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人肝组织谷氨酰转肽酶mRNA亚型转化与

肝细胞癌变关系的研究

韩国庆秦成勇

％ 6
与正常肝组织相比．肝癌细胞表达的7．谷氨酰转肽脯

((j(汀)具有特异的糖链结构，但是在肝细胞癌变过程中，

GGT异常表达的机制尚不清楚。我们检测人肝组织及肝癌

组织=种(ⅪI’mRNA亚型，分析不同疾病肝组织的

GG|I mRNA亚型，探讨GGT mRNA哑型转化与肝细胞癌变

的关系。

⋯、材料与方法

J研究对象：按肝病的种类分为四组①正常健康对照

组11例；②非癌肝病组29例，其中急性病毒性肝炎6例，慢

性肝炎15例．肝硬化8例；③原发性肝癌组26倒；④转移性

肝癌组12例，其中原发病为肺癌4例．胃癌4例，结肠癌2

例，卵巢癌1例．前列腺癌l例。以肝穿刺括桅或手术获取

肝组织f转移性肝癌蜘获取的是癌周组织)；肝癌组织，癌旁

组织(距癌灶边缘3 cm以内)厦远癌组织(距癌灶边缘>

5 cm)。

2 RNA提取及逆转录多聚酶链反应(RT—PCR)：取肝组

织50 mg按文献[1]方法提取总RNA．于岛滓uv．2201紫外

分光光度计上测总RNA浓度(mg／g组织)。

根据cmT基因5’一NC区设计3种“；TmRNA亚犁的

引物，由上海生工工程公司合成12 J。以RNA为模板合成

eDNA．以cDNA为模扳进行PCR基因扩增，反应条件为：预

变性94。C 3 rain；变性94。c 30 s，退火58‘C 30 s．延伸72’c 30

s，循环30次；最后72‘c延伸8 min，得到反应终产物。预期

终产物分子大小：F哑型308 bp，H亚型300 bp．P、IF型

386 bp。

3．统计学处理：经72检验或Pq格表确切概率法分析数据。

二、结果

1各肝组织总RNA浓度比较：正常对照组．非癌肝病组及

转移性肝癌组肝组织总RNA浓度(湿重肝组织)分别为：(50 3

128 4)嘴／g，(41 4±31 6)w／g和(51．5 1 38．6)rr】g／g。原发

性肝癌组癌、癌旁及远癌组织总RNA浓度分别为(26 8±3(1 5)

吨／g，(48．6±25．3)嘴／g和(54 8±32 5)Ⅱ】g／g。肝癌组织总

RNA浓度明显低于癌旁、远癌、正常对照、非癌肝病及转移性肝

癌组(P<0 05)。

2三种(x汀mRNA亚型分析：①在正常肝组织中，主要的

GGl、mRNA类型为F亚型，大多数标本(9／11例)为单基因型(F

亚型)，少部分(2／11例)为复合基因型(F+P)。在非癌肝病中全

部均检出F亚型．单基因F亚型占62．I％(18／29例)．复合基因
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型为F+H(6例)或F}P(5例)，在6例H亚型阳性者中包括慢

性括动性肝炎及肝硬化符3例，本组中各d汀rnRNA、正型阳性

率与健康对照组比较，差异无显著性。②在癌组织中，主要的

Ⅱ汀叫州A哑型为H亚型，其阳性率明显高于对照组及非癌肝

病组(P<O 05)，而GGT n1RNA-F、】t型的阳性率明显低于对照

组及仆癌肝病组(P<0 05)。庄癌旁及远癌组织中主要的为F

及H亚型，H亚型的阡|性率均显著高于健康对照组及非癌肝病

组(P<0．05)。F及I，、世型的阳性率与健康对照及非痛肝病组

比较差异无显著性，③转移性肝癌癌周组织的三种(x汀

mRNA亚型的阳性率与健康组及非癌肝病组相比较差异尤显

著性。

讨论如何早期监测肝细胞癌变仍足肝痛诊断的难题⋯。

人类(“j'基凶位于22号染色体础一qc甘的BcR基因相关区

域，对胎肝、人肝癌组gl(He∞)及胎盘组织(w cDNA文库的

研究显示：它们之间的主要区别在于其5’NC区．而可读妒架

ORF相同“。根据上述三种GGT eDNA的5'-NC区分别设引

RT．PcR反应所需的特异性引物，GGTmRNA源于人胎川的称

之为GGTmRNA—F亚型；源于HepG，肝癌细胞的称为H亚刹；

源于胎盘的称为P亚型。

本研究巾正常肝组织与非癌肝病肝组织主要的GGT mR—

NA类型为F亚型；在肝癌组织r{，{费为H亚型；存癌旁组织及

远癌组织中主要为F和H亚型。肝癌癌组够l及癌旁、远癌组织

H亚型的阳性率叫显高于正常肝组纵及非癌肝病组织，而肝癌

组织F亚型的阳性率则明显低于正常肝及非癌肝病组织，远癌

及癌旁肝组织的F亚型阳性率与正常肝及非癌舯病组织相似，

这说明(而T n、RNA亚型由F向H转化与HI：瘠发生有密切关

系。在癌旁及远癌组织中H哑刊的阳性率明显高于非肿瘤组，

与癌组织相似，说明【m mRNA由F亚型向H亚型的转化可

能发生于癌前期病变。(研n、RNA H亚型阳性的3例慢性活

动性肝炎及3例肝硬化的月F组织中，是舌有少量肝细胞已整展

至癌前期或已经癌变，该部分患者会在多长时间内发生肝癌，尚

须进一步的随访观察加以证实。

转移性肝癌癌周组织的“汀rnRNA亚型与正常对照组相

似，说明转移性肝癌不伴有肝组织GGT n、RNA亚型由F向H

的转化。

本研究结果显示，在肝细胞癌变过程中存在着GuI n证州A

亚型由F向H转化的现象，这种现象不但存枉于已经癌变的癌

组织．并且在癌旁组织、远癌组织甚至在部分慢件括动性肝炎及

肝硬化组织中也已存在。由此可以推测，(；GT mRNA亚型转化

是众多导致肝细胞癌变因素中的一个重要方面．分析GGT
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mRNA哑删可监测肝细胞痛变．并有助于肝癌的早期诊断及鉴

别诊断，
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酒精性肝病与白介素一1受体拈抗剂基因内含子2

多态性的关系

陈卫星厉有名虞朝辉 _|2【习 8

白介索I受体拮抗剂(IL 1 RN)是IL I强有力的内生拮抗

剂．通过抑制lI。l的作片j而产生一系列生物活性。为了探-寸

lI，I RN多态性与酒精性肝病的黄系，我们采用PCR技术对酒

精性肝病患者外阁血单俄细胞(mMc)基因组DNA的IL 1 RN

内禽于2的基因型多态性进行了检测，现撤告如F。

一、材料与方法

1研究对象：165例嗜酒者，均来自浙江省酒精性肝病流行

病学i胃查人群，其中无肝脏损害者43侧，酒精性脂肪肝30例，

酒精件肝炎6l例，酒精性肝硬化3i例；全部为男性；年龄为25

～70岁，平均(44 00i10 6}；)岁。诊断标准参照“酒精性肝病的

诊断依据．受治愈、好转标准"【“，并测定己型肝炎表面抗原和丙

型肝炎抗体．水典型者做肝穿刺活检。

2标本收集：每例抽取新鲜夸血(EDTA抗凝)2 rIll．以Hdm

分离液分离I'BMC，用常规低渗溶血法抽提基因组DNA。

3研究方法：应用文献已报道的引物扩增IL-1 RN内含r

2的多态区．该引物以多态位点侧翼序列为基础，上游引物5一

{X2Y'TCA{X2AA{2ACI℃c．下游引物57一(xm：AGAAGGGCAGA

(认。PCR反应体积为=}o一，含DNA样品3一，4种dNTPs各0 5

一，如酶(5 u／vJ)o 5一，引物(10 au,d／L)各l一。反应在DNA

热循环仪上进行。变性、退火和延伸条件分别为94’C 45 5，72‘C

45 s，60’C 45 s。35个循环后，72℃延伸5 min。扩增产物的片段

大小经2％琼脂糖凝胶电泳分析．紫外灯下观察结果。

4统计学分析：根据电泳结果得出每例患者的II，1 RN等

位基因喇别．基因频率显著性检验用四格表y2检验。

二、结果

应用上述引物对基因组DNA进行F'CR，结果扩增出3种条

带．其』=小分别为442、270和356 bp．对应于IL-1 RNl(4个重复

体)、II，1 RN2(2个重复体)和lLl RN4(3十重复体)3种等位基

因．未见lLI RN3及ILl RN5产物。

嗜洒舞中酒精性肝炎和鹃精性肝硬化的IL-I RN‘1杂合
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子的频率与无肝脏损害者比较明显升高【32 79％，29 03％比

9 30％；f=7 84，f 4 84；P<0 01，P<o．05)；酒精性脂肪肝

的iul RN。l杂合子的频率与无肝脏损害者比较．差异无显著

性(23 33％比9 30％，x2=2 718，P>0 05}，见表l。

表1嗜酒者各组的ILI RN‘l杂台于的频率比较

嗜酒者中酒精性肝炎和酒精性肝硬化的II，1 RN。2的频率

明显高于无肝丑fF损害者(13 93％，17 74％比4 65％；Z=4 79，

-t．2=6 78；I’<0 05，P<0叭)。酒精件脂肪肝的[L-1 RN‘2频

率与无肝脏损害者比较，差异无显著性(11 67％比4 65％．x2=
2 72，f=2 499．P>0．05)，见表2。

表2嗜酒者各组的IL I RN’2等位基斟的频率比较

讨论IL-1 RN是一种蛋白质细胞因子，是II，I家族巾继

1L1a和IL，1B后的又一新成员，氨基酸序列分别与ILla和IL，

l口有19％和30％的同源性．能与ILl受体特异性地结合而不激

发传导信号，因而有拮抗1L-1多种生物学效应的作用。IL 1 RN

位于染色体的2q14 q2l，用IL-1 bkN的第一二内舍于长度多态件确

定IL-1 RN和1I，lo、Ib-lp存在2号染色体的同样区域【2】，Tar

low等”‘报道，1L，1 RN基因的内因子2的多态性．表现为数日

可变的串联重复(variable number of tandem rcpcat，VNTR)．其重

复序列为86 bp．在A类已检出5种水同重复组合的等位基州，

即2个重复体(ILl RN2)、3个重复体(ILl RN4)．4个重复体

(IL-1 RNl)、5个重复体(ILl RN3)和6个重复体(IL-1 RN5)。
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