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肝组织谷氨酰转移酶mRNA亚型的

测定及其意义

韩国庆 秦成勇 阳5 岛

l■■】 目的探讨谷氨酰转移酶(GGT)mRNA亚型转化与原发性肝癌(HCC)发生的关系。 方法咀

RT—PCR方藏检测正常肝组织、非癌肝病肝组织、肝癌组织、癌旁组织、远癌组织及肝转移癌癌周组织的j种GGT

mRNA亚型{F，H、P亚型)。结墨正常肝组织主要的GGT mRNA类型为F亚型．非癌肝病肝组织及肝转移

癌癌周组织的各GGT mRNA亚型与正常肝组织相似，肝癌组织、癌旁组织及远癌组织GGT mRNA—H亚砸的阿j

性率显著高于正常肝脏及非癌肝病肝组织(96．2％与0和20．7％，x 2值分别为28．36 22．42，P<O．05)．肝癌组

织GGT mRNA—F亚型阳性率明显低于正常对照及非癌肝病组(50％与100％．x2=1 8 99，P<0 05)。结论GGT

mRNA亚型转化与肝癌发生有密切关系，分析GGT基因可望成为检测肝细胞癌变的灵敏方法。

l关■词l 癌，旰细咆；基因，GGTt基因表达

Determimatlon and the significance of three types of GGT mRNA in human liver tissues HAN Guoqing．QIN

ch∞ons．Shandong Provincial Hospital,dinah 250021．China

lAb曲-tal Objective To explore the relafionship between the alteJ"ation in GGTmRNA expression and the de,el

opInentof HCC．Methods Three GGT mRNA 1”es(F，H．and P)in normal liver tissues，diseased liver tissues without

HCC．carkerDus and llUffleaBcgrolls tissues from livers with HCC and noncancerous tissues from livers with metastatic tumor

w盯ctested byRT-PCR Results In normallivers．themaintypeofGGTmRNAwastypeF．Inliver diseases but not HCC

the distribution ofthe type GGT mRNA was nearly the same as in normal livers The prevalence oftype H was significantl3,

lligher in both cal_-cerous and noIIcsncerous tissues of Livers with HCC than in livers without HCC fP(0．05)．The prevalence

of type F in CallcClaUS tissues wBs s gniilcantly lower than that in livers without HCC fP<0 05)Conclusions The GGT

mRNA expression in the human liver will shift from type F to type H during the development of HCC．The fragment analy

slsof GGT genes may be a sensitive assay to detect hepatic cell canceration
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体内谷氨酰转移酶(GGT)既与生物转化、核酸

代谢及肿瘤发生有关，又是反映肝细胞实质恶性病变

的灵敏标志酶，人类GGT在胚胎期活性甚高，出生

后迅速下降至低水平，肝细胞癌变时又重新大量表

达，并出现肝癌特异性酶区带⋯t，但是在肝细胞癌变

过程中GGT异常表达的机制尚不清楚，有关肝癌GGT

mRNA亚型分析也少见报道。我们通过检测人肝组织

三种GGT mRNA亚型，分析不同疾病肝组织的GGT

mRNA亚型种类，探讨GGT mRNA亚型转化与肝

细胞癌变的关系。
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韩国庆男，撕岁，主活医师，硕土，发表沧文】O篇。

资料与方法

·肝癌·

1．研究对象：按肝病的种类分为四组(1)正常健

康对照组ll伺(男8例，女3例)。(2)非癌肝病组29

例(男23例，女6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例

(男20例，女6倒)。(4)肝转移癌组12例(男8例，

女4例)，其中原发病为肺癌者4例，胃癌者4例，结

肠癌2例，卵巢癌l倒，前列腺癌者l倒。

肝组织标本的采集：第(1)、(2)、(4)组以肝穿刺活

检术获取条状肝组织约3 cm(肝转移癌组获取的是癌

周组织，而不是癌组织)；第(3)组在外科手术时留取

肝癌组织、癌旁组织(距癌灶边缘3 cm以内)及远
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癌组织(距癌灶边缘>5 cm)各一份(约300 mg)；上

述所有肝组织都分为两份，一份作病理学检查，另一

份经液氮速冻后，转入一85℃冰箱保存，留作提取总

RNA及检测GGT mRNA各亚型。

2．肝组织总RNA提取：肝组织50 nag置无RNA

酶匀浆器中，加入RNA制备剂(TRlz01)后匀浆，按

文献【2】方法提取总RNA，于岛津uV一2201紫外分光

光度计上检测其吸光度(A260)，并换算出肝组织中

总RNA质量分数(mg／g)。

3．逆转录多聚酶链反应(RT—PCR)检测肝组织

GGT mRNA亚型：根据GGT基因5’一NC区设计

3种GGT mRNA亚型的引物【31，引物序列为：F亚

型Sense 5 7一CAC AGG GGA CAT ACA GTG

AG一3’Antisense 5 7一GAA ATA GCT GAA

GCA CGC GC-3 7，H亚型Sense 5 7-,GGA TTC

TCC CAG AGA TTG CC-3’Antisense 5’一GAA

GGT CAA GGG AGG TTA CC-3’，P亚型Sense

5 4一GCC CAG AAG TGA GAG CAG TT一3’

Antisense 5 7一TCC AGA AAG CAG CTA GAG

GG 3’，引物由上海生工工程公司合成。队RNA为

模板加入随机引物(Oligdt)及逆转录酶(M—MLV)

合成cDNA，然后以cDNA为模板进行PCR基因扩

增，反应条件为．预变性94℃3 rain；变性94E 30 S，

退火58"C 30 s，延伸72"C 30 S，循环30次}最后

7212延伸8 rain，得到反应终产物，预期终产物分子

大小；F亚型308 bp，H亚型300 bp，P亚型386bp，

终产物经1．3％琼脂糖凝胶电泳，紫外线灯光下观察，

并与标准DNA比较判断结果。

4．统计学处理：计数资料用x 2检验或四格表确

切概率法。

结 果

各组三种GGT mRNA亚型分析：以RT-PCR

法成功扩增了肝癌组织及肝组织的三种GGT mRNA

亚型(F、H、P)，其终产物与原设计完全一致，区带

清晰且未见非特异性片段出现(图1)。

各组GGT mRNA亚型的检测结果：在11例正

常肝组织中，主要的GGT mRNA类型为F亚型，见

于所有标本(100％)，H亚型未检出，P亚型2例阳

性，大多数标本(9／11)为单基因型(F亚型)，少部

分标本(2／11)为复合基因型(F+P)。在29例非癌

肝病中，全部肝组织均检出F亚型(100‰)，H亚型

6例(20．7％)，P亚型5例(17．2％)，单基因F亚型

占62．1％(18／29)，复合基因型为F+H(6例)，或

F+P(5例)，在6例H亚型阳性者中包括慢性活动

性肝炎及肝硬化各3例，本组中各GGT mRNA亚型

阳性率与健康对照组比较无统计学差异。

在26例癌组织中，GGT mRNA亚型为H亚型

阳性者25例(阳性率96．2％)，明显高于健康对照组

(0)及非癌肝病组20．7‰(x 2=31．74，P<0．05)，

而GGTmRNA—F亚型的阳性率为50％(13／26)，明

显低于对照组100％(11／11)及非癌肝病组100‰(29／

29)(x 2=18．99，P<0．05)。在癌旁及远癌组织中

主要的GGT mRNA亚型为F型(阳性率为96．2％、

100％)及H亚型，H亚型的阳性率分别为92．3％、

84．6％，均显著高于健康对照组(0)及非癌肝病组20．7％

(X 2值分别是28．36、22．42，P<0．05)。F及P亚型

的阳性率与健康对照及非癌肝病组比较差异无显著

M：DNA marker，I：GGT mRNA F亚型，2：GGT mRNA—H亚型，3：GGT mRNA—P亚型I A：正常肝蛆织．B：HCC癌组织，c：

HCC癌旁组织．D：肝转移癌癌周组织

M：DNA marker，1：GGT mRNA—F subtype．2：GGT mRNA—H subtype。3：GGT mRNA P subtypel A：ilOrt／2al liver tissues

B．canceDous tissues from livers with HCC．C：adjacent paracancerous tissues from livers with HCC．D：rlOnCaDcerous tissues

from．1ivers with metastatic carcinoma

圈1 GGT mRNA哑型的RT—PCR电泳图谱

gi9．1 Elec”o口horesis result of each GGT mRNA subtypes
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性。为了比较肝转移癌及原发性肝癌癌周组织各GGT

mRNA亚型的差异，我们检测了12例肝转移癌癌周

组织的三种GGT mRNA亚型，各亚型阳性率‘j健康

组及非癌肝病组比较无统计学差异。

讨 论

GGT mRNA源于人胎肝的我们称之为GGT

mRNA—F亚型；源于HepG2肝癌细胞的称为H亚

型；源于胎盘的称为P亚型。

研究显示正常肝脏组织的主要GGT mRNA类型

为F亚型，一般为单基因型(F亚型)，部分为复台

基因型。非癌肝病肝组织的GGT mRNA亚型与正常

肝组织相似，主要为F亚型，但在部分肝硬化及慢性

活动性肝炎肝组织中可检出H亚型。肝癌组织主要的

GGT mRNA亚型为H亚型，而癌旁组织及远癌组织

主要的GGT mRNA亚型为F和H亚型。肝癌癌组

织及癌旁、远癌组织H亚型的阳性率明显高于正常肝

组织及非癌肝病组织，而肝癌组织F亚型的阳性率则

显著低于正常肝及非癌肝病肝组织，远癌及癌旁肝组

织的F亚型阳性率与正常肝及非癌肝病肝组织相似，

这一点有力地说明在肝细胞癌变过程中可能存在着

GGT mRNA由F亚型向H亚型的转换。在癌旁及

远癌组织中H亚型的阳性率明显高于非肿瘤组，与癌

组织相似，说明GGT mRNA由F亚型向H亚型的

转化可能发生于癌前期病变。GGT mRNA-H亚型

阳性的慢性活动性肝炎及肝硬化患者肝组织中是否有

部分肝细胞已发展至癌前期或是已经癌变，该部分患

者会在多长时闻内发生盱癌，尚须进一步的随访观察

加以证实。肝转移癌不伴有肝组织GGT mRNA亚型

由F向H的转化。可见肝癌发生过程中伴有GGT

mRNA亚型转化，分析GGT mRNA亚型可望成为监

测肝细胞癌变一种有效方法。
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47．1±2．08、52．9土3．67．65．8士4．91，

作用1 h后选择素一P：79．86 4-6．呻。随

着TNF—a浓度的增加，牯附分子的表达

逐渐增强(P<0．05)。《2)不同浓度的DEX

(0．I ummol／L I．0 umoI／L)，均能减

弱TNF n(i00 U／mi)诱导的两组内皮

细胞ICAM—l及选择素一P的表达(P<

0．05)。正常组1CAM-1的表达在TNF—

a《1130 U／m1)，DEX(0．1¨mol／L)作

用l，12。24h后的表达分别为：10．684-

2．92，8．23±3．54，6．824-2．07，作用1 h

后选择紊一P：4．01±0．81{在TNF一Ⅱ

(100U／ⅡⅡ)，DEX(1“mol／L)作用1、

12．24 h后的表达分别为：8．01±1．09．

6．66±1．02、4．2l土1．57，作用1 h后

选择索一P．0．28 4-0．叭。ICP组[CAM一

1的表达在TNF—q(100 U／m1)，DEX

(0．1 umol／L)作用I、12．24 h后的表

达分别为：19．03 4-3．04、17．叭士2．4l，

J3．54±2．72，作用l h后选择素一P：

1 5．32±1．79I在TNF—a(100 U／

m1)，DEX(1 umol／L)作用1、12、24h

后的表达分别为：16．66±2．39、12．334-

I．42、8．12 4-2．21，作用1 h后选择素一

P：6．28±0．97。

4．讨论：研究表明培养的内皮细胞

经TNF一Ⅱ诱导1 h后均上调IcAM—l、

选择素～P的表达。同时随着TNF-d荆

量的增加．作用时间的延长，它对粘附分

子ICAM一1的上调作用更强。分析原因

可能是在TNF-Ⅱ作用下，ICAM一1、选

择素一P由细胞内贮池转移到细胞膜或者

由于蛋白台成增加而使细胞膜表面的

ICAM一1、选择素一P的数量增多，这有

待于今后进一步的mRNA水平的研究加

以证实。同时本研究还发现经TNE-d刺

激后ICP组牯附分子的表达与正常组相

比差异有非常显著性(P<0．01)。这可

能与细胞本身释放的分泌物TNF—a等

相互起着胁同或加强作用有关【jl。DEX能

抑制TNF一“对内皮细咆粘附分子的上

调作用，而且随着DEX浓度的增加、作

用时间的延长，抑制作用增强粘附。说明

DEX具有抑制细胞因子对分子表达的作

用，可能是其临床上用咀治疗的重要药理

机制之一。
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