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　 　 摘要： 目的　 探讨 ＲＡＤ５２、 ＸＲＣＣ２、 ＸＲＣＣ４ 基因多态性与 １，３⁃丁二烯 （ＢＤ） 作业工人 ＤＮＡ 修复能力的关系。 方

法　 利用染色体断裂试验评价 ６０ 名 ＢＤ 职业暴露工人和 ６０ 名非暴露工人的外周血淋巴细胞对诱变剂博莱霉素

（ＢＬＭ） 所致 ＤＮＡ 损伤的修复能力， 聚合酶链反应⁃限制性片段长度多态性方法分析 ＲＡＤ５２、 ＸＲＣＣ２ 和 ＸＲＣＣ４ 基因多

态性。 结果　 职业 ＢＤ 暴露组染色体断裂率 ［ （１ ０６±０ ４１）％］ 显著高于对照组 ［ （０ ８５±０ ３６）％］ （Ｐ＜０ ０１）； 暴露

组中 ＸＲＣＣ４ Ａ２４５Ｇ 位点 ＡＡ 基因型个体 ｂ ／ ｃ 率 ［（１ １８ ± ０ ４８）％］ 显著高于 ＧＧ 或 ＡＧ＋ＧＧ 基因型个体 ［（０ ９１ ±
０ ２９）％］ （Ｐ＝ ０ ０２）； ＸＲＣＣ４ Ｔ１３９４Ｇ 位点 ＴＴ 基因型个体 ｂ ／ ｃ 率［（０ ７５±０ ３６）％］ 显著低于 ＧＧ 基因型个体［（１ １３±
０ ４２）％］ （Ｐ＝ ０ ０４）。 结论　 ＸＲＣＣ４ 基因多态性与 ＢＤ 作业工人 ＤＮＡ 修复能力存在相关性。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： １，３⁃ｂｕｔａｄｉｅｎ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ； ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｃａｐａｃｉｔｙ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ

　 　 １，３⁃丁二烯 （１，３⁃ｂｕｔａｄｉｅｎｅ， ＢＤ） 进入机体代谢

形成单环氧化物 １，２⁃环氧丁烯 （ＥＢ）、 双环氧化物

１，２ ∶ ３，４⁃二环氧丁烯 （ＤＥＢ） 和 ３，４⁃环氧⁃１，２⁃丁烯

二醇 （ＥＢＤ） 等氧化产物［１］， 这些代谢产物作用于

机体的遗传物质， 产生 ＤＮＡ 损伤， 如 ＤＮＡ 链断裂、
氧化性碱基。 近来研究发现［２，３］， 当个体 ＢＤ 暴露水

平很高或者 ＤＮＡ 单链断裂修复能力降低时， ＢＤ 及其

环氧化物可通过氧化性 ＤＮＡ 损伤途径间接造成双链

ＤＮＡ 断裂， 即染色体断裂。 另有研究表明 ＲＡＤ５２、
ＸＲＣＣ２ 和 ＸＲＣＣ４ 是 ＤＮＡ 双 链 断 裂 修 复 （ ＤＮＡ
ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ ｒｅｐａｉｒ， ＤＳＢＲ） 通路的重要成员，
对维持遗传物质的完整性和稳定性具有重要意义。 基

于我们以往研究中发现的 ＤＳＢＲ 通路修复酶基因在

ＢＤ 致遗传物质损伤中的重要作用［４，５］， 推测其在 ＢＤ
暴露个体修复损伤 ＤＮＡ 能力过程中可能发挥重要作

用。 因此， 本研究以博莱霉素 （ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ）
作为诱变剂， 利用染色体断裂试验检测职业 ＢＤ 暴露

人群及对照人群的 ＤＮＡ 修复能力 （ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｃａｐａｃ⁃
ｉｔｙ， ＤＲＣ）， 进一步探讨 ＤＳＢＲ 通路修复酶基因

（ＲＡＤ５２、 ＸＲＣＣ２ 和 ＸＲＣＣ４） 多态性与职业 ＢＤ 接触
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者 ＤＲＣ 之间的关联。
１　 对象与方法

１ １　 对象

研究对象为 １２０ 名中国北方汉族人， 其中暴露组来

源于某大型石化企业的 ６０ 名暴露于 ＢＤ １ 年以上的作业

工人， 非 ＢＤ 暴露人群由 ６０ 名事业单位的行政人员组

成。 研究对象的剔除条件为最近接触过致突变因素 （如
Ｘ 线检查）、 患有慢性病 （如自身免疫性疾病） 和有过

急性感染史并使用抗生素治疗的人员。
１ ２　 问卷调查

采用自编统一的调查表， 经知情同意后， 由调查

员对研究对象进行面对面调查， 收集所有参加者的人

口学资料， 吸烟、 饮酒、 饮食等日常生活习惯， 职业

暴露史和个体既往健康 ／疾病史， 并填写调查表。
１ ３　 血样采集和 ＤＮＡ 制备

采集研究对象空腹静脉血 ６ ｍｌ， 置于含肝素钠抗

凝剂的真空抗凝管中， 混匀备用， 于当日分离淋巴细

胞； ２ ｍｌ ＥＤＴＡ 抗凝， 置于冰盒中， －２０℃保存。 盐

析法提取 ＤＮＡ。
１ ４　 基因型分析

采用聚合酶链反应⁃限制性片段长度多态性

（ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ） 技术对 ＲＡＤ５２、 ＸＲＣＣ２ 和 ＸＲＣＣ４ 基因

进行分型。 见表 １。
表 １　 ＰＣＲ 引物及扩增片段大小

基因位点 ／ 片段　 　 引物

ＲＡＤ５２ｒｓ１１２６６（１０７ｂｐ） ５⁃ＣＴＣＴＣＴＣＣＡＣＡＡＣＣＴＣＴＴＧＧＧＣ⁃３
５⁃ＣＴＣＡＡＡＡＡＴＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧＣＣ⁃３

ＸＲＣＣ２ Ｇ４２３４Ｃ（２５１ ｂｐ） ５⁃ＧＣＧＣＣＧＣＣＣＣＡＡＧＣＣＴＣＣＣＡＡＴＣ⁃３
５⁃ＧＴＧＣＧＧＡＣＧＣＧＣＧＣＧＧＧＴＧＧＡＣ⁃３

ＸＲＣＣ４ Ａ２４５Ｇ（１３２ ｂｐ） ５⁃ＣＣＡＡＴＴＴＧＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＴＡＡＣＴＧＴＣ⁃３
５⁃ＡＧＧＴＡＧＴＧＡＡＧＡＡＴＣＡＧＧＣＣＴＡＣＡＡ⁃３

ＸＲＣＣ４ Ｔ１３９４Ｇ（１１５ ｂｐ） ５⁃ＡＡＧＣＡＧＣＡＴＴＴＴＣＡＡＡＧＴＴＡＡＧＡＧＡＡ⁃３
５⁃ＧＡＴＴＴＴＴＧＧＧＧＧＧＡＧＴＴＴＣＴＴＴ⁃３

ＸＲＣＣ４ Ｃ１４７５Ｔ（１２３ ｂｐ） ５⁃ＴＧＧＴＧＣＣＡＡＡＡＧＡＡＡＣＴＣＣＣＣ⁃３
５⁃ＴＧＡＣＣＣＴＴＴＧＡＡＧＣＡＴＴＡＧＣＧＣ⁃３

１ ５　 ＢＬＭ 诱变剂敏感性试验［６］

将 ５ ｍｌ １６４０ 培养基加入离心管中， 肝素抗凝血

５ ５ ｍｌ 加入上述离心管中， 轻轻混匀， ５ ｍｌ 淋巴细胞分

离液加入另一离心管中， 将混匀的血液缓缓加入 （沿管

壁） 淋巴细胞分离液面上， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，
１０ ｍｌ １６４０ 培养基加入新离心管中， 吸弃上清， 白细胞

层吸入上述离心管中， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 用 ４％
的台盼蓝染液计数细胞存活率 （１×１０６ ／ ｍｌ）。 吸去上清

液， 分装 ２ 份 （１ 号和 ２ 号）， 各加入含 ＰＨＡ 的血液培

养基， １ 号培养基作为平行本底。 培养 ６７ ｈ 后， 将终浓

度为 ３ Ｕ／ Ｌ 的博莱霉素加到 ２ 号培养基中。 ７１ ｈ 后， 将

秋水仙素 （终浓度为 ０ ０６ μｇ ／ ｍｌ） 分别加入到 １ 号和 ２
号培养基中。 ７２ ｈ 后将 ２ 瓶培养液分别转入 １５ ｍｌ 的离

心管中， 用 ５ ｍｌ ＰＢＳ 涮洗烧瓶后再到入离心管中。
１ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 吸去上清液， 加入 ８ ｍｌ ０ ０７５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ， 用吸管轻轻混匀细胞 ３ 次， 室温放置 １８
ｍｉｎ。 后快速加入 １ ５ ｍｌ 固定液 （３ ∶ １ 甲醇和冰醋酸），
轻混 ３ 次。 １ ３００ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 吸去上清夜， 用吸

管轻轻混匀细胞５ 次， 加入１０ ｍｌ 固定液混匀， 放入４℃
冰箱过夜。 从冰箱取出固定的淋巴细胞悬浮液， 室温放

置 ３０ ｍｉｎ 以上。 １ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 吸去上清液，
加入适量固定液， 用吸管轻轻混匀细胞 ５ 次。 在冰片上

缓慢地滴２０ μｌ 细胞悬浮液， 自然晾干， 每个样本制作２
份， 包括本底和 ＢＬＭ 诱变。 用 ５％吉姆萨染液 （ｐＨ ＝
６ ８） 染色 ５ ｍｉｎ， 于 １０×１００ 倍油镜下， 计数 ５０ 个细胞

分裂中期相染色体断裂的数目， 即每个样本读 １００ 个。
计算平均每细胞染色体断裂率 （ｃｈｒｏｍａｔｉｄ ｂｒｅａｋｓ ｐｅｒ
ｃｅｌｌ， ｂ ／ ｃ 率）， 以断裂率 （ｂ ／ ｃ） 为统计指标。

ｂ ／ ｃ＝ （ＢＬＭ 诱变组中所有染色体断裂的总和－本底

中染色体断裂的总和） ／所有观察的细胞总数（５０）。
１ ６　 质量控制

所有的基因型图谱均进行 ２ 次分别阅片， 对结果

不一致的样品重复试验； 血样在采集后立即编号，
ＢＬＭ 诱变试验在制片和读片时均严格盲法操作。
１ ７　 统计分析

使用 Ｋ⁃Ｓ 检验考查数据是否符合正态分布。 ｂ ／ ｃ
率在两组研究人群中均符合正态分布。 采用协方差分

析比较不同基因型染色体 ｂ ／ ｃ 率的差异。 本研究染色

体 ｂ ／ ｃ 率按表达惯例， 以 ｘ±ｓ 表示。 统计学检验为双

侧， 检验水准 α＝ ０ ０５。
２　 结果

２ １　 一般情况

分析结果显示两组调查对象在年龄、 吸烟、 饮

酒、 作业工龄方面差异无统计学意义 （表 ２）。 作业

区空气中 ＢＤ 浓度为 １ ８ （０ ５９～２ ７６） ｍｇ ／ ｍ３。
表 ２　 研究对象一般情况

变量 对照组 ＢＤ 暴露组 检验值 Ｐ 值

人数 ６０ ６０

年龄 （ｘ±ｓ， 岁） ３６ １±１ ０ ３５ ８±０ ９ ０ ２４ａ ０ ８１

性别 （男 ／女，％） ６０ ／ ０ （１００） ４４ ／ １６ （７３） １８ ４６ｂ ＜０ ０１

吸烟 （是 ／否，％） ３０ ／ ３０ （５０） ３６ ／ ２４ （６０） １ ２１ｂ ０ １８

饮酒 （是 ／否，％） ４１ ／ １９ （６８） ４６ ／ １４ （７７） １ ０５ｂ ０ ２１

工龄 （ｘ±ｓ， 年） １６ ６±１ １ １５ ０±１ ０ １ １１ａ ０ ２７

注： ａ， ｔ 检验； ｂ， χ２检验。
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２ ２　 研究对象染色体 ｂ ／ ｃ 率的情况

使用 Ｋ⁃Ｓ 检验考查数据 ｂ ／ ｃ 在暴露组和对照组中

均呈正态分布。 暴露组和对照组 ｂ ／ ｃ 值的变化范围分

别为 ０ ３６ ～ ２ ５４ 和 ０ １２ ～ ２ １８， 使用协方差分析，
校正了年龄 ／工龄、 性别、 吸烟、 饮酒等因素对 ｂ ／ ｃ
率的影响后， ＢＤ 职业暴露组 ｂ ／ ｃ 率显著高于对照组。
见表 ３。

表 ３　 职业 ＢＤ 暴露工人和非暴露人群的 ｂ ／ ｃ 率的关系

组别 人数 ｂ ／ ｃ 率 （ｘ±ｓ，％） Ｐ 值

对照组 ６０ ０ ８５±０ ３６
ＢＤ 暴露组 ６０ １ ０６±０ ４１ ０ ０１７

２ ３　 个体 ＤＲＣ 水平与 ＤＳＢＲ 通路基因型的关系

由表 ４ 可见， 暴露组中 ＸＲＣＣ４ Ａ２４５Ｇ 位点 ＡＡ
基因型个体 ｂ ／ ｃ 率显著高于 ＧＧ 或 ＡＧ＋ＧＧ 基因型个

体 （Ｐ ＝ ０ ０２）； ＸＲＣＣ４ Ｔ１３９４Ｇ 位点 ＴＴ 基因型个体

ｂ ／ ｃ 率显著低于 ＧＧ 基因型个体 （Ｐ ＝ ０ ０４）。 对照组

中未观察到类似的关联。 未发现 ＲＡＤ５２ 基因 ｒｓ１１２６６
位点、 ＸＲＣＣ２ 基 因 Ｇ４２３４Ｃ 位 点 和 ＸＲＣＣ４ 基 因

Ｃ１４７５Ｔ 位点的变异对 ｂ ／ ｃ 率的影响。
表 ４　 ＤＳＢＲ 通路基因多态性与 ｂ ／ ｃ 率的关系

基因率
对照组 ＢＤ 暴露组

人数 ｘ±ｓ（％） Ｐ 值 人数 ｘ±ｓ（％） Ｐ 值

ＲＡＤ５２ ｒｓ１１２６６
ＴＴ １７ ０ ９４±０ ４７ １１ ０ ９８±０ ３２
ＣＴ ２１ ０ ７４±０ ３３ ０ １０ ２３ １ １９±０ ５２ ０ １６
ＣＣ ２１ ０ ８９±０ ２９ ０ ５３ ２６ ０ ９７±０ ３０ ０ ６６

ＸＲＣＣ２ Ｇ４２３４Ｃ
ＧＧ ４０ ０ ８７±０ ３６ ３７ １ ０１±０ ４１
ＧＣ １３ ０ ８８±０ ３９ ０ ７７ ２１ １ １４±０ ４０ ０ １３
ＣＣ — — — ２ ０ ９５±０ ６１ ０ ６０

ＸＲＣＣ４ Ａ２４５Ｇ
ＡＡ ２８ ０ ７９±０ ４３ ２５ １ １８±０ ４８
ＡＧ ２２ ０ ８６±０ ２７ ０ ５４ ２６ ０ ９８±０ ３５ ０ １０
ＧＧ １０ ０ ９９±０ ３２ ０ １９ ９ ０ ９１±０ ２９ ０ ０２

ＡＧ＋ＧＧ ３２ ０ ９０±０ ２９ ０ ２７ ３５ ０ ９７±０ ３３ ０ ０３
ＸＲＣＣ４ Ｔ１３９４Ｇ

ＧＧ ４２ ０ ８８±０ ３８ ４１ １ １３±０ ４２
ＧＴ １４ ０ ８２±０ ３１ ０ ６６ １３ ０ ９６±０ ３２ ０ ４５
ＴＴ ４ ０ ６６±０ ３６ ０ ３８ ６ ０ ７５±０ ３６ ０ ０４

ＧＴ＋ＴＴ １８ ０ ７８±０ ３２ ０ ４６ １９ ０ ８９±０ ３４ ０ ０７
ＸＲＣＣ４ Ｃ１４７５Ｇ

ＣＣ ２７ ０ ８９±０ ２９ ２９ １ ０５±０ ４３
ＣＴ ２８ ０ ７７±０ ３４ ０ ２９ ２５ ０ ９８±０ ２９ ０ ７２
ＴＴ ５ １ ０７±０ ７０ ０ ３５ ６ １ ４０±０ ６２ ０ ０７

ＣＴ＋ＴＴ ３３ ０ ８２±０ ４２ ０ ５２ ３１ １ ０６±０ ４０ ０ ８６

　 注： —， 未检出。

３　 讨论

职业流行病学调查结果显示［７］， ＢＤ 职业接触人

群发生淋巴系统和造血系统肿瘤的危险性明显升高，
其致癌性引起国际社会的密切关注。 ＢＤ 及其环氧化

代谢产物经体内代谢活化后， 发挥生物学作用引起各

种 ＤＮＡ 损伤， 本课题组之前的研究也证实 ＢＤ 作业

工人 ＤＮＡ ／染色体损伤高于一般人群［７］。 然而， 有损

伤就必然有修复， ＢＤ 作业工人在长期时间接触 ＢＤ
及长期应对 ＤＮＡ 损伤的情况下， 其细胞的修复能力

也可能会有所改变。 本研究结果表明， 现有 ＢＤ 外暴

露水平下， 职业 ＢＤ 暴露组 ｂ ／ ｃ 率 ［（１ ０６±０ ４１）％］
显著高于对照组 ［ （０ ８５±０ ３６）％］ （Ｐ＜０ ０１）， 即

暴露组 ＤＲＣ 水平显著低于对照组， 说明 ＢＤ 暴露不

仅能导致作业工人外周血淋巴细胞遗传物质的损伤，
还能增加细胞对 ＢＬＭ 损伤的敏感程度， 降低细胞对

于 ＢＬＭ 导致损伤的修复能力。
本研究进一步分析了 ＤＳＢＲ 通路中重要的基因型

与染色体断裂试验检出的 ＤＲＣ 表型之间的关系， 结

果表明暴露组中 ＸＲＣＣ４ Ａ２４５Ｇ 位点 Ｇ 等位基因携带

者其 ＤＲＣ 水平显著高于 Ａ 等位基因携带者； 同时发

现 ＸＲＣＣ４ Ｔ１３９４Ｇ 位点 ＴＴ 基因型个体的 ＤＲＣ 水平显

著高于 ＧＧ 基因型个体。 ＸＲＣＣ４ 是 ＤＳＢＲ 通路的重要

修复基因， 在 ＤＳＢＲ 过程中发挥重要作用。 在 ＤＮＡ
的非同源末端连接 （ＮＨＥＪ） 通路中， 最后实际连接

双链末端的功能是由 ＬＩＧ４⁃ＸＲＣＣ４ 复合体来完成的，
ＸＲＣＣ４ 是 ＬＩＧ４ 的辅助因子， 能增强 ＬＩＧ４ 的活性，
它们形成复合体一起作用于连接点， 在修复途径的最

后阶段对 ＤＮＡ 双链断裂的完善修复起着关键的作用。
以往研究中［４］， 我们发现 ＸＲＣＣ４ 基因 Ａ２４５Ｇ 位点 Ａ
→Ｇ 的变异， 只有当个体携带 ＧＧ 基因型时其 ＮＰＢ
率才显著降低， 也就是其修复能力会明显提高， 但具

有 ＡＡ 基因型或 ＡＧ 基因型的个体其修复能力相似，
说明在我们所研究的人群中等位基因 Ａ 的表型是显

性的。 另外， 有关台湾人乳腺癌的病例对照研究发

现， ＸＲＣＣ４ 基因 Ｔ１３９４Ｇ 位点多态性与乳腺癌危险性

显著相关［８］， 提示 ＸＲＣＣ４ 基因 Ａ２４５Ｇ 和 Ｔ１３９４Ｇ 位

点变异可能导致 ＤＳＢＲ 修复能力降低， 遗传损伤水平

增高， 这些都有力地支持了我们的结果。
在 ＤＳＢＲ 通路中， 除了 ＮＨＥＪ 外， 同源重组

（ＨＲ） 修复通路也起着重要的作用。 ＲＡＤ５２ 是 ＨＲ 修

复途径中的一个关键蛋白， 其在维持基因组稳定性、
抑制肿瘤发生等方面具有重要作用， 发现其与乳腺

癌、 卵 巢 癌、 白 血 病、 肺 癌 等 肿 瘤 的 易 感 性 有

关［９～１１］。 而 ＸＲＣＣ２ 通过参与 ＨＲ 来修复 ＤＮＡ 链的断

裂和交联损伤， 在维持细胞分裂过程中染色体的稳定

性方面具有重要作用。 ＸＲＣＣ２ 基因的单核苷酸多态

性可能影响 ＸＲＣＣ２ 基因的表达， 降低 ＤＮＡ 修复能

力， 与某些肿瘤的易感性相关［１２］ 。 本次研究没有发

（下转第 ２０４ 页）
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降低血压、 促进消化等多重功能。 二是美食调节， 美味食物

不仅是一种享受， 还可以弥补心理的疲劳， 帮助人忘记烦恼，
恢复信心。 三是幽默调节， 适度与同事开开玩笑， 阅读幽默

笑话书籍或观看喜剧电影等， 让生活丰富起来， 可以有效地

避免过劳的危害。
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现 ＸＲＣＣ２ Ｇ４２３４Ｃ 和 ＲＡＤ５２ ｒｓ１１２６６ 这两个多态位点

基因型与染色体损伤易感性的关联， 提示这两个位点

的变异对 ＢＤ 及其代谢产物对遗传物质造成损伤的调

节修复并不起主导作用。 或者本次实验还没有足够的

能力检测出不同基因型个体 ＣＢＭＮ 率的微小差异。
本研究是首次开展的关于 ＢＤ 作业工人 ＤＳＢＲ 通

路 ＲＡＤ５２ ｒｓ１１２６６、 ＸＲＣＣ２ Ｇ４２３４Ｃ 及 ＸＲＣＣ４ Ａ２４５Ｇ、
Ｔ１３９４Ｇ、 Ｃ１４７５Ｔ 基因多态性与 ＤＲＣ 关系的研究， 初

步研究发现 ＸＲＣＣ４ 基因可能在应对 ＢＤ 所致遗传物

质损伤和 ／或 ＤＮＡ 修复能力改变过程中发挥一定作

用， 但目前的样本量还不足以得出最后结论， 有待于

在更大样本量以及前瞻性研究中进一步验证。
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