
中国广东籍汉族人细胞色素 P4502E1

基因 5′侧翼区多态性

王　建　刘焯霖　黎锦如　邵　明　潘锡榜　陈　彪①

(中山医科大学附属第一医院神经科;广州 , 510080)

摘　要　目的:探讨中国广东籍汉族人细胞色素 P4502E1 基因 5′侧翼区的多态性分布规律。 方法:利用聚合酶链反应和

Rsa Ⅰ 、 Pst Ⅰ限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)技术对 82 名正常中国广东籍汉族人的细胞色素 P4502E1 基因 5′侧翼区的

多态性进行了检测。结果:82名正常中国广东籍汉族人的细胞色素 P4502E1 基因 5′侧翼区 C1(Rsa Ⅰ +, Pst Ⅰ-)、C2(Rsa

Ⅰ-, Pst Ⅰ +)等位基因频率分别为 0.854 , 0.146;基因型 C1C1 、C1C2 、C2C2 的比率分别为 0.732 、0.244、0.024 , 符合 Hardy-

Weinberg平衡分布。结论:中国广东籍汉族人细胞色素 P4502E1基因 5′侧翼区 Rsa Ⅰ和 Pst Ⅰ多态性分布规律与欧美人显著

不同。
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Abstract　Objective:To determine the dist ribution of genet ic polymo rphisms in the 5′-f lanking region of

the cytochrome P4502E1(CYP2E1)in Guangdong Hans.Methods:82 normal Guangdong Hans w ere studied with

polymerase chain reaction(PCR)and Rsa Ⅰ or Pst Ⅰ rest riction fragment leng th polymorphic(RFLP)tech-

niques.Results:The allelic f requencies of C1(Rsa Ⅰ +, Pst Ⅰ-)and C2(Rsa Ⅰ-, Pst Ⅰ +)alleles were

0.854 and 0.146.The genotypic frequencies of C1C1 、C1C2 、C2C2 genotypes w ere 0.732 , 0.244 and 0.024 , re-

spectively ,which met Hardy-Weinberg equilibrium.Conclusions:The results suggest that the geno typic and al-

lelic frequencies of CYP2E1 5′-f lanking region polymorphisms in Guangdong Hans are significantly different f rom

those of European populations.

Subject headings　cy tochrome P 450/genetics;polymo rphism , rest riction f ragment length

　　人类细胞色素氧化酶 P4502E1(CYP2E1)是细
胞色素 P450家族的成员之一 。它主要催化乙醇 、

亚硝胺 、卤代烃和苯等许多小分子化合物的代谢 ,

并易受乙醇等毒物 、致癌物的诱导 。CYP2E1 在亚

硝胺致癌中的作用已明确。它是通过氧化还原反

应催化致癌物前体(procarcinogen)生成亲电的 、致

突变的代谢产物 ,也参与自由基的生成和氧化应激

反应[ 1] 。在人肝标本中发现 ,该酶 mRNA 和蛋白

质水平的表达有个体差异。该酶基因 5′侧翼区的
遗传多态性是导致其转录活性有明显差异的主要

因素[ 2] 。但是 ,国内迄今尚未见到对 CYP2E1 基因

多态性的研究报道。因此 ,我们对一组中国广东籍
汉族人 CYP 2E1 基因 5′侧翼区多态性做了初步研

究。
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1　材料和方法

1.1　研究对象

82例健康广东籍汉族人 ,分别来自门诊查体

健康者 ,无遗传病家族史 ,无肿瘤 、风湿病及神经系
统疾病等。其中男性 46 名 ,女性 36名 ,年龄 27 ～

72岁。

1.2　DNA的提取

抽静脉血 10 mL ,ACD抗凝 ,采用常规酚/氯仿

抽提法提取 DNA ,采取紫外分光光度法根据 OD260

值将 DNA稀释至 500 mg/L。
1.3　多态性分析

利用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性

(PCR-RFLP)技术 ,参照Hayashi等
[ 2]
报道的方法。

引 物 序 列 为 J9: 5′-CCAGTCGAGTCTA-

CATTGTCA-3′(位于 -1372 ～ -1352);J8:5′-

TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3′(位于 -960

～ -980)。引物由美国帕金森病研究所合成。

PCR扩增采用 Perkin-Elemer 9700 PCR仪 ,反

应总体积 30 μL ,含有 200 μL/L dN TP 、两种引物

各0.25μmol/L 、体积分数为 0.05的DMSO 、0.4μg

DNA 、2U Taq DNA 聚合酶(加拿大真达科技有限

公司)、10 mmol/L Tris-HCI(pH9.0)、1.5 mmol/L
MgCl2 、50 mmol/L KCl体积分数为 0.001 的 Tri-

ton ×100 。扩增长度为 410 bp。先在 95 ℃下预变

性2 min ,再以下列温度和时间循环 35次:95 ℃45

s;55 ℃1 min;72 ℃1 min;最后在 72 ℃下延伸 10

min。将扩增产物 8μL 分别用 10 U Rsa Ⅰ和 Pst

Ⅰ限制性内切酶(Promega产品)在 37 ℃下消化 2

h ,再以 8%的聚丙酰胺凝胶电泳及 EB染色。若存
在一个 Rsa Ⅰ酶切位点 ,则扩增产物被切成 360 bp

和50 bp两个片段;若存在一个 Pst Ⅰ酶切位点 ,则
扩增产物被切成 290 bp和 120 bp两个片段。

2　结　果

82名中国广东籍汉族人 CYP2E1 基因 5′侧翼

区 C1(Rsa Ⅰ +, Pst Ⅰ-)、C2(Rsa Ⅰ-, Pst Ⅰ +)

等位基因的频率 、基因型频率分布及与其它人群的
比较见表 1。

表 1　不同研究报道的人类 CYP2E1基因 5′侧翼区多态性分布对比

Table 1　Comparison of current results w ith other repo rts

G roups　　
No.of

cases

Genotype of CYP2E1

A(C1C1) B(C1C2) C(C2C2)

Allele F requency

C1 C2

Reference No.

Guangdong Hans 　　82 　　0.732 　　0.244 　　0.024 　　0.854 　　0.146 This study

Japanese 202 0.8071) 0.193 6

Caucasians 107 0.982) 0.02 7

African-American 126 0.98 0.02 0.00 0.992) 0.01 8

European-American 449 0.92 0.07 0.01 0.96
2) 0.04 8

　　1)compared w ith Guangdong Hans , P >0.05;2)P <0.0001

　　由表 1可见 ,中国广东籍汉族人 CYP2E1 基因

5′侧翼区 C1 、C2 等位基因的频率分别为 0.854 ,
0.146。C1C1 、C1C2 和 C2C2 的基因型频率分别为

0.732 , 0.244 , 0.024。 在 所 研 究 的 人 群 中
CYP2E1 Rsa I 和 Pst I 多态性是完全连锁的 。经

χ
2
适合度检验 CYP2E1 基因型分布符合 Hardy-

Weinberg 平衡分布。

3　讨　论

帕金森病(PD)中黑质细胞死亡的原因至今不

明 ,但可能与自由基的生成和氧化应激有关。对易
感人群 ,外源性(如 MPTP)和内源性毒素(如 iso-

quinolines ,异喹啉)可能是启动黑质细胞变性的重

要因素
[ 3]
。一些研究表明 , 部分与解毒有关的酶

(如 P450酶族)的遗传多态性可以导致帕金森病患
病危险性的增高[ 4] 。在人类 P450 大家族中 ,主要

有 3个基因家族(CYP1 、CYP2 、CYP3)参与外源物
(xenobiotics)的代谢和激活 。P450 酶的合成受遗

传因素的调控 ,因此 ,一旦基因发生变异 ,它所调控
生成的 P450酶和酶所催化的药物代谢即发生变

化。因此 , P450基因的多态性是构成药物或外源
性毒素代谢个体差异和种族差异的基础。已知在

人 P450 酶系统中具有两态分布的有 CYP1A1 、
CYP1A6 、CYP2C 、CYP2D6 、CYP2E1 等。

CYP2E1可被乙醇诱导 ,能代谢一系列低分子
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量有机化合物包括亚硝胺 、乙醇和苯等。它不仅存

在于肝脏中 ,而且广泛存在于肝外组织 ,包括脑。

最近 Riedl等
[ 5]
采用抗肽抗血清的免疫组化技术发

现 ,在大鼠的黑质和纹状体内有 CYP2E1 表达 ,提

示它可能与黑质细胞的功能有关。CYP2E1参与活

性氧的生成 ,而后者可能是 PD黑质细胞死亡的原

因之一。在培养的皮层星型胶质细胞中 , CYP2E1

由乙醇诱导后可以增加活性氧的生成 ,降低抗氧化
剂(如谷胱甘肽等)的水平 。CYP2E1 还与内源性毒

素如异喹啉的生成有关。它是将乙醇代谢为乙醛 ,

后者再与多巴胺缩合生成异喹啉衍生物。因此 ,
CYP2E1活性增加或者是黑质多巴胺的蓄积均可造

成异喹啉衍生物对黑质细胞的慢性损伤 ,最终导致

神经变性 。

Hayashi等[ 2]研究发现 ,CYP2E1 基因 5′侧翼区的
遗传多态性影响其转录活性 ,进而导致药物氧化活性

的个体差异。他用 PCR方法扩增出 5′侧翼区-1 372

到-960的 DNA片段 ,与 SV40启动子一起融合到

报道基因(reporter gene)中进行表达 ,结果发现 C

型DNA(即 C2/C2 突变型纯合子)增强子活性是 A

型 DNA(C1/C1 野生型纯合子)增强子活性的 10

倍。DNase I印迹分析结果表明 , Rsa Ⅰ多态性位

点是导致其转录活性有明显差别的主要因素[ 2] 。

Watanabe等
[ 6]
在 202位日本人 CYP2E1 基因的 5′

侧翼区用 Rsa Ⅰ和 Pst Ⅰ内切酶检测到二种连锁

的多态性———C1 单倍型(Rsa Ⅰ位点+, Pst Ⅰ位

点-),C2 单倍型(Rsa Ⅰ位点-, Pst Ⅰ位点+)。在
人群中这二种基因位点的频率分别为 0.807和 0.

193。

本研究发现中国广东籍汉族人 CYP2E15′侧翼
区C1 、C2等位基因的频率分别为 0.854 , 0.146;其

基因型分布野生型纯合子 0.732 ,杂合子 0.244 ,突

变纯合子 0.024 ,基因型分布符合 Hardy-Weinberg

平衡分布 ,说明本样本基本代表中国广东籍汉族人

该基因位点的多态性分布规律。在我们所研究的
人群中发现 ,CYP2E1 Rsa Ⅰ和 Pst Ⅰ多态性是完

全连锁的 。这与以往的报道一致[ 6] 。同时将本文

资料与其它几个主要研究 CYP2E1 基因多态性的

报道比较(表 1),可见中国广东籍汉族人 CYP2E1

C1 、C2等位基因频率与日本人接近 ,但与欧美人显

著不同 ,C2等位基因频率显著高于欧美人 ,说明该

基因的多态性具有种族差异。

既然CYP2E1 活性改变可能决定黑质细胞对

慢性自由基损伤的易感性 ,且该基因 5′侧翼区多态

性影响其转录活性。因此很有必要研究 CYP2E1

基因多态性与 PD 发生的关系 。我们目前正就
CYP2E1是否是 PD的一个遗传易感性基因进行研

究。
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