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谷胱苷肽转移酶P1基因多态性和幽门

螺杆菌感染的交互作用与胃黏膜
肠上皮化生的风险

王旭光张忠孙丽萍张晔袁媛

·实验室研究·

【摘要】 目的探讨谷胱苷肽转移酶Pl基因(GSTPI)多态性与不同类型胃黏膜肠上皮化生

(IM)的关系，及GSTPl基因多态性与外源性致病因素——幽门螺杆菌(Helicobacterpylori)感染的

交互作用，为确定不同类型IM发病风险提供理论依据。方法共收集病例381例，轻度慢性浅表

性胃炎组[cos(+)]143例，肠上皮化生组(Ⅱ订)238例。利用ELISA检测H p伽^．IgG抗体；利用

HID。AB-1H2。5进行IM分型；利用PCR-RFLP法检测GSTPI不同基因型。结果以CGS(+)组
为对照组，单因素分析显示，IM组携带G等位基因者的比例高于CGS(+)组(P<O．05)；IM组

H刀lori阳性率明显高于CGS(+)组(P<O．01)。效应修饰模型分析显示，在IM阶段，Gs7P1基因

多态性与H priori感染存在着明显的正交互作用，经性别年龄调整后的OR值为9．386(95％CI：

3．736—23．580)，交互作用指数为2．078，归因交互作用百分比为46．36％。在不同类型IM组单因素

分析显示，I型IM、Ⅱ和Ⅲ型跏／-Lprior／感染率均显著高于CGS(+)组(P<O．01)；II和Ⅲ型M
组G等位基因频率高于CGS(+)组和I型IM组(P<0．01)。在此阶段效应修饰模型分析显示，

GSTPI基因多态性与H prior／感染存在着明显的正交互作用，经性别、年龄调整后的伽值为

24．487(95％CI：7．73l一77．735)，交互作用指数为1．844，归因交互作用百分比为43．89％。结论

GSTPI多态性和H prior／感染分别是IM发生的危险因素，二者的正交互作用使IM，特别是Ⅱ和Ⅲ

型肠化生发病风险明显增高。

【关键词】胃黏膜肠化生；谷胱苷肽转移酶P1基因；幽门螺杆菌；基因多态性
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【Abstractl Objective To detect the distribution ofpolymorphism ofGs7-Pl and infection rate

ofHelicobacterpylori(H硝lori)in different kinds ofgastric intestinal metaplasia(IM)and to explore

the relationship between entergenic factor----polymorphism of Gs卯l and extogenic factor---H．pylor／

infection。to determine the risk of subtype of IM．Methods There were 38 1 c￡Lses in total，including

143 CGS(+)and 238 IM．麒E．stain WaS used for pathological diagnosis．HID-AB—一pH2．5 methods

were used to classify the IM．ELlSA method was used to detect the antibody of H．pylor-IgG．

Polymerase chain reaction(PCR)and restriction fragment length polymorphism(RFLP)were used

to analyze the genotype．Results Frequency of G genotype was higher in the IM group，when

compared to the CGS(+)groups(P<0．05)．111e positive rate of麒pylor／WaS statistically higher
than CGS(+)(P<O．01)．By effec：t-medified model analysis。GS7Pl gene polymorphsim and

且阿lori infection presented a positive interaction in the stage IM．with the OR value as 9．386(95％C，：
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3．736-23．580)after adjusted by age and gender．The synergy index wag 2．078 and the attributable

proportion ofinteraction wag 46．36％．The positive rate ofH or／or／were statistically highter than CGS

(+)group in subtype IM I，subtype IM H and m(P<0．01)．111e frequency of G genotype wag

higher in the IM II and m gro叩，when compared with the IM I groupS(P<0．01)．By effect．

modified model analysis，in the stage of IM 11 and m．Gs即l gene polymorphsim and H py／or／

infection also presented a positive interaction，with OR value as 24．487(95％CI：7．73l-77．735)after

adjusted by age and gender，with its synergy index as 1．844．and attributable proportion ofinteraction as

43．89％．Conclusion The infection of H py／or／and polymorphism GSTPlgenc appeared to be bom

the external and intemal factors，respectively．In the stage of IM．嬲即l gene polymorphsim and

H orlori infection also presented apositive interaction．expecially in the IMⅡand m．

【Key words】Intestinal metaplasia；Glutathion昏Sqrmasferasc P1；He／／cobacterprior／；Polymorphism

胃黏膜肠上皮化生(intestinal metaplasia，IM)是

胃癌发生前的重要阶段。根据其黏蛋白染色特点，

将其分为I型(完全性)、Ⅱ型(不完全性)和Ⅲ型(不

完全性)，认为Ⅱ和Ⅲ型IM与胃癌关系密切n剖。本

研究选取功能性代谢酶——谷胱苷肽硫转移酶

(GST)家族中最重要的同工酶GST-x为研究指标，

编码该蛋白的基因GSTPl第五和第六外显子存在多

态性，特别是第五外显子与各种肿瘤易感性密切相

关H]，其中包括胃癌，被认为是恶性肿瘤发生的危险

因素之一。这种危险因素是否能增加IM的易感性，

目前尚不清楚。

大量研究显示从浅表性胃炎_+不同类型IM_+

胃癌的过程中幽门螺杆菌(Helicobacter p#o,-i)感染

是一个重要的危险因素幛’刮，发现H mto，．／感染者不

仅发展为IM，甚或Ⅱ和Ⅲ型IM，可能是因为目前的

研究多局限于某一因素与肠化生关系的研究，而

忽视宿主内在因素遗传因素，其可能与环境因素

共同影响着且prior／感染引起的胃黏膜损伤及最终

的临床结局。也就是说二者在肠化生的形成过程中

可能具有协同作用，但目前尚无研究。为此，本研究

以轻度慢性浅表性胃炎人群[slight degree chronic

superficial gastritis，CGS(+)]为对照，检测IM人群

及不同类型删人群且Fylori感染率及GSTPl多态
性分布，了解在不同类型IM GSTPl基因多态性的

分布规律及厦trylori感染率，探讨GSTPl基因多态

性与且l町lori感染在IM发生过程中是否存在着交

互作用，为确定IM及不同类型IM发病风险提供理

论依据。

材料与方法

1．研究对象：381名病例分别来自2002--2005

年辽宁省庄河胃癌筛查的受检者和庄河中心医院接

受胃镜检查的患者。本研究经中国医科大学伦理委

员会批准，以问卷调查和病例记录方法收集所有研

究对象的年龄、性别和相关资料，并与患者签署知情

·92l·

同意书。381例中男性222例(58．3％)，女性159例

(41．7％)，年龄15—89(52．24±12．4)岁。

采集受检者空腹静脉血，分离血清和凝血块

后一20℃保存，血清用于衄priori．IgG抗体ELISA检

测，凝血块用于基因组DNA提取，进行GSTPl多态

性检测；同时对患者进行胃镜检查并于胃体、胃角及

胃窦和病灶处取胃黏膜，钳取后立即于95％的乙醇

固定，石蜡包埋，制成4张5¨m切片，进行病理学诊

断及肠化分型检测。

2．方法：

(1)病理诊断：常规HE染色，由2名病理医生采

用双盲法进行病理诊断，381例分为CGS(+)143例

和IM组238例一J。

(2)IM分型：采用高二铁胺一阿辛蓝pH2．5一雪夫

试剂(HID．ABpH2．5一PAS)黏蛋白组织化学染色(上

海仁宝公司)。AB．pH2．5．PAS将酸性黏液染成蓝

色，中性黏液呈红色。HID．AB pH2．5将硫酸黏液染

成黑色，唾液酸性黏液呈蓝色。具体步骤按试剂盒

说明书操作。根据形态学、细胞分化程度及分泌黏

蛋白不同，将IM划分为I、Ⅱ和Ⅲ型陋1。238例IM

患者标本分为I型123例，Ⅱ型88例，Ⅲ型27例。

(3)DNA提取：取血凝块500“l，置于2 ml离心

管中，加入800山的TE，混匀；室温10000Xg离心

l min，重复3—4次，直至血凝块全部溶解在TE中；

力Ⅱ400 pl TE，25 pl 10％SDS，5“l 20 mg／ml PK，

37℃消化过夜；吸上清，加等体积酚，振荡15 min，

10 000×g离心10 min；吸上清，加等体积酚：氯仿

(1：1)，振荡15 min，10 000×g离心10 min；吸上清，

加等体积氯仿，振荡15 min，10 000×譬离心10 min；

吸上清，加2倍体积无水乙醇和1／10体积3 mol／L乙

酸钠，一20℃沉淀l h，10 000×g离心10 mill；弃上

清，沉淀加75％乙醇，10 000Xg离心5 min；弃上清，

干燥，100 lal TE溶解，置一20℃冰箱备用。

(4)Hp,y／or／感染的判定：用ELISA检测患者血

清中鼠prior／一IgG抗体(芬兰Biohit公司)。应用自
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动检测酶标仪在450 Bin波长下读取光密度值(A)，

用Biohit公司软件分析，根据标准品和标准曲线测

出检测样品的且阿／or／浓度值。血清且py／or／-IgG

抗体滴度≥30 EIU判为阳性，抗体滴度<30 EIu判

为阴性。

(5)岱即l多态片段的检测：依据文献[9]采用
PCR．RFLP对GSTPl基因(GDB X08058)第5外显

子多态性进行检测。引物序列：正链5’一GTAGTT

TGC CCA AGG TCA AG一3’，反链5’一AGC CAC

CTG AGG GGT AAG一3’。反应体系：分别加10×

buffer(含MgCl2 25 mmol／L)5 pl，dNTP 4 pl(浓

度)，上下游引物(10 pmoi／Ixl)各0．5山，Taq DNA酶

O．4|ll，模板DNA 1¨l，加去离子水至总体积50¨l。

PCR反应条件：95℃12 min，95 oC 30 S，58℃30 S，

72℃60 S，15个循环；95℃30 S，55 oC 30 S，72 oC

60 s，25个循环；72 oC 5 min，4 oC保存。

利用BsmAI限制性内切酶对PCR产物进行

酶切，加NETbufirer2¨l，内切酶0．5“l，PCR产物

12“l，加双蒸水至总体积20 Hl。将其置于37℃恒

温箱中，酶切3 h，然后取酶切产物20“l，用2．5％琼

脂糖凝胶电泳分离，溴化乙锭染色5 min后观察

DNA条带变化。

3．统计学分析：采用SPSS 11．5软件。采取￡检

验比较各组基因型频率的差异。采取非条件

logistic回归模型分析、计算比值比(OR)，以95％可

信区间(a)表示各基因型发生不同疾病的风险

度。以效应修饰模型计算基因与H pylori—IgG交互

作用，以似然比检验分析交互作用的统计学意义。

所有统计检验均为双测概率检验，P<0．05有统计

学意义。

两因素交互作用指数(s)

=(D‰一1)I(OR B．+0．如，。-2)

归因交互百分比(AP)

=(D凡。一D足。．一D昆t日+1)／D兄。×100％

式中锨肥为暴露于4和曰因素时的OR值；D‰·为仅
暴露于A因素的OR值；ORA．。为仅暴露于B因素的

OR值。

结 果

1．圆冲l基因105位点A／G多态性图谱：第五

外显子A-+G碱基改变可导致蛋白质肽链第105位

点氨基酸由ATC异亮氨酸(Ile)变为GTC缬氨酸

(Val)。经限制性内切酶酶切后，Gs卯1出现3个分

子量不同的等位基因片段，分别是329 bp、222 bp和

107／104 bp，呈现3种图谱改变(图1)，第1种为未发

生变异者(无多态)，呈现～A纯合子型，具有329 bp

和107 bp／104 bp等位基因片段；第2种为部分发生

变异者，呈现A／G杂合子型，具有329 bp、222 bp和

107／104 bp等位基因片段；第3种为完全发生变异

者，呈现G／G纯合子突变型，具有222 bp、107／104 bp

等位基因片段。因为G／G纯合病例较少，所以将

A／G杂合子和G／G纯合子合为一组进行统计分析。

注：GSTPI基因经BsmA I酶切后出现3个分子量不同的等位基

因片段，分别是329 bp、222 bp和107／104 bp；M-DNA Marker

(DL2000)；1：G／G纯合子基因型；2。3，5，7：A／A纯合子基因型；4，

6：A／G杂合子基因型

图1 PCR扩增的GSTPl基因片段经BsmA I限制性

酶切后的琼脂糖凝胶电泳图谱

经PCR—RFLP检测CGS(+)组携带A／A基因型

99例(30．8％)，携带A／G或G／G基因型44例

(69．2％)；IM组携带A／A基因型135例(43．3％)，携

带A／G或G／G基因型103例(56．7％)。

2．不同类型IM的GSTPI基因105位点A／G多

态片段分布频率：CGS(+)组和IM组携带A／G或

G／G基因型的比例分别是30．8％和43．3％。IM组携

带G等位基因片段的例数高于CGS(+)组，经性别、

年龄调整OR值为1．598(95％C／：1．005～2．539)，差

异有统计学意义(#=3．995，P=0．047)。

I型IM携带A／G或G／G基因型40例(32．5％)

高于CGS(+)组，差异无统计学意义()C2=0．008，

P=0．929)。11和Ⅲ型IM携带A／G或G／G基因型63

例(54．8％)显著高于CGS(+)组，经性别、年龄调整

锨值分别为0．975(95％C／：0．564～1．687)和2．575
(95％C／：1．472～4．439)，差异有统计学意义(z2=

11．866。P=0．001)。

以I型IM组为对照组，Ⅱ、Ⅲ型IM携带A／G或

G／G基因型比例高于I型IM，经性别、年龄调整

OR=2．500(95％C／：1．472～4．243)，差异有统计学意

义(f=11．813，P=0．001)。见表l。

3．不同类型IM的H pflor／检出率：经ELISA检

测患者血清fir．w／or／．IgG抗体，鼠prior／阳性CGS

(+)29例(20．3％)，凰prior／阴性CGS(+)114例

(79．7％)；且pylori阳性IM 124例(52．1％)，豆／0／or／
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阴性IM 114例(47．9％)。IM组／-／．py／or／阳性率明

显高于CGS(+)，经性别、年龄调整OR=4．744

(95％CI：2．828～7．958)，X2=39．722，P=0．000，差异

有统计学意义。

表l I型IM与Ⅱ、Ⅲ型IM多态片段分布频率差异

翘曩攀GSTPI P值锨值5 P值锨值‘

CGS(+) 143 44(30．8) l

IM 238 103(433)0．047 L598(1．1005-2．539)

I型IM 123 40(32．5)0．929 o．975(o．s64一lJ687) l

Ⅱ皿型IM 115 63(54．8)0．001 2575(1．472—4．439)0．001 2500(1．472—4．243)

注：。括号外数据为例数，括号内数据为百分比(％)；6为年龄、性

别调整后的OR值；。以I型IM为对照经年龄、性别调整后的OR值

I型和Ⅱ、Ⅲ型IM组H w／or／．IgG阳性率分别

51．2％和44．3％，均高于cGs(+)组，经性别、年龄调

整OR值分别是3．828(95％CI：2．155—6．799)、5．590

(95％CI：3．051～10．242)，差异有统计学意义(X2=

22．477，P=0．000；f=34．702，P=0．000)。

以I型IM为对照组，Ⅱ、Ⅲ型IM组鼠pylor／．

IgG阳性率低于I型IM组，经性别、年龄调整OR=

1．352(95％CI：0．806～2．268)，差异无统计学意义

(f=1．313，P=0．253)。见表2。

表2 I型IM与Ⅱ、Ⅲ型蹦的H?y／or／感染率差异

分组 篓H阳．p性y／o。r／P值 伽值‘ P值 伽值‘

c【js(+) 143 29(203) 1

IM 238 124(52．1)0．000 4．744(2．828—7．950

I型IM 123 63(512)0．000 3．828(2．155—6．799) 1

Ⅱ皿型M 115 51(443)0．000 5．590(3．051～10．242)0253 1352(0．806-2．268)

注：。括号外数据为阳性例数，括号内数据为阳性率(％)；“‘同

表l

4．Gs卯l基因多态性和H W／Or／感染交互作用

与IM发病风险：以CGS(+)组为对照组，进一步计

算IM人群Gs即1G等位基因与H prior／感染的联合

作用效应。单独且pylor／感染，OR=4．395(95％CI：

2．344～8．243)，差异有统计学意义；携带GSTPl基

因多态片段与H py／ori感染交互作用，OR=9．386

(95％CI：3．736～23．580)，S=2．078，AP=46．36％，差

异有统计学意义(表3)。

I型IM人群中，单独暴露于It．p咖一，OR=
2．904(95％C／：1．448～5．824)，差异有统计学意义；

GSTPl基因多态与鼠pflor／感染同时存在时发生I

型IM的风险增加到5．062倍(95％17／：1．889—

13．569)，差异有统计学意义，二者存在正交互作用，

S=3．259，AP=43．89％(表3)。在Ⅱ、Ⅲ型IM人群，

单独暴露于H∥lori，OR=9．917(95％C／：4．248—

23．152)，差异有统计学意义；单独GSTPI基因多态

作用，OR=4．823(95％CI：2．225。10．452)，差异有统

计学意义；GSTPl基因多态与且prior／感染同时存在

时，交互作用的OR=24．487(95％C／：7．713～

77．735)，S=1．844，AP=49．57％，差异有统计学意义

(表3)。

讨 论

本项目前期研究发现，GST-n低表达或不表达

如合并／-／．pylori感染可增加IM的危险n训。但是癌前

IM阶段，关于Gs即1基因多态性在IM及不同类型
踟的分布尚不清楚。另外，H py／ori感染被认为是

IM发生的重要致病因素，在IM发生过程中1t．wlori

感染是否与内在的遗传因素(基因多态性)存在着交

互作用，目前尚不明确。

本研究检测CGS(+)组、IM人群GSTPl第5外

显子Ile—105一Val多态片段分布频率及H py／or／感

染情况，结果显示IM组H Wry／or／感染率高于CGS

(+)组，差异有统计学意义。IM组携带A／G或G／G

基因型的比例高于CGS(+)组，差异有统计学意

义。结果提示：单独的且l吵／ori感染是IM的危险因

素；单独携带A／G或G／G基因型的个体易发生IM。

推测在外界各种致病因素的作用下，碱基发生A_G

表3 IM、I型蹦和1I、KI型IM人群GS律l基因多态性与且W／or／感染交互作用
G。．．03S IM组 I型M II、Ⅲ型IM嚣鬻掌焉ii磊可焉i磊忑可焉i丽赢；—豸

注：“‘同表1
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置换，使其编码的蛋白质由异亮氨酸变(Ile)为缬氨

酸(Val)，进而热稳定性及其他功能也发生改变。有

研究证实位于第105位点氨基酸的替代改变了氨基

酸的体积和疏水性，从而影响了酶的热稳定性。还

有文献报道GSTPl酶一Vail05(含G等位基因)的热

稳定性比GSTPl酶一Ilel05(不含G等位基因)的低

2—3倍H]。推测携带G等位基因的个体其编码的蛋

白质解毒能力低于不突变个体，更易损伤，导致胃黏

膜发生IM。

皿pylori感染和携带Gs印l多态片段分别是IM
发生的危险因素，在IM阶段二者是否存在相互作

用?本研究结果显示，在IM阶段，基因多态性与鼠

py／or／感染存在着明显的正交互作用，OR=9．386，

S=2．078，AP----46．36％。提示，二者的交互作用增加

IM风险。

大量的流行病学资料表明不同类型IM与胃癌

的关系不同，那么GSTPl基因多态性和日．pylori感

染交互作用与IM亚型的关系如何?本研究单因素

分析结果显示，单独的H∥lori感染可以使I型IM

发生危险增加到2．904倍；携带G等位基因使Ⅱ、Ⅲ

型IM发生危险增加到4．823倍。二者交互作用分析

结果显示，携带G等位基因合并／／．1吵lori感染发生

I型IM的危险增加到5．062倍，发生Ⅱ、Ⅲ型IM的

危险性可增加到24．487倍。根据上述结果，可以推

测在I型IM的发生过程中，且pylori感染是重要因

素之一，且l吵lori感染后可产生和释放的大量酶及毒

素造成胃黏膜上皮细胞损伤，这时编码解毒蛋白的

基因GSTPl虽有改变，但是仍能对抗外界造成的损

伤，使胃黏膜上皮细胞出现轻度适应性反应，主要表

现为I型IM；当H／ry／or／持续感染，改变了局部环

境，丑trylori因不能适应环境的改变而消失，但是其

产生的后续反应将持续造成胃黏膜上皮细胞损伤，

同时具有GSTPl多态性，基因的脆性增加，编码的蛋

白质功能丧失，不能抵抗外界的毒性损伤，出现二者

叠加效应，造成胃黏膜损伤加重，发生Ⅱ、Ⅲ型IM的

危险明显增高。

综上所述，携带G等位基因者同时合并H py／or／

感染发生Ⅱ、Ⅲ型IM风险更高，其具有与胃癌相同

的危险因素，可作为癌前IM进行定期随访，同时予

以干预，可降低IM的发生或使病变停滞在IM阶段。
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