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　　摘　要：目的　研究谷胱甘肽Ｓ转移酶 Ｍ１（犌犛犜犕１）基因和谷胱甘肽Ｓ转移酶Ｐ１（犌犛犜犘１）基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与非

小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）化疗敏感性的关系。方法　分别应用基因测序法和ＰＣＲ法检测８９例以铂类药物为主要化疗方案的

ＮＳＣＬＣ患者外周血犌犛犜犕１和犌犛犜犘１ＤＮＡ基因型，所有肺癌患者经过两周期含铂化疗后进行疗效评价，比较不同基因型与化

疗疗效的关系。结果　８９例患者化疗总有效率为２９．２％。犌犛犜犘１Ｉｌｅ１０５Ｖａｌ基因型和犌犛犜犕１基因型在化疗有效组和无效组之

间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　犌犛犜犘１Ｉｌｅ１０５Ｖａｌ基因型和犌犛犜犕１基因型ＳＮＰ可能与ＮＳＣＬＣ化疗耐受无关。
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　　含铂双药联合化疗是目前大多数失去手术机会的晚期非

小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）的一线标准治

疗方案。谷胱甘肽Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＧＳＴ）

作为体内最重要的Ⅱ相代谢酶，参与多种抗肿瘤药物的代谢过

程，其基因多态性与肿瘤的易感性和肿瘤多药耐密切相关。目

前针对犌犛犜多态性的研究主要集中在它们与肿瘤的易感性关

系上，而有关犌犛犜基因与肺癌化疗耐药及个体化治疗关系的

研究报道相对较少。探讨犌犛犜 基因单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰ）与晚期ＮＳＣＬＣ接受铂类药物

化疗的敏感性的关系对于指导临床上个体化抗肿瘤治疗有重

要意义。本研究对８９例接受含铂双药化疗的晚期 ＮＳＣＬＣ患

者的近期化疗疗效进行观察，同时检测谷胱犌犛犜犕１基因和

犌犛犜犘１基因的ＳＮＰ，以探讨ＧＳＴｓ与晚期ＮＳＣＬＣ患者对铂类

药物的化疗敏感性二者之间的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００６年３月至２００９年３月重庆市肿瘤

研究所收治的ＮＳＣＬＣ住院化疗患者共８９例，所有患者均经

明确的病理学诊断的初治患者，经ＣＴ扫描证实有至少一个

可测量肺部病灶。男６４例，女２５例，平均年龄５９．０８岁（２１～

８４岁）。临床分期：Ⅲａ期１２例，Ⅲｂ期１８例，Ⅳ期５９例。其

中鳞癌３０例，腺癌４３例，腺鳞癌、肺泡细胞癌及未能分类的肺

癌共１６例；化疗前评估所有患者ＥＣＯＧ评分在０～２分，血常

规、肝肾功能及心电图基本正常。患者在签署化疗同意书后接

受化疗。所有入组的患者均给予含铂双药方案的化疗，其中

７０例接受顺铂联合紫杉醇或多西紫杉醇化疗，１３例为顺铂联

合长春瑞滨，顺铂联合吉西他滨化疗以及顺铂联合依托泊苷化

疗的各有３例。具体药物剂量如下：顺铂３０ｍｇ／ｍ
２，第１～３

天；紫杉醇１３５ｍｇ／ｍ
２ 第１天，多西紫杉醇７０ｍｇ／ｍ

２ 第１天，

长春瑞滨２５ｍｇ／ｍ
２，第１天、第８天；吉西他滨１０００ｍｇ／ｍ

２，

第１天、第８天，依托泊苷１００ｍｇ／ｍ
２，第１～５天；每２１天为

一疗程。

１．２　疗效评价　患者在完成２个疗程化疗后均行ＣＴ检查，

按照ＲＥＣＩＳＴ１．１标准进行疗效评价。完全缓解（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅ

ｓｐｏｎｓｅ，ＣＲ）和部分缓解（ｐａｒｔｉａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＲ）者纳入化疗敏

感组，稳定（ｓｔａｂｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＳＤ）和进展（ｐｒｏｇｒｅｓｓｅｄｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）

者纳入化疗不敏感组。

１．３　方法　化疗前用乙二胺四乙酸钠抗凝管抽取患者静脉血

２ｍＬ，并置于－８０℃低温冰箱保存。采用 ＥＺｇｅｎｅＴＭ ＤＮＡ

提取试剂盒提取全血基因组ＤＮＡ后分别进行基因型检测。

１．３．１　犌犛犜犕１基因型检测　对ＤＮＡ模板进行ＰＣＲ扩增，
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ＰＣＲ扩增引物详见表１，引物设计参考Ｇｅｎｅｂａｎｋ，由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成。ＰＣＲ反应体系１５μＬ：１０×

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１．５μＬ，Ｍｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．３μＬ，ｄＮＴＰｓ０．３

μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，引物各１μＬ，Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．１μＬ，１×

Ｑｓｏｌｕｔｉｏｎ２μＬ。采用降落 ＰＣＲ 方法，扩增参数：９５ ℃ ５

ｍｉｎ；然后９５℃３０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃４５ｓ，３５个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ，扩增结束４℃保温。反应结束后取ＰＣＲ产物３μＬ

进行１．５％的琼脂糖电泳。ＰＣＲ结果判断：以β犵犾狅犫犻狀作为内

对照，β犵犾狅犫犻狀的扩增产物为２６８ｂｐ片段，犌犛犜犕１的扩增产物

为１５７ｂｐ片段，犌犛犜犕１（－）基因型没有１５７ｂｐ扩增片段。

１．３．２　犌犛犜犘１Ｉｌｅ１０５Ｖａｌ基因型分析　对 ＤＮＡ 模板进行

ＰＣＲ反应。ＰＣＲ扩增引物见表１，引物设计、合成及ＰＣＲ反应

条件及反应体系同上。采用ＡＢＩ３７３０测序仪对ＰＣＲ反应产物

测序。测序反应体系总体积为５μＬ：ＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１

１μＬ，纯化的ＰＣＲ产物１μＬ，引物（５μＭ）１μＬ，Ｈ２Ｏ２μＬ。

ＰＣＲ扩增条件：９６℃１ｍｉｎ；然后９６℃１０ｓ、５０℃５ｓ、６０℃

４ｍｉｎ，２５个循环后扩增结束４℃保温。扩增产物经乙醇沉淀

溶解后９５℃变性４ｍｉｎ，迅速取出于冰上冷却后上机测序。

表１　　ＰＣＲ引物及扩增片段

基因 引物
扩增片段

（ｂｐ）

犌犛犜犕１ 上游：３′ＧＣＴＴＣＡＣＧＴＧＴＴＡＴＧＧＡＧＧＴＴＣ５′ １５７

下游：３′ＧＡＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＣＣＡＧＡＴＴＴ５′

β犵犾狅犫犻狀 上游：３′ＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＣＡＣＣ５′ ２６８

下游：３′ＧＡＡＧＡＧＣＣＡＡＧＧＡＣＡＧＧＴＡＣ５′

犌犛犜犘１ 上游：３′ＣＴＣＴＡＴＧＧＧＡＡＧＧＡＣＣＡＧＣＡ５′ １５６

下游：３′ＧＡＡＧＣＣＣＣＴＴＴＣＴＴＴＧＴＴＣＡ５′

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据处理，计算

犌犛犜犕１和 犌犛犜犘１的基因型频率并验证是否符合 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡。采用χ
２ 检验进行率的比较，Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模

型计算犗犚及９５％犆犐比较不同基因型对化疗敏感性的影响，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　化疗疗效　８９例患者中，３例（３．４％）ＣＲ，２３例（２５．８％）

ＰＲ，５１例（５７．３％）ＳＤ，１２例（１３．５％）ＰＤ，化疗总有效率

２９．２％，见表２。

２．２　 基因分型 　８９ 例 ＮＳＣＬＣ 患者中，ＧＳＴＭ１（＋）和

ＧＳＴＭ１（－）基因型的频率分别为５０．６％（４５／８９）和４９．４％

（４４／８９）。携带ＧＳＴＰ１的ＡＡ基因型和 ＡＧ基因型的频率分

别为６９．７％（６２／８９）和３０．３％（２７／８９），各基因型图谱见图

１、２。

２．３　基因型与化疗疗效的关系　８９例 ＮＳＣＬＣ患者中，携带

犌犛犜犕１（＋）和 犌犛犜犕１（－）基因型的化疗有效率分别为

２８．９％（１３／４５）和２９．５％（１３／４４）（χ
２＝０．００５，犘＝０．９４６）。两

种基因型化疗敏感性差异无统计学意义（犗犚＝１．０３３，９５％犆犐：

０．４１３～２．５８０，犘＝０．９５４；校正年龄性别后犗犚＝０．９９，９５％

犆犐：０．３８８～２．５３１，犘＝０．９８４）。其中，（ＣＲ＋ＰＣ）／总患者数化

疗有效率。见表３。

　　携带犌犛犜犘１的ＡＡ基因型和ＡＧ基因型的化疗有效率分

别为２９．０％（１８／６２）和２９．６％（８／２７）（χ
２＝０．００３，犘＝０．９５５）。

两种基因型化疗敏感性的差异无统计学意义（犗犚＝１．０３０，

９５％犆犐：０．３８１～２．７８１，犘＝０．９５４；校正年龄性别后 犗犚＝

１．０３９，９５％犆犐：０．３７４～２．８８１，犘＝０．９４２）。见表３。

表２　　８９例肺癌患者的一般资料（狀）

项目 狀 ＣＲ＋ＰＲ ＳＤ＋ＰＤ 犘

性别（狀） ０．０１９

　男性 ６４ １５ ４９

　女性 ２５ １１ １４

年龄（岁） ８９ ６０．７３±１０．８５７ ５８．４０±１２．４９１ ０．６１３

分期（狀） ０．２８２

　ⅢＡ期 １２ ３ ９

　ⅢＢ期 １８ ８ １０

　Ⅳ期 ５９ １５ ４４

　病理学分类（狀） ０．９６２

　鳞癌 ３０ ９ ２１

　腺癌 ４３ １２ ３１

　其他ａ １６ ５ １１

化疗方案（狀） ０．５１９

　ＤＰ或ＴＰ ７０ １８ ５２

　ＧＰ ３ １ ２

　ＮＰ １３ ６ ７

　ＥＰ ３ １ ２

　　ＤＰ：紫杉醇联合顺铂；ＴＰ：多西紫杉醇联合顺铂；ＭＰ：长春花碱联

合顺铂；ＧＰ：吉西化滨联合顺铂；ＥＰ：依托泊苷联合顺铂。ａ：包括细支气

管肺泡癌、腺鳞癌和不能分类的肿瘤。

图１　　犌犛犜犘１基因型ＰＣＲ扩增产物电泳图谱

　　Ａ：犌犛犜犘１Ａ／Ａ基因型图谱；Ｂ：犌犛犜犘１Ａ／Ｇ基因型图谱；Ｃ：犌犛犜犘１Ｇ／Ｇ基因型图谱。

图２　　犌犛犜犘１Ａ／Ａ多态性检测
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表３　　犌犛犜犘１和犌犛犜犕１基因型分布与化疗疗效［狀（％）］

基因型 ＣＲ＋ＰＲ ＳＤ＋ＰＤ 犗犚 ９５％犆犐 犘

犌犛犜犕１ ０．９９ ０．３８８～２．５３１ ０．９８４

　犌犛犜犕１（＋） １３（２８．９） ３２（７１．１）

　犌犛犜犕１（－） １３（２９．５） ３１（７０．５）

犌犛犜犘１ １．０３９ ０．３７４～２．８８１ ０．９４２

　犃／犃 １８（２９） ４４（７１）

　犃／犌＋犌／犌 ８（２９．６） １９（７０．４）

　　：按照年龄和性别校正后的犗犚和９５％犆犐。

３　讨　　论

肺癌是世界范围发病率和病死率最高的恶性肿瘤之一，近

年来在我国的发病率也呈逐年上升的趋势。作为临床上最常

见的肺癌类型，大多数ＮＳＣＬＣ患者在确诊时已失去了手术的

机会。含铂双药联合化疗是目前晚期 ＮＳＣＬＣ的首选治疗之

一，而多药耐药常常是肺癌化疗失败的主要原因。肺癌化疗的

多药耐药机制复杂，研究发现其与药物代谢酶、ＤＮＡ损伤修复

酶等关系密切。ＧＳＴｓ属于Ⅱ相代谢酶
［１］，是一个同源二聚体

酶的超基因家族。ＧＳＴ在细胞的解毒功能上起重要作用，能

催化内源或外源性亲电物质与谷胱甘肽（ＧＳＨ）结合，增加前

者的代谢和解毒，其本身又可与亲脂性细胞毒药物结合增加其

水溶性、促进其代谢及药物排泄而降低抗癌药的作用，另外还

可促进ＤＮＡ的修复。ＧＳＴ可以被化疗药物诱导，当长期使用

抗癌化疗药物时，肿瘤细胞中的ＧＳＴ水平会提高，最终导致肿

瘤耐药性的产生。有研究表明，ＧＳＴ在体内表达水平的高低

是决定肿瘤细胞对某些有毒化学物质的敏感性以及药物疗效

的关键因素［２４］。

迄今 为 止，在 人 ＧＳＴ 家 族 中 研 究 较 多 的 主 要 有 α

（ＧＳＴＡ）、μ（ＧＳＴＭ）、π（ＧＳＴＰ）和θ（ＧＳＴＴ）４个亚家族，它们

负责编码犌犛犜犕１～５基因，犌犛犜犕１基因是家族中目前被研

究最多的。犌犛犜犕１基因的状态对化疗药物，尤其是紫杉类药

物的代谢具重要影响。亲电子的化疗药物在成为了ＧＳＴ的底

物后，降低了细胞中化疗药物的有效浓度，从而减弱了药物对

肿瘤细胞的杀伤作用，并将导致肿瘤细胞对化疗药物的耐受性

增强。而犌犛犜犕１基因的纯合缺失型个体的肝组织中不表达

犌犛犜犕 酶，导致机体 ＧＳＴＵ 同工酶的缺乏，缺乏相关酶活

性［５］，能有效保持化疗药物的浓度发挥抗肿瘤作用。Ｙａｎｇ

等［６］研究发现，犌犛犜犕犐或犌犛犜犜１缺失基因型因为减少异硫

氰酸盐的代谢而增加结肠癌疗效。Ｍｅｄｅｉｒｏｓ等
［７］在对以紫杉

醇和顺铂为基础化疗的卵巢癌研究中发现，犌犛犜犕１或犌犛犜犜１

缺失基因型尤其是犌犛犜犕１缺失型的患者，无论是进展间期还

是平均生存时间都比犌犛犜犕１野生型显著延长。李伟英等
［８］

研究发现，采用铂类化疗方案的ＮＳＣＬＣ患者，犌犛犜犕１缺陷型

频率在化疗有效组和化疗无效组间的差异有统计学意义

（６５．４３％狏狊．４２％，犘＝０．００２５）。但本研究对８９例晚期肺癌患

者的犌犛犜犕１基因进行检测，没有找到支持犌犛犜犕１多态性与

对晚期肺癌的化疗疗效相关的证据。

犌犛犜犘１是ＧＳＴ超基因家族另一重要成员。研究发现，

犌犛犜犘１表达水平与肿瘤细胞对化疗药物的敏感性有关，

犌犛犜犘１多态性与铂类药物耐受关系密切
［９１２］。犌犛犜犘１第５

外显子的第３１３位碱基存在 Ａ／ＧＳＮＰ，导致发生ＩｌｅＶａｌ改

变，能够显著降低ＧＳＴＰ１的酶活性，从而影响多种药物，尤其

是紫杉类药物和铂类药物的代谢。突变型患者较非突变型患

者总生存期显著提高，无病生存期也显著延长。曹冬焱等［１３］

在用铂类联合紫杉醇一线化疗的卵巢癌患者中发现，具有

ＭＲＰ阳性、ＧＳＴπ强阳性、ＴｏｐｏⅡα阴性和ＣＯＸ２强阳性中

的２个以上危险因素可作为预测卵巢癌患者复发和耐药的重

要指标，化疗耐药组中具有２个及以上危险因素者显著多于化

疗敏感组（１００％狏狊．５５．６％，犘＜０．０１）。Ｇｅ等
［１４］研究发现，

ＧＳＴＰ１基因Ｖａｌ／Ｖａｌ型的乳腺癌患者在无病生存期上较其他

基因型显著提高（犎犚＝０．７７，９５％犆犐：０．４５～０．９１；犘＜０．０１）。

对胃癌的研究也得到了类似结果［１５］。这充分说明该位点基因

型在预测铂类等化疗疗效方面的重要作用。在本研究未观察

到犌犛犜犘１各基因型之间肺癌的化疗疗效存在显著性差异，其

原因可能与不同人种变等位基因频率差异、检测方法以及样本

含量等因素有关。犌犛犜犘１多态性对肺癌的铂类治疗疗效是否

具有预测参考作用还有待进一步研究。

目前本研究未发现犌犛犜犘１和犌犛犜犕１基因多态性可以作

为预测肺癌铂类化疗敏感性指标的证据。以后作者通过扩大

样本量，并增加对多种相关药物基因多态性的联合检测，可能

发现与ＮＳＣＬＣ患者化疗有效率密切相关的指标。
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化碳生成的增加，最终导致呼吸商增加，对机体产生不利作用。

清蛋白半衰期较长，可以有效反映机体一段时期的营养状

况。前清蛋白与转铁蛋白由于半衰期短，可以较敏感反映机体

的营养状况［６７］。本研究结果发现围术期ＰＮ后两组患儿血清

蛋白质均有下降，但观察组患儿总蛋白、清蛋白、前清蛋白、转

铁蛋白水平高于对照组，可见能量的增加并未降低机体蛋白质

的分解，反而增加了蛋白质的消耗，对改善患儿机体的营养状

况不利。ＣＲＰ是机体炎性反应的典型标记物之一，本研究显

示两组患儿ＣＲＰ水平未有明显增加，可见降低了热卡的摄入

并未引起机体应激反应的增加。

临床上机体的脂肪与非脂肪组织在人体体质量中所占的

比例即为体成分，体成分比例的均衡是人体能够维持机体处于

健康的最基本条件之一，与出生体质量、体质量指数等相比，新

生儿进行体成分测量可以更好地反映其营养情况［８］。本研究

中，观察组患儿ＴＢＦ、Ｆ％均明显高于对照组，而ＬＢＭ 低于对

照组，可见热卡的增加并未更好的改善患儿的营养状况。

Ｃａｔａｌａｎｏ等
［９］研究发现，低热卡ＰＮ改善了患者的氮平

衡，与对照组５ｄ累积氮平衡－３０．７ｇ相比，低热卡组累积氮

平衡－２１．８ｇ与标准热卡摄入组累积氮平衡－１２．８ｇ明显更

低（犘＜０．０５）。该研究进一步对蛋白群研究发现，低热卡组降

低围术期蛋白质的分解作用更好，与本研究结果相似。

临床上低热卡ＰＮ治疗有更好的临床疗效，同样临床上低

热卡亦可适用于其他手术围术期应用。采用低热卡的主要原

因为［１０１２］：围术期早期由于应激反应常常导致高血糖，机体本

身对葡萄糖利用下降；如果给予患儿适量葡萄糖可减低糖异

生，降低蛋白质的分解；同时给予足量的氨基酸增加了蛋白质

的合成，进而弥补蛋白质的丢失，提供脂肪主要是由于围术期

主要依赖脂肪分解供能。

综上所述，低热卡ＰＮ有效满足了先天性肥厚性幽门狭窄

患儿机体代谢的需要，同时在患儿机体营养状况的改善中起积

极的作用，值得临床推广应用。
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