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[摘　要 ]　目的　研究与环境致癌物活化、解毒有关的� 相和� 相代谢酶的mRNA 水平与食 管癌发

病的 关系。 方法 　收集 93 例 淮安地 区食管 癌新发病 例的 食管癌 组织及 远端 癌旁组 织, 应用 SYBR

Green � 实时荧 光定量逆转 录2聚合 酶链反 应 (RT 2PCR) 检测CYP 2E1、GSTP 1、M TH FR 和N QO1

等基因的mRNA 水平; 应用 t检 验和 logistic回归分析评价基因的表达水平与食管癌的关系。 结果　

CYP 2E 1和M TH FR 的mRNA 水平在癌组织和配对癌旁组织之间有显著差异; 条件 logist ic 逐步回归

分析 结果显示CYP2E1、M TH FR 表 达水平异常与食管癌发 病风险升高有关联 [OR 值 (95%C I)分别

为1. 890 (1. 439～ 2. 481)和1. 362 (1. 107～ 1. 677) ]。结论　CYP2E1 和M TH FR 的表达水平改变与

食管癌发病风险密切相关, 在食管癌的高危人群筛查和早期诊断中具有重要意义。
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[Abstract ]　Object ive　To investigate the relat ion betw een the mRNA exp ression levels of genes

that invo lved in � and � phase of metabol ism and activat ion of environm ental carcinogens and the

risk fo r ESCC. M ethods　 T umor and no2cancer t issues f rom 93 patient s of new ly diagnosed,

untreated ESCCw ere co llected in H uai’an Coun ty. The relative exp ression levels of four metabol ism

genes (CYP 2E1, GST P1, M TH FR andN QO1) w ere determined in cancer and no2cancer tissues by

quan titat ive real2t ime RT 2PCR using SYBR Green I. The exp ression of Β2actin w as used as an
internal cont ro l. T 2test and logistical regression analysis w ere used to test the differences of gene
exp ression betw een cancer ti ssues and ti ssues adjacent to the tumo rs at a sign if icance level of 5%.

Resul ts　 Compared w i th t issues adjacent to the tumors, the relative exp ression levels of CYP 2E1

and M TH FR w ere sign if icantly al tered in esophageal cancer ti ssues. T he condi tional logistic

reg ression analysis exhibited that the increased ri sk fo r esophageal cancer w ere sign if icantly

associated w ith aber rant exp ression of CYP 2E1 and M TH FR [OR (95%C I) = 1. 890 (11439～
21481) , OR (95%C I) = 1. 362 (1. 107～ 1. 677) , respect ively ]. Conclusion　T he increased exp ression

of CYP 2E 1 and the reduced exp ression of M TH FR in esophagus w ere signif ican tly associatedw ith

the r isk fo r ESCC. Ou r data suggest an impor tant etio logy clue to CYP 2E1 andM TH FR exp ression

fo r the early p rogression of ESCC.
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　　食管癌作为一种环境暴露相关肿瘤,其发生发

展与环境和遗传因素均有着密切的关系。 与外源化

合物的活化和解毒有关的代谢酶是影响个体患病风

险的重要因素[ 122 ]。环境中的致癌物绝大多数为前致

癌物,需被� 相代谢酶激活才呈现致癌性,而机体的

� 相代谢反应则使� 相反应代谢活化所产生的亲电

子中间体与体内的化合物进行结合反应,从而使其

失活并增加其水溶性。 活化的致癌物可被� 相酶解

毒。 因此不同个体表现的代谢反应的差异可能由于

对前致癌物的激活和解毒代谢失衡而影响个体对肿

瘤 的 发 病 风 险。 现 有 部 分 研 究 发 现 CYP 1A 1、

CYP 2E 1、GSTP 1、M TH FR 和N QO 1等多 种代谢

酶基因的功能异常与肿瘤的发病有关[326]。 因此,本

课 题组采用实时荧光定量PCR 技术测定CYP2E1、

GST P 1、M TH FR、N QO 1等基因在 93例淮安地区

食管癌新发病例的食管癌组织及远端癌旁组织中的

mRNA 表达水平,以探讨这些代谢酶基因的转录水

平与食管癌发病风险的关系。

1　材料与方法

1. 1　研究对象　在江苏省淮安市辖区内居住20年

以上的汉族人群。收集93例经淮安市第一人民医院

病理或内窥镜诊断明确的2006年原发性食管鳞癌

新 发病例,未经 放、化疗治疗。 平均 年龄 (57. 89±

7. 47)岁,男女比例1. 34∶1。

1. 2　样品采集　在取得被调查人员的知情同意书

后,收集肿瘤患者新鲜手术组织,包括癌组织和远端

癌旁组织各2块, RNA locker 保存。

1. 3　试剂及仪器　 总 RNA 抽 提 试 剂 T rizo l 为

Invit rogen 公司产品, 逆转录 体系采用Promega公

司产品, SYBR Green IM asterM ix 为Toyobo 公司

出品, DN ase I 为 T akara 公司 产 品, 应 用 仪 器有

Gene Q uan t DNA �RNA 浓 度 测 定 仪 (Pharmacia

B io tech)、Chem ilmagerTM 5500 凝 胶 成 像 分 析 仪

(A lpha Innotech)、AB I 7300荧光定量PCR 仪。

1. 4　方法

1. 4. 1　食管癌及癌旁组织RNA 提取及纯化　在采

集 的食管癌组织和远端癌旁组织样本中加入 1m l

T rizol 变性裂解液, 吹打混匀后提取总RNA , 取总

RNA 20～ 50 Λg,加入 10U 的DNase I降解基因组

DNA , 纯化总RNA , 测定浓度和A 260�A 280比值; 取2

Λl 总RNA 行1%琼脂糖电泳,鉴定RNA 的完整性。

1. 4. 2　cDNA 合成　取上述总RNA 1～ 2 Λg进行

逆转录,RNA 与O ligodT (18) 0. 5 Λg及适量DEPC

水混合 70 ℃ 5m in,再加入5×MMLV buffer 5 Λl、
10 mmo l�L dNTP 1. 25 Λl、RNasin 20 U、MM LV

200 U ,加DEPC 水补足体积至25 Λl; 42℃ 1 h 后95

℃ 5m in 降解DEPC, - 20℃保存备用。

1. 4. 3　实时荧光定量PCR　参考比较域值法[ 7 ] ,以

Β2act in 为 内 参 照 基 因, 测 定 CYP 2E1, GSTP 1,

M TH FR 和N QO1等基因的mRNA 水平。PCR 扩

增应 用的 引物 序列 如表 1。PCR 反应 体系 包括:

SYBR Green IM asterM ix 12. 5 Λl、10 Λmo l�L 引

物各1 Λl、cDNA 2 Λl ,加去离子水补足体积至25 Λl。
反应条件: 50 ℃ 2 m in, 95 ℃预变性 10 m in 后, 94

℃ 30 s,优化的退火温度60 s并采集荧光信号, 40

个循环; 自60 ℃至99 ℃缓慢升温进行熔解曲线分

析。 目的基因的相对表达水平用 ∃Ct 表示。

表1　用于实时荧光定量分析的代谢酶基因引物序列

基因 引物 序　　列 扩增子 (bp) 优化退火温度 (℃) 参 考文 献

CYP 2E 1 Fo rw ard

Reverse

5′2ACCTGCCCCA TGAA GCAACC23′

5′2GAAACAA CTCCA TGCGA GCC23′

246 58 [ 8 ]

　
GSTP 1 Fo rw ard

Reverse

5′2CCTGTACCA GTCCAA TACCA TCCT 23′

5′2CCTGCTGGTCCTTCCCA TA G23′

71 64 3
　

NQO1 Fo rw ard

Reverse

5′2TCA T TCTCTGGCCAA T TCA GA GT23′
5′2GGA GTGTGCCCAA TGCTA TA TG23′

91 64 3
　

M TH FR Fo rw ard

Reverse

5′2GGCCA TCTGCA CAAA GCTAA G23′
5′2AACTCA CT TCGGA TGTGCT TCAC23′

140 60 3
　

Β2actin Fo rw ard

Reverse

5′2CCTGGCACCCA GCACAA T 23′

5′2GCCGA TCCA CACGGA GTA CT 23′

70 64 3
　

　注: 3 采用 Primer Exp ress 2. 0 软件设计

5　统计学处理　应用 2 和条件 回归

进行基因定量表达数据的分析。 所有统计分析过程

采用S S 软件。
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2　结　果

2. 1　各代谢酶基因mRNA 水平的箱式分布图　应

用 实时荧光定 量RT2PCR 技 术, 测定了 CYP2E1、

GST P 1、M TH FR、N QO 1、Β2act in 等基因在93例食

管癌患者癌组织和癌旁组织中的mRNA 相对表达

水平,结果表示为目的基因的Ct 与内参基因 Β2act in
的Ct 的差值 (∃Ct)。图1显示了各目的基因mRNA

的 ∃Ct 值在癌组织和癌旁组织的分布情况。

图1　代谢酶基因mRNA (∃Ct) 在食管癌组织

和癌旁组织中分布的箱式图

　　箱式图的上下边界线代表上四分位数和下四分

位数, 中间横线代表中位数, 竖线代表数据散布范

围,溢出值被描述为圆形 (1. 5 倍四分位数间距) 或

星号 (3. 0倍四分位数间距)。

2. 2　各代谢酶基因mRNA 水平的比较域值分析　

对 癌 组 织 和配 对 癌 旁 组 织 的 CYP 2E 1、GSTP 1、

M TH FR、NQO 1等基因∃Ct值的差值∃∃Ct 进行了

t2test 分析如表 2。 结果表明, CYP 2E1 和M TH FR

等基因的 ∃Ct 值在癌组织和配对癌旁组织之间的差

异有统计学意义, 癌组织的表达水平平均为配对癌

旁 组 织 表 达 水 平 的 比 例 为 CYP2E 1 400. 8%、

M TH FR 42. 7%。

2. 3　各代 谢酶基因mRNA 相对表达水平 的条件

logist ic回归分析　我们以条件 logist ic 回归分析癌

组织和配对癌旁组织各基因表达水平的∃Ct 值与食

管癌发病风险的关系,如表3,由结果可见,癌组织的

CYP 2E1 与癌旁组 织相比 表达明显 上调,OR = 1�
0. 625= 1. 60表明CYP 2E 1表达每上调 50%, 食管

癌发病风险即增加1. 60倍; 此外,M TH FR 表达下

调,与食管癌发病风险有显著关联, 但关系偏弱,OR

为1. 270。

表2　食管癌组织和癌旁组织代谢酶基因的mRNA 相对表达水平

基因
癌旁组织∃Cta

(x±s)

癌组织 ∃Cta

( x±s)

�∃∃Ct�a

(x±s)
22∃∃Ct t 值 P 值b

CYP2E1 9. 015±2. 940 7. 013±1. 916 2. 003±3. 148 4. 008 6. 101 < 0. 000 1

GSTP 1 0. 248±1. 588 0. 399±1. 109 0. 151±1. 779 0. 901 0. 817 0. 416

N QO 1 3. 325±1. 973 3. 101±1. 268 0. 224±2. 028 1. 168 1. 046 0. 298

M TH FR 12. 034±2. 410 13. 261±2. 347 1. 227±3. 327 0. 427 3. 555 0. 000 6

　注: a ∃Ct= Ct, 目的基殷- C t,管家基因; ∃∃Ct= ∃Ct, 癌组织- ∃Ct, 癌旁组织; b t 检验

　 　对4 个基因表达数据与食管癌发病的关系作

logist ic逐步回归,进入和剔除自变量的检验水准Α入

= Α出= 0. 15, 结果见表4。共有2个自变量进入模型,

CYP2E1与食管癌发病风险的关联强度可达OR=

1. 890, 95◊ CI = 1. 439～ 2. 481,表明CYP2E1基因

的表达水平上调与食管癌发病关系较为密切; 此外,

在食管癌组织可见M THFR 表达水平明显下调,OR

= 1. 362, 95◊ CI= 1. 107～ 1. 677。

表3　代谢酶基因的mRN A 相对表达水平与食管癌发生的单因素 logistic回归分析

基因 Β SE ς2 P 值 OR (95%CI) a

CYP2E1 - 0. 469 0. 104 20. 375 < 0. 000 1 0. 625 (0. 510～ 0. 766)

GSTP1 0. 097 0. 119 0. 662 0. 416 1. 102 (0. 873～ 1. 391)

NQO1 0. 018 0. 112 0. 027 0. 870 1. 020 (0. 818～ 1. 269)

M THFR 0. 239 0. 077 9. 576 0. 002 1. 270 (1. 092～ 1. 477)

　注: a ∃Ct每变化一个单位的OR 值

—3—
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表4　代谢酶基因的mRN A 相对表达水平与食管癌发生的多因素 logistic回归分析

基因 Β SE ς2 P 值 OR (95%CI) a

CYP2E1 - 0. 637 0. 139 21. 059 < 0. 000 1 0. 529 (0. 403～ 0. 695)

M THFR 0. 309 0. 106 8. 606 0. 003 1. 362 (1. 107～ 1. 677)

　注: a ∃Ct每变化一个单位的OR 值

3　讨　论

现有研究表明食管癌的发生有着明显的遗传易

感基础,对食管癌易感基因及其功能的探讨有助于

全面阐明食管癌的遗传机制,对食管癌的发病风险

进行准确评估。肿瘤的遗传易感性除表现为个体基

因型的多态性,易感基因的表达与否和表达水平及

其表达产物的正确修饰与活化都影响了个体对肿瘤

的发病风险。 国内外近年来开展了对代谢酶表达水

平与食管肿瘤发病关系的研究,一般认为肿瘤组织

的CYP2E1、CYP1A 1�2 表达上调, 而对 GSTP1表

达水平的认识则有着矛盾的结果[ 9211 ]; 由于既往研

究多采用定性或半定量研究,不能准确估计表达水

平,造成了不同研究结果比较上的困难, 因此本研究

在前期初筛的食管癌相关基因基础上定量分析与比

较候选基因的表达水平以便进一步明确其与食管癌

发病的关系。

本次研究比较了食管癌患者的癌组织与癌旁组

织中CYP2E1、GSTP1、NQO1和M THFR 等基因的

mRN A 水平。 配对 t 检验结果发现两组的CYP2E1

mRN A 水 平差 异有 显著 性, 癌组织 中 的CYP2E1

mRN A 水平比癌旁组织高 3倍; 逐步回归分析表明

在 排 除 其 他 代 谢相 关 基 因 表 达 水 平 的影 响 后,

CYP2E1 表达水平上 调与食管癌 发病风险有 关联

(OR = 1�0. 529= 1. 89) , CYP2E1表达每上调50◊ ,

食管癌发病风险即增加1. 89倍,这一结果说明在食

管癌癌变组织中CYP2E1对外源化学物代谢活化能

力增强,有可能增加食管上皮细胞对食管癌的易感

性。 我们的研究未发现GSTP1和NQO 1的mRN A

水平在食管癌患者的癌组织与癌旁组织有显著差异

(OR= 1. 102, 95◊ CI= 0. 873～ 1. 391;OR= 1. 020,

95◊ CI= 0. 818～ 1. 269) ,推 测出现这一结果的原

因: 一方面不同地区人群的遗传易感特征不同,由于

不同高发区可能具有不同的主要环境危险因素和不

同的遗传基础,不同人群对环境化学物的反应可能

有 着分 布上 的差 异, 在 淮安 当 地人 群 GST 和

NQO 表达异常可能并不是食管组织癌变的一个遗

传特征; 另一方面我们的研究对象均为食管鳞癌患

者,肿瘤不同病理类 型与GSTP1和NQO 1 mRN A

水平之间的关系尚需进一步探讨。 我们对食管癌组

织与癌旁组织的M THFR mRN A 水平的分析结果

表明,M THFR 的表达水平在食管癌组织显著低于

癌 旁 组 织, 与癌 旁 组 织 相比, 癌组 织 的 M THFR

mRN A 表达水平下调了57. 3◊ ,在一定意义上反映

了癌组织叶酸代谢能力的异常。 多因素L og istic回

归分析结果表明M THFR 的表达下调可能与食管组

织 癌 变 有 关 (OR = 1. 362, 95◊ CI = 11107～

11677)。可能的机制为: 由于M TH FR 的缺陷,导致

了血液中52甲基四氢叶酸的降低和同型半胱氨酸的

堆积,使得作为甲基供体的蛋氨酸合成障碍,最终引

起DN A 的低甲基化。因此对肿瘤组织中基因组甲

基化水平的分析可能有助于进一步明确M THFR 在

食管癌发病中的意义。

综上所述, 我们可以初步明确食管组织中食管

癌 发 生相 关差 异 表达 代谢 酶 基因 有 CYP2E1 和

M THFR, 在排除功能相关基因的影响后, CYP2E1

表达上调和M THFR 表达下调可显著增加食管癌的

发病风险。 提示在淮安地区食管癌中,CYP2E1 和

M THFR 基因的适量表达对维持食管组织的正常代

谢和基因组稳定性起着重要作用,其表达水平的异

常可能影响了食管组织对外源性化学物的易感性,

增加了食管癌的患病风险。
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骨 折 术 后 并 发 异 位 骨 化 的 临 床 分 析 (附 37例 报 告 )
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　　异位骨化 ( heterotop ic ossif icat ion, H O)是指机体骨骼 系

统之外的关节周围软组织中出现成熟的板层状骨的现 象,可

导致严重的运动功能障碍, 也可称为关节周围骨化或关节周

围新骨形成。H O 常发生于关节手术、神经损伤、肌肉损伤或

严重烧伤等。随着人工关节的广泛应用及关节切开复位内固

定术的推广, HO 发病率增高, 为临床医师所重视。自2000年

1 月以来,对 37 例骨折术后致H O 进行分析,现报告如下。

1　临床资料

1. 1　 一般资料　 本组 37 例, 男25 例,女 12 例, 男女比 例约

为 2∶1。 年龄11～ 82 岁,平均43. 1岁。 髋部27 例,膝关节9

例, 肘关节1 例。 临床表现为术后 出现关节周围疼痛、发热、

红肿, 逐渐出现关节活动受限等。 实验室碱性磷酸酶 (A L P)

检查、普通X 片、CT 及必要时三相核素骨扫描可诊断。

1. 2　结果　本 组37 例 33 例获随访 1～ 3年, 29例症 状不同

程度缓解, 4例1 年后行内固定取出术时行局部松解,关节活

动度有改善, 其中1 例行异位骨化切除后3 月复查X 片 仍有

异位骨化征象。

2　讨　论

2. 1　原因及 发病机理　 异位骨化 通常可分为 以下三 类: 创

伤后异位骨化、神经源性异位骨化和原发性异位骨化。 创伤

性异 位骨化好发于 上肢的肩关 节、肘 关节和下 肢的髋关 节、

膝关节及踝关节。 其病因还不十分清楚, 但多数学者认为是

创伤后骨折、脱位使骨膜被掀起或骨膜被肌肉、肌腱、韧带或

关节囊撕脱以及血肿吸收所致。各类创伤因素能造成间叶细

胞或纤维细胞分化成骨先质细胞或成骨细胞,这种转化 必须

依赖于诱导因子及体液调节的参与。Chalmers等[1 ]提出H O

在软组织中形成的三个条件,并认为HO 的形成 与局部及全

身多种刺激成骨因素和抑制成骨因素之间的相互作用有关。

这三个条件是成骨前体细胞、成骨诱导物及骨形成的软 组织

环境。A sa等 [2] 认为失去活力的组织可成为异位骨化的驱动

因素。 笔者认为异位骨化可能与多种因素有关,据观 察骨性

关节炎、强直性脊柱 炎患者为 引起HO 高 危因素, 其次 与性

别年龄有 关。 手术中软组 织损伤、骨膜剥 离广泛、手术 时间

长、术 中止血不彻 底及功能锻 炼不够或过 度,致 局部血 液滞

留,组织缺 氧, pH 值改变, 能促进钙沉积 以及疾病种类 和个

体差异等。 本组2 例过分追求早期功 能锻炼且活动度过度,

胫骨平台骨折后股骨远端出现H O。

2. 2　 临床表现和 诊断　H O 的临床 表现最早 出现于伤 后3

周,也有1 年以后出现的报道 [3]。进行性关节活动受限是H O

最常见的表 现,早 期表现包括 关节周围 疼痛、发热、红肿, 逐

渐出现关节活动受 限。 除了关节活动障碍, H O 的并发症还

包括周围 神经嵌 压和压迫 性溃疡 [4]。 出现 肿胀、发热、红斑

等,需 与深静脉栓 塞、蜂窝 组织炎、骨髓炎、脓肿 或肿瘤 相鉴

别。实验室检查 L 可以反映成骨细胞的活性,是检测 O

的 可靠指标, 对于早期检测 O 有一定的临床意义, 但 L

并非 O 的特异指标,在骨折和一些其他骨骼 (下转第 35 页)
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