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听力对噪声敏感与不敏感者随机扩增
DNA 多态性初步分析

张　颖　赵一鸣　鲁凤鸣　张贵成　杨群勇　王韧英　曹泽仁　任　冰

　　摘　要　目的　探讨听力对噪声敏感者与不敏感者在 DNA水平是否存在差异。方法　按病例-对照的研究设计在

噪声作业工人中收集典型的听力对噪声敏感者与不敏感者 , 采用随机扩增多态 DNA (RAPD)指纹图技术分析 DNA

的多态性 , 观察 DNA 多态性在两组间分布的差异。结果　19 名敏感工人与 20 名不敏感工人的年龄 、 性别 、 噪声暴

露水平和噪声作业工龄均衡 , 而敏感组工人的听力改变明显高于不敏感组。敏感组工人 800bp 的 RAPD 扩增片段阳性

出现的频率 (18/ 19)明显高于不敏感组 (13/20), P<0.05 , 而 1 000bp RAPD扩增片段的阳性分布频率在两组间无显

著差异 (14/ 19 vs 18/ 20)。结论　噪声敏感个体和不敏感个体的 DNA存在差异 , RAPD是寻找这种差异的途径之一。
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The Analysis of Randomly Amplified Polymorphic DNA in Workers of Super-and Non-sensitive

Hearing to Noise Exposure Zhang Ying , Zhao Y im ing , Lu Fengming , et al.The Third Hospital of

Beij ing Medical University .Beij ing 100083

Abstract Object To investigate the difference of DNA between the workers with super-sensitive and non-sensitive hearing to noise

exposure.Method A case-control study was applied in the workers whose hearing were typically super-sensitive to noise exposure or

nonsensitive to noise exposure.Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)anolysis was used to observe the distribution of RAPD

in these two g roups.Nineteen super-sensitive workers and twenty non-sensitive workers were selected from hundreds workers with

long-term exposed to industrial noise.Balance analysis showed there was no significante difference in age , sex , noise exposure level and

noise-work years between these two groups.Results The results showed that under 800 bp level positive frequency of RAPD in super-

sensitive group (18/ 19)was significant higher than that of non-sensitive group(13/ 20), but under 1 000 bp level these two groups

(14/ 19 vs 18/ 20)had no significant difference.Conclusion The result suggested that there was some difference in DNA be tw een

super-sensitive and non-sensitive individuals , and RADP might be one of the ways to find the difference.
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　　我们的前期工作已经发现 , 接触相同剂量噪声工

人的听力存在明显的差异[ 1] 。随之而来的问题是 ,

决定每个工人听觉系统对噪声危害敏感性个体差异的

物质基础是什么 , 从现有的知识和经验推测可能与某

些效应分子 , 如与某些酶 、受体 、 内源性激动剂或拮

抗剂等的功能和结构在个体间存在差异有关 , 而所有

蛋白类效应分子的结构都由体内 DNA 的序列决定。

因此 , 在 DNA水平探讨导致出现个体敏感性差异的

物质基础具有重要意义 。本文采用随机扩增多态DNA
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(Randomly Amplified Polymorphic DNA , RAPD)指

纹图技术
[ 2]
在噪声作业工人中探讨能否在敏感个体

和不敏感个体中检测出 DNA多态性分布的差异 。

1　对象与方法

以噪声作业工龄 1年以上的纺织工人和制罐工人

为预选对象 , 收集每个工人既往登记的个人资料 、职

业史和听力测定记录 , 用自行编制的软件 (模型见文

献 [ 1])确定其听力对噪声的个体敏感性 , 选择敏感

者与不敏感者进行复查并筛选出研究对象。复查内容

包括职业流行病学问卷 (收集个人资料 、职业史 、既

往个人和父母病史等), 听力测定 (用 N TB-40听力

计按GB7583 —87测定工人脱离噪声作业 16 小时后

左右耳 125Hz ～ 8kHz 纯音气导听阈), 并取静脉血
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6ml , EDTA-Na 抗凝 , -20℃冻存 , 用 ND-2 和 HS

5670声级计在现场工人工作位测定噪声的声压级

(SPL), 并按等能量原理计算每个工人的累积噪声暴

露量 (CNE)[ 3] 。

DNA提取采用常规酚-氯仿法 。随机引物序列为

　5'G TTAGGATTAGCCGCATTCA3' , PCR 反应体系

见表 1。反应条件:第 1步为非严谨扩增 , 95℃预变

性 5min 、 94℃1min 、 45℃2min和 72℃2min , 共 4个

循环;第 2 步为常规 PCR 扩增 , 94℃ 55s 、 55℃

50s 、 72℃100s , 共 30个循环 。每个样本取 10μl反

应产物 , 经 2%琼脂糖凝胶电泳 , EB 染色后在紫外

透射仪上观察结果 , 并照相保留结果。

表 1　随机扩增多态 DNA 的反应体系

Ingredient 第 1步 (μl) 第 2步 (μl)

引物 1 　　　 —

DNA 模板 (50ng/μl) 2 　　　 —

10×PCR缓冲液 (Mg ++f ree) 0.5 4.5

MgCl2 (25mmol) 1 2.6

4×dNT P (2.5mmol) 0.5 4.5

Taq酶 (5U/μl) 0.5U 1U

纯水 　　　 — 33.4

总反应体积 (μl) 5 50

将研究结果输入 IBM 微机 , 用 SPSS PC+V3.0

软件包做单因素分析 , 计算均数 ±标准差 、 分组例

数 , 做 t 检验和卡方检验 , 用 EpiInfo软件计算 Fish-

er精确概率。

2　结果

经统计检验 , 敏感组 (男 6人 , 女 13人)与不

敏感组 (男 5 人 , 女 15人)工人的性别 、 年龄 、 噪

声作业工龄 、噪声暴露水平和噪声暴露剂量在 2组间

均衡 , 差异无显著意义 (见表 2)。

表 2　听力对噪声敏感组与不敏感组工人

年龄及噪声暴露的比较

项　　目 敏感组 (n=19) 不敏感组 (n=20)

年　　龄 32.2±4.5 34.0±10.5

SPL 〔dB (A)〕 91.2±8.2 93.3±6.0

CNE 〔dB (A)〕 100.0±9.9 101.3±8.2

噪声作业工龄 12.0±4.9 10.6±8.8

由图 1可见 , 敏感组工人左右耳的平均听阈在高

频段 (3 ～ 8kHz)明显升高 , 呈典型的噪声性听力损

伤改变;敏感组各频段听阈水平明显高于不敏感组 ,

除左耳 125Hz的听阈均值在 2 组间尚未达到显著性

界值 (P=0.0713)外 , 其余各频段听阈在 2 组间均

存在显著差异 , P <0.05 或 P <0.01。上述结果表

明 , 这些观察对象的听觉系统对噪声的敏感性确实存

在明显的差异 , 符合本研究工作的要求 。

图 2为 RAPD电泳的结果 , 可见每个工人有 4 ～

5条 RAPD 扩增片段 , 其中部分人的 800 bp 或 1

000bp处未出现扩增片段 。敏感组工人 800 bp 的

RAPD扩增片段阳性出现的频率 (18/19)明显高于

不敏感组 (13/20), P<0.05;而1 000 bp RAPD扩增

片段的阳性分布频率在 2组间无显著差异 (见表 3)。

图 1　敏感组与不敏感组工人平均听阈水平的比较

图 2　听力对噪声敏感工人 (SS)和不敏感工人

(NS) RAPD扩增片段电泳结果的比较

表 3　RAPD 800 bp 和 1 000 bp 扩增片段阳性与工人

听力对噪声的个体敏感性差异的关系

分　　组
800 bp

　　+　　　　　-　　
1 000 bp

　　+　　　　　-　　

敏感组 18 1 14 5

不敏感组 13 7 18 2

Fisher精确概率 0.0436 0.2351
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3　讨论

人们在长期的劳动卫生实践中早已发现了个体听

力对噪声的敏感性存在个体差异的问题[ 4 ～ 6] , 但一

直没有进行系统深入的研究。个体敏感性差异的物质

基础可以归结为不同个体的 DNA 结构存在差异 , 但

寻找这种 DNA 结构的差异在技术上存在很多困难。

如人的 DNA由 3×10
9
个碱基对组成 , 在如此众多的

碱基序列中找到我们所关心的 DNA 结构差异犹如大

海捞针 , 难度很大。RAPD采用单个随意选择的寡核

苷酸 (10 ～ 20 个碱基对)引物 , 在较低退火温度条

件下 , 引物与待测基因组序列中的互补或不完全互补

部分结合 , 产生 DNA 扩增片段 。用不同的引物可以

区分 5万 ～ 30 亿个碱基对基因指纹图 。该方法不必

预先知道待测基因组的碱基序列 , 仅需少量基因组

DNA即可检测 , 是该研究比较容易实现的途径。已

知正常人体中各种体细胞 DNA 的结构是完全相同

的 , 因此人外周淋巴细胞的 DNA可用来代表内耳组

织中 DNA的结构。DNA 在体内分布的这一特点使我

们有可能在职业人群中开展 DNA水平的研究。

本研究采用经典的职业流行病学研究方法 , 在噪

声作业工人中筛选出敏感者和不敏感者并予以证实。

RAPD分析发现 , 800 bp扩增片段的分布在两组工人

间存在明显的差异。该结果表明 , 听力对噪声敏感个

体和不敏感个体之间在 DNA 水平上可以找到差异 ,

RAPD是寻找这种差异的可行途径之一 。
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