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摘要:为了研究谷胱甘肽硫转移酶 GSTM 1和 GSTT1基因多态性与肝细胞癌风险的相关性 ,在广西黄曲霉毒素

( AFB1)高污染区 ,用 PCR技术检测肝细胞癌患者和非肝细胞癌成人血样中 GSTM 1和 GST T1的存在或缺失。

肝细胞癌组 ( HCC) 181例 ,经病理确诊为肝细胞癌 ,对照组 360例 ,由非肝细胞癌成人组成。 结果显示 , GSTM 1

和 GSTT1零基因型的频率在对照组分别为 47. 8%和 42. 7% ,在肝细胞癌组分别为 64. 6%和 59. 7% ,两组间的

差异有非常显著性意义 (P < 0. 01)。 GSTM 1和 GST T1联合零基因型在肝细胞癌组与对照组分别为 38. 2%和

18. 5% ,两组间差异有显著性意义 (P < 0. 05)。说明 GSTM 1和 GSTT1零基因型在当地与 AFB1诱发肝细胞

癌的风险相互关联。
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Abstract: The present study was undertaken to evaluate the association betw een GSTM 1 and
GST T1 gene polym orphisms and risk o f hepa tocel lula r carcinoma. Cases and contro ls study the

genetic polym orphisms of the genes a t an af lato xin high contaminated region in

Guangxi. Polymerase chain reaction ( PCR) technique was used to detect the presence o r
absence of the GS TM 1 and GS TT1 genes at the blood samples. The case g roup w as composed

of 181 patients o f HCC identified by the patho logist and the control g roup w as com posed of 360

adults wi thout any tumo r. The f requencies o f GSTM 1 and GST T1 null geno type in the control

w ere 47. 8% and 42. 7% respectiv ely , w hi le in the HCC g roup w ere 64. 6% and 59. 7%

respectiv ely. The di fferences between HCC g roup and the control g roup w ere very significant,

P < 0. 01. GS TM 1 and GST T1 combined null g eno type in HCC g roup and control g roup w ere
38. 2% and 18. 5% , the di fference w as significant ( P < 0. 05) . The GSTM 1 and GS TT1 null
geno types w ere associated wi th an increased risk of HCC in this AFB1 high contaminated

region.
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　　流行病学研究和动物实验证明广西肝细胞癌流

行的主因为乙型肝炎病毒 ( HBV )感染和暴露于黄曲

霉素 ( AFB1) ,病因学研究也证明 HBV和 AFB1间

有协同作用 ,单独 HBV的致癌率为 11. 0% ,两者协

同致癌率为 53. 0%
[1 ]
。 AFB1是一种霉菌毒素由黄曲

霉所产生。霉菌毒素的研究已查出超过 100种产毒真

菌和超过 300种霉菌毒素 ,而 AFB1是最强力的致癌

物 ,它的致突变代谢产物结合于 DN A可能引起 G→

T颠换诱生癌 ,肝是其靶器官 [2, 3 ]。已发现 AFB1在世

界上常污染粮食如玉米和花生 ,并已知道广西扶绥等

地是一较高污染区并同时伴肝细胞癌流行
[ 4 ]
。 AFB1

需经细胞色素氧化酶代谢激活成为 AFB1-8, 9-环氧

化物才会损害 DN A
[5 ] ,体内有一些解毒酶能对抗这
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种环氧化物而有抗癌作用。本文研究谷胱甘肽硫转移

酶 GS TM 1和 GS TT1遗传性缺失多态性与当地环

境致癌物 AFB1诱生肝细胞癌的风险相关性。

1　材料与方法

1. 1　研究对象

　　选取 181例肝细胞癌症患者和 360例非肝细胞

癌成人作为研究对象。 肝细胞癌组 ( HCC)是广西医

科大学附属医院的新病人 ,时间从 1998年 1月至

2002年月 12月 ,所有病例均经病理学诊断确定 ,年

龄 28～ 70岁 ,平均 49. 5岁 ,男 145例 ,女 36例。对照

组来自同一医院健康体检者中除外肿瘤的病例。

　　血样是采集 2ml静脉血 ,分离白细胞 ,然后用标

准酚- 氯仿抽提法提取基因组 DN A。

1. 2　 PCR检测基因

　　用 PCR法从 DN A中决定 GS TM 1和 GSTT1

缺失基因型。 GS TM 1引物为其第 4外显子 5′区 5′-

CTGCCCTACT TGAT TGATGGG-3′和第 5外显子

3′区 5′-C TGAAT TGTAGCAGATCATGC-3′,其扩

增 长 度 273bp。 GSTT1 的 引 物 为: 5′-

T TCCT TACTGGTCCTC ACA TCTC-3′和 3′区 5′-

TC ACCGGATCATGGCC AGCA-3′, 用 于 扩 增

480bp片断。在上述两实验中若无扩增产物提示零基

因型 [ 6, 7 ]。在 GS TM 1和 GS TT1零基因型的标本用

一对 p53(上游 5′-C AAG TGGCTCCT GACCTGGA-

3′,下游 5′-GTGT TGCCTCC TAGGT TGGC-3′,长

度 110bp)作内参照共同扩增 ,以便质量监控排除由

于扩增条件不合适造成的假阴性 [7 ]。

　　 PCR反应在型号为 BIO-RAD基因扩增仪中进

行 ,用市售 PCR试剂盒 ,基因组 DN A约 5μg , dN T P

2. 5mm ol /L,每条引物 5μmol /L, MgCl2 25 mm ol /L,

Taq多聚酶 0. 5 u,在总容积为 25μl中 ,用等量石蜡

油覆盖进行扩增。

　　扩增反应: 样品在 94℃预变性 5 min,然后分别

扩增 GSTM 1和 GST T1。 GSTM 1: 93℃ 30s→ 50℃

45s→ 72℃ 45s, GS TT1: 94℃ 45s→ 61℃ 50s→ 72℃

60s。 35个循环后 72℃延伸 10min。扩增产物经 2%

琼脂糖电泳 ,用紫外线检测仪观察记录结果和拍照。

1. 3　统计分析

　　实验结果用χ
2
检验进行统计分析。

2　结果

　　 GST T1( 480bp)和 GS TM 1( 273bp)基因扩增产

物结果见图 1。

　　图 1　 GSTT1( 480bp)、 GSTM 1( 273bp)基因和 p53蛋白

( 110bp) PCR扩增产物凝胶电泳图长度

　　 Fig. 1　 Amplifica tion of GSTM 1 ( 273 bp) and GST T1

( 480 bp) and p53 ( 110 bp) genes products in aga rose gel

elect ropho resis

　　 M . pBR322 DN A/M spⅠ ; 1. 对照组 GS TT1阳性 ; 2～ 3.

对照组 GS TM 1阳性 ; 4～ 6. HCC组 GS TT1阳性 ; 7～ 8. HCC

组 GSTM 1阳性 ; 9. HCC组 GS TM 1阴性 , 1～ 9. p53蛋白均

阳性。
　　 M . pBR322 DN A M spI, 1. GSTT1 Contro l positive , 2～
3. GSTM 1 Contro l po sitiv e, 4 ～ 6. HCC g roup GST T1

po sitiv e, 7～ 8. HCC g roup GSTM 1 positiv e, 9. HCC g roup

GSTM 1 nega tiv e, 1～ 9. All the p53 pro tein nega tiv e.

　　 HCC组和对照组 GST T1零基因型频率分别为

59. 7% ( 108 /181)和 42. 7% ( 154 /360) ; GS TM 1零基

因型在 HCC组和对照组中的出现频数分别为

64. 6% ( 117 /181)和 47. 8% ( 172 /360)。 两组的差别

均有非常显著性意义 ( P < 0. 01)。详见表 1。
表 1　 GSTM1和 GSTT1基因缺失比较

Table 1　 The comparison of GSTM1 and GSTT1 genes

deletion

分组
Group

n

GS TM 1 GS TT1

- +
缺失率
Deletion
r ate(% )

- +
缺失率
Deletion
rate(% )

HCC 181 117 64 64. 6 108 73 59. 7

对照组
Contro l

360 172 188 47. 8* 154 206 42. 7* *

两组比较 Comparison o f two g roups, * i2 = 13. 7643, P <

0. 01;* * i2 = 13. 7585, P < 0. 01。

　　检测并计算 HCC组 110例患者和对照组 135例

成人 GS TT1和 GS TM 1的联合零基因型 ,病例与对

照分别为 38. 2%和 18. 5% ,两者差别有显著性意义

( P < 0. 05)。 GS TM 1为阳性而 GST T1为阴性的情

况下 ,病例与对照分别为 21. 8%和 20. 7% ,相反

GSTM 1为阴性而 GSTT1为阳性的情况下 ,病例与

对照分别为 25. 5%和 28. 9% ,两者差别均无显著性

意义 ( P > 0. 05)。详见表 2。

3　讨论

　　谷胱甘肽硫转移酶 ( GST)是一大家族 ,已发现有

7类 ,但仅 u类中的 GS TM 1和θ类中 GST T1表现

有基因缺失 ,即零基因型 ( null g eno type)并完全缺失该

酶的活性。致癌物 AFB1-8, 9-环氧化物是 GSTM 1和
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表 2　 HCC组 ( 110例 )与对照组 ( 135例 ) GSTM1和 GSTT1

两种基因表达对照

Table 2　 The expression of GSTM1 and GSTT1 genes in HCC
( 110 cases) and control( 135 cases)

基因
Geno types

GS TM 1( - ) (% )* GS TM 1(+ ) (% )

HCC
对照组

Contr ol g roup
HCC

对照组
Cont rol g roup

GSTT1( - ) 42( 38. 2) 25( 18. 5) 24( 21. 8) 28( 20. 7)

GSTT1(+ ) 28( 25. 5) 39( 28. 9) 16( 14. 5) 43( 30. 4)

* GSTT1( - )同时 GSTM 1( - ) HCC组与对照组比较 ,i2 =

5. 8630, P = 0. 015。括号外的数值为例数 ,括号内的数值为百

分率。 Comparison the combined GSTM 1 and GST T1 null

g eno types betw een th e HCC and contr ol g r oupsi2 = 5. 8630,

P = 0. 015。 Data out brackets a re th e numbe r o f cases, data in

brackets ar e pe rcent.

GST T1的作用底物
[8 ]
。 GS Ts催化谷胱甘肽与环氧

化物结合易于排出和解毒 ,可能在抗致癌物中起重要

作用。缺乏这些酶已知对数种癌症容易感染。而有些

报道未检出 GSTM 1在肝细胞癌病例与对照中有统

计学意义的相关可能是由于样品数不足
[3 ]
。 我们在

HCC高发现场作调查研究病例充足 ,大数量的研究

使结果更为可信。我们先前的研究已发现 HCC病人

抑癌基因 p53第 249号密码子 G→ T颠换 ,涉及环境

致突变原 AFB1
[3 ]

,这里我们有兴趣于 GS TM 1和

GST T1基因型的多态性与本地的 HCC患者是否具

有比其他人群更高的 GSTM1和 GS TT1零基因型。

　　 GSTM1和 GS TT1零基因型和吸烟者容易患头

颈鳞状细胞癌和肺癌 [ 9, 10]。本文结果提示 ,广西的局

部地区居民 GSTM1和 GST T1零基因型水平较高 ,

特别是 GS TM 1零基因型为 47. 8% ,处于世界高水

平 ,而 GST T1零基因型为 42. 7% ,远高于文献报道

18. 0%的平均水准 [11 ]。已知遗传性高 GST零基因型

的人群若不接触相关化学毒物 ,如吸烟或 AFB1,并

不增加患癌症的危险性
[ 12 ]
。然而长期大量吸烟或生

活在 AFB1高污染区就会有足够时间充分暴露其遗

传缺陷并易患癌症。 本文结果显示 GSTM 1和

GST T1零基因型在 HCC组高于对照组 ,其差别有非

常显著性意义 ( P < 0. 01) ,与年龄及性别无关 (P >

0. 05)。 GSTM 1和 GST T1联合缺失的频率 HCC组

与对照组分别为 38. 2%和 18. 5% ,差别有显著性意

义 (P < 0. 05) ,说明 AFB1受 GS TM 1和 GSTT1酶

代谢 ,零基因型和联合零基因型罹患肝细胞癌的危险

性增加一倍。

　　总而言之 , GSTM 1和 GSTT1零基因型是一种

遗传性缺陷 ,它降低了人体对某些环境致癌物的解毒

活性。 解毒酶基因缺失者若长期接触致癌物 ,其致癌

危险性一定会比常人高。人类环境中最常见的有害物

质如烟草含 50余种致癌物 ,解毒酶基因缺失尚未广

为人之 ,盲目参加吸烟行列却无福消受 ,陡然增加生

癌风险。 AFB1高污染并非常见 ,仅亚洲东南及非洲

撒哈拉以南局部温暖潮湿地区易于黄曲霉繁殖 ,粮食

受 AFB1污染较重。广西 AFB1高污染已早有文献

报道 ,解毒酶基因缺失者尤其应提防 ,以避免增加肝

细胞癌风险。
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