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　　摘要:采用 1∶2配对病例-对照研究的方法 , 应用 PCR-

RFLP技术 , 分析与比较了 200例汉族职业性慢性锰中毒病例

与 400例汉族对照的 CYP2E1基因 DraI位点的基因多态性。

结果显示 , CYP2E1基因 DraI位点 D等位基因在对照组和病

例组中的分布频率分别为 59.8%和 78.5%, 差异有统计学意

义 (χ2 =41.778, P=0.000, OR=2.46, 95%CI=1.86 ～

3.25);具有 DD基因型的个体发生职业性慢性锰中毒的危险

性与具有非 DD基因型的个体相比升高了 2.83 倍 (OR=

3.83, 95%CI=2.63 ～ 5.57, P<0.05)。提示 CYP2E1基因可

能是职业性慢性锰中毒的易感基因 , 携带 CYP2E1基因型 DD

者可能增加职业性慢性锰中毒的危险性。
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锰中毒的发病机制与多巴胺耗竭 、 能量代谢 、 自由基和

兴奋性氨基酸及钙离子紊乱有关。长期暴露相同锰作业环境 ,

慢性锰中毒的发生存在明显个体差异 , 提示慢性锰中毒患者

可能携带某些易感致病基因 , 目前对职业性慢性锰中毒遗传

易感基因的研究主要集中于细胞色素氧化酶 P450酶族的基因

研究中。研究发现 CYP2D6基因 2938C-T位点多态性 [ 1]可能与

职业性慢性锰中毒遗传易感性有关。 本文在以往研究资料的

基础上 , 利用 1∶2配比病例对照研究的方法探讨 CYP2E1基

因 DraI位点基因多态与职业性慢性锰中毒易感性的关系 , 为

锰暴露工人慢性锰中毒早期预防提供依据。

1　材料和方法

1.1　研究对象

筛选职业性慢性锰中毒病例 200例 , 其中男性 179例 ,

女性 21例 , 年龄 (41.67 ±6.94)岁 , 工龄 (22.83 ±8.03)

年 , 病例组来自山东 、 江西 、 黑龙江和辽宁等地 , 所有病例

由专业职业病医师根据 GBZ3— 2006 《职业性慢性锰中毒诊断

标准》 判定 , 并由职业病专家组进行复检。根据同工者职工

健康资料为每 1个病例匹配 2名锰暴露情况一致而未发病的

正常锰作业职工 400例为对照组 , 匹配条件为同车间 、 同工

种 、 同一时期作业 , 锰作业工龄相差不超过 3年 , 年龄相差

不超过 5岁 , 其中男性 358例 、 女性 42例 , 年龄为 (45.30±

5.20)岁 , 工龄为 (23.70±5.81)年。研究对象均无帕金森

氏症 、 肝豆状核变性 、 脑血管梗塞后遗症 、 脑动脉硬化 、 脑

炎后遗症和急性一氧化碳中毒后并发症等疾病。 所有研究对

象均为汉族。采两组人群外周血 5 ml于 EDTA抗凝管中 , 采

用 QIAGEN公司抗凝外周全血液基因组提取试剂盒提取 DNA,

操作按照说明书进行。提取的 DNA经紫外分光光度计测定 ,

D260/D280范围在 1.6 ～ 2.0之间 , 将 DNA置 -80℃冰箱冷存

备用。

1.2　CYP2E1基因 DraI位点多态性的检测

基因分型参考文献 [ 2] 所用方法 , PCR扩增含有

CYP2E1基因 DraI位点的 DNA片段 , 片段长度为 995 bp, 采

用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性方法 (PCR-RFLP)

分析 CYP2E1基因 DraI位点基因型。

1.2.1　PCR反应　引物由上海生工生物工程公司合成 , 上游引

物为 5′TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG3′, 下游引物为 5′GAGCTCT-

GATGGAAGTATCGCA3′;25 μlPCR反应体系为:10 ×ExTaq

buffer(含氯化镁 , TaKaRa)2.5 μl, dNTP2.5μl, 上下游引物

各 0.5 μl, ExTaqDNA聚合酶 1.0U, 模板 3 μl, 加双蒸水至 25

μl。在 PCR扩增仪 (Bio-RAD公司, 美国)上进行 PCR, 反应

条件为 94℃预变性 5min, 于 94℃ 60s、 60℃ 90s、 72℃ 120s进

行 35个循环 , 最后 72℃延伸 10min。

1.2.2　RFLP酶切反应　取 10 μlPCR产物加入限制性核酸

内切酶 DraI(NEB公司) 10.0U, 酶切缓冲液 2.0 μl并加双

蒸水补充总体积至 20 μl于 37℃水浴 16h。取酶切产物 10 μl

用 2%琼脂糖凝胶电泳分析 , 在凝胶成像仪下观察结果。野生

型 DD为 572 bp、 302 bp和 121 bp三条带 , 纯合子突变 CC为

874pb和 121 bp两条带 , 杂合子突变 CD为 874 bp、 572 bp、

302bp和 121 bp四条带。为了保证基因分型的准确性 , 随机

抽检其中的 10%样品进行重新分型 , 符合率达 100%。

1.3　统计分析

本文表 3分析采用 1∶2配比病例对照研究的方法 [ 3] , 计

算 χ2值 、 P值 、 OR值及其 95%可信区间。其余统计分析采
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用 SPSS11.5软件 , 检验水准 α=0.05。

2　结果

2.1　基因型分布频率

CYP2E1基因 DraI位点等位基因 D的频率在对照组中为

59.8%, 根据 Hardy-Weinberg平衡定律推算每种基因型的理

论分布频数 , 经统计分析 , 各基因型的分布频率符合遗传学

Hardy-Weinberg平衡 (χ2=2.187, P=0.335), 提示对照组选

择人群无偏倚。

2.2　CYP2E1基因 DraI位点等位基因和基因型频率比较

由表 1可见 , 对照组和病例组 CYP2E1基因 DraI位点等

位基因 D的频率分别为 59.8%和 78.5%, D等位基因频率在

对照组和病例组分布差异有统计学意义 (χ2 =41.778, P=

0.000), 等位基因 D携带者发生职业性慢性锰中毒的危险性

为 C的 2.46倍 (95%CI=1.86 ～ 3.25)。

表 1　CYP2E1基因 DraI位点等位基因在对照组和病例组中的分布

等位

基因

对照组 病例组

例数 % 例数 %
χ2值 P值 OR(95%CI)

D 478 59.8 314 78.5

C 322 40.2 86 21.5 41.778 0.000 2.46(1.86～ 3.25)

　　由表 2可见 , CYP2E1基因 DraI位点基因型在对照组和

病例组的分布差异有统计学意义 (χ2 =49.687, P=0.000),

携带基因型 DD的个体患职业性慢性锰中毒的危险性是携带

基因型 (CD+CC)个体的 3.49倍 (95%CI=2.45 ～ 4.98)。

表 2　CYP2E1基因 DraI位点基因型在对照组和病例组中的分布

基因
对照组 病例组

例数 % 例数 %
χ2值 P值 OR(95%CI)

DD 133 33.3 127 63.5

CD+CC 267 66.7 73 36.5 49.687 0.000 3.49(2.45～ 4.98)

CD 212 53.0 60 30.0

CC 55 13.7 13 6.5

2.3　职业性慢性锰中毒与 CYP2E1基因 DraI位点基因型的关系

将携带 CYP2E1基因 DD基因型记为 (+), 携带 CC记

为 (-), 携带 CD也记为 (-), 统计每个对子 (包括一个

病例和与其配对的两个对照)携带基因型的情况 , 则 (-

-)表示两名对照基因型均不为 DD, (+-)表示两名对照

中有一名基因型为 DD, (++)表示两名对照基因型均为

DD, 如表 3所示 , 按照 1∶2配比病例对照研究的分析方法对

对子数情况进行统计学检验 , χ2 =52.59, P<0.05, 差异有

统计学意义 , 具有 DD基因型的个体发生职业性慢性锰中毒

的危险性与具有 CC或 CD基因型的个体相比升高了 2.83倍

(OR=3.83, 95%CI=2.63 ～ 5.57)。

表 3　慢性锰中毒和 CYP2E1基因 DraI位点基因型关系

的 1∶2配比病例对照研究结果

病例组
对照组

-- +- ++

+(DD) 58 60 9

-(CD或 CC) 34 32 7

3　讨论

疾病的遗传易感性受疾病发生发展相关基因的多态性影

响 , 与基因功能相关的多态性可能会导致 mRNA转录水平的

改变或者基因转录产物的改变而最终影响该基因编码的酶的

活性。本研究在以往研究资料基础上采用 1∶2配比病例对照

研究的方法 , 加大了研究样本的数量 , 通过对 CYP2E1基因

DraI酶切位点的基因多态性与职业性慢性锰中毒易感性关系

进行相关分析 , 携带 CYP2E1基因 DD基因型发生职业性慢性

锰中毒的危险性比携带非 DD基因型的个体高 , 进一步验证

了 WANG等 [ 4]的研究结果。

细胞色素 P450 属于血红蛋白类酶 , 主要亚族包括

CYP1A2、 2A6、 2B6、 2C、 2D6、 2E1和 3A, CYP2E1基因位

于第 10号染色体 , 有 11 413bp, 上游 2 788bp, 下游 599bp,

有 9个外显子 、 8个内含子和 1个典型的 TATA盒 , 翻译产物

为由 493个氨基酸组成的功能蛋白质 [ 5] 。 CYP2E1基因存在 6

种限制性片段长度多态性 , 其中 DraI位点多态性影响

CYP2E1的表达 [ 6] 。人体细胞色素氧化酶 P450在锰中毒的发

生过程中起着重要作用 , 过量的锰可激活细胞色素氧化酶

P450。 CYP2E1存在于黑质富含多巴胺的神经元中 , CYP2E1

基因突变可引起产生活性氧 (ROS)的酶的能力改变 [ 7] , 同

时引起多巴胺递质释放的改变 [ 8] , 多巴胺代谢与锰中毒密切

相关。因此 , CYP2E1基因 DraI位点多态性可能引起黑质神

经元对自由基敏感性的变化 , 从而引起职业性慢性锰中毒。

进一步研究 CYP2E1不同基因型对细胞色素 P450功能的

影响 , 尤其是在锰诱导时细胞色素 P450活性与表达的改变 ,

可以对 CYP2E1基因多态性与职业性慢性锰中毒的易感性提

供有力的证据。
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