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Abstract
AIM: To investigate the  relationship between genetic poly-
morphisms of CYP4502E1 and GSTT1 and gastric cancer.

METHODS: Fifty six patients with histologically confirmed
gastric adenocarcinoma (GC case group) and 56 healthy
persons (control group), matched by age, sex, smoking,
dietary habits and family history of cancer were studied.
Genomic DNA samples were assayed for restriction frag-
ment length polymorphisms in the CYP2E1 by PCR amplifi-
cation followed by digestion with endonuclease PstI, and
GSTT1 genes were detected by multiplex PCR.

RESULTS: The frequency of CYP2E1 C1/ C1 genotype was
69.6 % in GC group and 46.4 % in control group, with a
statistically significant difference (χ2=6.27; P <0.05,
OR=1.915, 95 % CI=1.051-3.489). The frequency of GSTT1
null genotype was higher in GC group (60.7%) than in
control group (46.4 %), but the difference was not statis-
tically significant (χ2=2.30; 0.1<P<0.25,P =1.783,95 %
CI=0.842-3.777). Furthermore, a joint effect of the CYP2E1
and  GSTT1 genotypes on  cancer risk was observed. GSTT1
non-null genotype/C1/C2 or C2/C2 genotype was lower than
that in GC group (χ2=6.23; 0.01<P<0.025, P =0.302,95 %
CI=0.114-0.796). The GSTT1 null genotype/C1/C1 genotype
in GC group was significantly higher than that in the other
groups (χ2=3.98; P <0.05, P =2.250, 95 % CI=1.007-5.026).

CONCLUSION: CYP2E1 C1/C1 genotype is associated with
gastric cancer and individuals who carrry the C1 allele have

a higher risk of developing GC than those with the C1/C2 or
C2/C2 genotype. GSTT1 null genotype does not increase
the risk of GC. Combined analysis of polymorphisms has
shown that GSTT1 non-null genotype/C1/C2 or C2/C2 genotype
is protective factor of GC and GSTT1 null genotype/C1/C1

genotype is a risk factor of GC. That is, individuals with
both GSTT1 null genotype and CYP2E1 C1/C1 genotype have
a greater risk of GC.
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摘要

目的: 探讨CYP2E1 PstI多态与GSTT1空白基因型与胃腺

癌的关联.

方法: 胃腺癌患者 56 例及健康人对照 56 名 分别采用

PCR-RFLP技术与多重PCR方法 检测CYP2E1基因型

和GSTT1空白基因型.

结果: CYP2E1 C1/C1基因型在胃癌组和健康人对照组中的

分布频率分别是69.6 %和46.4 差异具有显著性(χ2=6.27;
P <0.05); GSTT1空白基因型在胃癌和健康人中的分布频率

分别为60.7 %和 46.4 % 在胃癌中分布频率较高 但未

有统计学意义(χ2 =2.30; 0.1<P<0.25); CYP2E1基因与GSTT1
基因联合分析 结果显示GSTT1空白基因型/CYP2E1(C1/C1)

基因联合型在胃癌中的分布频率显著高于其他基因联合

型 差异具有统计学意义(χ2=3.98; 0.025<P <0.05).

结论: CYP2E1 C1/C1基因型与胃癌遗传易感性相关; GSTT1

空白基因型不增加胃癌的危险性; 基因之间具有联合作用

GSTT1非空白基因型/CYP2E1(C1/C2或C2/C2)基因联合是

胃癌的保护因素 GSTT1空白基因型/CYP2E1(C1/C1)基因

联合是胃癌的危险因素 即同时具有GSTT1空白基因型及

CYP2E1 C1/C1基因型的个体罹患胃癌的危险性显著增加.
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0   引言

近年来 环境因素在胃癌病因中的作用受到重视 尤

其是亚硝胺与胃癌的发病有关. 但个体对肿瘤的易感性

因人而异 其中毒物代谢酶的遗传多态现象是研究肿瘤

遗传易感性的重要方面. 细胞色素P450家族(cytochrome

P450 CYP)和谷胱甘肽-S- 转移酶(glutathione-S-



transferase  GST)是体内重要的I相酶和II相酶. 毒物代

谢酶受遗传控制 具有广泛多态性 基因多态影响蛋

白表达 引起酶的活性改变. 对外界致癌物的代谢能力改

变 在一定程度上决定了机体患肿瘤危险性的差异[1]. 但

在研究CYP2E1及GSTT1基因多态与肿瘤的关联时 结

论并非一致. 我们采用分子生物学技术 检测胃腺癌患者

CYP2E1 PstI多态及GSTT1空白基因型的分布频率 探讨

CYP2E1 Pst I多态及GSTT1空白基因型与胃腺癌的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  武汉大学中南医院及湖北省肿瘤医院业经胃

镜活检和(或)手术标本病理诊断为胃腺癌患者56例 男

42例 女14例 年龄22-79 (平均57.6 岁). 对照组56

名 为同期在武汉大学中南医院体检的无血缘关系的

健康人56名 男 39名 女 17 名 年龄 26-86 (平均

58.0岁) 其性别 年龄等因素与胃癌组配比相似. 研究

对象均为湖北地区汉族人 收集研究对象的职业 籍

贯 饮食习惯 吸烟 饮酒及家族史等. 三磷酸脱氧核

糖核苷酸(dATP dCTP dGTP dTTP四种) Taq DNA

聚合酶 PCR反应缓冲液和MgCl2均为Promega生物有

限公司产品; 限制性内切酶 Pst 及相应的缓冲液和

DNA分子质量Markers为华美生物工程公司产品; 参照

GeneBank的DNA序列分别设计CYP2E1 GSTT1和 β-
globin(作内参照)基因扩增引物 均由加拿大上海生工

生物工程公司合成(PAGE 纯化). PCR 扩增仪为珠海

HeMa-240型.

1.2 方法  研究对象均于清晨空腹取静脉血1 mL (分作2

份 1份备用) EDTA·Na2抗凝 胃腺癌患者于放化

疗前采血. 碘化钠法提取DNA 加TE缓冲液溶解DNA

后用20 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 -20 保存备用.

        CYP2E1基因分型 其引物序列为5 -CCA GTC GAG

TCT ACA TTG TCA-3 和 5 -TTC ATT CTG TCT TCT

AAC TGG-3 . PCR 反应体系总体积为50 µL 内含
DNA模板2 µL (0.1-0.5 µg) 15 mmol/L MgCl2 5 µL
50 µmol/L引物1 µL 2 mmol/L dNTP 5 µL和相应的缓
冲液. 用优质石蜡油30 µL封盖 95 预变性8 min后
加入Taq DNA 酶 2 µL 按 94  45 s 55  45 s
72  60 s运行35个循环 72 延伸8 min. 用 80 g/L

聚丙烯酰胺凝胶电泳检测PCR 产物 其扩增片段为

410 bp. 取 PCR扩增产物10 µL 用限制性内切酶Pst I
37 恒温水浴箱内消化18 h 65  15 min终止反应. 取

酶切产物用80 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳 分析其基因型.

        GSTT1基因检测 其引物序列为GSTT1-1: 5 -TTC

CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3 GSTT1-2: 5 -

TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3 β-globin B1: 5  -
CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3 β-globinB2: 5 -
GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3 . PCR反应总体积

为50 µL 内含模板4 µL 10 Buff 缓冲液 5 µL
25 mmol/L MgCl2 3 µL 2 mmol/L dNTP 5 µL TaqDNA

酶 2.5 µL GSTT1-1 GSTT1-2 β-globin B1和 β-
globin B2 各 2 µL 加双蒸水至总体积50 µL 用石蜡
油30 µL 封盖 97 预变性 8min 按 95  45 s
57  45 s 72  60 s 30个循环 72 延伸8 min.

PCR产物用50 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳分析其基因型.

        统计学处理  采用SPSS 11.0统计软件进行 χ2检验
以 P <0.05确定为有统计学意义.

2   结果

从胃癌患者和健康人对照组的外周血提取DNA 为模

板 采用PCR-RFLP技术及多重PCR方法进行CYP2E1

GSTT1基因分型. CYP2E1基因的DNA样品 经PCR

扩增后 DNA产物为410 bp一条带(图1) 经PstI酶切

后产生了3种不同的基因型: 纯合子野生型(C1/C1) 纯

合子突变型(C2/C2)及杂合子(C1/C2)(图 2); GSTT1非空白

基因型的DNA样品 经多重PCR扩增后(β-globin 为
内参照) DNA产物为268 bp和480 bp两条带 GSTT1

空白基因型则只有268 bp一条带(为β-globin扩增产物)
(图 3). 因此 非空白基因型包括有2个基因拷贝的纯

合子和仅有一个基因拷贝的杂合子 而空白基因型则

为纯合子基因缺乏.

1-5: 研究对象(胃癌和对照者)的PCR 扩增产物; 6: DNA marker
pBR322DNA/MspI.
图 1  CYP2E1基因PCR扩增产物的PAGE图谱.

1: DNA marker pBR322DNA/Msp1; 2: C1/C2基因型; 3, 5: C1/C1基因型;
4: C2/C2基因型.
图2  CYP2E1基因PCR-RFLP酶切后(Pst I), PAGE图谱.

1: pBR322/Hae  DNA分子marker; 2, 5, 6:GSTT1非空白基因型; 3,
4, 7, 8:GSTT1空白基因型.
图3  GSTT1基因, β-globin基因PCR扩增产物的PAGE图谱.
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2.1 CYP2E1 基因型的分布  在胃癌患者 健康人中

CYP2E1 基因型C1/C1 C1/C2 C2/C2分别为69.6 %

23.2 % 7.1 %和 46.4 % 42.9 % 10.7 %. 两组相比

χ2=6.27 P =0.043 OR=1.915 95 % CI=1.051-3.489.
C1/C1基因型在健康人对照组及胃癌组的分布频率高于

C1/C2 及 C2/C2 基因型个体 二者差异有显著性.

2 . 2  GSTT1 空白基因型的分布在胃癌 健康人中

GSTT1空白基因型为60.7 %和46.4 %; GSTT1非空白基

因型为39.3 %和53.6 %. GSTT1空白基因型在胃癌中的分

布频率较高 但尚未有统计学意义(χ2=2.30 P =0.130
P  =1.783  95 % CI=0.842-3.777) 提示GSTT1空白

基因型并不增加胃癌的危险性 即GSTT1空白基因型

与胃癌易感性无关.

2.3 CYP2E1 GSTT1基因联合型与胃癌易感性  基因

之间可能存在联合作用. 鉴此 我们进一步分析CYP2E1

与GSTT1 各种基因联合与胃癌的关系. 结果表明 在

胃癌组 GSTT1非空白基因/CYP2E1 (C1/C2或C2/C2)基

因型频率为12.5 % (7/56) GSTT1 空白基因 /CYP2E1

(C1/C2或C2/C2)基因型频率为17.9 % (10/56) GSTT1非

空白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因型频率为26.8 % (15/56)

GSTT1空白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因型频率为42.8 %

(24/56). 在健康人分别为32.1 % (18/56) 21.4 % (12/56)

21.4 % (12/56) 25.0 % (14/56). 将每一种基因联合型

分别视为暴露因素 与其他基因联合型进行对照分析

结果显示GSTT1非空白基因 /CYP2E1(C1/C2或C2/C2)基

因联合型在胃癌中的分布频率显著低于其他基因联合型

说明发生胃癌的危险性显著降低(χ2=6.23 0.01<P <0.025)
GSTT1空白基因 /CYP2E1(C1/C2或C2/C2)和 GSTT1非空

白基因/CYP2E1(C1/C1)基因联合型在胃癌分布与健康人

相比差异无显著性(χ2=0.23 0.5<P <0.75) 而 GSTT1
空白基因/CYP2E1(C1/C1)基因联合型在胃癌中的分布频率

显著高于其他基因联合型 差异具有统计学意义(χ2=3.98
0.025<P <0.05). 即 GSTT1空白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因

联合型个体发生胃癌的危险性 是其他基因联合型个

体的2.25 倍 提示GSTT1非空白基因 /CYP2E1(C1/C2
或C2/C2)基因联合型是胃癌的保护因素 而GSTT1空

白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因联合则是胃癌的危险因素

分析单基因在基因联合中的作用 CYP2E1基因型可能

更重要.

3   讨论

肿瘤的发生是多病因多步骤的过程. 多数人类肿瘤来源

于复杂的突变事件 是个体内在因素和环境中的致癌

剂共同作用的结果. 与胃癌相关的外界致癌物主要是亚

硝胺类致癌物. 动物实验表明 亚硝胺可诱导实验动物

发生口腔 食管 鼻咽 前胃 肝脏 肺等的肿瘤.

CYP2E1 PstI基因多态与GSTT1空白基因型影响酶的表

达及活性 对亚硝胺类外界致癌物 致突变物代谢能力

下降 机体对肿瘤易感性增加. 本结果提示 CYP2E1C1/

C1基因型在胃腺癌中的分布频率显著高于C1/C2及C2/C2
基因型 C1/C1基因型个体患胃腺癌的危险性比至少携带

一个C2等位基因的个体增加2.65倍. 一些学者研究发现C1/

C1基因型与食管癌[2] 肺癌[3]危险性相关. Le Marchand et al [4]

研究CYP2E1 基因型与表型的关系时 发现CYP2E1

C2/C2基因型个体的CYP2E1酶活性较C1/C1型或C1/C2
型个体显著降低 进一步说明CYP2E1 C1/C1基因型是

肿瘤易感基因. 但也有持异议者. Wu et al [5]发现台湾胃

癌患者中C2/C2基因型的分布频率较健康人对照有显著

差异. Nishimoto et al [6]研究日裔巴西人胃癌患者时 显

示C1基因可降低胃癌危险 在弥散型胃癌中 C2等

位基因分布更普遍. Kiss et al [7]研究认为CYP2E1C2/C2基

因型与结肠癌危险性相关. 也有报道认为CYP2E1基因

型与器官特异性肿瘤如肝癌[8] 胃癌[9] 肠癌[10] 肺

癌[11]等无关.

        GSTT1空白基因型与肿瘤之间的关系尚有争议. 德

国学者Bruhn et al [12]研究GSTT1基因型与表型的关系

认为GSTT1酶活性最高的为纯合子野生型 中等的为

杂合子 活性最低的则为GSTT1 空白基因型. 芬兰报

道 单独的GSTM1 GSTT1基因多态与肺癌无关 而

GSTM1/GSTT1空白基因联合时 则增加鳞状细胞癌危

险性[13] 是其他基因联合型的2倍 且肺癌与中等度

吸烟(小于15支 /d)相关 与重度吸烟(大于15支 /d)无

关联. 另外 文献还报道GSTT1 空白基因型增加了大

肠癌 膀胱癌的危险性[14, 15]. 台湾学者Sun et al [16]报道

GSTT1 空白基因型的慢性乙肝病毒表面抗原携带者

黄曲霉素作为暴露因素 发展为肝细胞癌的危险性较

GSTT1非空白基因型的对照组显著增加. GSTT1与胃癌

的关联尚有争议. Setiawan et al [17]研究中国143例胃癌

患者 166例慢性胃炎及433例对照人群 发现GSTT1

空白基因型与胃癌危险性相关(OR=2.5 95 % CI=1.01-

6.22) 与慢性胃炎无关. 但 Saadat et al [18]研究则认为

GSTT1基因型并不增加胃癌和肠癌的危险性 但同时

携带GSTT1和GSTM1空白基因型则增加了患胃肠癌风

险. 本研究中胃癌组 健康人组在吸烟 饮食习惯

家族史等因素无显著差异 GSTT1空白基因在胃癌和

健康人中的分布频率分别为60.7 %和 46.4 % 差异无

统计学意义 故尚无依据认为GSTT1空白基因型为胃

癌的易感基因.

        外界致癌物在体内的代谢依赖I相酶和II相酶的共

同作用 在研究代谢酶与肿瘤的关系时 有必要进行基

因联合分析. 本结果显示 GSTT1空白基因型 /CYP2E1

C1/C1型的个体患胃癌的危险性显著增加 是其他基因

联合型的2.25倍. GSTT1非空白基因型/CYP2E1 (C1/C2
及C2/C2)型的个体患胃癌的风险较其他基因型个体显著

降低 差异有显著性 提示同时具有CYP2E1 C1/C1
基因及GSTT1空白基因型个体为胃癌高危人群. 外界致

癌物进入体内后 被具有较高活性的I相酶CYP2E1活

化达到最大致癌效应 而GSTT1空白基因型不能有效
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地表达GSTT1 酶活性下降或缺乏 不能将 I 相酶代

谢活化后形成的亲电子复合物即前致癌物降解排出体

外 导致合成DNA加成物 染色体畸变 形成肿瘤.

单独的GSTT1空白基因型并不增加患癌危险 提示基

因联合作用有时在肿瘤的发生过程中更重要.
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