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性别和检测方法对乙醛脱氢酶２基因多态性的影响
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　　摘　要：目的　考察性别因素和两种不同检测方法对乙醛脱氢酶２（ＡＬＤＨ２）基因遗传多态性的影响。方法　应用基因芯片

法对２７１例来院就诊患者进行ＡＬＤＨ２基因检测，按性别分类进行基因多态性分析；应用聚合酶链式反应限制性片段长度多态

性（ＰＣＲＲＦＬＰ）分析法，对其中６１例进行检测以比较两种方法的差异。结果　基因芯片法中野生型占５５．０％（１４９／２７１），突变型

占４５．０％（１２２／２７１）；男性中ＧＧ型占５４．５％（９１／１６７），ＧＬ型占３８．３％（６４／１６７），ＬＬ型占７．２％（１２／１６７）；而女性中 ＧＧ型占

５５．８％（５８／１０４），ＧＬ型占３５．６％（３７／１０４），ＬＬ型占８．７％（９／１０４），在男性和女性中，ＡＬＤＨ２各基因型的发生率无显著差异；

ＰＣＲＲＦＬＰ法中ＧＧ型占６５．６％（４０／６１），ＧＬ型占３２．８％（２０／６１），ＬＬ型占１．６％（１／６１），与基因芯片法结果相比各基因型的发

生率无显著差异。结论　性别及检测方法（ＰＣＲＲＦＬＰ与基因芯片法）对ＡＬＤＨ２基因多态性的影响在统计学上无显著差异。

关键词：基因芯片；　聚合酶链式反应限制性片段长度多态性；　乙醛脱氢酶２；　基因多态性
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　　不同遗传背景对酒精性肝病的发病率有明显影响
［１］，乙醛

脱氢酶（ＡＬＤＨ）是其中一个易感因素
［２］。ＡＬＤＨ 是由 ＡＬ

ＤＨ２基因编码，在人群中该基因有３种基因型，具有正常催化

活性的纯合子型ＡＬＤＨ２ＧＧ、催化活性下降的杂合子型 ＡＬ

ＤＨ２ＧＬ、催化活性失去的纯合子型ＡＬＤＨ２ＬＬ。不同基因型

与人对乙醇的敏感性、耐受性、酒后反应以及引发疾病密切相

关。为考察性别和不同检测方法对 ＡＬＤＨ２基因多态性的影

响，本文用基因芯片法和聚合酶链式反应限制性片段长度多

态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）法测定患者的 ＡＬＤＨ２基因型，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年３～６月来本院就诊的住院和门诊患

者，男性１６７例，年龄３８～８６岁；女性１０４例，年龄２８～７７岁。

１．２　仪器与试剂　基因组提取试剂盒和ＡＬＤＨ２基因检测试

剂盒（芯片法）购自上海百傲科技有限公司，ＰＣＲ反应试剂和

限制性内切酶ＥｃｏＲＩ购自大连宝生物公司，９７００ＰＣＲ扩增仪

购自美国ＡＢＩ公司，全自动杂交仪和生物芯片识读仪购自上

海百傲科技有限公司，超微紫外分光光度计购自美国Ｔｈｅｒｍｏ

ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。

１．３　方法

１．３．１　基因组 ＤＮＡ 的提取　取患者 ＥＤＴＡ 抗凝全血

２００μＬ，按照ＤＮＡ提取试剂盒的流程提取基因组ＤＮＡ，紫外

分光光度计检测 ＤＮＡ 浓度及纯度，ＤＮＡ 浓度必须达到１０

ｎｇ／μＬ以上，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值应为１．５～２．０。

１．３．２　基因芯片法的操作方法

１．３．２．１　ＰＣＲ扩增的操作　ＡＬＤＨ２等位基因的反应体系

为：基因组ＤＮＡ２μＬ，ＡＬＤＨ２扩增液２２μＬ，反应液Ａ１μＬ，

总体积２５μＬ；ＡＬＤＨ２扩增液中含生物素残基标记的引物对；

设置阳性对照和阴性对照，与标本一起扩增。ＡＬＤＨ２等位基

因的扩增条件均为：５０℃５ｍｉｎ；９４℃５ｍｉｎ；９４℃２５ｓ，６０℃

２５ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。

１．３．２．２　杂交显色的操作　按说明配好预杂交液、杂交反应

液（１８０μＬ杂交缓冲液＋１０μＬＡＬＤＨ２扩增产物）、洗液１、洗

液２、洗液３、抗体液（碱性磷酸酶标记的亲和素）和显色液

（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ）。杂交仓放入预杂交液４３℃，５ｍｉｎ，吸除；再加

入杂交反应液，基因芯片放入，４３℃，３０ｍｉｎ，吸除杂交反应

液；加入洗液１，４３℃６ｍｉｎ，吸除洗液１，重复１次；加入洗液

２，２８℃ ５ｍｉｎ，吸除洗液２，重复１次；加入抗体液，２８ ℃
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２０ｍｉｎ，吸除抗体液；加入洗液２，２８℃５ｍｉｎ，吸除洗液２，重

复１次；加入洗液３，２８℃３ｍｉｎ，吸除洗液３，重复１次；加入

显色液，４３℃３０ｍｉｎ，吸除显色液；芯片显色区用蒸馏水冲洗

烘干。

１．３．２．３　基因芯片扫描与数据分析　将芯片放入芯片识读

仪，用百傲基因芯片图像分析软件进行图像扫描与数据分析，

输出检测结果。

１．３．２．４　每次实验设置阴性对照（空白），阳性对照（ＡＬＤＨ２

ＬＬ），跟随标本同时实验。

１．３．３　ＰＣＲＲＦＬＰ法的操作方法

１．３．３．１　序列特异性引物的设计与酶切位点的选择　 引物

的设计参照相关文献［３］和 Ｇｅｎｂａｎｋ中的序列，由华大基因公

司合成，Ｆ：５′ＧＴＴＴＧＧＡＧＣＣＣＡＧＴＡＡＣＣＣＴＴ３′；Ｒ：５′

ＣＣＣＡＣＡＣＴＣＡＣＡＧＴＴＴＴＧＡＡＴＴ３′，选用ＥｃｏＲＩ为限

制性内切酶。

１．３．３．２　ＰＣＲ扩增体系与条件　ＰＣＲ体系为２５μＬ，包括

ＤＮＡ聚合酶系统ＰｒｅｍｉｘＴａｑ１１μＬ、引物１与引物２各１μＬ、

ＤＮＡ模板２μＬ、Ｈ２Ｏ１０μＬ。反应参数为：９７℃预变性５ｍｉｎ，

８０℃５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共

３５个循环；最后７２℃终延伸７ｍｉｎ。

１．３．３．３　ＰＣＲ扩增产物的酶切　酶切反应体系为：ＰＣＲ产物

２μＬ，ＥｃｏＲＩ限制性内切酶１μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，去离子蒸馏水补

体积至２０μＬ，３７℃过夜。

１．３．３．４　ＰＡＧＥ电泳　ＰＣＲ产物和限制性内切酶酶切后产

物，用１５％聚丙烯酰胺凝胶电泳，ＥＢ染色，紫外灯照射，观察

结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０统计软件完成，采用卡方

检验进行统计学分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　基因芯片法ＡＬＤＨ２三种基因型的检出率　１６７例男性

和１０４例女性患者ＡＬＤＨ２的基因多态性结果见表１。野生型

纯合子（ＧＧ）占５５．０％，突变型纯合子（ＬＬ）占７．７％，突变型

杂合子（ＧＬ）占３７．３％。在男性和女性患者中，三种基因型的

卡方检验结果均为犘＞０．０５，ＡＬＤＨ２各基因型的发生率差异

无统计学意义。

表１　　ＡＬＤＨ２的基因多态性分析

基因型
男性

狀 频率（％）

女性

狀 频率（％）

合计

狀 频率（％）

ＧＧ ９１ ５４．５ ５８ ５５．８ １４９ ５５．０

ＧＬ ６４ ３８．３ ３７ ３５．６ １０１ ３７．３

ＬＬ １２ ７．２ ９ ８．７ ２１ ７．７

合计 １６７ － １０４ － ２７１ －

　　－：无数据。

２．２　ＰＣＲＲＦＬＰ法测ＡＬＤＨ２等位基因和基因型的分型结果

　ＡＬＤＨ２基因ＰＣＲ扩增产物为１０８ｂｐ的ＤＮＡ片段，该产物

经ＥｃｏＲＩ限制性内切酶酶切后，产生３种基因型：ＡＬＤＨ２ＧＧ

型，酶切片段长度为９０ｂｐ；ＡＬＤＨ２ＧＬ型，酶切片段长度为

９０ｂｐ、１０８ｂｐ；ＡＬＤＨ２ＬＬ型，不被酶切，片段长度为１０８ｂｐ。

分型结果为野生型纯合子（ＧＧ）占６５．６％，突变型纯合子（ＬＬ）

占１．６％，突变型杂合子（ＧＬ）占３２．８％。

２．３　两种方法对 ＡＬＤＨ２的基因多态性分析的比较　在６１

例样本中，三种基因型的卡方检验结果均为犘＞０．０５，ＰＣＲ

ＲＦＬＰ与基因芯片法对 ＡＬＤＨ２基因多态性的影响差异无统

计学意义。见表２。

表２　　两种方法对ＡＬＤＨ２的基因多态性分析的比较

基因型
基因芯片法

狀 频率（％）

ＰＣＲＲＦＬＰ法

狀 频率（％）

ＧＧ ３３ ５４．１ ４０ ６５．６

ＧＬ ２３ ３７．７ ２０ ３２．８

ＬＬ ５ ８．２ １ １．６

合计 ６１ － ６１ －

　　－：无数据。

３　讨　　论

饮酒后吸收进入体内的乙醇，主要在肝脏进行代谢。乙醇

被氧化成乙醛后，其９５％在肝脏变成乙酸，余下５％在其他组

织及血液被代谢掉。乙醇在体内代谢产物乙醛是导致酒精性

肝病的主要原因，而体内乙醛转化为乙酸主要依靠 ＡＬＤＨ 同

工酶中的ＡＬＤＨ２，由于ＡＬＤＨ２Ｇ的基因序列发生突变形成

ＡＬＤＨ２Ｌ等位基因，二者随机组合可编码形成 ＡＬＤＨ２ＧＧ、

ＡＬＤＨ２ＧＬ或 ＡＬＤＨ２ＬＬ３种基因型。基因型是 ＡＬＤＨ２

ＧＧ的饮酒者，体内把乙醛氧化成乙酸能力很强，对乙醇耐受

性高，可以过量饮酒，但应适当节制。基因型是ＡＬＤＨ２ＧＬ的

饮酒者，血液中乙醛的浓度是前者的６倍，对酒有一定的耐受

性，可以适量饮酒。基因型是 ＡＬＤＨ２ＬＬ的饮酒者血液中乙

醛的浓度是前者的１９倍
［４］，对酒敏感，没有耐受性，饮酒后很

快出现严重不适现象，因而拒酒不再饮。ＡＬＤＨ２ＬＬ被认为

是对过量饮酒的抑制因子。

关于ＡＬＤＨ２基因的２种等位基因，在不同的地域、民族、

人种中的频率是不相同的。非洲的黑种人，欧美的白种人，未

发现ＡＬＤＨ２ＬＬ等位基因；属于黄种人系的日本大和民族
［５］，

其ＡＬＤＨ２ＬＬ等位基因频率为０．２４～０．２５。国内河南省洛

阳市汉族样本检测，其 ＡＬＤＨ２ＬＬ等位基因频率为０．１５
［６］。

北京汉族样本该等位基因频率为０．１１
［７］，本研究的华南地区

汉族样本ＬＬ等位基因频率为０．０７，均低于洛阳和北京的ＡＬ

ＤＨ２ＬＬ等位基因频率，而日本人群的明显高于中国汉族人

群。本研究结果提示 ＡＬＤＨ２各基因型的发生率在男女性别

上差异无统计学意义。

本研究中，ＰＣＲＲＦＬＰ与基因芯片法对ＡＬＤＨ２的基因多

态性分析进行比较，结果无统计学差异。ＡＬＤＨ２基因分型研

究现常采用ＰＣＲＲＦＬＰ分析方法。近年迅速发展的基因芯片

技术作为基因分型的有效平台，可对基因多态性进行高灵敏

度、高通量检测［８９］。基因芯片技术是采用原位合成寡核苷酸

或直接将基因片段以点样方式有序固化于支持物表面，通过使

用特异性引物对扩增待测基因，将带生物素标记的扩增产物与

固定在醛基片上的探针进行特异性杂交反应，并进行酶促显色

反应，使特异性的杂交信号呈现颜色，经识读仪扫描，软件分析

得出基因型结果。此法简便快捷，高效准确，灵敏度高，可重复

性好，可为科研及临床应用提供先进平台。
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统计学处理，结果以狓±狊表示。多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用狇检验，组间比较采用犝 检验，相关

分析采用直线相关分析。以犘＜０．０５差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＯＰＤ患者的血清ＣＲＰ水平肺动脉高压组与无肺动脉

高压组相比有统计学意义（犘＜０．０５）。肺动脉高压组患者血

清ＣＲＰ水平经对数转换后与ＳＰＡＰ呈正相关（狉＝０．４０５，犘＜

０．０５）。

２．２　ＣＯＰＤ患者肺动脉高压组、无肺动脉高压组动脉血氧分

压、二氧化碳分压经统计学检验有显著性差异。肺动脉高压

组、无肺动脉高压组患者血清ＣＲＰ水平与动脉血氧分压、二氧

化碳分压水平相关性分析，犘值均大于０．０５，无相关性。二组

患者动脉血氧分压、二氧化碳分压水平与肺动脉压力水平相关

性分析，犘值均大于０．０５，无相关性。

２．３　ＣＯＰＤ患者肺动脉高压组与无肺动脉高压组肺功能检测

结果显示，肺动脉高压组患者ＦＥＶ１／ＦＶＣ％水平低于无肺动

脉高压组患者，经统计学检验犝 值为１．５９，犘＞０．０５，差异无统

计学意义。肺动脉高压组患者ＦＥＶ１／预计值％水平明显低于

无肺动脉高压组患者，经统计学检验犝 值为２．４９，犘＜０．０５，差

异有统计学意义。肺动脉高压组患者血清ＣＲＰ水平经对数转

换后与 ＦＥＶ１／预计值％水平呈负相关（狉＝－０．７１３，犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

慢性阻塞性肺疾病是一种以炎症为核心的多因素构成的

疾病，发病机制复杂，叶胜兰等［２］研究认为ＣＲＰ与ＣＯＰＤ的发

病机制密切相关，肺血管内皮细胞功能障碍、肺血管重塑是慢

性阻塞性肺疾病肺动脉高压的形成机制之一。近期研究发现，

炎症因素参与肺动脉高压中的血管损伤［３］，相关实验数据表明

炎性蛋白在肺动脉生理及肺动脉压力调节中发挥了重要

作用［４］。

ＣＲＰ是一种炎症蛋白，正常情况下由呼吸道上皮细胞、肝

细胞分泌，炎症因子刺激、激活肺泡巨噬细胞亦可产生

ＣＲＰ
［２，５］，随炎症因子的增多患者血清ＣＲＰ水平升高。如果炎

症持续存在，ＣＲＰ 水平持续升高
［６］。患者的气道炎症愈重，

ＣＲＰ升高愈明显，且随着ＣＯＰＤ严重程度增加，血清ＣＲＰ水

平不断增高［７］。同时ＣＲＰ是反映心血管疾病的独立危险因

素［８］，可影响血管内皮细胞功能，导致血管内皮功能障碍及血

管重塑、肺动脉高压形成或加重。本组并发肺动脉高压的稳定

期ＣＯＰＤ患者血清ＣＲＰ水平显著高于与无肺动脉高压组，差

异有统计学意义。肺动脉高压组患者血清 ＣＲＰ水平与ＳＰＡＰ

呈正相关 ，提示ＣＲＰ在ＣＯＰＤ相关性肺动脉高压形成机制中

起重要作用［３］，一定程度反映肺动脉压力水平。

值得注意的是，本组１３３例患者均有直接或间接烟草、烟

雾接触史。已有研究［９］证实吸烟是肺动脉高压的危险因素。

烟雾暴露是ＣＯＰＤ发病及病情加剧、疗效欠佳的重要因素，烟

雾刺激可激活炎症细胞因子，启动并加重炎症反应。

肺功能检查对ＣＯＰＤ 的诊断、严重程度判断及疗效评估

具有重要意义，本研究以ＦＥＶ１／ＦＶＣ％、ＦＥＶ１／预计值％来反

映患者肺功能情况，观察到肺动脉高压组患者 ＦＥＶ１／预计

值％平明显低于无肺动脉高压组患者，差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）；肺动脉高压组患者血清 ＣＲＰ水平经对数转换后

与ＦＥＶ１／预计值％水平呈负相关；提示ＣＲＰ水平与气流受限

程度具有相关性，可反映肺功能损伤程度。

综上所述，ＣＯＰＤ是一种慢性气道炎症性疾病，血清ＣＲＰ

水平与气道、肺实质及肺血管的慢性炎症密切相关，一定程度

反映ＣＯＰＤ继发肺动脉高压的严重程度，可为ＣＯＰＤ相关并

发症的预防、疗效判断及预后情况提供依据。
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