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【摘要】 目的 探讨!"#修复基因$%&甲基鸟嘌呤&!"#甲基转移酶（$%&’()*+,-./010(&!"#
’()*+,)2/034(2/3(，*5657）在人群肺癌发生中的作用。方法 用逆转录&聚合酶链反应（87&9:8）技
术检测;<=例肺癌组织、>=例正常肺组织、<=对肺癌病例和对照外周血单个核细胞中*5657基因

’8"#的表达；用免疫组化检测?<@、:&5A:、B&8#C基因表达；并分析有关暴露因素对修复基因

*5657表达的影响，以及*5657基因与?<@、:&5A:、B&8#C等癌变相关基因的关系。结果

@DEFG（>H／;<=）的肺癌组织和<E=G（D／>=）的正常肺组织存在*5657基因表达低下，*5657基因
表达低下与肺癌发生的危险度!"值为HEDD（DE=<!<FE%<）。D=E=G（;=／<=）的肺癌病人外周血和

>G（D／<=）的正常人外周单个核细胞血细胞也可检出*5657基因表达低下。探讨影响*5657基
因表达的各种暴露因素，发现吸烟可抑制*5657基因表达。另外发现，B&8#C癌基因的过度表达
与*5657表达低下有关（#!=E=<）；而?<@、:&5A:基因的表达与*5657无关。结论 !"#修
复基因*5657可能在肺癌发生中起着重要的作用，其表达低下是人群发生肺癌的危险因素之一，
该基因的低表达可作为有价值的肺癌易感性标志。
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!"#修复是机体细胞维持基因组稳定性的重
要机制。$%&甲基鸟嘌呤&!"#甲基转移酶（$%&
’()*+,-./010(&!"#’()*+,)2/034(2/3(，*5657）是
人类!"#修复系统中最重要的直接修复酶，它能
直接将!"#链上被烷化的鸟嘌呤上的甲基或乙基
转移到酶蛋白的半胱氨酸残基上而修复受损的鸟嘌

呤，在人类其编码基因为*5657。这是人类针对
烟草中的强致癌性亚硝胺吡咯丁酮基甲基亚硝胺

（""8）、降烟碱亚硝胺（"""）及食物中亚硝胺类等
烷化剂所致损伤的修复分子。本课题拟探讨

*5657基因的表达水平与人群肺癌发生的关系。

对象与方法

9:研究对象：收集首次手术诊断未经治疗的原
发性肺癌患者9;<例（鳞癌=>例、腺癌>%例、小细
胞肺癌9%例、其他>例），其中男性99?例、女性@?
例，年龄均数A标准差为;;:%岁A99:B岁，范围在

@;!C%岁。另收集经肺切除手术的肺部良性病变

><例（炎性假瘤9=例、支气管扩张症?例、结核球=
例、纤维细胞瘤B例、硬化性血管瘤B例、平滑肌瘤

9例），其中男性@<例、女性9<例，年龄分布均数A
标准差为;;:<岁A9B:@岁，范围在@C!C>岁。上述
肺组织切片DE染色后由B名临床病理学专家进行
双盲病理诊断。另外，与其中;<例肺癌病例按性别
相同、年龄AB岁进行9F9配比，在社区选择;<人为
正常对照组。调查上述肺癌病例和对照的疾病史、

人口学资料、三代以内肿瘤家族史和吸烟暴露史等

项目。

B:标本收集及处理：良性、恶性病变的肺组织标
本取自病灶中央非坏死部分，并取手术切除块边缘

离病灶@G’以上的正常肺组织标本，共收集肺癌组
织标本9;<份，远离癌灶经病理组织学检查确无癌
细胞浸润的正常肺组织标本9B<份，良性病变组织
标本><份，正常肺组织标本><份。同时随机抽取

;<例肺癌患者和配对的;<名社区健康人，分别取
静脉外周血标本;’,。
肺组织标本离体后剪为B块，一块作冰冻或石

蜡连续切片，用于病理组织学和免疫组化检测；一块

用经焦碳酸二乙酯（!EHI）处理的冷HJK冲洗，去
血迹，置液氮速冻后转入L=<M冰箱保存。外周血
标本用含抗凝剂8@E!7#的采血管采集，摇匀，用
淋巴细胞分离液>M离心，分离出单个核细胞（单核
细胞和淋巴细胞），部分涂片，部分用于提取N"#。

@:核酸抽提：取组织标本9<<’-，加入721OP,
溶液9’,在冰上用玻璃匀浆器彻底匀浆，按721OP,
试剂盒（6QJI$JNQ）说明书的步骤提取总N"#，
用紫外分光核酸蛋白分析仪测定N"#的纯度和浓
度。外周血细胞的N"#提取同此。用5$HK凝胶
电泳检查N"#的完整性。

>:逆转录HIN技术检测*5657基因’N"#
表达：在B;",的逆转录反应体系中加入B:;’’P,／

Q的R"7H各>",、N"#酶抑制剂B<S、引物$,1-P
（R7）9B&9=<:;"-、<:9’’P,／Q巯基乙醇B:;",、总

N"#>"-，加水至9?",，离心，C<M水浴加热;’10，
冰上冷却，加入逆转录酶 5&5QTB<<S（6QJI$
JNQ），;U逆转录缓冲液;",，混匀后离心，@CM水
浴%<’10，最后?<M水浴;’10灭活5&5QT活性，
冰上冷却，完成G!"#的合成。

*5657基因HIN扩增的引物，上游为;’&
II766I76##76II7#777I&@’，下 游 为 ;’&
I#6I77II#7##I#II767I76&@’，分别位于第

@、>外显子，以排除基因组!"#的扩增，产物片段
长度为99%VW。内参照#&/G)10上游引物为;’&
I67I766#II766I766III66#II&@’，下游为

;’&#6667#I#76676676II6II#6#I&@’，扩
增片段长度为@?@VW。在;<",反应体系中含B:;
’’P,／QR"7H各>",、B;’’P,／Q5-I,B>",、引物
各@<W’P,／Q、9<U缓冲液;",、G!"#B",、7/X酶

9:B;S，去离子水9<",，离心。?>M预变性;’10
后，?>M;<3，;;M;<3，CBM%<3，@<个循环，CBM
9<’10，>M保存。取=",HIN产物在BY琼脂糖凝
胶电泳，以9<<VW梯度!"#5/2Z(2为分子量参
照，EJ显色，用J[$&N#!凝胶成像分析仪进行半
定量分析。以*5657／#&/G)10的相对亮度表示

*5657基因 ’N"# 的表达水平。*5657／#&
/G)10比值!<:B者为*5657基因表达低下，其

*5657扩增条带极弱或缺失。

;:免疫组织化学检测W;@、I&5\I、8&N#K基
因的蛋白质表达：切片经预处理后，分别用购自

"(P’/2Z(23公司的鼠抗人单克隆抗体W;@（9=<9）、

I&5\I（?E99）、8&N#K（]9@B），按迈新公司超敏KH
试剂盒（8[7&?C9<）使用说明书检测肺组织中上述
三种基因的表达，经!#J显色，苏木素复染，光镜下
观察，细胞呈棕黄色为阳性标记。每次均设阴性空

白对照及阳性对照。W;@阳性为细胞核着色，

I&5\I和8&N#K阳性为细胞核／浆着色。观察整
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张切片，肿瘤细胞着色淡且阳性细胞数!!"者为阴
性；着色明显的阳性细胞数"!"为阳性。由于野生
型#!$基因蛋白半衰期很短，免疫组化检测的#!$
阳性主要是#!$突变的结果。%&’(%、)&*+,在正
常细胞中量很微弱，其阳性主要反映这两种癌基因

蛋白的过度表达，与这两种癌基因的突变、扩增

有关。

-.统计分析：建立数据库，应用!/检验分析上
述各基因表达在不同组间的差异和变化趋势。以肺

癌患者的肺癌组织和外周血为病例组标本，以健康

肺组织和健康人外周血为对照组标本，按非配对的

病例&对照研究设计，分析0’1’2基因3*4+表
达低下对人群肺癌发病的影响，计算其!" 值及

5!"#$。按病例&病例研究的设计［6］，分析肺癌病
例组中各种暴露因素对0’1’2基因3*4+表达
的影响，并分析0’1’2基因表达与癌变相关基因

#!$、%&’(%、)&*+,等的关系，探讨0’1’2基因
在肺癌发生中的作用，及其可能涉及的癌变相关基

因。

结 果

6.肺癌、癌旁肺组织、肺良性病变和正常肺组织

0’1’2基因3*4+表达：见图6。

良性：良性肺部病变；正常：正常肺组织；2：肺癌组织，4：癌旁
肺组织；’：74+’89:;9
图示2/、2$两例肺癌组织0’1’2基因3*4+表达缺失
图! 不同肺组织中0’1’2基因3*4+的表达

/.不同肺组织和外周血细胞中0’1’2基因
表达的比较：$/.<"（=5／6!>）的肺癌组织、5./"
（66／6/>）的癌旁肺组织、!.>"（/／=>）的肺良性病变
和!.>"（/／=>）的正常肺组织存在0’1’2基因

3*4+表达低下。肺癌组织0’1’2基因表达低
下的比率高于癌旁肺组织（%!>.>>6）。癌旁肺组
织、肺良性病变和正常肺组织之间差异无显著性

（%#>.>!）。肺癌组织与正常肺组织、肺癌病例外
周血与正常对照外周血细胞0’1’2基因表达的
比较见表6。

$.患者性别、年龄、吸烟状况和肿瘤家族史对肺
癌组织0’1’2基因的表达的影响（表/）：吸烟者

0’1’2基因表达低下比率显著高于不吸烟者，而
且随着吸烟量增加0’1’2基因表达存在下降的
趋势（!/?9;@AB!.<5，%B>.>6-），吸烟暴露可能是导
致0’1’2表达低下的重要因素。表6中，外周血
细胞0’1’2基因表达低下的肺癌病例（5／6>）和/
例正常对照皆为中、重度吸烟者。

表! 肺癌病例和对照组的肺组织和外周血细胞

0’1’2基因3*4+表达的比较

组 别
检测
例数

0’1’2
低下
例数
正常
例数

低下
率
（"）

%值 !"值（5!"#$）

肺癌组织 6!> =5 6>6$/.<!>.>>65.//（/.>!"!<.-!）
正常肺组织 => / $C !.> 6.>>
肺癌病例组外周血 !> 6> =>/>.> >.>6=-.>>（6.6$"=/./<）
正常对照组外周血 !> / =C =.> 6.>>

表" 肺癌患者0’1’2基因3*4+表达与性别、年龄、
吸烟状况及肿瘤家族史的关系

项 目 病例数
0’1’2
低下
例数

正常
例数

低下率
（"）!

/值 %值

性别

男性 665 =6 <C $=.! >.C=>.$-6
女性 $6 C /$ /!.C
年龄（岁）

!=! $> C // /-.< 6.><>.!C<
=!" <C /! !$ $/.6
-!" =/ 6- /- $C.6
肿瘤家族史

有 6/ = C $$.$ >.><>.<C<
无 6$C =! 5$ $/.-
吸烟状况

不吸烟 $- - $> 6-.< -./<>.>=$
吸烟指数!=>> << /< !> $!.6
吸烟指数"=>> $< 6- /6 =$./

注：吸烟指数B吸烟量（支／日）D吸烟年数

=.0’1’2基因表达与肺癌相关基因#!$、%&
’(%、)&*+,的关系（表$）：修复基因0’1’2表
达低下者)&*+,阳性率为<$.!"（$-／=5），显著高
于0’1’2正常者 )&*+,的阳性率!-.="（!<／

6>6），)&*+,阳性与0’1’2表达低下之间有一定
的关联（%B>.>==）。

讨 论

国内外的流行病学研究表明，吸烟是人类肺癌

的主要病因。香烟烟雾中除含有苯并（8）芘外，

44)、444等烟草特异性亚硝胺也是重要的致肺
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表! 肺癌患者!"#"$基因%&’(表达与)*+、

,-".,、/-&(0基因的关系

基因 病例数
!"#"$
低下
例数

正常
例数

低下率
（1） !2值 !值

)*+
阳性 34+ +5 56 +*74 4768 47+66
阴性 96 3+ +9 2676

,-".,
阳性 5+ 3: 99 +472 47:6 47+2+
阴性 86 ++ *9 +67:

/-&(0
阳性 :+ +5 *6 +876 9745 47499
阴性 *6 3+ 99 2278

癌物质，加上从咸鱼、腌菜、酸菜等食物中摄入的亚

硝胺类，以及某些药物和职业接触的烷化剂等，构成

导致机体细胞;’(烷化损伤的重要化学诱因。烷
化剂作用于机体细胞的;’(，使鸟嘌呤发生<5位
点的甲基化等烷化损伤，使;’(原有的#,碱基配
对突变为($配对，导致基因突变，诱导细胞转化和
癌变。!"#"$能直接修复;’(链上鸟嘌呤的甲
基或烷基化损伤，防止#,!($突变，这是人类

;’(修复系统中针对烷化损伤最重要的修复机制，
其编码基因!"#"$位于染色体34=25，由*个外
显子和9个内含子组成。动物实验表明去除

!"#"$基因的小鼠在烷化剂作用下易发生肺肿瘤
和淋巴瘤［2］，而通过转基因使肺组织细胞!"#"$
高表达的转基因小鼠能减少’’/的致肺肿瘤作
用，也减少其/-&(0基因突变［+］。据报道人类的多
种肿瘤如脑肿瘤、结直肠癌、食管癌的发生都可能与

!"#"$的缺失或突变有关，肺癌发病是否与

!"#"$基因的改变有关，已引起人们的关注。
在已建立的24多种肺癌细胞株中，有241是

缺乏 "#"$ 酶活性的。德国报道［9］肺癌组织

!"#"$蛋白表达阴性率为2*1。本研究发现，

+2761的肺癌组织!"#"$表达低下，低下率显著
高于癌旁肺组织，更高于肺部良性病变及正常肺组

织。肺癌病例组外周血单个核细胞!"#"$基因

%&’(表达低下率也显著高于对照组。!"#"$
表达低下是人群发生肺癌的危险因素。

分析性别、年龄、吸烟状况和肿瘤家族史与

!"#"$基因表达的关系，发现吸烟者该基因表达
低下严重，且存在着吸烟量增加!"#"$基因表达
下降的趋势，提示吸烟可抑制!"#"$基因表达。
据报道，咀嚼香烟和槟榔者的口腔黏膜细胞"#"$
酶活性下降，表明烟草中某些有害物质可使

!"#"$表达低下、活性降低［*］。本研究发现不同
性别、年龄和有无肿瘤家族史其!"#"$表达差异
无显著性（!"4734）。日本也报道肺癌组织

"#"$活性与性别、年龄无关［5］。
据报道，!"#"$基因表达低下与!"#"$基

因启动子异常甲基化有关。美国的研究发现231
的非小细胞肺癌病例存在!"#"$基因启动子异
常甲基化［6］。在结直肠癌中也发现启动子异常甲

基化可导致!"#"$表达沉寂，并与)*+基因和/-
&(0基因的#,!($突变有关［8］。另有研究发现

!"#"$启动子甲基化可能导致核小体结构变化而
不利于!"#"$基因转录。本课题组正在进一步
研究肺癌组织!"#"$基因启动子甲基化的状况
与其基因表达的关系。

肺癌的分子病理学研究发现，,-".,、/-&(0
及)*+基因是与肺癌发病关系较密切的癌基因和抑
癌基因，在肺癌中都有较高的突变率。本文分析

!"#"$基因表达与肺癌相关基因)*+、,-".,、/-
&(0的关系，发现!"#"$表达低下者其/-&(0
癌基因蛋白阳性率（6+7*1）显著高于!"#"$正
常者 /-&(0的阳性率（*5791，!>4749+8），

!"#"$基因表达低下可能是导致/-&(0癌基因
突变和过度表达的原因。?@AB等［:］发现抑制

!"#"$活性的小鼠在烷化剂作用下更易发生肿瘤
和/-&(0突变。!"#"$的正常表达是机体细胞
维持基因组;’(稳定性、修复烷化损害的重要基
础，!"#"$ 表达低下或缺失可增加抑癌基因

)*+［34］、癌基因/-&(0等的突变，使细胞发生癌变。
本研究未发现)*+、,-".,与!"#"$的关联，尚
须进一步探讨。

通过本课题的研究，发现+2761的肺癌组织存
在!"#"$基因表达低下，吸烟可抑制!"#"$基
因的表达；肺癌中 /-&(0癌基因的过度表达与

!"#"$基因表达低下有关。修复基因!"#"$
可能在肺癌发生中起着重要的作用，其表达低下是

人群发生肺癌的危险因素，可作为有价值的肺癌易

感性标志。
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·疾病控制·

流行病学在《实施卫生和植物卫生措施协定》中的应用

石长华

实施卫生和植物卫生措施（7\7）协定是 ]YR规则之
一，适用于所有可能直接或间接影响国际贸易的动植物卫生

检疫措施。笔者简要分析流行病学在7\7协定中的应用。

!*7\7协定及其与流行病学的关系：国际社会为了保护
贸易顺利进行，又能保护人类、动植物的生命、健康的目的，

在《关税与贸易总协定》（2DYY）第二十条（G）款的基础上，制
定了有关卫生和植物检疫措施条款的实施细则———7\7协
定。7\7协定的核心是对危害人体健康的因素有明确的定
义：!病虫害、带病有机体或致病有机体的侵入，形成或传播
的危险；"食物、饮料或饲料中的添加剂、污染物、毒素或致
病菌的危险；#动物、植物或产品中携带的病虫害的侵入，形
成或传播的危险；$因瘟疫侵入，形成或传播而产生的危险。
由此可见，7\7协定对危害人体健康因素概括的范围非常广
泛，而如何确定这些危害因素的存在、范围、大小，就需要流行

病学知识，因为从人群角度，根据疾病的分布探讨致病因素正

是流行病学所独具的特点，疾病的分布表现为时间、空间、人

间的分布，是各有关因素综合影响的结果，疾病的分布与疾病

发生相伴随，即疾病的发生同时表现为分布，影响、决定疾病

分布的因素也正是影响、决定或促使疾病发生的因素。

&*流行病学是制定、实施7\7协定科学依据的重要方
法：!流行病学在风险评估中的应用：流行病学通过对影响
疾病的有关因素的综合分析，可以进行全面的风险评估，为

采取卫生检疫措施打下基础。"流行病学在确定具体措施
中的应用：根据各类危害健康因素的具体情况，如传染病的

时间、空间、人间分布等，即可针对影响人体健康的具体因

作者单位：’+LL&&武汉，湖北出入境检验检疫局

素制定科学、有效的预防措施，如监测，消毒、杀虫、灭鼠，隔

离，预防接种等。#流行病学在确定疫区中的应用：疫区的
存在及确定是实施7\7协定的重要一环，流行病学在确定疫
区中具有独特的作用，是确定疫区的最基本方法。通过分析

各传染病的特点，包括传染源的活动范围、传播因素、周围人

群的免疫状况等就基本可以确定疫区的性质及范围等。对

非传染病，如肿瘤、心血管疾病等，由于也会呈现各自的某些

分布特点，有助于确定危害因素的存在，从而间接确定非传

染病的“疫区”。$流行病学在确定可接受的危险程度中的
应用：流行病学通过对传染病的流行特征，尤其是其致病力

及可能传播因素的分析，评价传染病的危险程度。如同样是

检疫传染病，黄热病在我国传播、扩散的危险性就比鼠疫、霍

乱低，因为黄热病的传播媒介埃及伊蚊等危险因素在我国少

见。

+*流行病学是评价和考核7\7协定的重要方法：针对某
种与发病有关因素的具体处置或阻断方法，因方法不同，而

效果、效益各不相同，需要评价和考核，流行病学正是提供了

评价和考核的基本方法。如以发病率、死亡率是否明显下降

来评价防治措施效果；通过成本效益比值评价经济效益。

7\7协定要求采取的措施必须以科学为基础，任意采取措施
不仅对保护人体健康无益，且有悖于7\7协定，因此就要对
卫生检疫措施的实效进行评价和考核。例如，对霍乱不实行

强制接种疫苗，而将重点放在检疫监测及各种卫生措施方

面，就是通过流行病学评价和考核注射霍乱疫苗的实际效益

后的具体应用。

（收稿日期：&LL&(L+(LS）
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