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果，本次研究采用1：1配对的病例对照研究方法，从

环境因素与遗传因素相互作用的角度，探讨有机氯

农药残留和谷胱甘肽转移酶T1(GsTTl)与乳腺癌

的关系，分析DDT／HCH类物质与Gsl’T1在乳腺癌

患病风险中的交互作用。

对象与方法

1．研究对象：病例来自2006年9月至2007年

10月在唐山市5所大医院就诊的新发女性乳腺癌

患者70例，所有病例均经病理学确诊为原发乳腺

癌，并在唐山本地居住10年以上。排除标准：转移

性乳腺癌患者、有精神疾患和临终患者。对照组与

病例组同期收集，选取病例所在医院同期住院女性

患者，按年龄相差不超过2岁、相近居住地区进行

1：1配比。排除有职业暴露史、肿瘤、内分泌相关疾

病、生殖系统疾病以及精神疾病的患者。面访调查

对象并填写调查表。

2．研究内容与方法：

(1)试剂及仪器：主要试剂包括10×缓冲液、

MgCl2、dNTPs(dATP、dGTP、dCTP、dTTP)、Taq聚

合酶；溴化乙锭(EB)、电泳缓冲液(TBE)、PCR

Marker、琼脂糖等(以上试剂均购自华美生物工程公

司)。DDT和HCH标准品(国家标准物质研究中

心)、无水硫酸钠(分析纯)、浓硫酸(分析纯)、正乙

烷。主要仪器有高速低温离心机、PCR扩增仪、电

泳仪、凝胶成像图像分析仪、一20℃低温冰箱等、

GC。4000A型气相色谱仪(附63Ni—ECD检测器，北京

东西电子技术研究所生产)。

(2)血清有机氯农药的检测：收集70对病例及

对照的血液4 ml，离心后取血清2 ml，一20℃保存待

测。采用食品中DDT、HCH残留量测定(国家标准

方法GB／T 5009．19．2003)，并适当改进样品处理：

0．1 ml甲酸与0．5 ml血清充分混匀，加入2．5 ml正

己烷充分振摇，超声波萃取10 min，取上层有机层萃

取液过无水硫酸钠脱水，用真空干燥器干燥，并用正

已烷定容至2．5 ml，然后加入0．2 ml浓硫酸，静置

30 min磺化，取磺化后的萃取液1 ml保存于一20℃

待测阻】。用气相色谱．电子捕获(GGECD)方法检测

血清样品中的DDT、HCH的水平。

(3)环境暴露的鉴定标准：血清中总DDT>

15．013弘∥L为高残留组，总DDT≤15．013弘∥L为

低残留组；血清中总HcH>7．111剐L为高残留组，
总HcH≤7．11l肛g／L为低残留组；分别以对照血清

中DDT／HCH含量的中位数作为划分的依据。

(4)Gsl_r1基因型测定：每名调查对象抽取静

脉EDTA抗凝血4 ml，采用盐析法抽提DNA。

GSlVrl基因多态性检测采用PCR方法。参照文献

[3]，分别构建Gslvrl引物，口．球蛋白(268 bp)作为

内对照，由赛百盛生物技术有限公司合成。引物序

列见表1。

表l Gslll和阻球蛋白的引物序列

基因 引物(5’～3’) 片嚣簧度
GSn‘1七游：TCCTTA(、TGGTC(了CACAT(玎C

F游：cAccGGATCATG_G(℃AGcA

融球蛋白上游：AAGAGCc丸帖GACAGGTAC
卜．游：AAC7ITCATCCACGTTCAAC

459

268

PCR反应条件：总体积20 m；ddH20 11出；10×

缓冲液2皿；dNTPs 3．2出(0．2 mmol／L)；引物各1出；

嘲酶0．2础(1 U)；模板1皿。各成分与冰浴中用微

量加样器加入0．2 rnl离心管中，微量振荡器混匀，短

暂离心后于PCR仪上扩增。扩增条件：94℃预变性

3 rnin后，于94℃变性l rnin、58℃退火l t11in、72℃延

伸1 min为一个循环，进行3个循环，94℃变性30 s、

58℃退火30 s、72℃延伸30 s为一个循环进行扩增，共

进行30个循环，结束后于72℃最后一次延伸5 1nin。

PFIJ分析：取2出扩增产物，加少量上样缓冲液，

120 V电压条件下电泳15 min，于凝胶成像系统下观

察结果并照相。基因型的判定：睽汀T1基因型为非

缺失型时，扩增的基因片段存在，可扩增出459 bp和

268 bp 2条带；由于Q汀T】基因两侧的高度相同区

域之间发生了同源染色体的不等交换所致的包括

Gml整个基因在内的54 251 bp碱基片段从22号

染色体上丢失，造成睽汀T1基因的缺失，当Q汀T1

为缺失型时，扩增的目的基因片段不存在，只出现内

对照268 bp 1条带(图1)。

注：M：PCR Markcr；1，2，5。6，8，9：GSTTl缺失基因型；3，4，7：

Gslll非缺失基因型

圈l PCR扩增后G踟_r1基因多态性的检测结果

 



3．统计学分析：用Excel软件建立数据库，应用

&峪6．12软件，以T2检验比较基因型在病例和对照

组中分布差异的统计学意义。运用条件logistic回

归模型分析Gslvrl和有机氯农药在乳腺癌发生中

的作用。根据Khoury和wagenerHl提出2型交互

作用模型(type 2 gene—environment interaction)，分

析GSlvrl和有机氯农药在乳腺癌发生中的交互作

用。模型中包括单独遗传因素、单独环境危险因素

和两因素共同组成变量的效应。有无交互作用以及

交互作用的强度与方式，由各变量前的回归系数口

决定。G(y)=口+肚+成G+凡EG，式中y是
疾病的比值(odds)，a为常数，协变量E为环境危

险因素，协变量G为代谢基因多态性，EG为两者

交互作用项，针对不同的基因一环境暴露水平，分别

设立哑变量，对GSTTl和有机氯农药在乳腺癌发

生中的交互作用进行分析，根据交互作用系数(y，

y=熊旭)判断交互作用存在与否以及基因．环境作
用类型。

结 果

1．病例组与对照组年龄分布及可比性的比较：

病例组年龄29～76岁，平均(47．09±10．36)岁；对

照组年龄30～76岁，平均(46．59±10．55)岁。两组

间年龄比较差异无统计学意义(￡=0．28，P=

0．778)。病例组在40～50岁年龄段发病人数最多，

其次为35～40岁年龄段。将两组的职业、文化程

度、婚姻状况进行均衡性比较，差异无统计学意义，

两组间具有可比性。

2．GSl_r1基因多态性与乳腺癌发生的关系：经
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Hardy—Weinberg(H—W)平衡定律检验，表明各基因

频率分布不拒绝H．w遗传平衡的假设，具有群体代

表性。由表2可见，利用条件logistic回归模型，

GSlvrl缺失与乳腺癌的发生有关，携带Gslvrl缺

失基因型的个体患乳腺癌的危险性高(0R=

4．711，95％CJ：1．098～12．208)。

3．乳腺癌发生的环境危险因素筛选：由表2可

见，血清中DDT和HCH高残留可增加乳腺癌发生

的危险性，0R值分别为1．015、1．212。

表2 乳腺癌危险因素的多因素条件109istic回归分析

因素 自 如(e) P值oR值(95％cI)

GSl可1缺失基因型1．549 0．743 0．0370 4．71l(1．098～12．208)

HCH残留 0．192 0．066 0．0036 1．212(1．065～1．379)

DDT残留 0．014 0．007 O．0948 1．015(0．997～1．033)

4．Gslll基因多态性与血清中有机氯农药残

留量之间的交互作用：由表3可见，在此交互作用模

型中，单独暴露于环境危险因素DDT高残留的

0R。值为4．566，单独GSlvrl缺失基因型的oR。

值为1．980，而两因素共同造成的0R。值为6．513，

y值为1．352，提示Gslvrl缺失基因型对血清DDT

残留的效应有放大作用，表现为4型交互作用的超

相乘模型。由表4可见，在此交互作用模型中，单独

暴露于环境危险因素HCH高残留的0R。值为

4．477，单独Gslll缺失基因型的oR，值为3．635，

而两因素共同造成的0R。。值为4．830，y值为

1．528，提示GSTTl缺失基因型对血清HCH残留

的效应有放大作用，亦表现为4型交互作用的超相

乘模型。

表3 GslTl基因多态性、血清DDT残留最与乳腺癌之间的交互作用
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讨 论

1．有机氯农药与乳腺癌的关系：本研究提示总

HCH和总DDT残留与乳腺癌存在着一定的关联

性，HCH、DDT残留水平愈高，患乳腺癌的危险性愈

高。这与国外的一些研究结果一致哺’6】，但Lopez-

Carrillo等所做的对墨西哥妇女的研究却未发现体

内3-HCH水平与乳腺癌的关系[71。由于研究的人

群、国家不同，HCH的使用量也不相同，因此研究会

存在一定的差异。我国曾是一个农药使用大国，累

积使用HCH比同期国际上多3倍以上旧o，因此国内

研究更有意义和说服力。

2．谷胱甘肽转移酶(GST)与乳腺癌的关系：

GST是体内重要的Ⅱ相解毒酶系，参与多环芳烃、

杂环胺等致癌物质的解毒过程，其主要作用为催化

还原性GST与亲电子物共轭结合成亲水性物质，增

加其水溶性，使之易于排出体外。其中GSTTl位

于22q11．2，编码GST一0同工酶。GSTTl基因缺失导

致GST—e酶活性降低或丧失。有研究发现携带

GsTTl缺失基因型的绝经前妇女患乳腺癌的风险

性增加旧o。本研究显示：GSTTl缺失基因型与乳腺

癌的发生有关联(OR=4．711，95％CI：1．098～

12．208)。

3．GSTTl基因多态性与有机氯农药残留物的

交互作用：应用交互作用系数(y，y=风旭)，探讨
GSlvrl基因多态性与有机氯物质之间的交互作用，

及其对乳腺癌发生的影响。判定依据1：OR。=

OR。×OR。为相乘模型；OR。>OR。×OR。为超相

乘模型；OR。<OR，×OR。为次相乘模型；OR。=

OR。+OR。一1为相加模型。判定依据2：y>1，表

示基因因素对环境暴露的效应有放大作用，正向交

互作用；y<1，表示基因因素对环境暴露的效应有

减弱作用，负向交互作用；y=1，表示基因因素对环

境暴露没有交互作用；当研究的环境因素是危险因

素，此时应>O，y为负值时，则表示基因因素有很强

的保护作用。本研究显示GSTTl缺失基因型与

DDT、HCH在乳腺癌发生过程中分别存在一定的交

互作用，交互作用系数分别为1．352、1．528，交互作

用都表现为超相乘模型。
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对“河北省廊坊市男男性行为人群艾滋病／J陛传播疾病

危险行为与感染率现况调查”一文作者更正

-更正·

本刊2008年第6期目录中“河北省廊坊市男男性行为人群艾滋病／性传播疾病危险行为与感染率现况调查”第一作者郭

魏，更正为郭巍。
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