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【摘要】背景与目的：检测葡糖醛酸转移酶 %/ 家族 1F] =̂@#EXEY":"ZD#.Y9:ZI,Y9Z, %/) F7S%/3 Q 种同工酶及肝细胞核因子 1 A,-9.?X
:EX#,9Y I9X."Y2!) 5’_2!3 在结直肠癌组织中的表达，探讨其在结直肠癌变中的意义。 材料与方法：选择 O% 例结直肠癌组织、癌旁组织

并选择 2Q 例正常人群结直肠黏膜为对照组，用 ‘S=̂ J‘ 方法检测 F7S%/ 中 Q 种同工酶及肝细胞核因子 5’_2! V‘’6 的表达。分别用

a,Z.,Y: b#". 方法检测 F7S%/K 蛋白，免疫组织化学方法检测 5’_2!蛋白在结直肠癌组织、癌旁组织及正常结直肠粘黏膜内的表达。

结果：F7S%/ 同工酶在结直肠黏膜内呈多态性表达。F7S%/2& 表达丰度及阳性表达率较低，而结直肠癌组织、癌旁组织中 F7S%/Q
V‘’6 水平与对照组相比无明显改变 1 D c &$ &(3，F7S%/K、F7S%/2( V‘’6 表达水平与对照组相比降低 1 D d &$ &(3；结直肠癌组织、癌

旁组织 F7S%/K 蛋白荧光强度、蛋白灰度值比值低于正常结肠黏膜 1 D d &$ &(3。5’_2! V‘’6 及其蛋白的表达与对照组相比均无明显

改变 1 D 均 c &$ &(3。 结论：F7S%/ 同工酶表达降低可能是结直肠癌变的机制之一。<!E 基因的上游调控因子 5’_2! V‘’6 水平、蛋

白水平表达无明显改变，可能与机体内更加复杂的调控机制有关。

【关键词】结直肠癌；葡糖醛酸转移酶 + 肝细胞核因子
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结直肠癌是人类主要恶性肿瘤之一，以北美、澳洲

和西欧为高发地区，在美国居癌症第 F 位，近年在我国

发病率也有上升趋势 I; J。致癌物进入机体后，需经一系

列酶系统代谢活化或转化，成为终致癌物或毒性降低排

出体外。葡萄糖醛酸转移酶是一种 KK 相代谢酶，能催化

葡萄糖醛酸与醇、酚、羟胺、酰胺、羧酸和硫醇等各类化

学物质进行葡糖醛酸结合反应，使其水溶性增加，从而

随尿和胆汁排出体外 I! J。我们检测了结直肠癌组织、癌

旁组织及正常人结直肠组织内葡糖醛酸转移酶 !8 家族

26’7!85 同工酶和肝细胞核因子 <=>;! LG=D 及蛋白

水平的表达，以探讨葡糖醛酸转移酶及肝细胞核因子在

结直肠癌变中的意义。

! 材料与方法

!" ! 标本来源 病例组 F! 例均取自 !""F 年 ! 月

至 !""9 年 9 月山东大学齐鲁医院普外科行手术治疗的

病例，结直肠黏膜组织标本经病理学证实为结直肠癌，

平均年龄 #HM 9 岁；对照组为正常人群结直肠黏膜 ;9
例，取自山东大学齐鲁医院胃肠镜室，选择无任何胃肠

道器质性疾患，经电子肠镜检查正常的健康体检者及志

愿者，平均年龄为 #9M N 岁。上述标本存入液氮，O :" P
保存。

!" # 主要仪器与试剂 QEG 扩增仪为 QR 公司

产品，型号为 !9""。凝胶分析仪为 Q1@SL@-A@ 8AT0(-1 公

司生产。7SAUTV 总 G=D 提取试剂购自美国 ’K8EW 公司；

逆转录试剂盒 2DXY5、7@+ Z=D 聚合酶、[=7Q 购自美国

QSTL(/@ 公司；引物由上海生物工程公司合成。兔抗人

6’7!8: 抗体和 \8?6’7!8: 试剂盒购自美国 ’()0(]0 公

司，>K7E 标记的羊抗兔 K/’ 购自 *A/L@ 公司，免疫组化

成套试剂盒均购自北京中山生物技术公司。

!" $ 引物的设计 见表 ;。

!" % &’()*& 检测 采用异硫氰酸胍一步法提取

结直肠癌组织、癌旁组织及正常人群结直肠组织中的

G=D。将经过 ZRQE 处理的 "M # LV RQ 管中加入试剂：细

胞总 G=D ;#/ $X?X.Y ;#V $逆转录反应体系 :#V $下
游引物 Q! ;#V $去 G=@]( 水补至 !"#V $快速离心混匀；

F: P ; 1$ &# P ;" LA) 灭活 X?X.Y。在上述 !"#V G7
产物的 RQ 管中继续加入试剂：QEG 反应体系 ;&#V，上

游引物 Q; ;#V，超纯水 #H#V $ 快速离心混匀；&# P
# LA) 冰浴冷却。加入 !#V 2 ;6 ^#V 57@+ Z=D 聚合酶，快

速离心混匀，加入 ;""#V 液体石蜡，上机循环。循环次

数 6’7!89 为 !H 次 ， 6’7!8;" 为 F" 次 ， 6’7!8:、

6’7!8;# 和"?@-0A) 为 !N 次。变性温度为 &# P ; LA)，

引物延伸的温度为 :! P ; LA)，退火温度在"?@-0A) 是

N" P ; LA)，在 6’7!89、6’7!8;" 和 6’7!8:、6’7!8;#
为 ## P ; LA) $末次 :! P延长 : LA)。每例标本 -Z=D
进行 QEG 扩增时，均设"?@-0A) 为内参照。用 H#V QEG
产物进行 ;M #_琼脂糖凝胶电泳 2 N# Y，N" LA)5，在紫外

灯下观察电泳结果并照相，凝胶电泳图像输入美国

‘T[@a 凝胶分析仪，应用 KZ KL@/( D)@Vb]A] *Tc0d@S( 进行

表达强度分析。用 6’7 ^"?@-0A) 扩增量表示细胞中的相

对表达水平。

!" + ,-./-01 234/ 检测 56’#78 的表达 将结直

肠癌组织、癌旁正常组织及正常人群肠粘膜组织用组织

裂解液在 9 P下匀浆，;! """ S ^ LA)、9 P离心 F" LA) $
吸收上清，应用 8R‘XD= Z,#F" 测定蛋白浓度。各组取

#"#/ 样品蛋白行 ;!_ *Z*? 聚丙烯酰胺凝胶电泳 2 ;""
Y，9 15后，转入硝酸纤维素膜。应用 F_脱脂奶粉 2Q8*
稀释，4< :M 95室温封闭 F" LA) $加入 ;：#"" 稀释的葡糖

醛酸基转移酶 ?!8:26’7!8:5 兔抗人单克隆抗体，F: P
孵育 ! 1。洗膜后，应用辣根过氧化酶标记的二抗及显

色剂进行反应。显色后分析结果。用 8@)[]-@) #M " Z(LT
蛋 白 凝 胶 电 泳 图 像 分 析 软 件 做 灰 度 扫 描 分 析 ， 用

6’7!8: 与标准品重组的 6’7!8: 蛋白灰度值比值表示

各样本的 6’7!8: 表达强度。

!" 9 免疫组织化学方法检测 :;<!!的表达 取

已经固定好的结直肠癌组织、癌旁正常组织及正常人群

结直肠组织切片以 Q8* 洗涤 # LA)，重复洗涤 F 次；F"_
<!W! 和纯甲醇以体积比 ; e #" 混合，室温浸泡 F" LA)

以灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水洗 F 次；滴加正常山

羊血清封闭液，室温 !" LA)，甩去多余液体，不洗；滴加

一抗，以 Q8* 代替一抗作为阴性对照，湿盒内 9P过夜，

Q8* 洗涤 # LA)，重复 F 次；滴加生物素化山羊抗兔 K/’，

F: P，!# LA)，Q8* 洗涤 # LA)，重复 F 次；滴加试剂

*D8E，F: P，F" LA)，Q8* 洗涤 # LA)，重复 F 次；使用

ZD8 显色试剂盒，取蒸馏水 ; LV $ 按次序滴加试剂，混

匀后加至玻片，注意避光，室温显色，镜下控制反应时

! " # #
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图 + 结直肠癌患者癌组织、正常人肠黏膜组织 ,%-.!/#%" 的表达

!：癌组织 0 %：周围正常粘膜 0 !123415：正常人群结肠粘膜

-67849 + (:;49<<612 1= ,%-.! /#%" 62 + 36<<89< !：>15149>3?5
>?2>940 %@ <844182A627 B9?53BC 36<<89< 1= >15149>3?5 >?2>940 !123415@
214/?5 >15149>3?5 36<<89<

图 D E9<3942 F513 检测 *G’DHI 蛋白在结直肠癌组织、癌旁组织及正常
人黏膜的表达 !：癌组织 0 %：周围正常黏膜 0 !123415：正常人群结肠
黏膜

-67849 D E9<3942 F513 ?2?5C<6< 1= *G’DHI 62 + 36<<89< !：

>15149>3?5 >?2>940 %@ <844182A627 B9?53BC 36<<89< 1= >15149>3?5 >?2>940
!123415@ 214/?5 >15149>3?5 36<<89<

图 . *G’DHJ、*G’DHI、*G’DH.K /#%" 在结直肠癌组织、癌旁组织及
正常人结直肠黏膜的表达 !：结肠癌组织；%：结肠癌旁正常组织；’@ 正
常人结直肠黏膜组织

-67849 . (:;49<<612 1= *G’DHJL*G’DHIL*G’DH.K /#%" 62 + 36<<89<
!： >15149>3?5 >?2>940 %@ <844182A627 B9?53BC 36<<89< 1= >15149>3?5
>?2>940 ’@ 214/?5 >15149>3?5 36<<89<

/0"1- 2/3%45 2/3%46 2/3%47(
8"#"0,9.:# 9:;9,0
+8<8
’"0=:# 9"#"0,9.:# .>??1,?

&$ @6& A &$ 7B%
&$ 5%C A &$ 7(5
&$ @5( A &$ %77

&$ @&5 A &$ 7C&!

&$ 5@B A &$ 7C% D

&$ (BE A &$ %6%

&$ %75 A &$ 7%C!

&$ @@E A &$ 7(7!

&$ (55 A &$ 7EC

表 D 结直肠癌患者癌组织、癌旁组织和正常人肠黏膜组织*G’DH /#M
%"的表达 N !" O # P
’?F59 D (:;49<<612 1= *G’DHJL*G’DHIL*G’DH.K /#%" 62 >15149>3?5
>?2>94 L <844182A627 B9?53BC 36<<89< 1= >15149>3?5 >?2>94NQ!#!P ?2A 214M
/?5 >15149>3?5 36<<89< N !" O # P

8"=-:0,F G>.H ;"0=:# 9"#"0,9.:# .>??1,? ) !& I &$ &7，D & I &$ &($

间，满意后终止反应，蒸馏水洗涤；苏木素轻度复染，盐

酸酒精分化反蓝，脱水，封片，显微镜观察。其结果评定：

应用南京大学捷达 B&7 图像分析系统分析结果。

!" # 统计学方法 应用 +J++7&$ & 软件，采用 ’ 检

验，多组间比较应用 K’L!K 和 M>?H N ? 检验 )!O &$ &( 为

检验水准。

$ 结 果

$" ! %&’$( )*+, 在结直肠组织中的表达

<3PJ8< 结 果 显 示 ， 在 @% 例 结 直 肠 癌 黏 膜 组 织 中 ，

2/3%45 表达 %( 例，2/3%46 表达 %7 例，2/3%47& 表达 @
例，2/3%47( 表达 7B 例。在正常人群 75 例肠道黏膜组

织中，2/3%45 表达 7% 例，2/3%46 表达 7& 例，2/3%47&
表达 7 例，2/3%47( 表达 77 例。结肠癌组织和正常黏膜

组织内 2/3%45 =<’K 的表达无明显差异 Q & R &$ &(S。
2/3%47& 在胃肠组织中表达阳性率较低，故未作组间比

较；结肠癌组织内 2/3%46、2/3%47( =<’K 的表达明显

下调，与正常黏膜组织相比，差异具有统计学意义

Q & I &$ &(S )见图 7、表 %。

$" $ -./0.12 3450 检测 %&’$(# 蛋白表达结果

见图 %。 结直肠癌组织、癌旁组织和正常肠黏膜组织，

在相对分子量 (( T (C UV 附近可见一条较清楚的条

带。其灰度值比值在癌组织为 &$ 7BC A &$ 7&E，癌旁组织

为 &$ 5&E A &$ 767，正常人肠黏膜为 &$ CB5 A &$ 776，癌组

织表达量低于癌旁组织 Q & I &$ &7S，癌旁组织表达量低

于正常人群肠黏膜 Q & I &$ &7) S 差异有统计学意义

Q & I &$ &7S。2/3%46 蛋白在癌组织和正常结肠黏膜中

共有 %C 例组织呈阳性表达，且表达呈多态性，蛋白表达

的深浅不同。

$" 6 结直肠癌组织和正常黏膜组织内 7+8!!
)*+, 的表达 结直肠癌组织、癌旁组织和正常黏膜组

织内 W’M7! =<’K 的表达无明显差异，在结直肠癌组

织 的 表 达 为 &$ %%( A &$ &E(， 在 癌 旁 组 织 为 &$ @@E A
&$ 7&7，正常人群肠黏膜组织为 &$ @5( A &$ 7%C，三者间差

异均无统计学意义 Q & 均 R &$ &(S )见图 @。

$" 9 结直肠癌组织和正常黏膜组织的免疫组化

实验结果 W’M7!的表达在结直肠癌组织为 &$ %C6 A
&$ 7&6、癌旁组织为 &$ @7( A &$ 7%7，正常人结直肠黏膜组

织为 &$ @%( A &$ &EB，三者间两两比较，差异均无统计学

意义 Q & R &$ &(S )见图 5。

6 讨 论

本研究发现，2/3%4 亚家族在结直肠组织中呈多态

性表达。2/3 为一基因超家族，可编码多种同工酶。根据

克隆的 9V’K 序列的相似性，(!) 基因超家族可分为参

与酚和胆红素代谢的 2/37 家族和参与胆固醇和胆酸

! " # $
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图 + 结直肠癌患者癌组织、正常人肠黏膜组织 ,%-.!的表达 /免疫组化检测 0 .112 "：结直肠癌组织 3 4：癌旁正常组织 3 !：正常人群肠粘膜 3
5：阴性对照

-6789: + $;;8<=>6?@=A>:;6ABC ?@B6<6<7 D=9 ,%-.! 6< E @6??8:? /6;;8<=>6?@=A>:;6ABC B<BCF?6? G 0 .112 "H A=C=9:A@BC AB<A:93 4H ?899=8<I6<7
>:BC@>F @6??8:? =D A=C=9:A@BC AB<A:93 !H <=9;BC A=C=9:A@BC @6??8:?3 5H<:7B@6J: A=<@9=C

代谢的 ’()! 家族。胃肠道的葡糖醛酸结合反应是肝脏

解毒反应的重要补充，发挥胃肠道黏膜的代谢屏障作

用 *+ ,。-./01123/4 等 *# ,用免疫荧光分析方法鉴定了 ’() 蛋

白在人类结肠黏膜上皮层的选择性表达，提出肠道吸收

的 化 合 物 可 作 为 ’() 作 用 的 底 物 。 本 研 究 发 现

’()!5+、’()!56、’()!57"、’()!57# 在结直肠组织内

都有表达，且呈多态性。人类的 ’()!5 亚家族有组织特

异性的调节模式，在胃肠道内调节模式与肝组织不

同 *# ,。但有关 ’()!5 组织特异性调节的具体机制，目前

尚知之甚少。

我们的研究也发现，’()!5 在正常结肠黏膜有表

达。但与文献中不同的是其主要亚型分布的不同，

’()!5+ 在结直肠组织内也有高丰度表达 *8 ,。研究发现

’()!5 亚家族在肠道内有表达，-./01123/4 等 *6 ,报道了在

十二指肠、空肠、回肠和结肠中均监测到其主要亚型

’()!56 的活性。本实验用 9):;<9 方法检测结直肠癌

组织、癌旁组织和癌旁正常组织 ’()!5+、’()!56、

’()!57" 和 ’()!57# =9>? 的表达水平，我们发现与

对照组相比，结直肠癌组织、癌旁组织 ’()!5+ =9>?
水平无明显改变 @ & A "B "#C $ ’()!56、’()!57# =9>?
表达水平降低 @ & D "B "#C；而 ’()!57" 在胃肠道内表达

阳性率较低，故未作组间比较；本实验用间接免疫荧光

及 EF1.F/G 2HI. 方法检测癌组织中 ’()!56 蛋白表达，

发现 ’()!56 =9>? 及蛋白水平降低，推测某些 ’() 同

工酶表达降低或缺失可能是结直肠癌变的机制之一。

’()!5 亚家族在肝内主要表达，疾病状态可影响其表

达，胆汁淤积时其表达上调，代谢多余的胆汁酸，降低毒

性反应 *J ,。

’() 与 消 化 道 肿 瘤 的 关 系 逐 渐 受 到 人 们 的 重

视 *& ,。-./01123/4 等研究发现 ’() 在食管有组织特异性

表达，食管鳞癌上皮内 ’()7?6、’()7?7" =9>? 及蛋白

水平表达下调 *7" ,；胆囊癌、肝癌组织内 ’()7? 表达水平

下调 *77 ,。肝癌组织内 ’()7?7、’()7?K、’()7?+、’()7?&
=9>? 及 蛋 白 表 达 水 平 明 显 下 调 ； 胆 囊 癌 组 织 内

’()7?7"、’()7?+ =9>? 及蛋白表达水平明显下降，以

多环芳烃为底物时酶催化活性下降。在结直肠癌中

’()!5 表达水平下调，是否可作为肿瘤发生的早期分子

生物学分子标志，其背后有何复杂的细胞调控机制，尚

有待于进一步的研究。

我们的研究结果发现，L>M7!在结直肠癌组织及

癌旁组织、正常肠黏膜中表达无明显差异。L>M 曾被认

为是调节球蛋白、胎儿蛋白等基因调节的一种肝组织特

异性因子。L>M7!在生长发育中首先广泛表达，对于内

脏内皮分化有至关重要的作用 *7! ,。L>M:7!同工酶在上

皮细胞中呈极性表达，如 L>M7!在小鼠小肠、大肠隐窝

中呈高丰度表达。最近的研究结果表明 *7K ,，L>M7!和

! " # $
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遗传毒理学在各类化学品安全性评价中的应用

全世界每年约有千种以上的新化合物进入人类的环境，而且在现有的化合物中，还有相当数量没有进行必要的遗传毒性评价，因

此进行遗传毒理学的安全性评价 / 012,.3 ,41#51.6"78十分必要。现有的遗传毒理学评价大多为体外试验，体外遗传毒理学试验有如下优

点：!整体动物毒性试验需消耗大量时间和昂贵的经费，体外试验可节省时间和经费；"动物保护主义运动的兴起，要求尽量减少动

物的使用，而且应尽可能减少处理动物的痛苦；#更重要的是由于生物技术的巨大进步，不仅表现在细胞、组织及器官培养领域，而且

在分子技术方面，也为遗传毒性试验和研究提供了新的方法和工具。所以，体外试验在遗传毒理学研究中所占的地位日趋重要，甚至

有占主要地位的趋势。但也需指出，体外试验的发展并不排除体内试验本身的重要性，两者必须相互补充、相互验证才能为毒理学研

究提供坚实的科学基础。

遗传毒性试验阳性的化合物可能对人类产生遗传危害或癌症。目前常用的遗传毒性试验开始于 %& 世纪 9& 年代早期，经过近 :&

年的发展，新的遗传毒性试验已不断引入并采用。化合物的遗传毒性是通过一套遗传毒性试验进行评价的。依据化学物的用途及对人

类和环境的危害，不同化学物的遗传毒性评价方法略有不同。

+下转第 ,-.页 /
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;’<=$的比值与肝癌的组织病理分化类型有关。>"6?,
等 @=A B研究发现 ;’<=%调控 CD> 表达，而我们在本研究

中未发现类似情况，可能在体内存在更复杂的调节方

式 )或其调控方式具有组织特异性。

毒物代谢酶基因多态性及差异性表达与肿瘤遗传

易感性关联研究，有助于揭示肿瘤的分子流行病学、发

病机制及病因预防。如建议具有低活性 CD> 酶表达的

个体应减少脂肪摄入、增加植物纤维成分的补充，并远

离接触多环芳烃、固醇类致癌物等的工作，并戒烟。&!’
基因治疗正在研究中。我们是否可以在某些 CD> 表达

降低的结直肠癌高危人群中，有靶向地进行 &!’ 基因

转染，使胃肠道黏膜屏障得到修复，早期进行干预预防，

防止这些高危人群结直肠癌的发生，有重要的现实意

义。
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