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应用等位基因特异性 PCR和多重差别 PCR检测肺癌患者 CYP1A1 和
GSTM1 的遗传多态性①

陈森清 　许 　林 　马国建 　吴建中 　薛开先
江苏省肿瘤防治研究所 　南京 　210009

摘要 　本文对等位基因特异性 PCR(Allele2specific , AS2)和多重差别 (Multiplex differential , MD2) PCR 技术进行了优化 ,并用

此法联合检测了 105 例江苏地区健康人群及 68 例肺癌患者 CYP1A1、GSTM1 的等位基因型。结果表明 :AS2PCR 及 MD2PCR

采用的设立双参照扩增体系 ,可一次同时检测 CYP1A1 和 GSTM1 的等位基因型。在肺癌患者组中 ,CYP1A1 的突变型 Val/

Val 的频率 12/ 68 (17. 6 %)约为健康组 9/ 105 (8. 57 %) 的 2105 倍 ,而 GSTM1 纯合缺失的频率 ,肺癌组为 39/ 68 (5713 %) ,与

健康对照组 42/ 105 (40 %)相比 ,亦有显著增加 ( P < 0. 05) 。
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Abstract 　Allele2specific PCR (AS2PCR) and multiplex differential PCR (MD2PCR) were used to identify the

genotypes of CYP1A1 and GSTM1 in 68 lung cancer patients and 105 healthy controls. The results showed that

genotypes of CYP1A1 and GSTM1 could be detected simultaneously with AS2PCR and MD2PCR ; The frequen2
cy of CYP1A12Val/ Val in lung cancer patients group was 12/ 68 (17. 6 %) , about 2. 052fold than that in healthy

controls 9/ 105 (8. 57 %) , and the frequency of GSTM1 0/ 0 was 39/ 68 (57. 4 %) , remarkably higher compared

with 42/ 105 (40 %) in healthy controls ( P < 0. 05) 1
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　　30 %的癌症与吸烟有关 ,其中吸烟是最强的肺癌

危险因素 (1) 。近年来 ,肺癌一直呈上升趋势 ,其发病

率在肿瘤中已占前几位。研究表明 ,不同的 CYP1A1

等位基因型个体对烟草中多环芳烃的代谢活化密切

相关 ,如 CYP1A1 同工酶第 462 氨基酸残基的缬氨

酸 (Val)突变型[野生型为异亮氨酸 ( Ile) , 其患肺癌

的风险提高 (2 ,3) ;而 GSTM1 纯合缺失的吸烟者患肺

癌的危险也提高 (3 ,4) 。对两种基因型进行联合检测 ,

则有利于检出危险性更高的个体。因此 ,联合检测

CYP1A1、GSTM1 等位基因型 ,探讨其与吸烟者患肺

癌的风险的关系 ,从而对肺癌进行针对性预防有重要

的经济和社会效益。

近年来 ,有许多检测基因突变型的方法 ,如 PCR2
RFL P (5) 、PCR2SSCP (6) 等 ,但它们处理过程复杂 ,条

件要求较高 ,结果判断比较复杂。我们采用等位基因

特异性 PCR (Allele2specific PCR ,AS2PCR) 和多重差

别 PCR ( Multiplex differential PCR , MD2PCR) 联合

检测 CYP1A1、GSTM1 遗传多态性 ,较以往诸法更为
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简便、易于推广 ,为进一步临床应用提供了可能 ,因

此 ,本文在引物设计、PCR 体系优化等方面对这一技

术作了较详细的研究。并对肺癌患者的 CYP1A1、

GSTM1 等位基因型作了检测。

材料与方法

1 　DNA 提取 :105 例正常人群对照组分别来自如皋

市及本所体检人员 ,68 例肺癌病人均来自我所胸外

科手术肺癌患者。取静脉血 0. 5ml ,按微量血 DNA

提取法 (7)提取 DNA , - 20 ℃保存。

2 　引物设计

211 　AS2PCR :设计 CYP1A1 的两个等位基因特异

性引物 : 5’2AA GACCTCCCA GCGGGCAA T23’与 5’2
AA GACCTCCCA GCGGGCAAC23’,两者的 3’端有不

同的末端碱基 ,分别对应于该位点的碱基多态 (A/

G) ,然后两者分别与一条共同引物 5’2CTCTGGT2
TACA GGAA GCTA T23’配对 , 对每个被检血样分别

做两份 PCR 检测两个等位基因。若分别仅在使用

CYP1A12Ile 或 CYP1A12Val 特异性引物时才出现

PCR 产物 , 则为 CYP1A12Ile 纯合子 (野生型 ) 或

CYP1A12Val 纯合子 (突变型) ;如果两种等位基因引

物的 PCR 均出现反应产物 ,则为 CYP1A12Ile/ Val 杂

合子。

212 　MD2PCR : 设计两对引物 : 5’2GAACTCCCT2
GAAAA GCTAAA GC23 ’ 与 5 ’2GTTGGGCT2
CAAA TA TACGGTGG23 ’; 5 ’2CAACTTCA TC2
CACGTTCACC23 ’ 与 5 ’2GAA GA GCCAA G2
GACA GGTAC23’,分别特异性扩增 GSTM1 基因片

段 ( 215bp ) 及参照基因β2珠蛋白 ( 268bp ) , 结合

CYP1A1 的 PCR 产物 (215bp) 荧光强度 ,可 GSTM1

基因型 :无 GSTM1 带出现 ,则为 GSTM1 基因缺失

纯合子 ( GSTM1 0/ + ) ; 出现 SGTM1 带 , 则为

GSTM1 基因纯合子 ( GSTM1 + / + ) 或缺失杂合子

( GSTM1 + / 0) 。以上引物由上海 Sangon 生物工程

公司合成。

3 　PCR : PCR 试剂主要来自华美生物工程公司 ,而

其中缓冲系统按 Bell , D. A (4) 另行配置。为探讨 AS2
PCR 及 MD2PCR 反应的最佳条件 ,dN TPs 分别设为

200μmol/ L 、100μmol/ L 、50μmol/ L ,引物浓度设三个

梯度 :0. 9μmol/ L 、015μmol/ L 、0125μmol/ L ,取一例已

知为 CYP1A12Ile 纯合子的血样本的 DNA 提取液作

DNA 模板 ,每个反应加 5μl ,反应总体积为 50μl。

95 ℃预变性 5min 后 ,然后 94 ℃变性 1min、60 ℃退火

1min、72 ℃延伸 2min , 35 个循环 , 最后 72 ℃延伸

5min。

4 　PCR 产物的检测 :取 10μl 扩增产物 ,8 %聚丙烯酰

胺凝胶电泳 ,电压 150V ,2. 5h ,溴已锭染色 ,紫外灯下

观察、摄影。

结果与讨论

1 　AS2PCR :不同浓度的 dN TPs 及引物间的组合对

检测 CYP1A1 遗传多态性的 AS2PCR 的影响如下 :

PCR 体系中 , dN TPs 为 200μM ,引物为 0. 5μM 时 ,

AS2PCR 特异性最好 ,能清楚判定出已知的 CYP1A12
Ile 纯合子。引物浓度过高 ,则易于与模板非特异性

结合 ,引物浓度过低 ,则提供不了足够引物与模板结

合 ,同样 ,dN TPs 浓度过低 ,也没有足够的 dN TPs 供

引物延伸之用 ,这些都影响 AS2PCR 的结果。

为提高 PCR 的特异性 ,我们还在以下几个方面

作了改进 : (1)鉴于 PCR 系统欠稳定以及扩增时杂带

较多的情况 , PCR 缓冲系统由华美公司提供的缓冲

液调整为 Bell ,D1A 等 (4)的缓冲液 ; (2)提高退火温度

至 60 ℃,而在低于 55 ℃时 ,反应特异性不好 ,这是因

为特异性引物 3’末端碱基在较高的退火温度下 ,不

易与模板非特异性结合 ,从而保证了 PCR 的特异性 ;

(3)在进行 PCR 各反应物加样时 ,反应管置于冰盒

中 ,与其它一些措施 (8) 一样 ,可减少非特异性扩增的

可能。

本文在设定β2珠蛋白作为参照基因的同时 ,还把

CYP1A1 基因作为参照基因 ,用来检测 GSTM1 等位

基因型 ,而在检测 CYP1A1 等位基因型时 ,采用两对

特异性引物 ,则可快速敏感地检出 CYP1A1 的等位

基因型 ,克服了 PCR2RFL P (5) , PCR2SSCP (6) 等扩增

后处理过程复杂等不利因素 ,为进一步临床应用提供

了可能。

在上述优化 PCR 条件下 ,对 105 例正常人群对

照及 68 例肺癌患者的 CYP1A1 等位基因型进行了

检测。AS2PCR 可清楚地判定 CYP1A1 的各种等位

基因型 (附图 ) 。其中 , 正常对照组及肺癌组的

CYP1A1 各种等位基因型的频率见附表。
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附图　等位基因特异性和多重差别 PCR 显示的 CYP1A1、GSTM1 的遗传多态性

1 ,2 ,3 ,4 栏 ,PCR 引物为 CYP1A12Ile 特异性引物 ;1’,2’,3’,4’栏为 CYP1A12Val 特异性引物

M2DNA Markers

1 ,1’- CYP1A12Ile 纯合子 (野生型) , GSTM1 + / + 或 GSTM1 + / 0

2 ,2’- CYP1A12Val 纯合子 (突变型) , GSTM1 0/ 0

3 ,3’- CYP1A12Ile/ Val 杂合子 (杂合型) , GSTM1 + / + 或 GSTM1 + / 0

附表 肺癌患者及健康人群对照 CYP1A1、GSTM1 等位基因型的分布

总例数
CYP1A1 等位基因型

Ile/ Ile Val/ Val Ile/ Val

CYTM1 等位基因型

+ / + 及 + / 0 0/ 0

正常对照组 105 66 (62. 9 %) 9 (8. 57 %) 30 (28. 6 %) 63 (60. 0 %) 42 (40. 0 %)

肺癌患者组 68 35 (51. 5 %) 12 (17. 6 %) 21 (30. 9 %) 29 (42. 6 %) 39 (57. 4 %)

2 　MD2PCR :应用 MD2PCR 可检测出 GSTM1 不同

的等位基因型 (附图) 。在 215bp 处未见扩增产物的

为 GSTM1 基因缺失纯合子 ( GSTM1 0/ 0) ,有扩增带

出现的为 GSTM1 基因纯合子 ( GSTM1 + / + ) 或缺

失杂合子 ( GSTM1 + / 0 ) 。对照组及肺癌组中

GSTM1 的基因型频率分布见附表。

由附表可知 ,江苏地区正常人群的 CYP1A1 的

基因型频率 : CYP1A12Ile/ Ile (野生型) 为 62. 9 % ,

CYP1A12Val/ Val (突变型) 为 8157 % , CYP1A12Ile/

Val (杂合型)为 28. 6 % ; GSTM1 0/ 0 频率为 40. 0 % ,

这一结果与日本健康人群的基因型频率分布相

近 (9) 。与肺癌组相比 ,CYP1A1 基因型频率总体分布

未见有明显差异 ( P > 0105) ,但是肺癌组中 CYP1A1

突变型的频率 12/ 68 (17. 6 %) 为对照组 9/ 105 ( 8.

57 %)的 2. 05 倍 ; GSTM1 基因纯合缺失的比例 ,肺

癌组为 39/ 68 (5714 %) ,与对照组 42/ 105 (4010 %)相

比 ,有显著增加 ( P < 0105 ,χ2 = 4. 99 ,d. f = 1) ,提示

CYP1A1 基因突变型合并 GSTM1 纯合缺失与肺癌

发生可能有一定的相关性。

需要指出的是 ,附图中显示的 CYP1A1 野生型

或突变型 ,理论上讲 ,在平行的两分检测等位基因的

PCR 中 ,162bp 处应只有一份出现扩增带 ,而在实验

中 ,另一也有非常弱的一条带 (如栏 2 的 162bp 处) ,

这考虑为 AS2PCR 的两份特异性引物间因只在 3’端

存在一个碱基的差异 ,仍有少量引物与 DNA 非特异

性结合 ,因而出现了较浅的非特异性扩增带 ,但这一

现象不影响对结果的判定。AS2PCR 及 MD2PCR 的

建立 ,以及对健康人群与肺癌患者基因型频率的检

测 ,为进一步研究 CYP1A1、GSTM1 遗传多态性与吸

烟者肺癌易感性的关系提供了可靠的方法学基础及

参考数据。
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结晶型硫化镍诱发BALB/ c - 3 T3 细胞恶性转化①

刘云岗 　陈家� 　吴中亮
广州医学院化学致癌研究所 　广州 　510182

摘要 　采用细胞灶法测定结晶型硫化镍对 BALB/ c - 3 T3 诱发细胞转化的活性 ,结果表明当硫化镍浓度 ≥0. 25μg/ cm2 时转

化率增高 ( P > 0. 05) ,且有剂量反应关系。各剂量组转化灶细胞共 6 份经软琼脂培养试验均获阳性结果 ,而对照细胞则为阴

性 ,提示硫化镍诱发的转化细胞具有锚着不依赖性 ,即恶性特征。

关键词 　结晶型硫化镍 ;BALB/ c - 3 T3 细胞 ;细胞转化 ;恶性

MAL IGNANT TRANSFORMATION IN BALB/ c - 3T3 CELLS IND UCED BY

CRYSTALL INE NICKEL SULFIDE

Liu Yungang , Chen Jiakun , and Wu ZhongLiang

Instit ute of Chemical Carcinogenesis , Guangz hou Medical College , Guangz hou 　510182

Abstract 　Focus system was used to assay the cell t ransforming activity of crystalline nickel sulfide ( NiS) in

BALB/ c - 3 T3 cells. The results indicated that at the concentrations equal to or above 0. 25μg/ cm2 , NiS in2
duced increases in transformation frequency ( P < 0. 05) , in a concentration2dependent manner. The transformed

cells f rom 6 different foci all grew to colonies on soft agar ccultures while control cells appeared negative. This

result showed the anchorage2independence of the transformed cells f rom various foci which is one of the features

of malignancy.

Key words 　crystalline nickel sulfide ; BALB/ c23 T3 cells ; cell t ransformation ; malignancy

　　镍化合物于 1987 年被国际癌症研究机构

( IARC)确认为第一类致癌物 (1) ,其致癌机制正在研

讨中 ,细胞转化是一常用体外诱癌模型。已有叙利亚

地鼠胚胎 (Syrian hamster embryo , SHE) 细胞等用于

检测镍化合物诱发细胞转化的活性及其作用机

制 (2 ,3) , 但镍化合物对 BALB/ c - 3 T3 细胞的作用多
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