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·论著·

中国汉族儿童 ALAD 基因型频率分布特点初探

吴胜虎 ,沈晓明 ,颜崇淮 ,殷洁敏 ,章依文 ,周建德

　　[摘 　要 ] 　目的 　通过研究中国汉族人群δ氨基2γ2酮戊酸脱水酶 (ALAD) 基因型 ,探讨中国儿童是否存在

ALAD 基因的遗传多态性及其频率分布特点 ,以确定遗传因素对儿童血铅水平的影响。方法 　整群抽取对铅毒性

较为敏感的 6～10 岁儿童 229 名为研究对象。通过 PCR 及限制性内切酶酶切分析两种ALAD等位基因的频率。

结果 　所研究儿童中 ALAD 121 型有 211 例 ,ALAD 122 型有 18 例。ALAD2 基因频率为 8 % ;ALAD1 基因频率为

92 %。未发现 ALAD 222 型。结论 　中国人 ALAD 基因存在遗传多态性 ;从遗传特质上来说 ,中国儿童对铅毒性

的易感性可能低于欧美儿童。
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Characteristics of ALAD Genotype Frequency Distribution

in the Han Ethnic Children in China
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　　[ Abstract] 　Objective 　To explore the genetic polymorphism of theδ2aminolevulinate dehydratase (ALAD) gene in

children of the Han ethnic group . Methods 　The erythrocyteσ2aminolevulinate dehydratase (ALAD) isozyme phenotypes

were determined in a population of 229 pre2school and primary school children aged 6～10 years. Results 　(1) There

were 211 individuals with the ALAD 121 isozyme phenotype and 18 individuals with the ALAD 122 isozyme phenotype.

(2) The phenotype of ALAD 222 was not detected. Conclusions　A polymorphic enzyme exists in the ALAD gene of the

Chinese population and the ALAD2 allele frequency was lower than in Caucasians. Chinese children are genetically less

susceptible to lead toxicity than Caucasian children.
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　　在以往的流行病学研究中 ,人们发现 ,处于相似

铅暴露环境的儿童有的血铅水平很高 ,而有些血铅

水平并不增高 ;同样血铅水平的儿童有的表现出明

显的智能发育障碍 ,而有些表现则不明显。这说明

除环境暴露因素外 ,机体的易感性也是铅毒性作用

的重要决定因素。国外研究发现 ,机体对铅毒性作

用的 易 感 性 与 δ 氨 基2γ2酮 戊 酸 脱 水 酶 (δ2
aminolevulinate dehydratase , ALAD) 的遗传多态性

有关。中国儿童是否也存在 ALAD 基因的遗传多

态性 ? ALAD 等位基因的频率如何 ? 本文就此进行

了探讨。

1 　对象和方法

1 . 1 　研究对象

在浙江省兰溪市某铅作业工厂子弟小学 (该小

学邻近厂区)整群抽取学前班和 1～3 年级学龄儿童

共计 229 名为研究对象。

1 . 2 　研究方法

1. 2. 1 　标本留取 　对所有研究对象均抽取肘静脉

血 2 ml ,采用 Na2 ED TA (7 % , 10μl) 抗凝 ,用于分离

白细胞、抽提 DNA 供进一步 PCR 及酶切分析用。
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1. 2. 2 　白细胞分离与 DNA 抽提 　常规氯仿法抽提

基因组 DNA。

1. 2. 3 　ALAD 基因型分析

(1) PCR 扩增 ALAD 基因上一个长度为 916 bp

片 段 PCR 引 物 : 上 游 引 物 : 5 ⋯A GACA GA2
CA TTA GCTCA GTA ⋯3 ;下游引物 : 3 ⋯GGCAAA2
GACCACGTCCA TTC ⋯5

扩增条件 :先 94 ℃变性 5 min ,然后按下列参数

进行循环 :94 ℃1 min ,55 ℃50 s ,72 ℃50 s ,共 30

圈 ,最后一圈结束时 ,72 ℃7 min。

(2) ALAD 基因型分析 ,用内切酶 Msp Ⅰ对 PCR

扩增的 ALAD 基因片段 (916 bp) 进行酶解。酶解产

物用琼脂糖凝胶电泳 ,通过分析带型的变化识别有无

基因突变 ,以确定中国人的 ALAD 基因型。

Msp Ⅰ酶切位点 ALAD 基因型分析 :ALAD 121

基因型出现 583 bp ,158 bp ,139 bp ,36 bp 4 条带 ;

ALAD 122 基因型出现 583 bp ,512 bp ,158 bp ,139

bp ,71 bp ,36 bp 6 条带 ;ALAD 222 基因型出现 512

bp ,158 bp ,139 bp ,71 bp ,36 bp 5 条带。36 bp 条带

和 71 bp 条带因分子量小、泳动速度明显快于其它

条带 ,通常情况下并不可见。

2 　结果

2 . 1 　MspⅠ　酶切结果(ALAD基因型分析) 　见附图。

附图 　MspⅠ酶切结果 (MspⅠrestriction fragments) ; lane 2 , 4 :

ALAD 122 ; lane 5 , 8 : 阴性对照 ( The control) ; lane 6 :

ALAD 121 ; lane 1 , 7 : PCR产物 (PCR product) ; lane 3 :

Markers

2 . 2 　229 例儿童 ALAD 基因分析结果

229 例儿童中 ALAD 121 211 例 ,占 92 % ; AL2

AD 122 18 例 ,占 8 % ;未发现 ALAD 222。各占所调

查人群百分比见表 1。

表 1 　本组儿童中 ALAD 各基因型的表现频率

Table 1. 　The children ALAd gene : phenotype frequencies

ALAD 基因型 例数百分比

1 - 1 211 92

1 - 2 18 8

1 - 3 0 0

　　从表中数据可推测中国汉族儿童 ALAD 122 型

的频率 :ALAD 122 型阳性率的标准误 Sp 为0. 0179。

由于样本量较大且阳性率及阴性率不低 ,即样本率

的抽样分布接近正态 ,用正态近似法计算总体样本

率的 95 %可信区间为 :4. 49 %～11. 51 % ;99 %可信

区间为 :3. 38 %～12. 62 %。

2 . 3 　中外部分人群 ALAD 基因频率的比较 (表 2)

从表 2 中可看出本组中国儿童 ALAD 基因的突

变频率低于美国及德国 ,但较利比里亚人群为高。

表 2 　中外部分人群 ALAD 基因频率的比较 ( %)

Table 2. 　Human ALAD polymorphism :

phenotype and gene frequencies ( %)

国　别 ALAD 122 ALAD 122 ALAD 222

中国 92 8 0

美国 89 10 1

德国 79 16 5

利比里亚 100 0 0

3 　讨论

　　本研究调查了 229 例学龄前及学龄儿童并检测

了这些研究对象的 ALAD 基因型 ,结果发现 229 例

儿童中 ALAD 121 型有 211 例 ,占总数的 92 % ;AL2
AD 122 型有 18 例 ,占总数的 8 % ;由于 ALAD 122 型

样本率的抽样分布接近正态 ,用正态近似法计算总

体样本率的 95 %可信区间为 : 4. 49 %～ 11. 51 % ;

99 %可信区间为 :3. 38 %～12. 62 %。这与文献报道

的频率分布较为接近 ,但中国儿童 ALAD 122 基因

型的频率 (8 %)低于美国 (11 %)及德国 (21 %) [1 ] ,这

可能是人种之间的差异所造成。同时也表明 ,从遗

传特质上来说 ,中国儿童对铅毒性的易感性可能低

于欧美儿童。此外 ,本组研究未发现 ALAD 222 型 ,

这可能是由于样本量不足够大所致 ,我们正进一步

扩大样本量 ,可望阐明其分布特点。
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人体内的铅全部来自外界环境 ,外界环境中的

铅主要由消化道和呼吸道进入儿童体内 ,但由于遗

传因素的存在 ,即使是生活在同样的铅污染环境中 ,

其血铅水平也会有所不同。除了环境暴露因素外 ,

机体的易感性也是铅毒性作用的重要决定因素。国

外研究发现 ,机体对铅毒性作用的易感性和δ2AL2
AD 的遗传多态性有关[2 ] 。此前国外的一些研究发

现 ,ALAD 122 型和 ALAD 222 型个体在受到铅暴露

时更容易发生高血铅和铅中毒 ,是铅毒性的易感和

高危人群[1 ,3 ,4 ] 。我们的研究结果表明中国儿童存

在 ALAD 基因的遗传多态性。如果我们能通过建

立某种快速、简便的方法 ,将那些遗传特性上对铅毒

性高度易感的人群 (即高危人群) 筛查出来 ,对他们

进行重点预防 (如进行小环境干预、针对性健康教

育、个体化药物预防等) ,可望在现有条件下明显减

轻环境铅污染对儿童健康的危害 ,提高儿童的健康

水平。有关 ALAD 基因型与儿童铅毒性易感性之

间关系的研究我们正在进行之中。

ALAD 基因型对铅毒性影响的遗传学基础 :有

关铅毒性作用遗传学基础的研究尚不多见 ,目前的

研究主要集中在δ2ALAD[5 ] 。ALAD 存在遗传多态

现象 ,ALAD 由单个基因 ALAD 基因编码 ,位于染色

体 9q34 ,有 2 个等位基因 (ALAD1 和 ALAD2) ,在欧

洲人群中两者出现的频率为 9∶1。这两种等位基因

的不同表达组成了 3 种遗传表现型。最近的研究表

明 ,儿童表现为 ALAD 122 杂合子和 ALAD 222 纯合

子者对铅中毒的易感性增高。在一项大样本的研究

发现 ,ALAD2 等位基因的出现和儿童血铅增高有

关。出现 ALAD2 等位基因的人群中 ,血铅水平超过

300μg/ L 的比例明显增高[1 ] 。Wetmur 等[1 ]研究发

现 ,ALAD 222 和 ALAD 122 个体在受到铅暴露时更

容易发生高血铅和铅中毒 ,是铅毒性的易感和高危

人群。研究表明 ,同样环境铅暴露水平携带 ALAD2

等位基因的纯合子个体的血铅要比 ALAD1 高 100

μg/ L 。Wetmur 估计 ALAD2 对血铅水平的贡献要

占血中总铅的 40 % ,因此 ,ALAD2 是人类铅毒性遗

传易感性的标志 ,该基因携带者是铅毒性的易感人

群。

分子机制 :1991 年 Wetmur 等发现 ALAD2 等位

基因是由于基因序列上第 177 位核苷酸 (第 59 位氨

基酸)发生 G ϖC 突变。这个突变的结果是带正电

荷的赖氨酸被电中性的精氨酸代替 ( K59N 突变) 。

这是 ALAD1 和 ALAD2 多肽的主要区别[5 ] 。这种不

同类型的氨基酸替换可改变酶构象而使酶活性发生

改变。由于 ALAD 酶构象的改变 ,增加了 ALAD2

亚单位与铅的亲和力 ,使 ALAD2 亚单位与铅的结合

更为紧密 ,从而导致携有 ALAD2 亚单位的个体

(ALAD 222 和 ALAD 122)在受到铅暴露时更容易发

生高血铅和铅中毒。此外 ,ALAD 多态性影响铅的

毒代动力学 ,使铅的生物利用度降低 ,导致铅在体内

循环池中长期蓄积[6 ,7 ] 。
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