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毒物代谢酶 CYP2E1基因多态性对苯乙烯代谢的影响
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　　摘要:目的　探讨 CYP2E1基因多态性对苯乙烯代谢的影响。方法　以 56名苯乙烯接触工人为研究对象 , 应用

个体采样器测定其个体接触剂量 , 应用高效液相色谱法测定其尿中主要代谢产物 (苯乙醇酸和苯乙醛酸)的含量 ,

应用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性分析技术 (PCR-RFLP)检测其 CYP2E1基因 5端上游调节区 RsaI位点及

第六内含子区 DraI位点的多态性。结果　CYP2E1基因 5端 RsaI多态性对职业接触苯乙烯低浓度组工人尿中苯乙醇

酸和苯乙醛酸含量均有显著影响 (P<0.05)。结论　CYP2E1基因 5端 RsaI多态性对苯乙烯代谢结果具有一定影响 ,

可能是苯乙烯职业接触遗传易感性因素。
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EffectofgeneticpolymorphismsoftoxinmetabolicenzymeCYP2E1 onmetabolismofstyrene
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Abstract:Objective　ToexploretheinfluenceofgeneticpolymorphismsofCYP2E1onthemetabolismofstyrene.Meth-

ods　 56 styrene-exposedworkerswereselectedasstudysubjects.Personalpassivesamplerswereusedfordeterminingpersonal

time-weightedaverage(TWA), HPLCwasusedfordetectingitsmainmetabolites(mandelicacidandphenylglyoxylicacid)in

urine, andpolymerasechainreaction-restrainedfragmentlengthpolymorphismtechnique(PCR-RFLP)wasappliedtodetect

thesinglenucleotidepolymorphisms(SNPs)onCYP2E1 (5-flankingregion, RsaI, andintron6, DraI).Results　 There

wasasignificantassociationbetweenurinarymetabolitesandgenotypesofCYP2E1 (5-flankingregion, RsaI)inlow-exposed

group(P<0.05).ConclusionStyrenemetabolismcouldbeinfluencedbygenotypesofCYP2E1 (5-flankingregion, RsaI),

thiskindofgenotypescanberegardedassusceptiblefactor, thatmightbehelpfulinevaluatingtheindividualsusceptibilityand

usinginscreenofstyrene-exposedpopulations.
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　　苯乙烯 (styrene)是合成橡胶 、 合成树脂 、塑料

等的主要化工原料。在工作场所 , 苯乙烯主要通过呼

吸道吸收 , 中间代谢产物为环氧苯乙烯 , 终产物主要

为苯乙醇酸 (MA)、 苯乙醛酸 (PGA), 其中环氧苯

乙烯很可能具有致突变及致癌作用
[ 1]
。 2002年 , 国

际癌症研究学会 (IARC)将环氧苯乙烯定为极可能

致癌物 (group2A)。因此 , 可推测苯乙烯的遗传损

伤机制很可能与环氧苯乙烯有关 。 CYP2E1酶为苯乙

烯主要的Ⅰ相代谢酶 。本研究同时测定苯乙烯接触工

人的 CYP2E1基因多态性 、个体苯乙烯接触剂量 、 尿

中苯乙烯代谢产物浓度 , 分析探讨 CYP2E1基因多态

性对苯乙烯代谢的影响。

1　对象与方法

1.1　实验对象

采用整群抽样的方法 , 选择山东省某玻璃钢游艇

生产厂接触苯乙烯的工种 (调漆工 、 喷涂工), 对工

龄 1年以上 , 使用相同个体防护用品 (防毒口罩)

的工人 , 共计 56人进行调查。

为了探讨在相同或相似的接触条件下 , CYP2E1

基因多态性对苯乙烯尿中两种代谢产物的影响 , 按照

我国职业接触限值 (苯乙烯时间加权平均浓度为 50

mg/m
3
)及本研究中苯乙烯个体接触剂量检测结果 ,

将研究对象分为高暴露组 (>50 mg/m
3
)和低暴露

组 (≤50 mg/m
3
)。两组之间一般情况比较 , 年龄 、

工龄 、 吸烟 、 饮酒等差异均无统计学意义 (P>

0.05)。

1.2　问卷调查

调查内容包括民族 、 年龄 、工龄 、职业史 、个体

防护情况 、 吸烟饮酒习惯 。

1.3　个体检测

为每位研究对象佩戴个体采样器 , 采集其一个完

整班制的苯乙烯接触剂量 , 检测方法参照参考文献

[ 2] 所述方法。
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1.4　尿中代谢产物的测定

收集工人的班末尿 , 采用国家标准方法
[ 3]
测定

尿中苯乙醇酸及苯乙醛酸浓度 , 同时采用国家标准方

法
[ 3]
测定尿中肌酐含量进行浓度校正 。

1.5　基因多态性分析

1.5.1　DNA提取　采集研究对象静脉血约 3 ml, 采

用人基因组 DNA提取试剂盒 (北京天根生化科技有

限公司)提取 DNA, -80℃保存 。

1.5.2　基因分型 　采用聚合酶链式反应 -限制性片

段长度多态性分析法 (PCR-RFLP)分析 CYP2E1基

因 5上游调控区 RsaI位点及第六内含子区 DraI位点

的基因型。引物设计采用 PrimePrimier5软件。

RsaI位点引物序列:上游引物 5-TTCATTGT-

GTCTTCTAACTGG-3,下游引物 5-CCAGTCGAGTCT-

TACATTGTCA-3。反应总体积为 50 μl, 内含引物各

20 pmol、 2×PCRMix25μl, DNA样品 1.0 μl, 双蒸

水 20μl。 PCR扩增条件为 95 ℃预变性 5 min, 然后

进行 35个循环 (95 ℃变性 1 min, 55 ℃退火 1min,

72 ℃延伸 1min), 最后 72℃延伸 10 min。 PCR产物

用 10个单位 RsaI内切酶 37 ℃消化 5h, 消化产物用

2.5%琼脂糖凝胶电泳检测 。

DraI位点引物序列:上游引物 5-TCGTCAGTTC-

CTGAAAGCAGG-3, 下 游 引 物 5-GAGCTCTGATG-

GAAGTATCGC-3。反应总体积及成分同上。 PCR扩

增条件为 94 ℃预变性 10 min, 然后进行 35个循环

(94 ℃变性 1 min, 60 ℃退火 1 min, 72 ℃延伸 1

min), 最后 72 ℃延伸 10 min。 PCR产物用 10单位

DraI内切酶 37℃消化 8 h, 消化产物用 2.5%琼脂糖

凝胶电泳检测。

基因分型采用盲法测定 , 并重复 2次 , 将 2次结

果对好 , 检测其一致性。

1.6　统计分析

应用 SPSS13.0统计软件对实验结果进行统计分

析 。采用直线相关分析研究对象尿中 MA、 PGA含量

与苯乙烯个体接触剂量的相关性;对不同暴露组工人

的一般情况比较采用两独立样本 t检验及 χ
2
检验;采

用两独立样本 t检验分析不同暴露组中 CYP2E1基因

多态性与尿中 MA、 PGA含量之间的关系 , 检验水准

为 0.05。

2　结果

2.1　一般情况

研究对象均为男性 , 汉族 , 年龄为 (32.2 ±

5.3)岁 , 工龄为 (12.2 ±6.9)岁 , 吸烟比例为

89.3%, 饮酒比例为 85.7%。

2.2　苯乙烯个体接触剂量与其尿中代谢产物的关系

经统计分析 , 工人班末尿中苯乙醇酸 (MA)、

苯乙醛酸 (PGA)含量与工人苯乙烯 8 h时间加权平

均浓度 (8 h-TWA)之间具有显著性相关关系 (P<

0.05)。

2.3　CYP2E1 (RsaI, DraI)基因多态性检测结果

2.3.1　CYP2E1 RsaI基因型判断　PCR产物的片断

大小为 410 bp, 经 RsaI酶切后 , 在紫外光下可见 3

种情况 , 野生纯合型 (C1C1)为 360 bp和 50 bp2

个片段;突变纯合型 (C2C2)为 410 bp1个片段;

杂合型 (C1C2)为 360 bp、 50 bp和 410 bp3个片

段 , 见图 1。

1, 2:C1C1;3, 4:C1C2; 5:C2C2

图 1　CYP2E1RsaI位点的酶切图谱

2.3.2　CYP2E1 (DraI)基因型判断　PCR产物的

片断大小为 995 bp, 经 DraI酶切后 , 在紫外光下可

见 3种情况 , 野生纯合型 (DD)为 572 bp、 302 bp

和 121bp3个片段;突变纯合型 (CC)为 874 bp和

121bp2个片段;杂合型 (CD)为 874 bp、 572 bp、

302bp和 121bp4个片段 , 见图 2。

2.3.3　CYP2E1基因多态性检测结果

经统计分析 , 可知在两组中基因型分布差异无统

计学意义 (P>0.05)。见表 1。
表 1　CYP2E1基因多态性位点在不同苯乙烯暴露组中的

基因型分布情况

基因型
高暴露组 低暴露组

人数 % 人数 %
P值

CYP2E1RsaI位点

C1C1 17 65.4 20 66.7

C1C2 8 30.8 10 33.3 0.70

C2C2 1 3.8 —

CYP2E1DraI位点

DD 18 69.2 21 70.0

CD 8 30.8 9 30.0 0.86

　　注:因 CYP2E1 RsaI位点 C2C2基因型只发现 1例 , 故将其与

C1C2合并进行统计分析 , 统计方法采用双侧卡方检验。
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1, 4:CD;2, 3, 5:DD

图 2　CYP2E1DraI位点的酶切图谱

2.4　CYP2E1基因多态性与受试工人尿中苯乙烯代

谢产物含量的关系

2.4.1　CYP2E1 RsaI位点多态性　在低暴露组中 ,

CYP2E1RsaI位点 C1C1基因型受试工人尿中的 MA、

PGA、 MA+PGA含量显著低于 C1C2 /C2C2基因型

(P<0.05);高暴露组中未发现两者差异有统计学意

义 。结果见表 2。

　　　　表 2　不同苯乙烯暴露组中 CYP2E1RsaI不同基因型对工人尿中 MA、 PGA含量的影响 (x±s) mg/g肌酐

基因型
低暴露组 高暴露组

人数 MA PGA MA+PGA 人数 MA PGA MA+PGA

C1C1 17 72.55±32.64 57.16±26.40 129.70±58.62 20 266.99±126.99 219.60±100.51 486.59±223.06

C1C2及C2C2 9 112.28±33.43 87.70±26.70 199.98±57.28 10 232.99±93.34 194.93±73.84 427.50±156.16

2.4.2　CYP2E1DraI位点多态性　在低暴露组与高

暴露组中 , CYP2E1 DraIDD基因型受试工人尿中的

MA、 PGA、 MA+PGA含量与 CD基因型受试工人无

显著差别。结果见表 3。
表 3　不同苯乙烯暴露组中 CYP2E1基因 DraI多态性与工人苯乙烯代谢产物含量的关系 (x±s) mg/g肌酐

基因型
低暴露组 高暴露组

人数 MA PGA MA+PGA 人数 MA PGA MA+PGA

DD 18 90.67±40.40 71.82±32.38 162.49±71.62 21 248.59±111.41 214.85±95.01 463.43±200.50

CD 8 76.47±30.28 58.53±22.52 135.00±51.97 9 271.69±132.81 203.28±89.22 474.97±218.88

3　讨论

目前 , 随着大规模基因测序工作的相继完成 , 基

因组学的研究也从结构基因组学转向功能基因组学。

功能基因组学以揭示基因功能及调控机制为目标 , 关

键是功能标志及其研究模型体系的确立。环境基因组

计划作为功能基因组的重要组成部分 , 重点探索环境

应答基因和环境毒物之间的相互作用及其与疾病发生

的关系 , 其中代谢酶多态结构对毒物功能及与毒效应

相关的基因表达的调控是研究的重点之一 。

细胞色素 P4502E1 (CYP2E1)基因编码的氧化

酶是环境前致癌物活化的关键酶之一 , 是体内重要的

Ⅰ相代谢酶 , 在苯乙烯代谢过程中 , 主要催化苯乙烯

生成极可能具有遗传毒性和致癌作用的中间代谢产

物 ———环氧苯乙烯 , 后者继续代谢 , 主要生成代谢终

产物———苯乙醇酸和苯乙醛酸 , 最终随尿排出 。人体

接触苯乙烯量越多 , 产生的代谢产物也相应增加。本

研究结果也证实 , 苯乙烯个体接触剂量与其尿中代谢

产物浓度呈直线相关关系 , 具有显著统计学意义。在

接触苯乙烯浓度相同或相似条件下 , CYP2E1酶活性

越强 , 生成的环氧苯乙烯量越多 , 代谢终产物含量也

相应增多。由于目前技术尚无法直接测定工人体内的

环氧苯乙烯含量 , 在本次研究中 , 我们测定了苯乙烯

代谢产物含量 , 该指标可间接反映体内的环氧苯乙烯

含量。

在本次研究中发现 , 在苯乙烯低浓度暴露组中 ,

携带 CYP2E1RsaIC1C2和 /或 C2C2基因型个体尿中

两种代谢产物含量均显著高于携带 C1C1基因型个

体 。考虑为 CYP2E1基因 5端上游调节区 RsaI位点

变异会增强基因表达 , 从而增加酶的水平和活性。有

研究表明 , C2C2基因型转录活性大约是 C1C1基因

型的 10倍
[ 4]
。但是在苯乙烯高暴露组 , 并没有发现

这种差异 , 除了考虑误差因素外 , 还有可能是由于当

工人接触高浓度苯乙烯时 , CYP2E1的作用减弱。有

研究表明 , 当人接触较高浓度苯乙烯时 , CYP2B6酶

可能发挥更主要的催化作用
[ 5]
。 CYP2E1基因第 6内

含子区 DraI位点多态性也可以影响基因表达 , 但在

本实验中无论是高暴露组还是低暴露组 , 未发现携带

CYP2E1 DraI不同基因型的工人尿中苯乙烯代谢产物

含量有显著性差别 。因此 , 我们推测 , CYP2E1基因

5端上游调节区 RsaI多态性与苯乙烯代谢活化过程

相关性更高 , 但由于本实验样本较少 , 所取得的结果

仍需加大样本 , 进一步深入研究证实 。

本研究系统地探讨了 CYP2E1基因多态性与苯乙

烯职业接触后尿中两种主要代谢产物含量的关系 , 得

到了具有一定意义的结果 , 提示代谢酶基因多态性可

以通过对酶活性的影响进而影响到毒物体内代谢过程。

结果表明 , 携带 CYP2E1RsaI位点 C2C2和 C1C2基因

型个体在接触相同或相似浓度苯乙烯情况下 , 可能会

生成更多的中间代谢产物环氧苯乙烯 , 就可能导致毒

性效应的产生或加剧 。 (下转第 417页)
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表 2　血 、 尿硅分别与Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原 、 羟脯氨

酸直线回归相关参数

模型 未标化 β 标化 β t值 P值

Ⅰ型胶原
常数 0.005 0.260 0.797

血硅 0.039 0.959 17.202 0.000

Ⅲ型胶原
常数 -0.064 -1.479 0.151

血硅 0.116 0.977 23.271 0.000

羟脯氨酸
常数 624.943 13.353 0.000

血硅 6.834 0.241 1.265 0.271

Ⅰ型胶原
常数 -0.100 -8.881 0.000

尿硅 0.001 0.991 38.057 0.000

Ⅲ型胶原
常数 -0.351 -8.461 0.000

尿硅 0.003 0.986 29.997 0.000

羟脯氨酸
常数 638.760 10.909 0.000

尿硅 0.103 0.123 0.633 0.532

细胞进一步受损 , 最终导致弥漫性肺间质纤维化和矽

结节的形成
[ 3]
。 SiO2化学性质稳定 , 难溶于水 , 也

不与一般的酸起作用 , 故通常认为 SiO2在肺内只是

被巨噬细胞吞噬或在病灶内沉积下来。但实际上 ,

SiO2只是难溶 , 进入机体后 , 其表面和体液还是会

产生反应生成硅酸 , 微量的硅元素仍可进入体内血液

和组织进行代谢 , 并发挥作用 , 待累积到一定的

“阈值” 才能 “触发” 不断发展的纤维化过程
[ 4]
。本

实验血硅和尿硅处理组和对照组比较有统计学意义 ,

说明 SiO2颗粒进入机体后有一部分被代谢出去。但

处理组尿液中的硅除了处理因素外还包括体内正常代

谢的硅 。

矽尘可以启动脂质过氧化反应 , 该反应的产物可

以造成巨噬细胞损伤 , 释放一系列致纤维化细胞因

子 , 同时也促使成纤维细胞合成过量胶原蛋白 、弹性

蛋白和蛋白多糖 , 是矽肺纤维化发病过程中的重要环

节之一
[ 5]
。矽肺纤维化时有多型胶原的分泌增多 ,

如 Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原 、 透明质酸和层粘连蛋白等。

有文献报道
[ 6]
, 染矽尘大鼠第 28天肺组织Ⅰ型胶原 、

Ⅲ型胶原含量明显升高 , 且显著高于对照组。本次实

验结果与文献报道相符。

张海英等
[ 7]
的实验中 , 羟脯氨酸在矽肺 0

+
期 、

Ⅰ期含量明显高于对照组 。但本次实验中对照组与处

理组的羟脯氨酸含量没有统计学意义 , 可能是染矽尘

28 d时羟脯氨酸含量尚无改变 , 有待于进一步研究 。

肺泡巨噬细胞吞噬进入肺部而不能被排除的大量

游离 SiO2 , 因呼吸爆发和坏死崩解产生大量的超氧

阴离子和羟自由基等氧自由基 , 引起膜脂质过氧化的

增加。巨噬细胞膜的脂质过氧化损伤激活了巨噬细

胞 , 触发其释放大量细胞因子 , 同时胶原的合成也会

增加 , 促进肺纤维化发生
[ 8]
。所以认为随着 SiO2在

肺组织内的增加 , 其进入血液 、 组织液代谢也会增

加 , 同时导致胶原的合成增加 。本实验血硅 、 尿硅分

别与Ⅰ型 、 Ⅲ型胶原有正相关关系 , 提示二者对早期

矽肺纤维化程度有一定的指示意义。
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具有该类基因型的个体可以认为是苯乙烯毒性作用的

易感人群 , 不适合在苯乙烯暴露岗位工作。因此 ,

CYP2E1 5端上游调节区 RsaI位点基因多态性可考虑

作为苯乙烯职业接触遗传易感性因素 , 用于评价苯乙

烯接触工人职业健康损害的遗传易感性。
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