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　　摘要:目的　探讨谷胱甘肽 s-转移酶μ基因 (Glutathione s-transferaseμ, gstμ)缺失与三硝基甲苯 (trinitrotoluene ,

TNT)白内障发病的关系。方法　采用多聚酶链反应 (polymerase chain reaction , PCR)方法 , 对 TNT白内障患者 、 其他

类型白内障患者 、 健康人群等 3组样本共 235 人的 DNA进行了 gstμ基因检测。 结果　TNT白内障患者组 gstμ基因缺

失率高达 65.6%, 与各对照组比较差异均有显著性 (P<0.05), 以健康人群为对照计算的 gstμ基因缺失者发生 TNT

白内障的OR值为 2.33;gstμ基因缺失与 TNT白内障的发生呈显著相关 (P<0.05)。结论　gstμ基因缺失与TNT 白内

障的发病有密切关系。
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Abstract:Objective To study the relationship between glutathione s-transferase μ(gst μ) gene deletion and trinitrotoluene

cataract (TC) susceptibility.Method　Polymerase chain reaction (PCR)method was used to examine the rates of gstμgene deletion

in 154 cases of TC patients 41 cases of cataract patient by age or diabetes and 40 healthy persons.Results　The rate of gstμgene dele-

tion in TC group was 68.58%which was significantly higher than that of other two groups——— the non-TNT cataract group (53.7%)

and the healthy control group (45%)(P<0.05);the odds retio (OR) value based on the healthy control group is 2.33.Conclu-

sion　TC correlates closely with gstμgene deletion , gstμgene deletion may be one of the important hereditary factors for TC suscepti-

bility.
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　　三硝基甲苯 (trinitrotoluene , TNT)所致白内障

(以下简称 TNT白内障)以其混浊形态和分布上的特

异性 , 已得到公认 , 然而发病机制至今尚无定论[ 1] 。

为此人们进行了大量的研究 , 并提出了一些学说 , 这

些学说虽未得到公认 , 但实验中所得出的一些共性结

论 , 为在该领域的进一步深入研究给予了有益的提

示。尤其是晶体氧化损伤理论的提出 , 使得人们越来
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越重视谷胱甘肽转移酶 (glutathione s-transferase ,

GSTs)在TNT 白内障发生中所起的作用[ 2] 。GSTs作

为机体内重要的解毒酶系 , 在代谢内 、 外源性亲电子

化合物尤其是脂质过氧化物 , 保护晶体蛋白免受超氧

化损伤的过程中起着重要作用 。而GSTs同工酶中的

GST μ酶的底物特异性最强[ 3] 。研究中发现 , GST μ

酶并非存在于每一个体 , 它的存在与否受着 gst μ基

因的控制 , 即携带 gst μ基因者能合成 GST μ酶 , 否

则该酶缺失[ 4 , 5] 。此次研究采用多聚酶链反应 (poly-

merase chain reaction , PCR)方法 , 分别对 TNT白内障
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患者 、 其他类型白内障患者和健康人群进行了 gst μ

基因检测 , 以探讨 gst μ基因缺失与 TNT 白内障发病

的关系。

1　对象和方法

1.1　研究对象

TNT 白内障患者组 (A 组):共 154例 , 均为以

5%新福林或托品卡胺充分散瞳后 , 由眼科专业医师

检查 , 并经市级以上职业病诊断组 , 按照国家

GB11502—89 《职业性白内障诊断标准及处理原则》

进行确诊的 TNT 白内障患者 。该组病例分别来源于

河南郑州 、四川绵阳 、山东淄博等炸药生产企业 。其

他类型白内障患者组 (B组), 41 人 , 其中老年性白

内障 31例 , 糖尿病性白内障 10例;样本来源于华西

医科大学附属第一医院和山东省济宁市第一人民医院

眼科住院病人。健康人群组 (C组), 指既无 TNT 接

触史 , 又无白内障发生者 , 共 40人。调查项目包括

年龄 、性别 、 TNT接触史 、家族史 、吸烟饮酒史 , 白

内障类型及确诊机构 、 作业环境 TNT 浓度 、 接触方

式 、 卫生保健条件等 。抽取研究对象静脉血 4 ～ 5ml

抗凝 , 供 gstμ基因检测 。

1.2　方法

1.2.1　制备 DNA模板　取用 TT 液(1%Triton X-100 ,

2mmol/Ltris-HCl pH8.3)溶解后的全血 750μl ,加入裂解

缓冲液A(蔗糖 、Tris-HCl 、MgCl2、Triton X-100)750μl ,离心

后 ,弃上清液 ,用裂解缓冲液 B(SDS 、Tris-HCl)117μl溶解

沉淀 ,加入 3μl蛋白酶K溶液 , 55℃保温 60min后 ,迅速

降温灭活 ,加入 2mmol/L KCl 30μl ,冰浴离心后 ,弃上清

液 ,置-70℃储存。蛋白酶 K购于 GIBCO/BRL公司 。

1.2.2　PCR检测 gst μ基因 　总反应体积为 100μl。

各成分体积分别为:两对引物各 2μl (引物包含外显

子4和 5), 10×buffer 10μl , dNTP 10μl , 模板 5μl , 去

离子水 71μl。冰浴冷却后 , 加 Tag 酶 2 ～ 5μl , 短暂离

心后 , 开始扩增。条件:变性 94℃ 60s , 退火 52℃

60s , 延伸 72℃ 90s , 共 30 个循环。引物及 λDNA/

Hind Ⅲ Marker , 由 LIFE TECHNOLOGIES GIBCOBRL ,

CO合成 , dNTP和 Tag 酶购于 Promegag 公司 , PCR试

剂购于 SIGMA公司 , PCR扩增仪为 BIO-RAD公司生

产。

1.2.3　电泳及照相　取 10μl PCR扩增产物 ,用 8%聚

丙烯凝胶进行垂直电泳。电压 120V ,时间 3h ,EB染色

30min后 ,置于 UVP 成像仪中观察结果和进行拍照。

垂直电泳槽及 UVP成像仪系美国 BIO-RAD产品。

1.2.4　gstμ基因缺失的界定　人类 gst基因至少有 6

个基因位点 ,即 gst1 ～ gst6 。其中 gst1、gst4 和 gst5 编码

gstμ基因 ,但 gst4 和 gst5 分别仅在肌肉和脑中表达 ,对

外来化合物的作用不大 ,而 gst1 在许多器官和组织中

均有表达。gst1 有 3个等位基因 ,即编码 gst μ基因的

gst1-1 , 编码 gst ψ基因的 gst1-2及一个无效等位基因

gst1-0。因 gst1-1与 gst1-2仅在第 7外显子上的第534个核

苷酸上有差别(G 变成了 C),从而导致合成的第 172

个氨基酸残基不同 , gst μ为赖氨酸 , gst ψ为天门冬氨

酸 ,但两者的功能几乎完全一致 ,因此常把 gstψ包括

在 gstμ之内。由于 gst1基因呈常染色体显性遗传 ,因

此 ,只有在两个染色体均为 gst1-0的纯合子时 ,才表现

为 gst μ缺失 ,即本次研究所界定 gst μ基因缺失为两

个染色体均为 gst1-0的纯合子 。在扩增产物聚丙烯凝

胶电泳图谱上表现为在 219bp处无光带。

1.2.5　扩增引物　这次在检测 gst1 基因时 , 引物选

择于包括外显子 4和 5之间 , 即 gst1-1和 gst1-2均有扩增

产物 , 而 gst1-0无扩增产物 , 扩增引物的序列为:

5′-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3′

OD:12.74 29μg/ODMW:51.2mmol

5′-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3′

OD:9.72 28μg/OD MW:37.8mmol

1.2.6　统计分析　所有数据录入 Celeron Pentium Ⅱ

计算机 , 采用 SPSS10.0 for Windows统计分析软件进

行统计分析。

2　结果

2.1　研究对象基本情况

此次研究共搜集样本 235 名 , 其中男性 173 名 ,

女性 62名 , 平均年龄 54.0岁。3组研究对象在男女

比例 、平均年龄 、吸烟比例 、 饮酒比例等调查项目中

虽略有差异 , 但均无显著性 (P>0.05)(表 1)。

劳动卫生学调查结果显示 , 154例 TNT 白内障患

者的白内障程度随 TNT 浓度和接触 TNT 工龄的增加

而加重 , 且差异均有显著性 (P<0.05)(表 2)。
表 1　研究对象基本情况

组别
性别

男 女

年龄 (岁)

最大值 最小值 平均值

吸烟史

有 无

酗酒史

有 无

A组 (n=154) 117 37 68 27 53.1 63 91 51 103

B组 (n=41) 27 14 71 40 55.2 17 24 13 28

C组 (n=40) 29 11 62 25 51.8 15 25 11 29
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表 2　TNT白内障患者平均TNT 工龄和作业场所

空气中 TNT 平均浓度

分期
监测点数

(处)

TNT浓度

(mg/m3)

平均TNT 工龄

(年)

观察对象 (n=50) 4 6.54 11.72

一期白内障 (n=50) 3 8.24 16.20
二期白内障 (n=33) 4 12.95 23.48

三期白内障 (n=21) 3 21.72 28.00

2.2　TNT白内障组与各对照组之间 gstμ基因缺失情

况比较

在对各组 gstμ基因缺失情况的检测中 , TNT白内

障组的 gst μ基因缺失率达 65.6%, 经χ2 分析 , 在α

=0.05检验水准上 , 得出 TNT 白内障组的 gst μ基因

缺失率显著高于健康人群组和其他类型白内障组的结

论 (P <0.05)。而其他类型白内障组和健康人群组之

间 gstμ基因缺失率虽有差异 , 但在α=0.05检验水准

上差异无显著性 (P>0.05)(表 3)。表中 OR值是以

健康人群为参照计算出的 , TNT 白内障组的相对危险

度以比值比OR表示为 2.33 , 提示 gstμ基因缺失者患

TNT 白内障的危险性是 gstμ基因携带者的 2.33倍 。
表 3　各组人群 gstμ基因缺失比较

组别
携带

人数 %

缺失

人数 %
OR值

A 组 (n=154) 53 34.4 101 65.6 2.33

B组 (n=41) 19 46.3 22 53.7＊ 1.41

C组 (n=40) 22 55.0 18 45.0＊

　　与 A组比较＊P<0.05

2.3　TNT白内障组各期间 gst μ基因缺失情况比较

从观察对象到三期病例 , 基因缺失率存有差异 ,

呈逐渐增加趋势 。其中三期白内障病例的基因缺失率

最高 , 达 76.2% (表 4), 但运用 χ2 分析进行两两比

较 , 各期间 gst μ基因缺失率差异并无显著性 (P >

0.05)。

表 4　不同程度 TNT白内障患者基因缺失情况比较

期别
携带

人数 %

缺失

人数 %

观察对象 (n=50) 19 38.0 31 62.0

一期 (n=50) 18 36.0 32 64.0

二期 (n=33) 10 30.3 23 69.7

三期 (n=21) 5 23.8 16 76.2

2.4　暴露因素与TNT 白内障的相关和回归分析

Kendalls tau-b二元变量相关分析的结果显示 , 在

所分析 5种暴露因素中 , 有 3种与 TNT 白内障发病具

有显著相关性。其中相关系数最高的是 gst μ基因缺

失 (r=0.658), 其次为TNT 工龄 (r=0.637)和 TNT

浓度 (r=0.624), 且对于相关系数的假设检验三者

均得出拒绝ρ=0无效假设的结论 (P <0.01)。而性

别因素和吸烟因素与 TNT 白内障的相关系数均较小。

通过控制混杂因素以后对 gst μ基因缺失 、 TNT 工龄 、

TNT 浓度暴露因素进行的偏相关分析显示 , 三者的偏

相关系数由大到小依次为 gst μ基因缺失 、 TNT 工龄 、

TNT 浓度 。对 5种暴露因素与TNT 白内障的回归分析

结果和相关分析结果一致。单因素条件 Logistic 回归

分析结果表明 , gstμ基因缺失 、 TNT 工龄 、 TNT 浓度

与 TNT 白内障的回归系数较高 , 且假设检验 P <

0.05。其中 gst μ基因缺失与 TNT 白内障的回归系数

最高 , b=3.240。而性别因素 、 吸烟因素与 TNT 白内

障的回归系数较低 , 假设检验结果 P >0.05。在单因

素条件 Logistic回归分析的基础上 , 对 gstμ基因缺失 、

TNT 工龄 、 TNT浓度与 TNT白内障进一步进行了多因

素条件 Logistic回归分析 , 首先进入方程的是 gst μ基

因缺失 , 随后的分别为 TNT 工龄和TNT 浓度 , 回归系

数假设检验结果 P<0.05 (表 5)。

表 5　TNT 白内障与暴露因素的相关 、 回归分析

分析方法 基因缺失 TNT 工龄 TNT浓度 性别 吸烟

肯德尔相关系数 0.658＊＊ 0.637＊＊ 0.624＊＊ 0.039 0.087

偏相关系数 0.719＊ 0.326＊ 0.303＊

单因素条件 3.240＊＊ 1.204＊ 1.338＊ 0.000 0.393

Logistic回归系数

回归方程常数 1.897＊ 3.480＊ 2.557＊ 0.000 0.105

多因素条件 2.820＊ 1.180＊ 1.212＊

Logistic回归系数

回归方程常数 20.088＊＊

　　＊＊P<0.01 , ＊P<0.05

3　讨论

文献报道
[ 7]
, 关于 gstμ基因缺失率在不同种族

有差异 , 国内汉族 gst μ基因缺失率为 40%～ 50%。

关于 gstμ基因缺失与 TNT 白内障发病关系方面的研

究 , 国内外尚未见报道。但从目前对白内障发生机制

研究所得出的结论来看 , 白内障的发生与自由基对晶

体损伤后 , 晶体发生脂质过氧化有关[ 2] 。正常情况

下 , 晶体本身有一个较为完善的抗氧化防御系统 , 可
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以有效地清除各种原因产生的自由基 , 其中还原型谷

胱甘肽 (GSH)是晶体中重要的抗氧化剂之一 , 但其

解毒作用的发挥很大程度上依赖于 GSTs同工酶的催

化作用
[ 3]
。如果该酶活性下降或缺失 , 则会大大削弱

晶体的抗氧化作用 , 从而增加发生白内障的危险性。

黄莉莉等[ 6] (1989)在亚硒酸钠诱发大鼠白内障实验

中发现 , 晶体尚未出现混浊之前 , GSTs同工酶活性

即明显下降 , 说明 GST 同工酶的活性下降可能是导

致白内障发生的原因之一;皮静波 、 白禹诗等[ 3]

(1996)在谷胱甘肽 s-转移酶μ基因缺失与老年性白

内障发病关系的研究中也发现 , 老年性白内障患者的

gstμ基因缺失率明显高于对照组 (P <0.05)。以上

研究结果都提示 , 由于 gst μ基因的缺失造成 GST μ

酶活性缺乏 , 从而使得 GSTs 酶活性下降 , 可能是个

体易患白内障的遗传因素。此次研究结果显示 , TNT

白内障患者组 gst μ基因缺失率高达 65.6%, 显著高

于两个对照组 , 说明 TNT 白内障的发生与 gst μ基因

缺失有密切的关系 。而以健康人群为参考计算出的

OR值 , 进一步说明对于 gst μ基因缺失者来讲 , 其

TNT白内障发生的危险性是 gst μ基因携带者的 2.33

倍。这与 gstμ基因在代谢芳香烃类化合物 , 解除其

毒性中特异性最强的特点相吻合。所进行的暴露因素

与TNT白内障的相关和回归分析结果进一步证实 ,

gstμ基因缺失 、 TNT 工龄 、 TNT 空气浓度是导致 TNT

白内障发生的 3个相关因素 , 其中 gst μ基因相关性

最高 。

通过对TNT 白内障患者各期间 gst μ基因缺失率

情况的比较 ,可以看出 ,各期之间 gst μ基因缺失率虽

差异无显著性 ,但由观察对象到三期病例的缺失率已

出现明显的上升趋势 ,因此不能排除 gstμ基因缺失对

TNT 白内障患者病情产生影响的可能性。即gst μ基因

缺失者与 gstμ基因携带者相比 ,前者不仅患TNT 白内

障的危险性高 ,而且病情也可能较后者严重。

此次研究结果提示 , 在 TNT 白内障防治工作中 ,

首要的任务是降低作业场所 TNT 空气浓度 , 同时还

应通过基因检测发现高危人群 (gst μ基因缺失者),

并控制其与 TNT 的接触 , 对于降低 TNT 白内障的发

生将更为有效。
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华东区域职业卫生服务与管理新模式研讨会征文通知

为适应当前卫生改革新形势的需求 , 最大限度地保护厂矿企业职工的身体健康和生命安全 , 拟定于今年 9 月初在上海召开

“华东区域职业卫生服务与管理新模式研讨会” 。欢迎华东区域及境内外各类厂矿企业 、 职业卫生安全机构及有关教学科研单位

的专业技术人员和各级有关管理者 , 积极报名参会研讨与交流。

大会征文的主要议题包括:①目前企业职业卫生工作现状调查及其改善对策;②基层保健站改革对职业卫生工作带来的影

响;③厂矿企业内职业卫生服务的需求 、 实施及管理;④县 、 市 、 省级卫生和工业主管部门或工业行业的新的职业卫生管理体

制;⑤专业卫生机构对企业提供职业卫生服务和进行协调管理的经验;⑥职业安全卫生新理念;⑦我国有关法规 、 标准的执行

体会;⑧国外相关先进模式介绍等。

征文请一律寄至 《劳动医学》 杂志编辑部 , 忻霞萍女士收。 邮编:200336;地址:上海市中山西路 1380 号;电话:(021)

62758710-198 , 传真:(021)62957458;Email:ldyxzz@online.sh.cn。征文上务请注明详细地址及邮编 , 以便及时通知具体会期 、

会址及报到事项。

截稿日期:2001年 8 月 10日。

大会届时将设展台 , 欢迎各企事业单位参展介绍。

上海市预防医学会　华东区域劳动卫生职业病防治中心

上海市疾病预防控制中心　 《劳动医学》 杂志编辑部
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