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　　摘要:目的　探讨 CYP2E1 基因多态性与苯中毒遗传易感性的关系。方法　选取苯中毒组和苯接触组工人共 142

名 , 进行健康及生活方式 (吸烟 、 饮酒等)调查 、 内科体检 、 外周血常规检验;PCR扩增基因 DNA CYP2E1 5′端上游

调节区RsaI、 PstI 位点以及第六内含子区 DraI位点片断 , 限制性内切酶检测基因多态性;现场空气苯浓度测定。结果

　苯中毒组男性携带 c1/c2 基因型者患慢性苯中毒的危险性为 c1/ c1 型的 3.5倍 (95%CI 1.010～ 12.382), 携带 CD 基

因型者患慢性苯中毒的危险性是 DD基因型的 4.0倍 (95%CI 1.704～ 15.374)。男性携带 c1/c2 或 CD联合基因型患慢

性苯中毒的危险性为 c1/ c1+DD联合基因型的 7.8～ 13 倍。苯中毒组接苯工龄高于苯接触组 , 防护措施状况差于接触

组 , 差异有显著性。饮酒 、 吸烟对 CYP2E1有诱导或促进作用 , 本次观察尚未发现两组差异有显著性。 结论　慢性苯

中毒发生是基因-环境等多种因素作用的结果 , 男性携带 c1/ c2 和 CD基因型者发生慢性苯中毒的相对危险度增大 , 可

能与性别 、 遗传 、 生理状况及生活方式等多种因素有关。苯作业场所的防护措施对工人的保护作用相当重要 , 接苯工

龄越长 , 发生慢性苯中毒的危险性将增加。
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Abstract:Objective To explore the relationship between gene polymorphism of CYP2E1 and individual susceptibility to benzene

poisoning.Method 142 subjects were investigated , including benzene intoxication group and benzene exposed group.Except routine

physical examination and blood routine test , analysis on gene polymorphism of CYP2E1 at 5′-flanking region RsaI/ Pst I and intron-6

DraI , concentrations of benzene in the air of workplace were also measured.Result Gender stratification analysis showed that male

worker with c1/ c2 genotype showed 2.5 (95% CI 1.010 ～ 12.382) fold higher risk suffering from benzene poisoning than that of male

with c1/ c1 genotype;and male workers with CD genotype had a 3.0 (95%CI 1.704～ 15.374) fold higher risk for benzene intoxica-

tion than that of whose with DD genotype.Male workers with either c1/ c2 or CD genotypes showed a 6.8 ～ 12 fold higher risk for ben-

zene intoxication than that with c1/ c1+DD genotype.Conclusion The occurrence of chronic benzene poisoning is the result from vari-

ous agents including gene polymorphism of metabolic enzymes , working environment , benzene exposure level , exposure time , gender

and life-styles etc.Male with either c1/ c2 or CD genotypes might have higher risk suffering from benzene poisoning than others.
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　　苯是重要的工业溶剂 , 也存在于汽油和烟草

中
[ 1]
。长期接触苯可引起机体白细胞 、 血红蛋白 、血
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室工作。

小板减少 , 再生障碍性贫血 , 甚至发生白血病。许多

观察迹象表明 , 人们对苯毒性作用存在不同的反应。

随着基因-环境相互作用研究的开展 , 了解到机体的

损伤反应不仅与有害环境暴露的程度有关 , 同时还与

遗传易感性有着密切联系 , 因此目前对苯毒性机制的
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探讨也结合了其代谢酶基因多态性的研究。

现已证实在 P450超家族中 , CYP2E1亚型是苯的

主要代谢活化酶
[ 2 , 3]

, 它能使众多的环境化学物具有

细胞毒性 , 并激活前毒物和前致癌物。实验发现人的

肝微粒体 CYP2E1 催化能力有较大 (8 ～ 19 倍)差

异
[ 3]
, 认为主要是来源于基因的 5′端上游调节区 、

G-1259C (PstI)、 C-1019T (RsaI)
[ 4] 、 第六内含子区

T7668A (DraI)的多态[ 5] , 影响了基因转录表达的调

控。本研究旨在探讨 CYP2E1基因多态性以及环境暴

露 、生活方式 (吸烟 、 饮酒等)对慢性苯中毒的影

响 , 为探索苯中毒机制 、 建立健全苯作业工人的健康

监护制度及就业前易感人群筛选等提供参考依据 。

1　材料与方法

1.1　对象

调查对象来自杭州市各厂矿苯作业工人 。(1)苯

中毒组:1980 ～ 2000年间 , 依据国家颁布的职业性苯

中毒诊断标准 , 经市职业病防治院诊断为慢性苯中毒

的住院或门诊病人 83人 , 剔除有缺项 、试验失败的

病例 , 列入慢性苯中毒组为 71人 (其中观察对象 14

名 , 慢性轻度苯中毒 45名 , 慢性中度苯中毒 5名和

慢性重度苯中毒 7 名), 男 19名 , 女 52名 , 平均起

始接苯年龄 27 (18 ～ 48)岁 , 平均接苯工龄 10.6

(0.5 ～ 43)年。接苯工种分类为油漆 、 喷漆 、 制鞋及

其他 。(2)苯接触组:部分来自与苯中毒组病人同车

间工人 , 部分为根据工种分类和接苯浓度选取的苯作

业工人 , 经职业性健康监护体检 , 未发现有异常指标

者86人 , 剔除有缺项 、试验失败等样本 , 列入接触

组共 71人 , 男 25名 , 女 46名 , 平均起始接苯年龄

25 (18 ～ 38)岁 , 平均接苯工龄7.7 (0.5 ～ 31)年。

1.2　方法

1.2.1　受试人员在知情情况下 , 配合职业病医师 ,

详细填写健康调查表 。调查表内容包括基本情况 、专

业工龄 、 接苯浓度 、 吸烟 、饮酒等;进行血常规 、肝

功能检验及内科检查 , 需要时进一步做 B 超 、 心电

图 、 胸透等特殊检查 。

1.2.2　车间空气苯浓度测定 　参照 GB/T16044—

1995方法操作 , 活性碳管自制 , 现场根据岗位布点 ,

XQC-15B大气采样仪采样 , GC-9A色谱仪分析 。苯中

毒组工人空测苯浓度为病人诊断时记录的空测浓度 ,

苯接触组为现场调查时的空测浓度 。空测浓度×实际

工作小时/日×实际工作日/年×实际接苯工龄=接苯

总浓度。

1.2.3　外周血白细胞 (WBC)、 血红蛋白 (Hb)测

定　采静脉血 2 ml置于 EDTA-K2 抗凝干管内 , 轻轻

混均 , 置MEK-5108K型血球计数仪测定。

1.2.4　基因组DNA的提取　参照文献 [ 6] , 取 1ml

ACD液抗凝血 , 用缓冲液A [ 1 L 内含有:1mol/L Su-

crose 320 ml , Triton-X-100 10 ml (上海生工公司进口

分装), 2 mol/L Tris-HCl 5 ml , 2 mol/L MgCl2 2.5 ml]

洗涤 , BECKMAN Model J2-21 高速冷冻离心机离心 ,

重复 2 ～ 3次去除血红蛋白 , 加核溶解液 [ 200 ml内

含有:5 mol/L NaCl 16 ml , 0.5 mol/L EDTA (pH8.0)

0.8 ml , 2 mol/L Tris-HCl (pH8.0)1 ml] 重溶沉淀 ,

ProteinK溶液 [ 1 000 μl内含有:ProteinK (上海生工

公司进口分装 , 10 mg/ml)100 μl , 质量浓度 10%

SDS 100 μl , 0.4 mol/L EDTA 5 μl] 完全消化蛋白质

后 , 用饱和氯化钠沉淀蛋白离心后 , 取上清液用无水

乙醇抽提 DNA , 体积分数 75%乙醇洗涤后 , 置 Savant

SC110A-230冷冻真空干燥离心机内离心干燥。

1.2.5　PCR 以及限制性内切酶检测 　参照文献

[ 4 , 5]操作。Pst I/ RsaI (G-1259C , C-1019T)引物:5′-

CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3′和 5′-TTCATTCTGTCT-

TCTAACTGG-3′(J8-J9)由上海生工公司合成;DraI

(T7668A)引物:5′-AGTCGACATGTGATGGATCCA-3′和 5′-

GACAGGGTTTCATCATGTTGG-3′由 TaKaRa(大连)公司

合成;PCR反应试剂购自 TaKaRa(大连)公司。PCR扩

增:50 μl反应体积内含 10×Buffer (Mg2+Plus)5 μl ,

各2.5 mmol/L dNTP Mixture 4μl , 20μmol/L 引物 1 1

μl , 20μmol/L 引物 2 1μl , 5 U/μl TaKaRa Taq酶 0.25

μl , 模板 DNA 1 ～ 5 μl (<1μg), 置 Biometra Tgradient

梯度 PCR仪内 。PCR扩增条件:94 ℃变性 1 min , 58

℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min , 经 35个循环 , 循环

前94 ℃ 5 min , 循环后 72 ℃ 10 min。PCR 产物经

1.5%琼脂糖电泳确定 , Bio-RAD Geldoc 2000TM凝胶图

像分析系统图像保存 。酶切:限制性内切酶 PstI、

RsaI、 DraI购自上海生工公司进口分装 , 20 μl反应体

积内含 PCR产物 10 μl , 相应酶 Buffer (Buffer O+或

Buffer B+)2μl , 10 U/μl酶 1μl (PstI 或 RsaI、 DraI),

37 ℃水浴 , 3 h至过夜 。1.8%琼脂糖电泳 , 以 100 bp

Ladder作 Marker , 图像保存。

1.2.6　统计分析 　用 Excel 建立数据库 , 以 SAS

V6.12软件包进行统计分析 , 统计方法采用 t 检验 、

秩和检验 、方差分析 、卡方检验。

2　结果

2.1　基本情况

两组人员的性别 、 身高 、 体重 、 接苯起始年龄 、
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接苯工龄 、车间空气苯浓度 、 接苯总浓度 , 吸烟 、饮 酒 、 外周血WBC和Hb基本情况比较见表 1。
表 1　两组人员基本情况比较

组别
性　　别

男 % 女 %

身高

(cm , x±s)

体重

(kg , x±s)

接苯起始年龄

(岁 , x±s)

接苯工龄

(年 , x±s)

车间空气苯浓度

(mg/m3 , x±s)

接苯总浓度

(g/m3 , x±s)

苯中毒 19 26.8 52 73.2 162.63±6.55 57.95±9.02 27.4±9.8 10.7±8.8 133.83±242.07 2 981.32±5 843.77

苯接触 25 35.2 46 64.8 164.05±6.07 58.38±8.19 25.3±6.4 7.8±6.8 171.72±137.70 2 864.06±3 375.93

P值 0.276 a 0.109b 0.768b 0.472 b 0.045b■ 0.949b 0.773 b

组别
　　　　防护措施 (n)　　　　 　　　　　吸烟 (n)　　　　　　　　　　饮酒 (n)　　　　　

差 (%) 一般 (%)较好 (%)不吸 (%)偶吸 (%)常吸 (%)不饮 (%)偶饮 (%)常饮 (%)

WBC

(×109/ L , x±s)

Hb

(g/ L , x±s)

苯中毒 40(56.3) 29(40.9) 2(2.8) 63(88.8) 4(5.6) 4(5.6) 58(81.6) 7(9.9) 6(8.5) 4.0±1.1 129.0±23.0

苯接触 1(1.4) 15(21.1) 55(77.5) 54(76.1) 4(5.6) 13(18.3) 56(78.9) 4(5.6) 11(15.5) 6.1±1.6 146.2±18.0

P值 0.001d■■ 0.071d 0.360d 　0.000 1c＊＊ 0.000 1 c＊＊

　　注:a—卡方检验 , b—秩和检验 , c— t检验 , d—单向有序列联表 χ2检验。

■秩和检验 P<0.05, ■■单向有序列联表 χ2 检验 P<0.01, ＊＊t 检验P<0.01

　　从表 1可见两组的性别 、 接苯起始年龄 、 身高 、

体重差异无显著性;慢性苯中毒组的防护措施差于接

触组 , 接苯工龄长于接触组 , 外周血WBC 、 Hb低于

接触组 , 差异有显著性。两组的车间空气苯浓度 、接

苯总浓度以及吸烟 、 饮酒等差异未见有统计学意义。

2.2　CYP2E1 Pst I/RsaI 、 DraI 酶切结果 (见图 1 、

图2)

图 1　CYP2E1 PstI/ RsaI酶切结果

图 2　DraI酶切结果

2.3　两组 CYP2E1 Pst I / RsaI 、 DraI 位点基因型比

较

从表 2 可见 , 两组的 CYP2E1 Pst I/RsaI、 DraI

位点基因型比较差异无显著性;按性别分层统计 , 男

性携带 c1/c2 、 CD型 , 基因型发生慢性苯中毒的危险

性大大增加 , 分别是 c1/c1型的 3.5倍 , DD型的 4.0

倍。将 PstI/ RsaI+DraI 基因型联合统计 , 男性携带

c1/c2+DD 、 c1/c2+CD 、 c1/c1+CD型 , 发生慢性苯

中毒的危险性分别是 c1/c1+DD 型的 13.0 倍 、 9.8

倍 、 7.8倍。

3　讨论

本次研究调查了苯作业工人 (苯中毒及苯接触)

毒物代谢酶 CYP2E1 5′端上游区Pst I/ RsaI 和 DraI位

点基因多态 、接苯工龄 、 工作环境 、防护措施以及个

人生活方式 (饮酒 、 吸烟)等因素对发生慢性苯中毒

的相对危险度。结果显示:男性携带 c1/c2 、 CD基因

型发生慢性苯中毒的危险性明显增加 , 分别是其他基

因型的3.5 、 4.0倍 (95%CI 1.010 ～ 12.382 , 1.704 ～

15.374);接苯工龄 、 防护措施对慢性苯中毒影响有

显著统计学意义;而车间空气苯浓度 、 工人接苯总浓

度以及个人的饮酒和吸烟生活方式与慢性苯中毒发生

未显示有相关性 。

CYP 2E 1 5′端上游区 G-1259 C (Pst I 位点)和

C-1019T (RsaI 位点)突变可以导致 CYP2E1 对苯代

谢的速率差异明显 , 杂合子突变型 c1/c2的代谢活性

是野生型 c1/c1的转录活性的8 ～ 19倍 。据报道 Pst I/

RsaI多态性在中国人群的分布频率达 25%, 有较高

的转录活性 , 是苯性白血病和其他一些血液系统疾病
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表 2　两组的 CYP2E1 PstI/ RsaI、 DraI位点基因型比较

酶切位点 基因型
　　苯中毒组　　 　　苯接触组　　

n %　 n %　
　　OR (95%CI) P 值

Pst I/ RsaI

total c1/ c1 43 60.6 51 71.8 　　1.00

c1/ c2+c2/ c2 28 39.4 20 28.2 　　1.660 (0.822～ 3.353) 0.153

Male c1/ c1 8 42.1 18 72.0 　　1.00

c1/ c2 11 57.9 7 28.0 　　3.536 (1.010～ 12.382) 0.048■

Female c1/ c1 35 67.3 33 71.7 　　1.00

c1/ c2+c2/ c2 17 32.7 13 28.3 　　1.233 (0.517～ 2.939) 0.635

DraI　　

total DD 31 43.7 38 53.5 　　1.00

CD+CC 40 56.3 33 46.5 　　1.486 (0.766～ 2.882) 0.240

Male DD 4 21.1 13 52.0 　　1.00

CD+CC 15 78.9 12 48.0 　　4.063 (1.704～ 15.374) 0.037■

Female DD 27 51.9 25 54.3 　　1.00

CD+CC 25 48.1 21 45.7 　　1.102 (0.496～ 2.452) 0.817

PstI/ RsaI +DraI

Male c1/ c1+DD 2 10.5 13 52.0 　　1.00

c1/ c1+CD 6 31.6 5 20.0 　　7.8(1.257～ 48.393) 0.027■

c1/ c2+DD 2 10.5 1 4.0 　　13.0 (1.015～ 166.542) 0.049■

c1/ c2+CD 9 47.4 6 24.0 　　9.8(1.760～ 54.001) 0.009■■

Female c1/ c1+DD 21 40.4 21 45.7 　　1.00

c1/ c1+CD 14 26.9 12 26.1 　　1.167 (0.435～ 3.130) 0.760

c1/ c2+DD 5 9.6 4 8.7 　　1.250 (0.290～ 5.385) 0.765

c1/ c2+CD 12 23.1 9 19.5 　　1.332 (0.461～ 3.857) 0.596

　　Fisher精确检验 [ Fishers Exact Test(2-Tai l)] , ■P<0.05 , ■■P<0.01

的可能致病因素之一[ 7] 。本次调查的工人中 , 有来自

同一工厂 、相同工种的工人 , 分列在慢性苯中毒组和

苯接触组中 , 这种对苯的不同敏感性的个体差异 , 除

了与环境暴露 、 生活方式等因素有关外 , 可能与苯代

谢酶 CYP2E1基因多态性有关 。通过对慢性苯中毒组

和苯接触组 Pst I/ RsaI 位点的基因多态性调查分析 ,

未发现两组间差异有显著性 , 与 Rothman N曾经报道

过 CYP2E1 RsaI/ Pst I多态与苯中毒间相关无显著性

结果一致[ 8] 。CYP2E1第六内含子区 T7668A (Dra I位

点)多态也影响转录调节 , 在癌症尤其是肺癌的研究

中较为普遍
[ 5]
, 对苯的研究报道仍以体外实验为主。

本次对两组的 DraI 位点调查结果 , 也未显示差异有

显著性 。但是将两组的各基因型按性别分层进行统

计 , 结果发现一个有趣的现象 , 男性携带杂合子突变

型 c1/c2发生慢性苯中毒的危险性是野生型 c1/c1型

的3.5 倍 (95%CI1.010 ～ 12.382), 携带 CD 型基因

是DD型的 4.0倍 (95%CI1.704 ～ 15.374)。分别将

各联合基因型 c1/c1+DD 、 c1/c1+CD 、 c1/c2+DD 、

c1/c2+CD 进行比较 , 男性携带 c1/c2 或 CD联合基

因型 , 其发生慢性苯中毒的危险性较 c1/c1+DD型大

大增加 , 分别是 7.8 倍 (95% CI 　1.257 ～ 48.393)、

13.0 倍 (95%CI1.015 ～ 166.542)、 9.8 倍 (95%

CI1.760 ～ 54.001)。而女性的 Pst I/Rsa I和 DraI 各基

因型或联合基因型在两组间差异无显著性 。乙醇是

CYP2E 1的诱导剂 , 烟草被认为对苯中毒有协同作

用 , 男性携带 c1/c2和 CD基因型显示发生慢性苯中

毒相对危险度增大的结果 , 可能与性别 、遗传 、 生理

状况以及生活方式 (如吸烟 、 饮酒等)不同等多种因

素有关。据报道日本的肺癌病人中 , 等位基因 c2和

C突变率较对照组人群高
[ 9]
。体外实验表明:肝脏微

粒体样本携带 c1/c1+DD基因型 , 其对苯的氧化速率

(Km)高于 c1/c2+CD基因型的 , 而 c1/c1+CD型

Km 值最小
[ 10]
。有人在 CYP2E1特异性探药氯唑沙宗

代谢率 (CHZ-MR)实验中 , 发现女性 CHZ-MR低于

男性
[ 3]
。对此现象需扩大样本 , 进一步研究 。最近有

报道认为 , 苯的血液和细胞毒性不仅与 CYP2E 1有

关 , 还与NADPH-quinone oxidoreductase (NQO1)杂合

子突变导致 NQO1表达缺乏以及芳香烃受体 (AhR)
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的基因型有关[ 11 ,12] 。总之慢性苯中毒的发生是多基

因联合作用的结果。

本次调查显示工人的防护措施 、接苯工龄与慢性

苯中毒发生相关有显著性 , 车间空气苯浓度及接苯总

浓度与慢性苯中毒间相关无显著性 。推测接触组实际

进入机体内的苯浓度可能低于慢性苯中毒组 。此外接

触苯工龄越长 , 在苯慢性侵入的刺激下 , 肝脏中的

CYP2E 1保持着相对较高活性状态 , 滞留在骨髓中的

苯代谢产物 , 不能及时地进入 Ⅱ相代谢酶系统解毒 ,

将转变为危害性更大的苯醌 , 破坏蛋白质 、 DNA 等

细胞大分子 , 引起造血系统功能受抑制 , 严重的可导

致再生障碍性贫血甚至发生白血病 。本次调查未发现

饮酒 、吸烟与 CYP2E1的各基因型对慢性苯中毒的发

生有联系 。

综上所述 , 慢性苯中毒的发生是基因-环境暴露

等多种因素联合作用的结果。避免易感人群从事苯作

业 , 进一步改善工作环境 , 降低空气苯浓度 , 增加个

人的有效防护措施 , 是预防和杜绝职业性苯中毒发生

的重要措施。对于毒物代谢酶 CYP2E1基因多态性在

慢性苯中毒发生的过程中所起的作用 ,以及工作环境 、

最低接苯阈限值 、接苯工龄 、性别差异和生活方式等多

种因素与慢性苯中毒发生的关系仍需深入研究。
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综上 , WAI-R量表的社会功能分量表已能够较好

地反映社会功能状况 , 在扩大使用后将不断作进一步

修改 。
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