1.352 801]

0.886 883 [0.672 150~ 
1.170 216]

1.036 317 [0.748 149~ 
1.435 480]

等位基因 
Alleles

C(freq)     T(freq)

336(0.812)   78(0.188)

331(0.819)   73(0.181)

C(freq)     G(freq)

232(0.558)   184(0.442)

236(0.587)   166(0.413)

C(freq)    T(freq)

297(0.762)   93(0.238)

302(0.755)   98(0.245)

位置

Position

247580568

247612036

247595850

分组 

Groups

Case

Control

Case

Control

Case

Control

SNP 位点 
SNP

rs4925648

rs10754558

rs10925019

表2   三位点相互之间D’值结果

Table 2   D’ values between the sites
rs10754558 rs10925019

rs4925648 0.507 0.798

rs10754558 / 0.645

表3  两位点间单倍型分析结果

Table 3  Haplotype between rs4925648 and rs10925019
单倍体 
Haplotye 

病例频率(%)
Case freq (%)

对照频率(%)
Control freq (%)

卡方

χ2

P值
P-vallue

关联比值比  
OR [95% CI]

C C* 282.03 (0.727) 293.28 (0.733) 0.040 0.841 690 0.968 [0.707~1.326]

C T* 34.97 (0.090) 35.72 (0.089) 0.002 0.967 547 1.010 [0.620~1.647]

T C* 12.97 (0.033) 8.72 (0.022) 0.995 0.318 623 1.552 [0.650~3.703]

T T* 58.03 (0.150) 62.28 (0.156) 0.057 0.810 717 1.552 [0.650~3.703]

的单倍型分析无显著统计学意义。

3   讨论
NLRP3(也称Nalp3、CIASl或Cryopyrin)是NLRPs

蛋白家族中的典型代表, 由N-端PYD结构域、C-端亮

氨酸重复序列(LRR)和中间的NACHT结构域组成。

NLRP3可通过LRR识别其配体胞壁酰二肽(MDP)、
尿酸、三磷酸腺苷(ATP)、内毒素和细胞裂解产物

等导致其被活化而发生构象变化, 通过其效应结构

2.4   rs4925648-rs10925019位点间的单倍型分析

结果

表3结果显示, 这两个位点所组成的四种单倍

型组合中, C-C组合的卡方χ2=0.040, P=0.841 690, 关
联比值比OR [95% CI]=0.968 [0.707~1.326]; C-T组合

的卡方χ2= 0.002, P=0.967 547, 关联比值比OR [95% 
CI]=1.010 [0.620~1.647]; T-C组合的卡方χ2=0.995, 
P=0.318 623, 关联比值比OR [95% CI]=1.552 [0.650 
~3.703]; 以上结果表明, rs4925648-rs10925019位点
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域PYD募集ASC和带有CARD结构域的caspase-1, 形
成复杂的复合物—NLRP3炎性体[6-7]。随后, 活化

的Caspase-1催化IL-1β、IL-18、IL-33等形成活性形

式并分泌, 引起各种免疫炎症反应[6-7]。目前, NLRP3
炎性体在自身免疫性疾病、无菌性炎症和慢性炎症

反应等病理过程中的作用及意义备受关注。多种

感染性疾病(如HIV感染[8]、沙眼衣原体感染[9])及自

身免疫性疾病(如I型糖尿病[10]、Cryoprin相关周期

综合征[11]、炎症性肠病(IBD)[12])均涉及NLRP3炎性

体-caspase-l-IL-1β/IL-18轴的激活。

虽然结肠癌发生的分子机制目前尚未完全明

确, 但可以肯定该病的发生是一个多因素、多步骤

的过程, 与遗传因素、环境因素、慢性肠道炎症等

密切相关。有研究表明, IBD患者发生结肠癌的风

险率明显高于常人, 而其发病率还在逐年递增, 据
预测8~10年后以每年0.5%~1%递增, 30年后高达

18%的IBD患者可能发展为CRC[13]。近年来, 多项

研究证实NLRP3基因多态性可影响IBD的易感性[14], 
NLRP3炎性小体在IBD的发生、发展及治疗过程中

的作用亦得到进一步阐释[15]。NLRP3基因缺陷小鼠

对口服DSS和TNBS灌肠所诱导的结肠炎的易感性

均明显增加, 且并发结肠癌的风险明显增加, 由此提

示NLRP3炎性小体在结肠癌的发病过程中发挥重

要功能[16-19]。Ungerbäck等[5]的研究也提示NLRP3基
因多态性与瑞典人群中结肠癌患者的存活率密切相

关。

为进一步探讨NLRP3基因多态性结肠癌的关

系, 本研究对3个中国汉族人群的重要SNPs位点: 
rs4925648、rs10754558及rs10925019进 行 了208例
对203例的病例–对照分析研究。其中, rs4925648
和rs10925019在Cummings等[20]的研究中被证实与

IBD相关。rs10754558则被证实与HIV易感性相关

联[21]。病例–对照分析研究中, 以上3个位点遗传

多态性的数据均未显示出统计学意义上的阳性结

果。另外, 我们同时对这三个位点之间的D’值进行

分析, 结果显示rs4925648-rs10925019间的D’值较大

(D’=0.798)。在此基础上, 我们进一步对这两个位

点之间进行了单倍型分析, 结果显示, 在它们所形成

的四种单倍型组合中, C-C, C-T, T-C以及T-T组合最

终统计显示均无统计学差异(P>0.05)。此结果进一

步证实我们选取的3个SNP位点与结肠癌的关联分

析为阴性结果。造成这一现象的原因分析有以下几

种情况: 首先是遗传异质性的影响[22], NLRP3基因的

SNP位点在不同人群中的分布频率不完全一样, 并
且其杂合程度也不尽相同。如在Ungerbäck等[5]的研

究中证实与结肠癌相关的Q705K/rs35829419位点在

中国人群中不存在, 而我们所选取的三个位点的等

位基因和基因型频率在中国汉族人群和欧洲人群中

均有较大差异; 其次, 受本研究所选位点和样本量的

局限性影响, 所能提供的有效信息量有限; 此外, 结
肠癌作为一种复杂疾病, 是基因–基因、基因–环境

交互作用的结果[22], 因此离开环境因素来找基因缺

陷也有一定片面性, 对其病因的探寻需进一步综合

考量NLRP3基因与其他基因及环境因素的相互作

用; 考虑到NLRP3炎性小体在慢性炎症及肿瘤中的

重要作用[23-26], 对该基因在结肠癌组织中的表达检

测也有助于进一步确认NLRP3在结肠癌发生发展中

的作用。

综上所述, 尽管我们未能在中国汉族人群中检

测出NLRP3与结肠癌之间的相关性, 但此项工作也

给后续研究工作提供了一定的参考。关于NLRP3与
结肠癌之间的关系还有待于在其他人群以及更大规

模的样本中得到进一步的论证。
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