
分明显!线性范围广!表现为理想的扩增曲线*

$

各组

样本 R() +选用引物
#

,和内参基因 2F43,分别在

&)r和 &$r附近出现单一的熔解曲线峰!确认了实

验中目的基因 R() 和内参基因 2F43,为特异性扩

增*

%

各组移植瘤中 R() 基因相对表达的 '

5

11

]W

值比

较!无统计学意义+(k*0($!'k*0%((%," 其中!R()

基因相对表达量 '

5

11

]W

的均值由高到低依次是)

]i\2中剂量联合 F39大剂量组#]i\2中剂量联合

F39中剂量组#]i\2中剂量联合F39极低剂量组#

F39组#生理盐水对照组#]i\2组#]i\2中剂量联

合 F39小剂量组" 因此!]i\2中剂量联合 F39大

剂量组 R() 基因的相对表达量较高!而 ]i\2中剂量

联合 F39小剂量组 R() 基因的相对表达量较低" 初

步可以得出)

#

除 ]i\2联合 F39 小剂量组外!

]i\2联合 F39各组的 R() 抑癌基因的相对表达量

均高于单用 F39和 ]i\2组以及生理盐水对照组*

$

]i\2联合 F39各组中的 R() 基因相对表达量基

本上与 F39的药物剂量呈正相关" 该实验结果表

明!]i\2各剂量联合阿霉素与单用 F39和 ]i\2

组以及生理盐水对照组相比!]i\2与 F39联合使

用似乎能够上调 4)&& 移植瘤中 R() 抑癌基因的表

达!并与 F39用药剂量呈正相关性" 但要证实复方

浙贝颗粒联合 F39是否能够上调 R() 抑癌基因表达

还需要进行相关研究"

我们在实验中发现!分组中有个别样本的 '

5

11

]W

值与同组其他样本的 '

5

11

]W

值差异显著" 对于这一

现象!我们考虑可能是)

#

样本量不够*

$

4)&& 的

9,]与昆明鼠 9,]不完全匹配!其移植瘤在昆明鼠

体内传代增生活性减弱!并激活了昆明鼠的免疫系

统!影响了 R() 基因在昆明鼠移植瘤内的表达*

%

]i\2和 F39对移植瘤内 R() 基因的表达有影响"
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因和 F_3,' 基因的特定片段进行特异性扩增!限制性内切酶酶切!非变性聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳检测!结合硝酸银染色法判

定基因型" 结果!F3,' 基因存在 ' 种等位基因+F3,'

%

"#F3,'

%

',和 ) 种基因型+F3,'

%

"D

%

"#

%

"D

%

' 和
%

'D

%

',!' 种

等位基因的分布在两组的差异有统计学意义+'n*0*(,!F3,'

%

' 等位基因频率在酒精依赖综合征患者组降低!) 种基因型的

分布在两组无显著差异+'g*0*(," F_3,' 基因存在 ' 种等位基因+F_3,'

%

"#F_3,'

%

',和 ) 种基因型+F_3,'

%

"D

%

"#

%

"D

%

' 和
%

'D

%

',!' 种等位基因和 ) 种基因型的分布在两组中的差异均有统计学意义+'n*0*(,!酒精依赖综合征患者组 F_Q

3,'

%

"D

%

' 基因型和 F_3,'

%

' 等位基因频率降低" 结论!F3,'

%

' 等位基因和 F_3,'

%

' 等位基因对于酒精依赖综合征发

病有保护作用"

关键词!酒精依赖综合征!基因多态性!乙醇脱氢酶 '!乙醛脱氢酶 '
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',0ZN:U?:ST:MLHAU>BB:B:OM WGAX?ATR=N>; =W>WO=WOL>B

=OXMOUOL>MW;OUU:?:ML:+'n*0*(,0ZN:U?:ST:MLHAUF3,'

%

' >BB:B:OM >BLANAB;:R:M;:MWX?ATR G>=BAG:?WN>M WN>WOM >MAWN:?X?ATR0ZN:

U?:ST:MLHAUX:MAWHR:OM WGAX?ATR=N>; MA=W>WO=WOL>B=OXMOUOL>MW;OUU:?:ML:+'g*0*(,0ZGA>BB:B:+F_3,'

%

"!F_3,'

%

' , >M; WN?::

X:MAWHR:=+F_3,'

%

"D

%

"!

%

"D

%

'!

%

'D

%

', :IO=W:; OM F_3,' X:M:0ZN:U?:ST:MLHAU>BB:B:>M; X:MAWHR:OM WGAX?ATR=N>; =W>WO=WOQ

L>B=OXMOUOL>MW;OUU:?:ML:+'n*0*(,0ZN:U?:ST:MLHAUF_3,'

%

"D

%

' X:MAWHR:>M; F_3,'

%

' >BB:B:OM >BLANAB;:R:M;:MWX?ATR G>=

BAG:?WN>M WN>WAUWN:LAPR>?:; X?ATR0!>=;:9/.>=!FBB:B:F3,'

%

' >M; F_3,'

%

' P>HV:R?AW:LWO[:U>LWA?=WA>BLANAB;:R:M;:ML:

=HM;?AP:0

L<C B>2E/!FBLANAB;:R:M;:ML:=HM;?AP:*2:M:RABHPA?RNO=P*FBLANAB;:NH;?AX:M>=:'*FB;:NH;:;:NH;?AX:M>=:'

!!酒精依赖综合征 +>BLANAB;:R:M;:ML:=HM;?AP:!

F3E,指反复大量饮酒引起的特殊心理状态!表现为

对酒精的渴求和经常需要饮酒的强迫性体验!可连续

或间断出现!停止饮酒常出现戒断症状!是饮酒导致

对酒精的精神和躯体依赖" 目前的研究表明!酒精依

赖综合征是一种多因子控制的复杂疾病!由多个基因

共同控制!并且是遗传因素与环境因素以一种极其复

杂的方式相互作用下的产物
/"0

" 与酒精依赖有关的

基因主要包括两大类)一类是药物代谢动力学基因!

这类基因编码的蛋白质是乙醇体内代谢的重要酶类!

包括乙醇脱氢酶+>BLANAB;:H;?AX:M>=:!F3,,基因!乙

醛脱氢酶+>B;:NH;:;:NH;?AX:M>=:!F_3,,基因等*另

一类是药物效应动力学基因!这类基因编码的蛋白质

与乙醇在大脑的蓄积及随后产生的一系列精神依赖密

切相关!包括多巴胺受体 3' + ;AR>POM:?:L:RWA?3'!

3<3',基因#( 5羟色胺运载体+( 5,Z_4<,基因等"

摄入体内的酒精!#*1 /#(1由肝脏内的 F3,和 F_Q

3,代谢" 乙醇先经 F3,作用生成乙醛!乙醛是一种

高度活性和毒性物质! 主要在 F_3,的催化下脱氢而

生成对身体无毒害作用的乙酸!后者进入三羧酸循环!

最终代谢成为二氧化碳和水排出体外"

在人体内!F3,和 F_3,均是由多个同工酶组

成的大家族!其成员在序列上有不同程度的同源" 人

体内有 % 种 F3,基因和 "' 种 F_3,基因已被报

道
/'0

" 其中参与乙醇代谢的主要为 F3,' 和 F_3,'

' 种基因!它们均有高度遗传多态性" F3,' 基因在

第 ) 外显子处发生 2".)F点突变形成 F3,'

%

'"

F3,'

%

" 为野生型!表达产物缺乏乙醇脱氢酶活性!

F3,'

%

' 为突变型!具有正常乙醇脱氢酶活性*F_Q

3,' 基因在第 "' 外显子处发生 2"("*F点突变形成

F_3,'

%

'!这个单碱基的突变导致 F_3,' 第 .&% 位

置发生了谷氨酸到赖氨酸的替换!从而使 F_3,' 丧

失酶活性
/)0

"

本研究立足于云南独特的地域性和生活习性!对酒

精依赖综合征患者组和健康对照组人群的 ' 个乙醇代

谢酶基因多态性进行检测分析!探讨云南汉族酒精依赖

综合征患者与F3,' 和F_3,' 基因多态性的关系"

材料与方法

"0标本来源)酒精依赖综合征患者组的诊断按照$精神疾

病的诊断及统计手册%+;O>XMA=WOL>M; =W>WO=WOL>BP>MT>BAUP:MQ

($)(
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W>B;O=A?;:?=! UAT?WN :;OWOAM!3E9

2

,标准执行!由云南省精神

病医院酒精成瘾科的临床医生按临床表型和饮酒史进行筛

选" 主要筛选条件)

#

汉族+选择民族聚居的自然村!样本要

求追溯 ) 代均为该民族!且未和异族通婚,*

$

饮酒 "* 年以

上*

%

每天饮 "**PB白酒或 '*.*PB啤酒以上*

'

年龄 '* /%*

岁之间*

(

除烟草和咖啡因外! $ 个月内没有使用其他成瘾药

物*

)

没有其他的精神疾病!例如)精神分裂症#严重的抑郁症

及双向情感障碍等" 在签署$自愿者知情同意书%后!采集患

者外周静脉血样! 3̀ZF5C>' 抗凝 5.*r保存"

健康对照组!选择民族#年龄与上述病例组相匹配的个

体" 问卷调查一级亲属无酒精依赖病史!无遗传病史和肝病

史!无其他精神疾病" 在签署$自愿者知情同意书%后!采集外

周静脉血样! 3̀ZF5C>' 抗凝 5.*r保存"

'0序列特异性引物的设计及酶切位点的选择)根据

4TV9:; 上查到的序列!用 @:LWA?CẐ ETOW:$ 软件进行序列比

对!用 4?OP:?4?:PO:?(0* 软件设计目的片段的扩增引物并对

引物的相关参数进行分析!由北京赛百盛基因技术有限公司

合成" F3,' 基因目的片段扩增引物)Y)(e5FFZ]ZZZZ]ZQ

2FFZ]Z2FF]F25)e!<)(e52FF222222Z]F]]F22ZZ25

)e*F_3,' 基因目的片段扩增引物) Y) (e52ZZZ22F2]Q

]]F2ZFF]]]ZZ5)e!<)(e5]]]F]F]Z]F]F2ZZZZ2FFZZ

5)e" 限制性内切酶 9>:

-

购̂自 <ALN:公司! L̀A<̂ 购自北

京赛百盛基因技术有限公司"

)0基因组 3CF的提取)基因组 3CF的提取采用经典的

饱和酚 5氯仿抽提法"

.0基因组 3CF的纯度分析和浓度测定)纯度分析)以 Z̀

液为空白对照!按照序号在紫外分光光度仪上测出每例 3CF

样品的 F

'$*

#F

'&*

数值!然后计算 F

'$*

DF

'&*

的比值!所得比值在

"0%( /"0&( 之间!说明 3CF的纯度符合 4]<扩增要求"

浓度测定)取每例样本 "

"

B!在 C>MA3?AR C35"*** 微量

核酸蛋白检测仪上进行检测!所得数值在 '(*MXD

"

B/)'*MXD

"

B之间!3CF浓度符合实验要求"

(04]<扩增)4]<反应体系)\TUU:?UA?Z>S3CF4AB+"* o

GOWN 9X

' d

,'

"

B!3CF模板 )**MX!;CZ49OI.

"

PAB!上下游引

物各 "*RPAB!Z>S3CF4AB"h!R,值 &0* 纯水补 F3,' 体积至

'(

"

B#F_3,' 体积至 '*

"

B" 反应参数为)F3,')#%r预变性

(POM*#.r变性 "POM!(%r退火 "POM!%'r延伸 "POM!共 )( 个

循环*最后 %'r终延伸 "*POM*F_3,')#%r预变性 (POM!&*r

(POM+,AW5EW>?W,*#.r变性 )*=!((0(r退火 )*=!%'r延伸

)*=!共 )( 个循环*最后 %'r终延伸 %POM"

$0限制性内切酶酶切分型)F3,' 和 F_3,' 基因的 4]<

产物分别用 9>:

-

和 L̀A<̂ 限制性内切酶进行酶切" F3,'

酶切反应体系为)4]<产物 )

"

B!9>:

-

限制性内切酶 "

"

B!

\TUU:?"'0(

"

B!去离子蒸馏水补体积至 '(

"

B!((r过夜*F_3,'

酶切反应体系为)4]<产物 "0(

"

B! L̀A<̂ 限制性内切酶 "

"

B!

\TUU:?'

"

B!去离子蒸馏水补体积至 '*

"

B!)%r过夜"

%04F2̀ 检测)4]<产物和限制性内切酶酶切后产物!均

用 &1的非变性聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳+'(*@#"**POM,!硝

酸银染色法染色进行检测"

&0统计处理)统计酒精依赖综合征患者组#健康对照组各

组中 F3,' 基因型和 F_3,' 基因型的频率!计算出各组中等

位基因的频率!用 ,+E 9̂软件检验 ,>?;H5+:OMV:?X平衡!用

E4EE"$0* 统计学软件处理各组统计资料的比较!采用卡方检

验分析"

结!!果

"0F3,' 等位基因和基因型的分型结果)F3,'

基因 4]<扩增产物为 "*&VR 的 3CF片段!该产物经

9>:

-

限制性内切酶酶切后!产生 ) 种基因型)F3,'

%

"D

%

"#F3,'

%

"D

%

'#F3,'

%

'D

%

'" F3,'

%

"D

%

" 为野生型纯合子!酶切片段长度为 $*VR*F3,'

%

"D

%

' 为杂合子!酶切片段长度为 $*VR##(VR*F3,'

%

'D

%

' 为突变型纯合子!酶切片段长度为 #(VR"

病例组和对照组中均见到上述 ) 种基因分型"

在酒精依赖综合征患者组中 F3,'

%

"D

%

" 基因型有

'# 例!占 )$0'(1*F3,'

%

"D

%

' 基因型有 )% 例!占

.$0'(1*F3,'

%

'D

%

' 基因型有 ". 例!占 "%0(*1"

F3,'

%

" 等位基因频率为 (#0)&1!F3,'

%

' 等位

基因频率为 .*0$'1" 在健康对照组中F3,'

%

"D

%

"

基因型有 '' 例!占 ''0**1*F3,'

%

"D

%

' 基因型有

(* 例!占 (*0**1*F3,'

%

'D

%

' 基因型有 '& 例!占

'&0**1" F3,'

%

" 等位基因频率为 .%1!F3,'

%

'

等位基因频率为 ()1+表 ","

'0F_3,' 等位基因和基因型的分型结果)F_Q

3,' 基因 4]<扩增产物为 "*&VR 的 3CF片段!该产

物经 L̀A<̂ 限制性内切酶酶切后!产生 ) 种基因型)

F_3,'

%

"D

%

"#F_3,'

%

"D

%

'#F_3,'

%

'D

%

'"

F_3,'

%

"D

%

" 为野生型纯合子!酶切片段长度为

#*VR*F_3,'

%

"D

%

' 为杂合子!酶切片段长度为

#*VR#"*&VR*F_3,'

%

'D

%

' 为突变型纯合子!不被

酶切!片段长度为 "*&VR"

病例组和对照组中均见到上述 ) 种基因分型"

在酒精依赖综合征患者组中 F_3,'

%

"D

%

" 基因型

有 $$ 例!占 &'m(*1*F_3,'

%

"D

%

' 基因型有 ")

例!占 "$m'(1*F_3,'

%

'D

%

' 基因型有 " 例!占

"m'(1" F_3,'

%

" 等位基因频率为 #*0$)1!F_Q

3,'

%

' 等位基因频率为 #0)%1" 在健康对照组中

F_3,'

%

"D

%

" 基因型有 $$ 例!占 $$0**1*F_3,'

%

"D

%

' 基因型有 )) 例!占 ))0**1*F_3,'

%

'D

%

'

基因型有 " 例!占 "0**1" F_3,'

%

" 等位基因频率

为 &'m(*1!F_3,'

%

' 等位基因频率为 "%0(*1+表

","

(%)(
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表 '(&$U,#&M$U, 基因型和等位基因频率分布

组别 %

2:MAWHR:基因型 FBB:B:等位基因

%

" D

%

"+1,

%

" D

%

'+1,

%

' D

%

'+1,

%

"+1,

%

'+1,

F3,'

酒精依赖综合征患者组 &* '#+)$0'(, )%+.$0'(, ".+"%0(*, #(+(#0)&, $(+.*0$',

健康对照组 "** ''+''0**, (*+(*0**, '&+'&0**, #.+.%0**, "*$+()0**,

!

'

k(0."(

'k*0*$%

!

'

k(0.(#

'k*0*"#

F_3,'

酒精依赖综合征患者组 &* $$+&'0(*, ")+"$0'(, "+"0'(, ".(+#*0$), "(+#0)%,

健康对照组 "** $$+$$0**, ))+))0**, "+"0**, "$(+&'0(*, )(+"%0(*,

!

'

k$0((.

'k*0*)&

!

'

k.0#*$

'k*0*'%

!!)0统计学分析)经 ,+E 9̂软件统计分析表明!

在酒精依赖综合征患者组#健康对照组中!F3,' 和

F_3,' 的基因型的期望值与观察值的吻合度较好

+

!

'

检验!'g*0*(,!符合 ,>?;H5G:OMV:?X平衡法

则!说明样本的代表性好"

酒精依赖综合征患者组与健康对照组观察到的

F3,'!) 种基因型
!

'

k(0."(!'g*0*(!即)) 种基因

型的分布在两组中差异无统计学意义*' 种等位基因

!

'

k(0.(#!'n*0*(!即)' 种等位基因的分布在两组

中差异有统计学意义!F3,'

%

' 等位基因频率在健

康对照组较酒精依赖综合征患者组高" 酒精依赖综

合征患者组与健康对照组观察到的 F_3,'!) 种基因

型
!

'

k$0((.!'n*0*(*即)) 种基因型的分布在两组

中差异有统计学意义!F_3,'

%

"D

%

' 基因型频率在

健康对照组较酒精依赖综合征患者组高*' 种等位基

因
!

'

k.0#*$!'n*0*(!即 ' 种等位基因的分布在两

组中差异有统计学意义!F_3,'

%

' 等位基因频率在

健康对照组较酒精依赖综合征患者组高"

讨!!论

在基因组水平上由单个核苷酸变异引起的 3CF

序列多态性称为单核苷酸多态性 +=OMXB:MTLB:AWO;:

RABHPA?RNO=P=! EC4=," 在人群中的发生频率大于

"1" 由于其多态性信息量大!更有助于解释个体间

差异!以及不同群体#不同个体对疾病的易感性!因此

被称为第 ) 代遗传标记" 目前人类 F3,#F_3,基因

已发现了很多 EC4位点!虽然近年来随着分子生物

学的不断发展!F3,"#F3,.#F3,(#F_3," 等基因

多态性与酒精依赖的相关性研究越来越多
/.0

!但国

内外关于酒精依赖敏感基因的研究仍主要集中在

F3,'#F_3,' 两个位点"

F_3,基因编码的乙醛脱氢酶是影响血液中乙

醛清除的主要因素!无活性的突变型 F_3,'

%

' 基因

呈显性遗传!其合成的酶无活性!可使乙醛在血中蓄

积" 近年来研究报道显示
/(!$0

!乙醇脱氢酶变异导致

的乙醛生成过快也可影响酒依赖发生!酒精成瘾群体

F3,'

%

" 等位基因比例偏高" 因此 F3,基因编码

的乙醇脱氢酶也是使血乙醛浓度增高的重要因

素
/%!&0

" 高活性的乙醇脱氢酶基因 F3,'

%

' 和无活

性的乙醛脱氢酶基因 F_3,'

%

'!均可加速体内乙醛

浓度升高!使体内乙醇代谢的中间产物乙醛的浓度显

著增高!导致血中乙醛蓄积!刺激肥大细胞释放儿茶

酚胺物质!出现烦躁不安#心动过速#面部潮红等!对

饮酒者可起到一定的被动保护作用
/#0

"

国内外对酒依赖患者 F3,和 F_3,基因多态性

的研究表明!F3,' 和 F_3,' 基因位点的等位基因

差异是酒依赖发生的重要影响因素!但在不同地域#

民族中!F3,'#F_3,' 基因的多态性差异很大"

F3,'

%

' 等位基因在各国各民族中分布差异较

大" 在亚洲人群中最常见!其频率多为 $*1 /&*1!

最高可达 #*1!日本人群的频率约为 &(1!在欧美的

白种人中 F3,'

%

' 等位基因频率较低!在 * /"*1

之间!有研究发现荷兰人群该基因的频率仅为

)1

/"*!""0

" 9T?>P>W=T 等研究报道上海人 F3,'

%

'

等位基因频率为 $&1

/"'0

!丁建华等研究江苏省泰兴

市正常人群 F3,'

%

' 等位基因频率为 $.1

/")0

" 本

研究所得到的结果显示健康对照组 F3,'

%

"D

%

' 基

因型占 (*1!和曹西蓉等对中国 ( 民族的研究结果

杂合型 F3,'

%

"D

%

' 分布占优势的结论一致
/".0

!

F3,'

%

' 等位基因频率在健康对照组为 ()1!与上

述报道的亚洲人群相对高分布的状况相符" F3,'

基因能影响健康人群的饮酒行为!9T?>P>W=T#ZNAQ

P>==AM#丁建华等的研究发现!非饮酒者 F3,'

%

' 等

位基因频率高于饮酒者" 沈渔?等人对中国汉族#蒙

古族#朝鲜族和鄂伦春族的研究发现在酒依赖组与正

常对照组的对比中!仅蒙古族酶活性高的 F3,'

%

'

等位基因频率正常对照组高于酒依赖组!其他民族间

该等位基因分布有差异!但在两组中分布差异均不显

著
/"(!"$0

" 本研究所得到的结果表明!F3,'

%

' 等位基

(&)(
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因频率健康对照组+()1,高于酒精依赖综合征患者组

+.*0$'1,!与上述报道基本一致"

F_3,'

%

' 等位基因的频率在朝鲜人中为 "$1!

日本人中为 '%1!且约 (*1为无活性的 F_3,'

%

"D

%

' 和 F_3,'

%

'D

%

' 基因型*欧美白种人中 F_3,'

%

' 的频率则很低
/"%0

" 9T?>P>W=T 等研究报道上海

人 F_3,'

%

' 等位基因频率为 '(1

/"'0

" ]N>A等对

中国台湾人的研究报道!健康人群中 F_3,'

%

' 等位

基因频率为 )*1!罗怀容等在检测中国武汉汉族群

体后发现 F_3,'

%

' 频率是 "'1

/"&0

" 本研究所得到

的结果显示健康对照组 F_3,'

%

"D

%

' 和 F_3,'

%

'D

%

' 基因型占 ).1!F_3,'

%

' 等位基因频率为

"%0(1!和上述国内外的研究报道不完全一致!但基

本符合亚洲人群相对高分布的状况" F_3,' 基因影

响健康人群的饮酒行为!7AT 5LN:M ]N>A等的研究发

现!F_3,'

%

' 等位基因频率在嗜酒组明显低于非嗜

酒组
/"#0

!沈渔?等人的研究表明!中国汉族#朝鲜族#

鄂伦春族与健康对照组相比!F_3,'

%

' 等位基因频

率在酒依赖组显著降低
/"(!"$0

!7T 等也报道!中国汉

族酗酒者中 F_3,'

%

' 等位基因频率显著低于非酗

酒者
/'*0

" 本研究所得到的结果表明!F_3,'

%

' 等

位基因频率酒精依赖综合征患者组+#0)%1,低于健

康对照组+"%0(1,!差异显著"

我们的研究中 F3,' 和 F_3,' 基因型的分布均

符合 ,5+平衡!说明该样本符合 ,5+抽样!具有

代表性" 对云南汉族 F3,'#F_3,' 基因型及等位基

因频率分布的研究结果显示!在酒精依赖综合征患者

组与健康对照组的对比中!酶活性高的突变型 F3,'

%

' 等位基因频率和无活性的突变型 F_3,'

%

' 等

位基因频率!健康对照组均高于酒精依赖综合征患者

组" 因此!我们的研究支持 F3,'

%

'# F_3,'

%

' 基

因在保护机体避免发生酒依赖中起重要作用的假说"
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