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壹、中文摘要 

肺癌是台灣女性和男性癌症死因之第一和第二位。已知抽菸是肺癌的主要致病原

因。歐美國家之肺癌患者大多為抽菸者 (>85%)，但是台灣有過半之肺癌患者為

不抽菸者，因此抽菸並無法完全解釋台灣肺癌之發生。因此有些環境因子已發現

與不抽菸之肺癌發生有關，例如二手菸、烹調油煙、蚊香和人類乳突病毒感染等。

即使國際癌症研究機構認定鎳與鉻為已知人類致癌物，但是許多動物模式之研究

並無法證實其致癌性，僅在一些職業醫學之流行病學研究發現與呼吸道癌症發生

有關。本研究室在 case-control 研究發現，肺癌患者較非癌症患者之肺組織有較

高之鎳與鉻的含量，推測鎳與鉻暴露可能與台灣肺癌之發生有關。另外有研究發

現鎳與鉻都會抑制 DNA 修補能力而增加 p53 突變之頻率。本計畫為了釐清鎳與

鉻之暴露，是否可能經由抑制 DNA 修補能力而增加 p53 和 EGFR 發生突變而參

與肺癌之形成。本研究利用石墨式原子吸收光譜分析 184 位肺癌患者腫瘤週邊之

正常肺組織中鎳與鉻之含量，同時利用 DNA 自動定序儀分析 p53 與 EGFR 基因

之突變，並以統計分析鎳或鉻之含量是否與 p53 或 EGFR 基因突變有關? 結果發

現 p53 突變之患者的鎳或鉻含量顯著高於 p53 正常之肺癌患者 (7.8±18.8 vs. 1.7±

4.5, P <0.001 for nickel; 10.5±30.4 vs. 3.5±5.7, P = 0.012 for chromium)。但是在

EGFR 突變與否之患者間，鎳與鉻之含量並沒有差異。因此鎳含量高之肺癌患者

較含量低之肺癌患者，有 3.21 倍 p53 發生突變之風險 (95% CI = 1.65-6.24, P = 

0.001) 和 2.13 倍 EGFR 發生突變風險的趨勢 (95% CI = 0.88-5.17, P = 0.094)。本

研究又發現鎳含量主要與不抽菸和女性患者之 p53 突變之發生有關。更有趣的

是，鎳含量與女性患者之 EGFR 突變之發生有正相關性。而鉻含量則僅與不抽菸

男性患者之 p53 突變有關，而與女性患者之 p53 以及 EGFR 突變都沒有相關性。

已知 DNA 修補基因- XPC 和 MGMT 甲基化與 p53 突變有關。為了解 XPC 和

MGMT 甲基化是否會增強鎳暴露對 p53 發生突變之風險，本研究以 MSP 方法分

析肺癌患者腫瘤組織之XPC與MGMT啟動子甲基化，結果發現鎳含量高/MGMT
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甲基化之患者的 p53 突變之風險是鎳含量低/MGMT 甲基化患者的 7.21 倍，若相

對於鎳含量高/沒有 MGMT 甲基化之患者的 p53 發生突變之風險為 2.65 倍，因

此 MGMT 甲基化會增加鎳對 p53 發生突變之風險。總之，本計畫提出鎳暴露可

能會經由增加 p53 和 EGFR 發生突變之風險而參與肺癌之發生，尤其是不抽菸之

女性患者。 

關鍵字：肺癌、鎳、鉻、p53、EGFR 
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貳、英文摘要 

Our previous a case-control study showed that nickel and chromium accumulation in 

lung tissues may be associated with lung cancer incidence in Taiwan. Therefore, in the 

present study, we next investigated whether nickel and chromium exposure could 

contribute to lung cancer development via increased the occurrence of p53 and EGFR 

mutations. One hundred eighty-four adjacent normal lung tissues from lung cancer 

patients were enrolled for the determination of nickel or chromium contents by 

graphite atomic absorption spectrometry (GAAS). We determined p53 and EGFR 

mutations in lung tumors by direct sequencing. Our data showed that nickel and 

chromium contents in p53 mutated patients were significantly higher than in p53 

wild-type patients. Therefore, patients with high nickel contents had 3.21- and 

2.13-fold risk for the occurrence of p53 and EGFR mutations. However, the contents 

of both metals were not different between EGFR-mutated and –wildtype patients. 

More interestingly, nickel contents were positively correlated with EGFR mutations in 

female patients, and chromium contents were associated with p53 mutation in 

nonsmoking male patients, not with p53 and EGFR mutations in female patients. We 

further examines whether both gene promoter methylations could increase the risk of 

p53 mutation occurrence by nickel contamination. Our data showed that the risk of 

p53 mutation occurrence in patients with high nickel content was increased by 

MGMT promoter hypermenthlation from 2.65 to 7.21-fold. Collectively, the results 

from this project appear to support nickel accumulation in lung tissues may contribute 

to lung cancer development via increased p53 and EGFR mutations, especially in 

nonsmoking female patients.  

Keywords: lung cancer, nickel, chromium, p53, EGFR 
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叁、前言 

一、肺癌之流行病學研究 

肺癌是最主要腫瘤相關死亡原因之一；在台灣，根據行政院衛生署統計資料指

出，惡性腫瘤高居國人十大死因之首，其中又以肝癌及肺癌分居惡性腫瘤相關死

因之第一及第二位。直至 2010 年，台灣女性肺癌死亡率為 24.2%，而男性肺癌

相關死亡率則為 46.9%。儘管預防醫學知識及技術逐漸進步、早期癌症診斷技術

發達以及癌症相關治療方式與照顧進步，肺癌患者術後五年存活率仍低於 16% 

(Jemal et al)。儘管過去文獻認為長期抽菸為促使癌症發生最主要之因子，根據國

際癌症研究中心研究結果顯示罹患肺癌之危險會隨著抽菸年數、每日抽菸量、抽

菸深度以及焦油暴露量增高而增加 (International Agency for Research on Cancer, 

IARC, 1986)。在西方國家的肺癌患者中 70-90%為重度抽菸者(Koo & Ho, 1990)，

然而反觀台灣，根據國民健康局的研究資料指出台灣男性及女性抽菸率僅分別為

38.9%以及 5.1%，而此抽菸比率遠低於西方國家之抽菸盛行率；此外，台灣男性

肺癌患者半數以上終生未有抽菸習慣，特別的是女性肺癌患者 90%以上並未具有

抽菸史(Ko et al, 1997)，另一方面，儘管台灣女性肺癌死亡率逐年增加，但台灣

女性抽菸率卻無一致的增加趨勢 (Lee et al, 2000)。因此，在台灣相較於抽菸，其

他因子，如中式烹調方式所產生含多環芳香烴類化合物 (polycyclic aromatic 

hydrocarbons; PAHs)及異環芳香烴類化合物的油煙、二手菸暴露、汽機車排放廢

氣、蚊香暴露以及感染具有抑制 p53 抑癌基因正常表現之 E6 蛋白的人類乳突瘤

病毒 16/18 型等因子可能在肺癌發展過程中亦占有高度重要性(Adamson et al, 

1990; Bennett et al, 1999; Boffetta, 2006; Chen et al, 2008; Cheng et al, 2001; Cheng 

et al, 2007; Chiang et al, 1999; Chiang et al, 1997; Felton et al, 1986; Ohgaki et al, 

1991; Sugimura et al, 1996; Sugimura & Sato, 1983)。 

二、 鎳與癌症發生之相關性研究 

鎳為工業製程中廣泛運用的元素之一 (Kasprzak et al, 2003)。然而過去研究指
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出，工人長期慢性於工作環境中吸入、食入或皮膚接觸工作環境中離散的鎳及其

相關化合物會增加罹患心血管疾病、腎臟病變、肺部纖維化或呼吸道相關疾病發

生風險 (Doll, 1958; Grimsrud et al, 2005; Kasprzak et al, 2003)，進一步根據國際癌

症研究中心統計發現，電鍍業、礦業、合金淬煉、鎳精煉製程以及焊接工人為鎳

暴露致癌的高風險工作族群。此外，過去文獻也指出中國倉鼠卵巢細胞氧化壓力

會隨著鎳的暴露增加而有逐漸升高的趨勢 (Huang et al, 1994)；高濃度鎳處理淋

巴細胞會促使 DNA-protein cross-link 與烷類鍵結至 DNA 現象增加 (Wozniak & 

Blasiak, 2002)。有鑑於流行病學研究發現，鎳的暴露會增加相關疾病與癌症發生

風險；同時，鎳會促使動物及細胞調控失常，因此國際癌症研究中心將鎳化合物

歸類為已知人類致癌物質 (Group 1)，而金屬鎳則歸類為可能人類致癌物質 

(Group 2B)。過去觀察及測試鎳對動物及細胞代謝與影響，主要採用兩種不同型

態的鎳，一種為非水溶性之鎳化合物 (water-insoluble nickel components of the 

dusts)，如 Ni3S2 或 NiO；另一種則為水溶性鎳化合物 (water-soluble nickel 

components)，如 NiSO4 與 NiCl2；在體內，非水溶性鎳化合物主要會經由吞噬作

用包覆於吞噬囊泡中進入細胞，隨後鎳化合物會在吞噬囊泡的酸性環境作用下逐

漸降解，最後形成鎳離子以及反應性氧化產物 (reactive oxygen species; 

ROS)(Kasprzak et al, 2003)，而水溶性鎳化合物則會經由簡單擴散、鈣離子通道

主動運輸或與鐵離子競爭離子通道蛋白進入細胞內，而在此競爭通道過程中，鎳

離子會間接促使細胞內離子平衡失調 (Kasprzak et al, 2003)；另一方面，進入細

胞內的鎳離子會透過直接與蛋白質結合破壞蛋白質的正常調控 (Kasprzak et al, 

2003)。儘管如此，詳細的鎳離子影響細胞調控過程及其作用目前仍未完全被清

楚辨析。 

三、鉻與癌症發生之相關性研究 

在工業製程上，鉻主要運用於顏料製造、皮革加工、不鏽鋼材料與合金製造；根

據職業流行病學統計發現，長期暴露於高濃度鉻散佈的工作環境之中會引起皮膚
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潰爛、鼻中膈穿孔、喉嚨發炎以及肺癌發生風險 (Matos et al, 2000)。另一方面，

細胞實驗也發現，鉻在細胞中由六價鉻還原至三價鉻的過程會產生高濃度反應性

氧化產物促使細胞逐漸凋亡 (Ye et al, 1999)；此外，在電磁場共振 (electron 

paramagnetic resonance)與光譜學(UV / visible spectroscopy)分析發現，鉻的還原過

程中間產物-五價鉻會直接與 DNA 鑑結，而此鑑結比率會隨著還原劑濃度增加而

有增高趨勢，同時 DNA 單股斷裂與雙股斷裂比率亦具有逐漸升高之趨勢 

(Mattagajasingh & Misra, 1999)。有鑑於職業流行病學的調查與細胞及動物實驗的

觀察探討暴露到高濃度鉻的影響與風險，國際癌症研究中心在 1990 年將六價鉻

歸類為已知人類致癌物 (Group 1)，而三價鉻則歸類為未知人類致癌物 (Group 

3)。鉻為人體中必需金屬元素之一，主要藉由與蛋白質結合儲存於皮下組織、肝

臟、肌肉以及脂肪組織之中，體內過多鉻會藉由尿液及糞便排出體外 (McCarty, 

1980)。由於離子穩定性關係，當鉻進入人體後主要以三價鉻以及六價鉻型態存

在，然而僅有六價鉻可以透過離子運輸進入細胞中。當六價鉻進入細胞後，會快

速地在抗壞血酸、榖胱甘肽 (glutathione)或半胱胺酸還原催化作用下由六價鉻逐

漸降解還原形成三價鉻 (O'Brien et al, 2003)；而此還原過程會產生反應性氧化產

物以及反應性中間產物；在人體中，三價鉻會與甘胺酸、胱胺酸、天門冬胺酸以

及穀胺酸結合，構成葡萄糖耐受性因子 (glucose tolerance factor; GTF)，進而促

進胰島素作用，使細胞有效吸收葡萄糖代謝使用以及儲存，進而維持血液中葡萄

糖穩定與平衡 (McCarty, 1980)；然而不正常高濃度鉻在細胞中會產生大量高濃

度反應性氧化產物以及反應性中間產物，而此這些物質會透過氧化壓力或直接與

間接作用破壞正常細胞調控 (O'Brien et al, 2003)。儘管鉻對體內平衡的調控與細

胞調控的影響逐漸被清楚探討與了解，但是鉻在肺癌發展過程中確實的致癌機轉

目前仍未被清楚的釐清。 

四、鎳與鉻暴露之相關性研究 

環境採樣分析顯示，相較於工作環境與職業相關高濃度鎳暴露之外，工廠排放以
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及日常生活中含鎳產品的使用皆會增加非職業性鎳的暴露 (Kasprzak et al, 

2003)。另一方面，空氣中懸浮微粒表面大量鉻、鎳、鐵、鋅、錳、鈷等金屬元

素吸附也可能透過呼吸作用進入人體肺臟之中 (Fang et al, 2006)，而這也暗示著

隨著環境懸浮微粒增加，鎳與鉻透過呼吸系統進入人體的機會也會隨之增加。此

外，環境流行病學分析結果顯示，居民尿液中鎳含量與居住地區距離鎳精煉廠之

遠近具有高度正相關性 (Smith-Sivertsen et al, 1998)。無獨有偶，在台灣的環境分

析研究結果亦發現，居住於彰化地區電鍍廠密集區附近居民相較於居住於電鍍廠

密度較低之地區居民，尿液中具有較高鎳含量 (Chang et al, 2006a)。另一方面，

台灣彰化地區居民血液中鉻含量與居民居住環境電鍍廠密度呈現高度正相關 

(Chang et al, 2006b)。除此之外，相較於非肺癌患者，肺癌患者肺臟組織具有較

高鎳與鉻的累積，儘管菸草已經被證實含有高濃度重金屬含量，但此現象並不能

全然解釋肺癌患者肺臟組織鎳與鉻含量與肺癌的相關性 (De Palma et al, 2008; 

Kuo et al, 2006)。因此，這似乎暗示著除了工作環境高濃度重金屬暴露以及菸草

中高濃度重金屬伴隨抽菸行為進入肺臟中可能導致鎳與鉻進入肺臟，促進肺癌發

生之外，長期環境低濃度鎳與鉻暴露所貢獻之重金屬含量可能也是促進肺癌發生

的一個重要因素；儘管如此，鎳與鉻如何影響正常細胞調控與貢獻於肺癌發生目

前仍未完全清楚辨析。 

五、p53 抑癌基因與癌症相關性研究 

p53 基因為一抑癌基因，位於染色體 17p13.1 的位置，具有 11 個 exons，能轉議

出 393 個胺基酸，即 53kDa 的核蛋白。p53 蛋白可分為四部分：(1) N 端，具活

化基因轉錄功能 (1-42 個胺基酸)，(2) 中心區域，能與 DNA 結合 (120-290 個胺

基酸)，(3) C 端，含有 p53 進入細胞核的訊息 (nuclear localization signal) 形成寡

合體 (oligomerization) 的區域 (320-360 個氨基酸)，(4) p53 與 DNA 結合調節區

域 (363-393 個氨基酸)(Ko & Prives, 1996)。p53 的調控與細胞周期控制、細胞凋

亡以及誘發修補機制啟動有關 (Lavin & Gueven, 2006; Vogelstein et al, 2000)。當
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DNA 受到傷害時，p53 基因會刺激其下游因子，如 p21、MDM2 和 Bcl-2 活化，

促使細胞周期停滯，進行細胞修補；但是當細胞受到傷害過大或無法修補時，p53

變會活化 PUMA 或 BAX 等下游因子促使細胞凋亡 (Vogelstein et al, 2000; 

Vousden & Lane, 2007)。因此，在癌症發生過程中，p53 表現異常或發生突變對

癌症具有一個決定性的關鍵角色。過去研究室研究結果發現 XPC 和 MGMT 修補

基因啟動子發生過度甲基化程度與 p53 發生突變成正相關，而且進一步研究發現

此正相關可能是導因於 XPC 和 MGMT 發生甲基化導致轉錄活性降低貢獻於 p53

發生突變之過程 (Lai et al, 2008; Wu et al, 2008; Wu et al, 2007a; Wu et al, 

2007b)。令人驚訝的是，在細胞研究中可以觀察到鎳會透過促進細胞 MGMT 啟

動子甲基化影響 MGMT 表現與修補能力 (Iwitzki et al, 1998; Ji et al, 2008)；同

時，鎳也能抑制細胞對 BPDE 和 UV 的修補能力，但是此影響是否是藉由抑制除

MGMT 以外的修補因子仍須加以分析探討 (Hartwig et al, 1994; Hu et al, 

2004b)。此外，小樣本的職業流行病學研究指出，具高濃度鎳職業暴露工作史之

肺癌患者，p53 具有顯著的 G to T 突變情況發生 (Harty et al, 1996)。另一方面，

定序分析高濃度鎳處理上皮細胞發現，上皮細胞 p53 基因具有 T to C 突變發生，

但是此 p53 突變在動物模式中貢獻於癌症的發生仍未被清楚辨析 (Haugen et al, 

1994; Maehle et al, 1992; Weghorst et al, 1994)。此外，在人類上皮細胞暴露於高濃

度金屬鉻之實驗中發現，鉻會促使細胞產生大量高濃度反應性氧化產物刺激 p53

活化促使細胞凋亡 (Ye et al, 1999)。儘管鎳與鉻已經被歸類為已知人類致癌物

質，而 p53 在癌症發生過程占了一個中心的角色，但是過去僅有小樣本職業流行

病學統計分析鎳和鉻與 p53 突變之關係，而是否鎳與鉻會透過促進 p53 突變貢獻

於肺癌發展過程中仍需更進一步研究確定。 

六、EGFR 與癌症相關性研究 

上皮細胞成長因子接受器 (epidermal growth factor receptor, EGFR)位於染色體

7p12.3-12.1，共有 28 個 exons，EGFR 是細胞膜上之穿模糖蛋白，為表皮生長因
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子 (epidermal growth factor; EGF)之接受器，與上皮細胞癌之成長與惡化有關 

(Gilmour et al, 2002)。EGFR 家族主要由 EGFR (erbB-1)、HER2/c-neu (erbB-2)、

HER3 (erbB-3) 與 HER4 (erbB-4) 四個成員所構成 (Gilmour et al, 2002; Herbst et 

al, 2004; Schulze et al, 2005) ，四種 EGFR 蛋白都具有胞外、細胞膜以及胞內功

能區三部分，其中 ErbB-2 無內生性配位體，ErbB-3 則無 ATP 結合位置。當胞外

功能區與配位體結合後，各 EGFR 家族蛋白會與本身或另外三者之一結合形成同

合雙體或異合雙體，隨後透過磷酸化胞內功能區之酪胺酸 (tyrosine)活化下游

Ras-MAPK pathway、PI3K-Akt pathway、SAPK pathway 以及 STAT 等訊息傳遞

路徑，進而促使細胞增生、存活、血管新生與細胞凋亡 (El-Rayes & LoRusso, 

2004)。肺臟組織在 exon 18~21 較常發生突變，而 exon 19 與 exon 21 為主要發生

突變之區域，其中 exon 19 大部分為缺失突變 (Tokumo et al, 2005)，exon 21 則以

點突變為主 (Jackman et al, 2006)。台灣肺癌其 EGFR 也有極高之突變率，其中

又以肺腺癌為主，約占 50% (Huang et al, 2004)；但是 EGFR 發生突變之原因仍

未完全被釐清。 
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肆、材料與方法 

一、檢體收集 

1993年至2003年間184位原發性肺癌患者 (International Classification of Disease, 

9th rev; ICD code 162) 從台中榮民總醫院胸腔外科被收集。肺癌腫瘤組織從肺癌

病患手術中切除；病例也由合格的病理專家執行一系列的病理檢查；腫瘤型態與

部位根據世界衛生組織 (World Health Organization, 1981) 所決定。在本研究中，

肺腺癌與鱗狀細胞癌各為 91 與 93 例。 

二、重金屬分析 

1. 樣本乾燥 

本研究之乾燥方法是採用烘箱以高溫乾燥方式，將組織中所含之水分去除。研究

進行前先以老鼠之肺臟組織先行試驗，找出乾燥樣品所需最佳時間；由數據顯示

以烘箱在 103℃-105℃加熱一小時後，可使樣本達到乾燥的程度，並且其重量達

恆重。但是為了使乾燥之時間能適合所有之樣本以及確保達到完全乾燥的程度，

因此將在烘箱中乾燥時間定為四小時。而實際之患者肺臟組織樣品當其由-80℃

冰箱取出時，需先置於室溫下 30 分鐘，待其解凍後，隨後利用不鏽鋼器具剪取

適當大小樣品置於蓋玻片上，再將樣本送至烘箱中以 103℃-105℃烘乾四小時，

再將樣本放置於乾燥箱中，在 24 小時內秤取乾重。 

2. 樣本消化 

本研究之消化過程及方法如 Fig. 1。首先將樣本與 2 ml (65%) HNO3 放入 20 ml

燒杯中，並蓋上表玻璃，加熱至近乾；待冷卻後，加入 1 ml (30%) H2O2 並加熱

至近乾。最後以 0.2%硝酸溶液定量至 5 ml，放入冰箱保存待分析。 
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3. 石墨式原子吸收光譜儀 (graphite atomic absorption spectrometers; GAAS)之昇

溫條件 

為了使設定之昇溫條件可以直接適用於真實樣本，本研究在進行真實樣本測試之

前，先以廠商建議之各金屬敏感性 (sensitivity)測試濃度，進行昇溫條件測試，

其方法如下： 

(a) 最佳化乾燥步驟 

固定乾燥溫度在 110℃及 130℃，調整其 ramp time 及 hold time，在第二步驟之

hold time 結束前五秒以牙科鏡測試水汽之凝結，當觀察無水蒸氣凝結於鏡面時，

即為最佳化乾燥時間；根據測試結果，鎳及鉻乾燥步驟，首先經由 1 秒 ramp time

將石墨爐昇溫至 110℃並經由 30 秒 hold time 促使溶劑氣化，隨後再藉由 15 秒之

ramp time 將石墨爐昇溫至 130℃並經由 30 秒 hold time 和緩地移除氣化後的溶

劑。 

(b) 最佳灰化條件 

固定乾燥溫度及原子化溫度，分別以 100℃為間隔，調整灰化溫度，測定其吸光

值，在吸光值尚未下降前 (即待測樣品尚未漏失之前)，選用適合之溫度作為灰

化溫度。若吸光值太低時，則以添加方式加入少量標準液；在本研究中鎳之最佳

灰化條件為 1100℃、ramp time 為 10 秒、hold time 為 20 秒，鉻之最佳灰化條件

為 1500℃、ramp time 為 10 秒、hold time 為 20 秒。 

(c) 最佳原子化條件 

固定乾燥溫度及灰化溫度，分別以 100℃為間隔，調整原子化溫度，測定其吸光

值，若吸光值太低時，則以添加方式加入少量標準液；鎳與鉻之最佳原子化條件

皆為 2300℃、hold time 為 5 秒。 
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4. 添加基質修飾劑 

組織樣本經消化後，仍存在一些基質會干擾分析，因此必須添加適當之基質修飾

劑，以提高待測物原子化時的敏感度；根據儀器廠商之建議，在本研究鉻分析過

程中，為了降低待測元素灰化時之揮發度、增加樣本基質灰化時之揮發度以及減

少背景值，因此在鉻樣品中皆添加 1 μl 5mg Mg(NO3)2·6H2O。 

5. 品保與品管 

本研究所進行之重金屬消化分析，其分析流程必須 Fig. 2.所示之實驗室品保品管

流程，以確定分析數據之精確性與精準度。本研究之分析結果如下： 

(a) 本研究於每批次樣品進行分析前，需先檢視儀器之狀況。首先進行儀器之敏

感度測試，其吸光值須落在儀器廠商所建議之數值之 ± 20%以內才能進行分析

工作，結果如 Table 1 所示，顯示儀器均處於最佳之狀況。 

(b) 每批次樣本均重建一條檢量線，其檢量線之相關係數需大於 0.995 以上，並

以另一廠牌之標準液，配製不同於原檢量線之濃度進行檢量線查核，其相對誤差

需落在 10%以內。結果如 Table 1 所示，顯示每一種元素之檢量線查核均符合品

保品管之要求。 

(c) 每批次之實驗均進行實驗室全程空白值之分析，以確保消化以及分析過程沒

有導入汙染；結果如 Table 2 所示。在鎳及鉻分析結果中，每批次之實驗全程空

白值均低於水溶液中方法偵測極限之 3 倍。 

(d) 每一批次樣品至少需製作一個標準品分析。 

(e) 本研究於每批次之消化均測試各個元素之回收率 ( recovery )，其值須落在

80~120%以內。各批次之回收率分析值如 Table. 3 所示，顯示本研究的強酸濕式

消化過程中，重金屬濃度並無明顯漏失。 
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(f) 方法偵測極限 (method detection limit; MDL) 

由於患者之肺臟組織取得不易，故先以 0.2%硝酸溶液進行方法偵測極限之測

試。其測試方法如下：取適當體積之 0.2%硝酸溶液，依照消化步驟同時消化 7

個硝酸溶液樣本；求出各元素在 7 個樣本中之標準差，以其 3 倍標準差為本研究

方法之生物樣本的方法偵測極限，結果如 Table. 4 所示；在本研究分析過程中，

若樣本濃度低於方法偵測極限，則樣本濃度以一半方法偵測極限換算。 

(g) 二重複分析 

由於本實驗之樣品來源相當不易取得，並且每個樣品之重量均很小，因此沒有足

夠的樣品進行二重複分析，故在本研究之中沒有進行二重複之分析。 

三、肺臟組織 DNA 萃取與純化 

取肺癌病患之肺臟組織 50-100 mg 置於含有 0.5 ml lysis buffer ( 10 mM Tris buffer 

pH 8.0、100 mM NaCl、0.5% SDS、25 mM EDTA，pH 8.0 ) 的 microtube 內，同

時將組織塊剪碎，並加入 10 mg/ml 的 proteinase K 5 μl，置於 56 ℃作用至少 16

小時，直到組織完全水解。再加入 0.5 ml phenol / chloroform / isoamyl alcohol 

(25:24:1) 均勻混合後，以 12,000 rpm 離心 20 分鐘，取上清液至新的 microtube

中，並重複上述步驟一次。再加入 0.5 ml chloroform / isoamyl alcohol (24:1) 混合

均勻，以 12,000 rpm 離心 20 分鐘，將殘餘的 phenol 去除。取上清液加入約 1/10

倍體積的 3M NaOAc 與 2 倍體積的 100%酒精，混合均勻後，置於-20℃下 30 分

鐘以上，以幫助 DNA 沈澱。再以 12,000 rpm 離心 20 分鐘；最後去除上清液，

加入 75%酒精洗去多餘的鹽類，去除上清液，真空乾燥直到近乾。將 DNA 溶於

適量的滅菌水後利用紫外線光譜測定儀，測定組織 DNA 在 260 nm 和 280 nm 之

吸光值，260nm / 280nm 吸光值之比值應在 1.6-1.8 之間為宜。若比值小於 1.6，

表示其內所含的蛋白量過高，應再加入 proteinase K 處理後，重複 phenol / 
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chloroform / isoamyl alcohol  (25:24:1) 之後續步驟；若是比值大於 1.8，則表示

RNA 含量過高，同樣以 RNase 處理後重複上述步驟。DNA 的濃度計算方式以下

列公式計算：DNA (μg/ml) = A260×50×稀釋倍數。將萃取之 DNA 置於-20 ℃冰箱

中保存。 

四、DNA 定序分析 

1. 聚合酶鏈鎖反應 (polymerase chain reaction; PCR ) 

(a) p53 基因 

取 50 ng 的 DNA，加入 10X Taq buffer 5 μl (25 mM MgCl2)、0.4 μl 的 25 mM 

dNTPs、各 1 μl 的 10 mM 的引子以及 0.2 μl 的 5 U/ml Taq DNA polymerase 後，

以滅菌水補至 50 μl 並混合均勻，反應條件為：94 ℃、40 秒鐘；58 ℃ (exon 5,6) 

或 63℃ (exon7,8)、40 秒鐘；72 ℃、40 秒鐘，上述條件反應進行 35 cycles 後，

再 72 ℃下延展 5 分鐘，Primer 序列如下： 

p53 exon 5,6 : 

Forward : 5’-GCCCTGACTTTCAACTCTGTCT-3’ 

Reverse : 5’-TTAACCCCTCCTCCCAGAGAC-3’ 

p53 exon 7,8 : 

Forward : 5’-AGGCGCACTGGCCTCATCTT-3’ 

Reverse : 5’-CTCGCTTAGTGCTCCCTG-3’ 

(b) EGFR 

EGFR 採用巢式聚合酶鏈鎖反應 (nested-PCR) 放大目標序列。取 50 ng 的 DNA，

加入 10X Taq buffer 5 μl (25 mM MgCl2)，0.4 μl 的 25 mM dNTPs，各 1 μl 的 10 mM

的引子以及 0.2 μl 的 5 U/ml Tag DNA polymerase 後，以滅菌水補至 50 μl 並混合

均勻。反應條件為：95 ℃、20 秒鐘；61 ℃、30 秒鐘；72 ℃、1 分鐘，上述條件
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反應進行35 cycles後，再以72 ℃延展5分鐘，Primer序列如下 (Lynch et al, 2004)： 

EGFR exon 19: 

Forward : 5’-GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC-3’ 

Reverse : 5’-CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG-3’ 

EGFR exon 19 internal primer: 

Forward : 5’-CCTTAGGTGCGGCTCCACAGC-3’ 

Reverse : 5’-CATTTAGGATGTGGAGATGAGC-3’ 

EGFR exon 21 : 

Forward : 5’-CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC-3’ 

Reverse : 5’-GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG-3’ 

EGFR exon 21 internal primer: 

Forward : 5’-CAGCCATAAGTCCTCGACGTGG-3’ 

Reverse : 5’-CATCCTCCCCTGCATGTGTTAAAC-3’ 

2. PCR 產物純化 

PCR 產物純化是使用純化試劑組 (Bio 101)所進行，步驟如下； 將 PCR 產物加

入 3 倍 PCR 產物體積的 NaI 及 5 μl 的 EZ-GLASSMILK Suspension (需先用震盪

器將其充分混勻)，在室溫下作用 15 分鐘，每 5 分鐘緩和地上下搖晃。將

EZ-GLASSMILK 與 DNA 複合物，以 12,000 rpm 離心 1 分鐘。去上清液後加入

500 μl 的 NEW WASH buffer，以 12,000 rpm 離心 1 分鐘，重複 3 次。最後去除

上清液，並將樣本乾燥後，溶於 13 μl 的滅菌水。再將樣本以 12,000 rpm 離心 20

分鐘後，取上清液置於新的 microtube 中；最後，取 2 μl 產物以 agarose gel 電泳

確認純化結果。 

3. DNA 定序 
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取純化後的 DNA 2 μl，加入 1 μl 的 3.2 mM 的正股引子、5 X sequence buffer 1.5 

μl、1 μl 的 Big Dye，並以滅菌水補至 10 μl 混合均勻。反應條件為 96 ℃、15 秒

鐘；50 ℃、10 秒鐘；60 ℃、4 分鐘，上述條件反應進行 29 cycles。將反應後的

產物進行 DNA 沉澱，先將 1.5 μl 的 3 M NaOAc、32 μl 的 100 % EtOH (先回溫

以免影響定序結果) 及 6.5 μl 的滅菌水混合均勻；將上述溶液與反應產物混合置

於室溫 15 分鐘後，以 13,000 rpm 離心 15 分鐘，去除上清液。加入 200 μl 的 75 % 

EtOH 以洗去殘餘之鹽類，混合後以 13,000 rpm 離心 15 分鐘。離心並吸乾上清

液後，將此產物溶於 10 μl 的 Hi-Di Formamide (ABI，USA)中，以 ABI 3100 自

動定序儀定序。 

五、 MGMT 與 XPC 甲基化分析 

MGMT 甲基化分析是根據 Palmisano 等人方法加以分析 (Herman et al, 1996; 

Palmisano et al, 2000; Wolf et al, 2001)。簡而言之，DNA首先經由PCR放大MGMT

序列，即 DNA 加入 10X Taq buffer 5 μl (25 mM MgCl2)、0.4 μl 的 25 mM dNTPs、

各 1 μl 的 10 mM 的引子以及 0.2 μl 的 5 U/ml Taq DNA polymerase 後，以滅菌水

補至 50 μl 並混合均勻，反應條件為：95 ℃、30 秒鐘；52 ℃、30 秒鐘；72 ℃、

30 秒鐘，上述條件反應進行 25 cycles 後，再 72 ℃下延展 10 分鐘；接著再以

bisulfate 處理 PCR 產物，最後再以 MGMT 甲基化與非甲基化兩組專用 primer 分

析重複上述 PCR 放大步驟判別 MGMT 是否發生甲基化，而 Primer 序列如下： 

MGMT gene : 

MGMT Forward : (5’-GGATATGTTGGGATAGTT-3’) 

MGMT Reverse: (5’-CCAAAAACCCCAAACCC-3’) 

Unmethylated MGMT: 

MGMT UM Forward : (5’-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3’) 

MGMT UM Reverse: (5’-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3’) 

Methylated MGMT: 
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MGMT M Forward: 5’_-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3’ 

MGMT M Reverse: 5_-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3’ 

最後再透過 2%洋菜膠確認 MGMT 是否發生甲基化。XPC 甲基化分析則是先透

過 PCR 經過反應條件為：94 ℃、1 分鐘；54℃、1 分鐘；72 ℃、1 分鐘，條件

反應進行 35 cycles，再以 72 ℃延展 10 分鐘放大目標序列，接著再以 HpaⅡ切割

PCR 產物，最後以 2%洋菜膠確認 XPC 是否發生甲基化；而 primer 如下： 

XPC Forward: 5’-GCTTCCCGCAGTTTTTTA-3’ 

XPC Reverse: 5’-GTTGCTTGTCTGGGCAAATTCCACT-3’ 

六、統計分析 

本研究統計以 SAS 9.1 統計軟體進行分析。由於肺癌患者肺臟組織鎳及鉻濃度

皆呈現非常態分布，因此在 p53和EGFR突變與鎳及鉻濃度之差異是以Wilcoxon 

rank sum test 加以分析。p53 與 EGFR 在各臨床因子與不同鎳及鉻濃度分組以及

MGMT 或 XPC 甲基化間突變頻率差異，則是由卡方檢定 (χ2-test)或 Fisher exact 

test 加以估算。並且利用邏輯式迴歸模式調整干擾因子之效應，評估鎳及鉻濃度

與 p53 和 EGFR 發生突變之關係。 
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伍、結果與討論 

本研究以斷代研究探討台灣肺癌患者之腫瘤周邊正常肺臟組織中鎳與鉻重金屬

含量與 p53、EGFR 發生突變之相關性。本研究共收集了 184 位肺癌患者進行本

研究，這些肺癌之臨床資料如 Table 5 所示。患者之平均年齡為 64.2 歲 (64.2 ± 

10.0)、年齡分佈為 26-87 歲；女性有 62 人 (33.7%)，男性有 122 人 (66.3%)；不

抽菸者有 110 人 (59.8%)，抽菸者有 74 人 (40.2%)；腺癌有 91 人 (49.5%)，鱗

狀細胞癌有 93 人 (50.5%)；早期 (stage Ⅰ and Ⅱ) 有 95 人 (51.6%)，晚期 (stage 

Ⅲ and Ⅳ) 有 89 人 (48.4%)。經由 Direct sequencing 分析結果顯示 p53 基因發

生突變者有 70 人 (38.0%)，而 EGFR 基因突變者則有 35 人 (19.0%)。其中男性、

抽菸者和鱗狀細胞癌患者相對於女性、非抽菸者和腺癌患者，具有較高之 p53

突變頻率 (44.3% vs. 25.8%, P = 0.015 for genders; 50% vs. 30%, P = 0.006 for 

smoking status; 49.5% vs. 26.4%, P = 0.001 for tumor type; Table 6)。而 p53 突變與

患者年齡、腫瘤分期、腫瘤大小以及淋巴結轉移等都沒有統計上之差異 (Table 

6)。過去研究指出，台灣肺癌之 p53 發生突變機率為 18-37% (Wang et al, 1998; Wu 

et al, 2007b)，尤其鱗狀細胞癌發生 p53 突變之頻率高達 55.9%。在本研究中儘管

研究族群之 p53 發生突變率與過去研究相似，而鱗狀細胞癌之 p53 突變頻率卻有

偏高之現象 (65.7%)。選樣的偏差可能會影響本研究之結果，為了減少選樣偏差

的影響，進一步大樣本隨機取樣是必要的。另一方面，女性、不抽菸、腺癌 (P <

和早期之患者相較於男性、抽菸、鱗狀細胞癌和晚期之患者，具有較高之 EGFR

發生突變 (38.7% vs. 9.0%, P < 0.001 for genders; 5.4% vs. 28.2%, P < 0.001 for 

smoking status; 34.1% vs. 4.3%, P < 0.001 for tumor type; Table 6)。過去文獻指出，

華人地區女性具有較高之肺腺癌罹患率 (Tokumo et al, 2005)，而在本研究之中，

儘管研究族群之 EGFR 突變率僅有 19%，但是不抽菸女性腺癌患者 EGFR 突變

率則高達 42.9%，此結果與華人地區肺癌患者之研究結果相似，儘管華人女性肺

腺癌患者之 EGFR 突變率如此之高，但是造成不抽菸女性腺癌之 EGFR 發生突
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變之致病因子至今仍然不清楚。 

肺癌患者之正常肺臟組織鎳與鉻分別為 4.04 (標準誤：0.92) μg/g 乾重以及 6.15 

(標準誤：1.43) μg/g 乾重。為了分析肺癌患者之正常肺臟組織重金屬濃度與 p53

和 EGFR 突變間之相關性，本研究進一步將鎳與鉻含量依其中位數區分為高、低

兩組，即鎳含量高於中位值 0.47 μg/g 乾重為鎳高含量組，低於 0.47 ug/g 乾重者

為低含量組；同樣的鉻之中位含量為 2 μg/g 乾重，也將肺癌區分為鉻高、低兩組。

結果發現肺癌患者肺組織具有高含量鎳之患者，發生 p53 突變率顯著高於低含量

之肺癌患者 (54.3% vs. 25.2%, P < 0.001; Table 6)。鉻含量較高者相較較低者亦具

有較高之 p53 突變的趨勢 (42.9% vs. 33.3%, P = 0.183)。但是肺癌患者肺組織中

之鎳與鉻含量和 EGFR 突變並沒有統計上之相關性。為了進一步瞭解肺癌患者

p53 發生突變是否確實和鎳或鉻之環境暴露有關，本研究以邏輯式迴歸分析調整

了性別、抽菸習慣與腫瘤形式等干擾因子，結果發現有較高鎳含量之患者的 p53

發生突變之危險性是低含量患者之 3.21 倍 (95% CI = 1.65-6.24; P = 0.001; Table 

7)。但是高和低鉻含量患者的 p53 發生突變之危險性，並沒有統計上之差異 (P = 

0.536)。同樣以多變項邏輯式迴歸模式調整性別、抽菸習慣以及腫瘤期別之後，

高鎳含量之患者發生 EGFR 突變之危險性是低含量者之 2.13 倍，但沒有達到統

計上之差異 (95% CI = 0.88-5.17, P = 0.094; Table 8)。而鉻含量則與 EGFR 突變

沒有相關性 (P = 0.644)。除此之外，男性肺組織相較於女性具有較低的 EGFR

基因突變之危險 ( OR = 0.22, 95% CI = 0.08-0.62, P = 0.004 )，抽菸者發生 EGFR

基因突變的危險也較未抽菸患者為低 ( OR = 0.28, 95% CI = 0.07-1.03, P = 

0.056 )；而晚期肺組織發生 EGFR 基因突變的危險也較早期肺組織為低 ( OR = 

0.33, 95% CI = 0.14-0.79, P = 0.012 )。這些結果都顯示 EGFR 基因突變主要發生

於不抽菸之女性肺腺癌組織，這結果與過去之研究結果一致。 

 

抽菸是導致 p53 發生突變的主要因子 (Greenblatt et al, 1994)，長期抽菸會促進體
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內香煙代謝產物 benzo[a]pyrene diol epoxides (BPDE) 與反應性氧化產物之累

積，增加 p53 發生突變之機會 (Yu et al, 2002)，同時菸草中具有高濃度重金屬可

能會隨著抽菸行為進入肺中。在細胞實驗發現鎳會透過抑制修補能力增加 BPDE

促進突變發生 (Hu et al, 2004b)。鉻本身致突變之潛力不強，但是鉻會促進 BPDE

鍵結至 p53 譯碼子 245、248 及 249 等位置 (Feng et al, 2003)，因此鉻可能藉由

抑制核苷酸切除修補基因 (nucleotide excision repair; NER) 之表現而增加 p53

發生突變之頻率 (Cheng et al, 2000; Hu et al, 2004a)。EGFR 發生突變者大多為女

性、不抽菸與腺癌患者，很少發生於男性、抽菸和鱗狀細胞癌患者 (Table 6)。

為了釐清性別與抽菸對鎳與鉻累積於肺臟組織對 p53 和 EGFR 之影響，本研究將

肺癌患者區分為不抽菸女性、不抽菸男性和抽菸男性三組，比較各組間 p53 和

EGFR 基因突變頻率和鎳與鉻之間的相關性，由於台灣女性肺癌患者中 90%以上

皆非抽菸者，本研究亦未收集到抽菸女性患者。由 Table 9 之結果顯示，高鎳含

量之不抽菸者較低鎳含量之不抽菸者，有較高之 p53 突變率 (50% vs. 18.6%, P = 

0.005)。而此現象無論在男性 (54.1% vs. 34.4%, P = 0.029) 與女性不抽菸者 (55% 

vs. 11.9%, P < 0.001) 都能觀察到。最令人驚訝的是，本研究發現有高鎳含量之不

抽菸女性患者較低鎳含量者，有較高之 EGFR 突變率 (60% vs. 28.6%, P = 0.018; 

Table 9)。除此之外，我們同時觀察到有較高鉻含量之不抽菸患者較含量低者，

有較高之 p53 突變率 (P = 0.014, Table 10)，而此現象主要是在不抽菸之男性患者

觀察到 (P = 0.011)。過去研究發現香菸中含有鎳和鉻重金屬，因此抽菸會將此類

重金屬吸入肺部，但是本研究不僅發現抽菸男性之鎳含量與 p53 發生突變有關，

同時亦發現不抽菸女性之鎳暴露與 p53 和 EGFR 基因突變有正相關性。而在不抽

菸男性之鉻暴露與 p53 發生有關。因此本研究在肺癌患者之結果似乎能印證細胞

實驗之研究結果，鎳與鉻可能會透過抑制 DNA 修補能力，增加 p53 和 EGFR 突

變頻率，而參與肺癌之形成，尤其是不抽菸之肺癌患者。本研究提出鎳重金屬暴

露可能與 EGFR 基因突變發生有關，似乎能解釋一部分台灣不抽菸女性肺癌為何

一直為癌症之第一號殺手。 
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柒、圖與表 

人體肺臟樣品 

(保存於-80℃冰箱) 

↓ 

置於室溫解凍 

↓ 

烘箱加熱乾燥(4 小時) 

↓ 

置於乾燥箱中 

↓ 

秤重 

↓ 

加入 2 ml (65%) 濃硝酸 

↓ 

(20 ml 燒杯) 

↓ 

加熱板消化至近乾 

↓ 

冷卻後，加入 1 ml (30%) 過氧化氫 

↓ 

加熱板消化至近乾 

↓ 

冷卻後，定量至 5 ml 

↓ 

以 GAAS 測定金屬含量 

Fig. 1. Digestion for lung tissue. 
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Fig. 2. Flow chart of the QA/QC. 
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Table. 1. The QA/QC data of calibration in nickel and chromium. 

 

Metal   Sensitivity test  r Calibration test 

 n  Mean a. Certified value RSD(%)b.  Mean Range Mean (%) ± SD 

Nickel  4  0.24 0.22 0.74 ± 0.39  0.9986 0.9985-0.9993 112.78 ± 4.46 

Chromium 6  0.18 0.16 1.16 ± 0.43  0.9963 0.9994-0.9999 104.78 ± 1.83 

a. Values are in absorbance (abs.). 
b. Values are mean (%) ± SD. 
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Table. 2. Background levels (μg/L) of nickel and chromium in blank solutions. 

 

Metal n Min Max Mean SD 

Nickel 13 0 0.194 -0.72 0.64 

Chromium  14 0 1.495 0.37 0.40 

The unit of the value is μg/L. 
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Table. 3. Recovery (%) for standard solution of nickel and chromium. 

 

Metal N Min Max Mean SD 

Nickel 14  83.5% 116.7% 105.9% 10.3% 

Chromium 13 102.1% 120.1% 113.3%  5.4% 
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Table. 4. The method detection limits (MDL) of nickel and chromium. 

 

Metal n Min Max Mean SD MDL 

Nickel  7 -1.02 -0.53 -0.76 0.02 0.07 

chromium 7  0.51  1.57  0.98 0.39 1.17 

The unit of the value is μg/L. 
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Table 5. Demographic characteristics of the study population. 
 
Characteristic Frequency Percentage (%) 
No. of subjects 184  
Age distribution   

Mean ± SD 64.2 ± 10.0  
Range 26-87  

Gender   
  Female  62 33.7 
  Male 122 66.3 
Smoking status   
  Non-smokers 110 59.8 
  Smokers  74 40.2 
Tumor type   
  ADC  91 49.5 
  SCC  93 50.5 
Tumor stage   
  Ⅰ and Ⅱ  95 51.6 
  Ⅲ and Ⅳ  89 48.4 
T value   
  T1 and T2 136 73.9 
  T3 and T4  48 26.1 
N value   
  No  85 46.2 
  N1, N2, and N3  99 53.8 
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Table 6. Relationships of p53 and EGFR mutations with clinical features in lung 

cancer patients. 

 

Variables p53 mutation  EGFR mutation  

 Wild-type Mutation P a. Wild-type Mutation P a 

No. subjects 114 70   149 35  
Age distribution 63.5 ± 10.4 65.4 ± 9.3 0.201 64.6 ± 9.7 62.5 ± 11.1 0.252 
Age       
  ≤ 66 years 63 (66.3) 32 (33.7) 0.208  75 (78.9) 20 (21.1) 0.468 
  > 66 years 51 (57.3) 38 (42.7)   74 (83.1) 15 (16.9)  
Gender       
  Female 46 (74.2) 16 (25.8) 0.015  38 (61.3) 24 (38.7) < 0.001
  Male 68 (55.7) 54 (44.3)  111 (91.0) 11 (9.0)  
Smoking habit       
  Non-smokers 77 (70.0) 33 (30.0) 0.006  79 (71.8) 31 (28.2) < 0.001

Smokers 37 (50.0) 37 (50.0)   70 (94.6)  4 (5.4)  
Tumor type       
  ADC 67 (73.6) 24 (26.4) 0.001  60 (65.9) 31 (34.1) < 0.001
  SCC 47 (50.5) 46 (49.5)   89 (95.7)  4 (4.3)  
Tumor stage       
  Ⅰ/Ⅱ 60 (63.2) 35 (36.8) 0.729  71 (74.7) 24 (25.3) 0.026 
  Ⅲ/Ⅳ 54 (60.7) 35 (39.3)   78 (87.6) 11 (12.4)  
T value       
  T1 and T2 86 (63.2) 50 (36.8) 0.548 106 (77.9) 30 (22.1) 0.077 
  T3 and T4 28 (58.3) 20 (41.4)   43 (95.6)  5 (4.4)  
N value       
  N0 54 (63.5) 31 (36.5) 0.684  69 (81.2) 16 (18.8) 0.949 
  N1,N2 and N3 60 (60.6) 39 (39.4)   80 (80.8) 19 (19.2)  
Ni accumulation 1.7 ± 4.5  7.8 ± 18.8 < 0.001  3.7 ± 11.6 5.5 ± 15.8 0.733 

Ni b.       
  Low 77 (74.8) 26 (25.2) < 0.001  85 (82.5) 18 (17.5) 0.547 
  High 37 (45.7) 44 (54.3)   64 (79.0) 17 (21.0)  
Cr accumulation 3.5 ± 5.7 10.5 ± 30.4 0.012  6.6 ± 21.5 4.3 ± 5.0 0.114 

Cr b.       
  Low 62 (66.7) 31 (33.3) 0.183  77 (82.8) 16 (17.2) 0.525 
  High 52 (57.1) 39 (42.9)   72 (79.1) 19 (20.9)   
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a. P < 0.05, compared with the wild-type p53 or EGFR group was calculated by x2 test, 

t-test or Wilcoxon rank sum test. 

b. The cutoff value for high or low level of nickel and chromium is the median content 

(nickel: 0.47 ug/dry weight; chromium: 2 ug/dry weight) 
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Table 7. Association of various potential factors with p53 mutations in lung cancer 

patients. 

 

Variable   Category AOR 95% CI  P b

Gender   Male / Female 1.18 0.48-2.90  0.726
Smoking status  Smokers / Non-smokers 1.35 0.60-3.02  0.472

Tumor type  SCC / ADC 2.30 1.11-4.74  0.025

Nickel a  High / Low 3.21 1.65-6.24  0.001

Chromium a  High / Low 1.23 0.63-2.40  0.536

a. The cutoff value for high or low level of nickel and chromium is the median content 

(nickel: 0.47 ug/dry weight; chromium: 2 ug/dry weight). 

b. P < 0.05, compared with the wild-type p53 group was calculated by logistic 

regression 
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Table 8. Association of various potential variables with EGFR mutations in lung 

cancer patients. 

 

Variable   Category AOR 95% CI  P b 

Gender   Male / Female 0.22 0.08-0.62  0.004
Smoking status  Smokers / Non-smokers 0.28 0.07-1.03  0.056

Tumor stage  Ⅲ, Ⅳ / Ⅰ, Ⅱ 0.33 0.14-0.79  0.012

Nickel a  High / Low 2.13 0.88-5.17  0.094

Chromium a  High / Low 0.82 0.35-1.93  0.644

a. The cutoff value for high or low level of nickel and chromium is the median content 

(nickel: 0.47 ug/dry weight; chromium: 2 ug/dry weight) 

b. P < 0.05, compared with the wild-type EGFR group was calculated by logistic 

regression 
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Table 9. Association of p53 and EGFR mutations with nickel contents in lung cancer 

patients stratified by smoking status and genders. 

 
Nickel content p53 mutation  EGFR mutation  

 Wild-type Mutation P a. Wild-type Mutation P a. 

Non-smokers b.       
  Low 57 (81.4) 13 (18.6) 0.005 53 (75.7) 17 (24.3) 0.230 
  High 20 (50.0) 20 (50.0)  26 (65.0) 14 (35.0)  
Smokers        
  Low 20 (60.6) 13 (39.4) 0.102 32 (97.0) 1 (3.0) 0.624 
  High 17 (41.5) 24 (58.5)  38 (92.7) 3 (7.3)  
Female       
  Low 37 (88.1)  5 (11.9) < 0.001 30 (71.4) 12 (28.6) 0.018 
  High  9 (45.0) 11 (55.0)   8 (40.0) 12 (60.0)  
Male       
  Low 40 (65.6) 21 (34.4) 0.029 55 (90.2) 6 (9.8) 0.752 
  High 28 (45.9) 33 (54.1)  56 (91.8) 5 (8.2)  
a.P < 0.05, compared with the wild-type p53 or EGFR group was calculated by x2 test, 

t-test or Wilcoxon rank sum test. 

b. The cutoff value for high or low level of nickel is the median content (nickel: 0.47 

ug/dry weight) 
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Table 10. Association of p53 and EGFR mutations with chromium contents in lung 

cancer patients stratified by smoking status and genders.  

 
Chromium  p53 mutation  EGFR mutation  
content Wild-type Mutation P a. Wild-type Mutation P a. 

Non-smokers b.       
  Low 43 (81.1) 10 (18.9) 0.014 38 (71.7) 15 (28.3) 0.979 
  High 34 (59.6) 23 (40.4)  41 (71.9) 16 (28.1)  
Smokers        
  Low 19 (45.0) 21 (55.0) 0.641 39 (86.7)  1 (13.3) 0.328 
  High 18 (52.9) 16 (47.1)  31 (91.2)  3 (8.8)  
Female       
  Low 22 (81.5)  5 (8.5) 0.249 17 (63.0) 10 (37.0) 0.812 
  High 24 (68.6) 11 (31.4)  21 (60.0) 14 (40.0)  
Male       
  Low 40 (60.6) 26 (39.4) 0.240 60 (90.9)  6 (9.1) 0.975 
  High 28 (50.0) 28 (50.0)  51 (91.1)  5 (8.9)  
Male non-smokers       
  Low 21 (81.0) 5 (19.0) 0.011 21 (81.0)  5 (19.0) 0.429 
  High 10 (45.5) 12 (54.5)  20 (90.9)  2 (9.1)  
Male smokers       
  Low 19 (47.5) 21 (52.5) 0.641 39 (97.5)  1 (2.5) 0.328 
  High 18 (52.9) 16 (47.1)  31 (91.2)  3 (8.8)  
a.P < 0.05, compared with the wild-type p53 or EGFR group was calculated by x2 test, 

t-test or Wilcoxon rank sum test. 

b. The cutoff value for high or low level of nickel is the median content (nickel: 0.47 

ug/dry weight) 
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Table 11. The combined effects of nickel contents and MGMT and XPC promoter 

hypermethylation with p53 mutations in lung cancer patients. 

 
Variables  p53 mutation    
 n Negative Positive AOR 95% CI P a. 

MGMT methylation/ 
Nickel c. 

      

  Negative / Low 50 41 (77.4) 12 (22.6) 1.00 b.   
  Negative / High 33 19 (57.6) 14 (42.4) 2.65 1.00-7.06 0.051 
  Positive / Low 43 29 (67.4) 14 (32.6) 1.53 0.60-3.93 0.379 
  Positive / High 36 10 (27.8) 26 (72.2) 7.21 2.61-19.89 <0.001

XPC methylation/ 
Nickel c. 

      

  Negative / Low 47 32 (68.1) 15 (31.9) 1.00 b.   
  Negative / High 32 17 (53.1) 15 (46.9) 2.06 0.78-5.41 0.143 
  Positive / Low 49 38 (77.6) 11 (22.5) 0.70 0.27-1.84 0.464 
  Positive / High 37 12 (32.4) 25 (67.6) 4.23 1.63-11.01 0.003 

a. P < 0.05, compared with the wild-type p53 subgroup, was calculated by logistic 

regression and adjusted for gender, smoking status and tumor type. 

b. Reference group. 

c. The cutoff value for high or low level of nickel is the median content (nickel: 0.47 

ug/dry weight). 
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減少肺癌之發生不僅需減少抽菸量，同時應減少鎳與鉻之環境汙染。建議政府未來應制定

管制鎳與鉻之使用量，以達到降低國人肺癌之發生率，尤其不抽菸者。 

 


