
2.3　hCD134L cDNA的克隆与鉴定

分别将 PCR产物和 pGEX-4T-1 质粒以 BamHⅠ和 Sal

Ⅰ酶切后 ,经 T4 DNA 连接酶连接 , 转化大肠杆菌 BL21 , 经

LBA 平板筛选阳性克隆 ,提取重组质粒 ,经酶切鉴定 , 经琼脂

糖凝胶电泳 ,出现约 4.9 kb 的质粒 DNA片段和 607 bp的目

的基因 ,重组质粒被命名为 pGEX-4T-1/hCD134L(图 2)。

图 2　重组质粒 pGEX-4T-1/CD134L的酶切分析

M1:1 kb DNA 标准;M2:Lambda DNA/ Eco1301 DNA 标准;

1:BamHⅠ和 Sal Ⅰ双酶切后的重组质粒 pGEX-4T-1/ hCD134L;2:

BamHⅠ单酶切后的重组质粒 pGEX-4T-1/ hCD134L;3:BamHⅠ

单酶切后的空质粒 pGEX-4T-1

2.4　序列分析

对重组子 pGEX-4T-1/ hCD134L 进行双向测序 , 结果表

明与 GenBank 中报告的序列完全一致。

3　讨　论

许多研究认为 , CD134/CD134L参与了细胞与体液免疫

反应。它能协调 CD4+ T 细胞的选择 、迁移和 Th2 类细胞的

分化;还能与 CD154/ CD40、CD70/ CD27 一起共同调节 T 细

胞依赖性的 B 细胞反应[ 7] 。动物实验中通过阻断 CD134/

CD134L信号来治疗自身免疫性疾病的设想有明显优点 , 它

只针对炎症部位的 T 细胞和巨噬细胞 ,不影响外周 T 细胞

群 ,从而可避免全身免疫抑制。我们拟采用抗人 CD134L 的

单克隆抗体阻断 CD134/CD134L信号途径 , 来研究这一信号

途径在自身免疫性疾病发病过程中的作用。因此 , 本实验中

我们采用 RT-PCR方法从激活的 EBV转化 B细胞中扩增出

了中国人 CD134L 全长 cDNA , 并构建了其高效原核表达载

体 ,为 hCD134L cDNA 的表达和抗 hCD134L 单抗的制备准

备了实验材料。

　　我们选用的 pGEX-4T-1 载体是表达 GST 融合蛋白的大

肠杆菌高效表达载体 ,选择该载体的主要原因是:①其含非

常强的 tac启动子 , IPTG 可诱导目的基因的高效表达。 ②

其表达产物利于分离纯化:融合蛋白可通过谷胱苷肽-交联

葡聚糖 4B柱亲和层析纯化 ,温和的抽提条件对融合蛋白的

抗原性和功能活性影响极小。 再用凝血酶或 Xa 因子将

GST 切除 , 可方便地获得目的蛋白。我们构建的 pGEX-4T-

1/CD134L 经双酶切鉴定证实 hCD134L cDNA 已成功克隆

入 pGEX-4T-1 载体中。序列测定结果表明 , 中国人 CD134L

cDNA 序列与 GenBank 中报告的完全一致 , 为今后研究

CD134/ CD134L分子作用机理和制备抗 hCD134L 单抗打下

基础。
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摘　要:【目的】探讨谷胱甘肽硫转移酶μ基因缺失与肺癌发生的关系。【方法】采用病例-对照研究方法和 PCR检测手段分析谷胱甘肽

硫转移酶μ基因缺失在病例和对照组中的分布情况 ,并分析其与肺癌发生的关系。【结果】谷胱甘肽硫转移酶μ基因(GSTM1)缺失在病例组

和对照组中的分布存在显著差异(P <0.01),病例组中 GSTM1-/-基因型携带率较高(61%),而对照组则为 48%;GSTM1-/ -基因型是
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肺癌发生的重要危险因素(OR为 1.7 , P =0.04)。【结论】谷胱甘肽硫转移酶μ基因缺失与肺癌的发生密切相关 , GSTM1-/ -是肺癌发生

的重要宿主因素 ,并可能是肺癌遗传易感性的重要生物学标志。

关键词:肺肿瘤;谷胱甘肽硫转移酶μ基因;病例对照研究
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　　μ类谷胱甘肽硫转移酶(GS TM1)是体内主要参与多环

芳烃类等化学致癌物灭活的解毒酶系 , GSTM1 基因的缺失

与否可致酶活性的显著不同 ,从而引起个体对肿瘤易感性的

差异[ 1] 。本研究通过病例-对照研究方法及 PCR技术 , 分析

GSTM1 基因缺失在病例和对照组中的分布情况 , 并分析其

与肺癌发生的关系。

1　材料和方法

1.1　研究对象

病例为 1997 年 1 月～ 1999 年 12 月在我院胸外科进行

手术的全部肺癌患者 , 共 213 例 , 所有病例均由组织病理学

确诊 , 其中鳞癌 106 例 ,腺癌 62 例 , 细支气管肺泡癌 11 例 ,

其他 34 例。对照分两组 , 对照 Ⅰ为同期在我院进行肺部手

术的良性肿瘤患者 ,共 64例 , 其中炎性假瘤 44 例 , 结核瘤 11

例 ,其他 9 例;对照Ⅱ为同期在我院体检中心进行体检的健

康体检者 ,共 135 名。

纳入标准:①所有对照年龄均在 45 岁以上 , 与入选病例

无血缘关系;②对照及病例均无其他部位原发肿瘤 , 病例术

前未接受放疗和化疗等治疗;③所有病例与对照均为汉族 ,

且均为在广东地区居住 20 年以上的常住人口。

1.2　调查内容

调查病例及对照的年龄 ,性别等一般人口学特征以及与

肺癌相关的危险因素(如职业 、吸烟 、肿瘤家族史等)。

1.3　标本收集

病例标本取自手术切除的肿瘤组织;对照Ⅰ 标本取自手

术切除的肺良性肿瘤组织;对照Ⅱ标本则抽取被检者静脉血

5 mL , 离心去血清后取剩余的血凝块。

1.4　实验室检测

1.4.1　标本 DNA的提取　经研磨的肺肿瘤组织或被吹打

细碎的血凝块组织经蛋白酶消化后 ,用酚-氯仿抽提数次 , 乙

醇和 Na+沉淀 , TE 溶解后保存于-20 ℃。

1.4.2　PCR 反应　每例 DNA 模板均经引物 P1(5′-C TG

CCC TAC TTG ATT GAT GGG-3′)与 P2(5′-CTG GAT TGT

AGC AGA TCA TGC-3′)进行 PCR扩增 , 扩增 GSTM1 第 4、

5 外显子(包括第 4 内含子), 产物是约为 273 bp 的片段。 同

时 ,共扩增人肌动蛋白基因作为内对照 , 引物为 H1(5′-GGG

CAC GAA GGC TCA TCA TT-3′)与 H2(5′-GGC CCC TCC

ATC GTC CAC CG-3′), 产物是 493 bp的片段。反应混合物

含 10×Buffer(1.5 mmol/ L Mg
++
), 200 μMdNTP , 每种引

物各 0.25 μmol/ L , TagDNA 聚合酶 1 U , 总反应体积为 50

μL , PCR循环条件为 94 ℃变性 55 s , 55 ℃复性 1.5 min , 72

℃延伸 1 min , 经 35 个循环后继续在 72 ℃延伸 7 min。

1.4.3　电泳及结果判定　PCR反应产物于 20 g/ L Ago rase

凝胶 、电泳缓冲液中 , 在电压 40 V , 电流 2.5 mA 的条件下进

行电泳 ,电泳后于 300 nm 的紫外线透射分析仪上观察 、拍

照 ,电泳后凝胶上显示一条 273 bp 和一条 493 bp 的条带则

为 GS TM1+/+型或 GSTM1+/ -型 , 若仅有一条493 bp的

条带显示 , 则为 GSTM1-/ -型。

1.5　主要设备及试剂

TaqDNA聚合酶 , dNTP等试剂均购自华美公司 ,引物由

上海生工生物工程有限公司合成 , PCR扩增仪为 PE480 , 紫

外透射分析仪为上海康华生化仪器厂产 ZF 型 , 电泳仪为北

京六一仪器厂产 DYY-Ⅱ1 型 , 所有试剂均为分析纯。

1.6　混杂因素的控制

所有病例及对照一般资料的调查均由四名经统一培训

的护理人员调查完成。 所有标本均统一编号 , 进行标本的

PCR检测及结果判定时 , 研究人员不知标本对应的临床资

料。为控制实验中的假阳性和假阴性 , 每批次 PCR反应除

设系统内对照外 ,均设阳性 、阴性及空白对照。

1.7　统计方法

所有资料均由 SPSS10.0 软件包处理 , 采用 t 检验 ,卡方

检验 , 计算 χ2 、 P 值 、比值比(OR)和 95%可信限(95%CI)。

2　结　果

2.1　均衡性检验

病例组年龄(58.6 ±11.0)岁 , 对照 Ⅰ 组(54.2 ±10.7)

岁 , 对照Ⅱ组(53.8±10.4)岁;病例组男 158 例 ,女 55 例 , 对

照Ⅰ组男 50 例 , 女 14 例 , 对照Ⅱ组男 101 例 , 女 34 例。经

统计检验 3组间在年龄 、性别 、职业方面均未见显著性差异。

2.2　GSTM1基因型在肺癌病例组和对照组中的分布

GS TM1 基因缺失在肺癌病例组(213 例), 对照 Ⅰ组(64

例),对照Ⅱ组(135 例)中的分布情况见表 1。经统计学检

验 , GSTM1 基因型在 3 组间的分布有显著性差异(P <

0.01),但在两组对照间的分布无差异(P =0.415), 因此以

下资料分析将两组对照合并分析。

表 1　GSTM1基因型在肺癌病例和对照中的分布　　例(%)

组　别 n GSTM1+/ +或+/ - GSTM1-/ -

病例组 213 83(39) 130(61)

对照Ⅰ 135 33(52) 31(48)

对照Ⅱ 64 71(53) 64(47)

2.3　GSTM1基因缺失在不同病理类型肺癌中的分布

GS TM1 基因缺失在不同病理类型肺癌中的分布未见显

著差异(见表 2),由于该组资料中腺癌和细支气管肺泡癌例

数较少 , 故将两组合并分析。

2.4 GSTM1缺失与肺癌的关系

病例组中 GSTM1基因缺失率明显高于对照组 , OR 值

为 1.7 , 95%可信限为 1.1-2.5 , P =0.04(见表 3)。说明

GSTM1 基因缺失可能是肺癌发病的危险因素。
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表 2　GSTM1基因型在不同病理类型肺癌中的分布　　例

肺癌病理类型 GSTM1-/ - GSTM 1+/ +或+/ - χ2 P

肺鳞癌 64 42

肺腺癌和细支气管肺泡癌 45 28 0.038 0.981

其　他 21 13

表 3　GSTM1基因缺失与肺癌的关系　　　例

组　别 n GSTM 1+/ +或+/ - GSTM1-/ - OR(95%CI)

病例组 213 83 130 1.7(1.1-2.5)

对照组 199 104 95

3　讨　论

大量的研究表明 ,吸烟等环境因素是引起肺癌发生的重

要危险因素 ,除了吸烟等环境致癌因素暴露外 , 在肺癌的发

生中 , 对外来致癌物易感性的个体差异也是重要的宿主因

素。已经有许多研究发现 ,由于代谢酶活性在人的个体间相

差几十倍乃至几百倍 ,因此 , 接触同样的致癌物 , 最终是否患

癌却因人而异[ 1] 。人类谷胱甘肽硫转移酶 M1 属于谷胱甘

肽转移酶基因超家族 , 是体内重要的代谢灭活酶 , 可催化香

烟等致癌物中的多环芳烃类化合物(PAH)与谷胱甘肽结合 ,

从而具有解毒活性[ 2] , GSTM1 基因型和其表型完全一致 , 即

携带有 GS TM1 基因的人具有 GSTM1 酶的活性 ,而该基因

缺失的人则没有该酶的活性[ 3] 。

大量的研究表明 , GSTM1 基因缺失与多种肿瘤的易感

性相关[ 4 , 5] , 但有关 GSTM1 基因缺失与肺癌易感性的研究

结果却不尽一致。最近 ,一个有关 GSTM1 基因与肺癌关系

的 Mata分析表明[ 6] , 研究设计的不规范和系统内偏倚是导

致这种研究结果不一致的主要原因。许多研究没有建立严

格的质量控制方法 ,甚至没有考虑研究对象的种族和居住地

等混杂因素 ,对病例和对照的选择也是随意的 ,因而 , 研究的

结果也就可靠性和可信度不高。

我们采取规范的病例-对照研究设计 , 选取特定时期接

受手术治疗的连续病例和同期在同一医院诊治的人群进行

研究 ,并制定了统一的纳入 、排除标准和实验室质控方法 , 较

好地控制了研究中的系统偏倚。我们的研究发现 , GSTM1

基因缺失率在对照人群中为 48%, 在肺癌病例中却高达

61%,显著高于对照组 , 而且 GSTM1 基因的缺失可能与肺

癌的发生存在相关性 , OR 值为 1.7。这就提示 GS TM1 是

肺癌发生中重要的宿主因素。这与以往在上海 、沈阳和江苏

等地对汉族人群进行的研究结果相似。 高扬等[ 7]的研究结

果与我们的不同 , 他们的研究发现 GS TM1 基因缺失在病例

和对照组中的分布无显著差异 ,这可能与他们的研究样本小

(仅 59 例), 研究对象的选择不规范有关。 此外 , 与孙贵范

等[ 8]的研究结果不同 , 我们的研究显示 ,不同病理类型的肺

癌患者中 GSTM1 基因缺失率均明显高于对照组 ,而他们的

研究则发现 GSTM1 基因缺失仅与肺腺癌的发生存在关系 ,

与鳞癌等类型肺癌无明显关系。导致这种研究结果不同的

原因可能与他们的研究中腺癌肺癌所占比例偏大有关。而

我们的研究结果则与 Nakachi等[ 9]的研究相似。因此 , 样本

量更大 , 设计更加规范的研究尚需进一步进行。

肺癌的发生是一个多因素参与 , 多阶段 、多步骤发展的

过程。环境和宿主因素在肺癌的发生 、发展中均起十分重要

的作用。环境因素与宿主因素在肺癌发生中的联合作用是

我们感兴趣的问题 ,也是我们下一步准备探讨的问题。

参考文献:

[ 1] Raunio H , Husgafvel-Pursiainen K , Ant tila S , et al.Diagnosis of

polymorphisms in carcinogen act ivating and inactivat ing enzymes

and cancer susceptibilit y-a review[ J] .Gene , 1995 , 159(1):113.

[ 2] Ket terer B.Protective role of glutathione and glutathione t rans-

f erases in mutagenesis and carcinogenesis[ J] .Mutat Res , 1988 ,

202(2):343.

[ 3] Brockmoller J , Gross D , Kerb D , et a l.Correlation betw een t rans-

s tilbene oxide glu tathione conjugation activi ty and the deletion muta-

t ion in the glutathione transferase class μgene detected by poly-

merase chain reaction[ J] .Biochem Pharmacol, 1992 , 43(2):647.

[ 4] Heckbert S R , Weiss N S , Hornung S K , et al.Glutathione S-

transferase and epoxide hyd rolase activity in human leukocytes in re-

lation to risk of lung cancer and other smoking-related cancers [ J] .

J Nat l Cancer Inst , 1992 , 84(6):414.

[ 5] St range R C , M atharoo B , Faulder G C , et al.The human glu-

t athione S-t ransferases:a case-cont rol study of the incidence of the

GST 1 0 phenotype in patients w ith adenocarcinoma[ J] .Carcino-

genesi s, 1991 , 12(1):25.

[ 6] Houlston R S.Glutathione S-t ransferases M1 status and lung cancer

risk:a meta analysis[ J] .Cancer Epidemiological Biomarkers Prev ,

1999 , 8(8):675.

[ 7] 高　杨 ,张　桥.GSTM 1和 CYP2D6基因多态性与肺癌敏感性

的关系[ J].中国公共卫生 , 1999 , 15(6):488.

[ 8] 孙贵范 ,皮静波 ,郑全美 ,等.谷胱甘肽转移酶μ基因缺失与肺

癌发病的相关性研究[ J] .中华结核和呼吸杂志 , 1995 , 18(6):

167.

[ 9] Nakachi K , Imai K , Hayashi S , et al.Genet ic susceptibility to

squamous cell carcinoma of the lung in relation to cigaret te smoking

dose[ J] .Cancer Res , 1991 , 51(19):5177.

(编辑　张恩健)

27中山医科大学学报(Acad J SUMS),2002 , 23(5S)


