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摘　要　目的：确定中国汉族人依赖还原型辅酶Ⅰ／Ⅱ ［NAD（P）H：］醌氧化还原酶（NQO1）基因 cDNA 的609位点 C→T
（C609→T）突变的频率分布。方法：利用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性（PCR-RFLP）技术分析了81名正常中国汉族人
NQO1基因 cDNA 的609位点的多态性。结果：中国汉族人 NQO1基因的 C609→T 的频率为0∙426；基因型 T609／T609、C609／
C609与 C609／T609的比率分别为0∙17、0∙32和0∙51。结论：该结果提示中国汉族人 NQO1基因的 C609→T 位点的多态性分布规
律与西方人有明显的差异。
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Abstract　Objective：To confirm the mutation frequency of C609→T in exon6of NAD （P）H：quinone oxi-
doreductase I （NQO1） gene in Chinese population．Methods：The polymorphism of C609→T in exon6of NQO1
gene was analyzed in the population of81randomly selected Chinese individuals by polymerase chain reaction re-
striction fragment length polymorphism （PCR-RFLP）．Results：The frequency of NQO1C609→T allele was
0∙426．The index of genotype T609／T609�C609／C609 and C609／T609 were0∙17�0∙32and0．51respectively．
Conclusion：The results suggested that the polymorphism of NQO1C609→T in Chinese individuals is different
from the Western individuals significantly．
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　　依赖还原型辅酶Ⅰ／Ⅱ醌氧化还原酶 ［ NAD
（P ） H：quinone oxidoreductase�NQO1�EC 1．
6∙99∙2］�又称 DT-硫辛酰胺脱氢酶 （DT-di-
aphorase）�是1种黄素酶�它催化醌双电子还原反
应�对醌及其衍生物有解毒作用［1］。其基因定位在
第16号染色体上�由6个外显子间以5个内含子
组成�在人体的各个组织中均有表达［2］。醌是1种
有毒的化合物�能诱发哺乳动物细胞癌变、突变和
坏死�它在自然界中广泛存在�如汽车废气、烟草的
烟雾等�甚至存在于人们的许多食物中。在其代谢

过程中�经 I 相解毒酶 P450催化�以供给单电子的
方式还原为半醌�再将半醌还原为水溶性的醌。单
电子的还原方式被认为是醌的主要毒性机理�因为
半醌能生成有活性的烷基化基团�并且能自动氧
化�生成毒性的自由基�如超氧阴离子和有毒的活
性氧。由于 NQO1催化醌还原为亲电子的水溶性
醌�避免了亲核性的醌损伤 DNA。另外�NQO1催
化的还原反应直接供给醌双电子�无代谢中间物半
醌形成�从而减少了活性氧的形成�起到保护细胞
的作用。许多研究发现 NQO1对醌及其衍生物所
致的突变、癌变和其它毒性有保护作用�因此对该
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酶的研究日益重视。在正常人群中�该酶的活性有
差异�Edwards 等曾报道在英国人中有4％缺乏
NQO1活性［5］。最近的研究发现�该酶的活性差异
是因编码该酶的基因在其 cDNA609位点碱基突变
（C609→T）所致［3］。迄今尚未见到国内对 NQO1基
因的 C609→T 位点的研究报道。因此�我们对一组
中国汉族人的 NQO1基因多态性做了初步的研究。

1　材料与方法
1∙1　研究对象

81例健康成年汉族人�分别来自门诊健康查
体�无遗传病家族史�无肿瘤、风湿病及神经系统疾
病等。其中男性43名�女性38名�年龄27～72岁。
1∙2　DNA的提取

抽静脉血10mL�肝素抗凝�利用常规酚／氯仿
抽提法提取 DNA�采取紫外分光光度法将 DNA 稀
释至500mg／L。
1∙3　多态性分析

利用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性
（PCR-RFLP）技术�采用陈彪报道的方法［4］。根据
NQO1基因 cDNA609位点相当于 NQO1基因全序
列第6号外显子40位点设计引物［2］�其序列如下：
NQO1F：5′AAGCCCAGACCAACTTCT-3′（位于
intron 571～78）、NQO1 R：5′-GCGTTTCTTC-
CATCCTTC-3′（位于 extron6104～87）。PCR 扩
增是用 Perkin-Elemer9600PCR仪�反应总体积30
μL�含有200μmol／L dNTP、两种引物各0∙2μmol／
L、5％的 DMSO、0∙4μg DNA、2单位 Taq DNA聚
合酶（华美生物工程公司）、10mmol／L Tris-HCl
（pH9∙0）、1∙5 mmol／L MgCl250 mmol／L KCl、
0∙1％ Triton X-100。扩增长度为195bp。先在95
℃下预变性2min�再以下列温度和时间循环35
次：94℃30s；55℃30s；72℃45s；最后在72℃下
延伸5min。将扩增产物10μL 用5单位 Hinf I
限制性内切酶（SABC 产品）在37℃下消化2h�最
后以6％的聚丙酰胺凝胶电泳及 EB 染色。若
NQO1C609→T 碱基替换时�则产生1个 Hinf I 酶
切位点。扩增的片段被切成119bp 和76bp 两个
片段（图1）。

2　结　果
81名中国汉族人 NQO1C609→T 位点多态性

频率及基因型多态性分布见表1、表2。

图1　NQO1基因6号外显子扩增产物 Hinf I酶切电泳图
Fig．1　Polyacrylamide gel showing amplified and Hinf

I-digested NQO1gene exon6fragments
PGEM-3Ef （＋）／Hae Ⅲ DNA marker （lane 1）．The

undigested wild-type homozygous （C／C） fragment is 195bp
（lane 2）．The homozygous fragment （T／T ） digest to yield
119bp�76bp （lane3�4）．The heterozygous fragment （T／C）
digest to yield195bp�119bp�76bp （lane5）

表1　NQO1基因 C609→T 位点多态性频率分布（ n＝81）
Table1　Frequencies of the T allele at nucleotide609in the

NQO1locus （ n＝81）
Number of Chromosome T allele frequency

　Male 86 39 0．453
　Female 76 30 0．385
　Total 162 69 0．426

表2　NQO1基因C609→T 位点基因型多态性频率分布（n＝81）
Table2 Frequencies of genotype at position609in the NQO1locus
Genotype Number Frequency
C／T 41 0．51
C／C 26 0．32
T／T 14 0．17

由表1、表2可见中国汉族人 NQO1C609→T
位点 T 突变等位基因的频率为0∙426；T609／T609纯
合子及 C609／C609纯合子的比率分别为0∙17和
0∙32�T609／C609杂合子的比率为0∙51。经χ2检验
NQO1C609→T 位点 T 突变等位基因频率在男性和
女性之间无显著差异（ P＞0∙1）；基因型分布符合
Hardy-Weinberg平衡分布。
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3　讨　论
国外报道在正常人群中有4％～10％的人缺

乏 NQO1的活性�11％的人该酶的活性为中等水
平［5�6］�最初其原因并不清楚。Traver 等人在 BE
细胞株（NQO1活性很低的肾上腺细胞瘤株）中�应
用反转录 PCR 技术扩增出 NQO1的 cDNA 序列�
经测序发现其609位点发生了 C609→T 的错义突
变［3］�随后 Siegel 等在非小细胞肺癌 （NSCLC）
H597细胞株中�Kolesar 等在1例患有加德纳综合
征并Ⅳ期直肠癌的患者的血细胞中证实了该突
变［7］。进一步的研究发现该突变并非癌细胞所特
有�在正常人群中均有该突变位点等位基因的纯合
子和杂合子存在［8］。说明 NQO1基因在该位点具
有多态性。该突变导致 NQO1基因编码的187位
氨基酸由脯氨酸变成了色氨酸�虽不影响其 mRNA
的合成�但可能改变了酶的2级结构�使酶的活性
降低。本研究发现中国汉族人 NQO1C609→T 位点
等位基因频率为0∙426；其基因型分布野生型
（C609／C609）0∙32�杂合子（T609／C609）0∙51�突变纯
合子（T609／T609）0∙17。经χ2检验 T 等位基因频率
在男性和女性之间无显著差异（ P＞0∙1）；基因型
分布符合 Hardy Weinberg 平衡分布�说明该样本
基本代表中国汉族人群该基因的多态性分布规律。
Rosvold等在1组用于建立等位基因频率的参考人
群中发现该突变的等位基因频率为13％�并符合
孟得尔遗传方式［9］；在1组高加索人该突变等位基
因频率为20％［10］。Kueh1等报告在44例加拿大
的正常人中40％为 T609／C609基因型�9％为 T609／
T609基因型［8］。而陈彪等发现美国人中该突变等
位基因频率为1∙9％［4］。我们的结果表明中国汉
族人的 NQO1C609→T 位点等位基因频率较其他人
种的突变频率高�说明该位点的多态性具有种族差
异。

目前的研究发现在肝、肺、直肠癌及乳腺癌组
织中�NQO1的基因表达增加�提示该酶在肿瘤的
发展和肿瘤初发时细胞的防御机理中有重要作

用［8］。NQO1基因的多态性有两方面的意义：①
因其多态性造成的 NQO1酶活性的降低或缺乏�
减弱了 NQO1在对抗醌及其衍生物毒性的保护作
用�使机体倾向于罹患恶性疾病。② 其多态性在

肿瘤的化学治疗中亦有重要意义。因为许多抗肿

瘤药物是含醌的化合物�需要经 NQO1催化还原
为水溶性的醌�再经自动氧化生成活性氧或经重排
生成有活性的烷基化物�即所谓“生物还原活化作
用”�从而起到抗肿瘤作用。如果在 NQO1活性低
或无活性的病人中�应用上述抗肿瘤药则效果不
佳�可改用其它种类的药物。因此�在临床上应用
PCR-RFLP 技术检测肿瘤病人的 NQO1的基因型
对指导抗肿瘤药物的应用有着重要的意义。

另外�对其它解毒酶的多态性已有了广泛的研
究�如 I 相解毒酶 P450和Ⅱ相解毒酶谷胱甘肽转
硫酶的多态性�其多态性被认为与人体对一些外界
毒素的反应差异�并导致对某些疾病的易感性有
关。NQO1基因的多态性除与肿瘤有关外�还可能
与其它一些疾病有关�如神经系统的变性疾病帕金
森病［4］�有关研究正在进行之中。
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