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  摘 要:目的 探讨乙醛脱氢酶2(ALDH2)rs671单核苷酸多态性(SNP)个体在RNA水平发生的改变。
方法 收集贵州医科大学附属医院体检者的外周抗凝全血48份。分别以人外周抗凝全血白细胞的DNA和互

补脱氧核糖核酸(cDNA)为模板进行聚合酶链反应(PCR)扩增,然后对PCR产物进行Sanger测序鉴定受试者

的ALDH2
 

rs671SNP位点和对应的cDNA的序列。结果 48例受试者ALDH2
 

rs671(GG、GA、AA)3种基因

型的基因频率分别为58.3%、39.6%和2.1%,并且所有受试者ALDH2
 

rs671SNP位点对应的cDNA的序列

一致,都表现为“G”。结论 48例受试者中,基因型表现为罕见的ALDH2
 

rs671(AA)的个体ALDH2
 

mRNA
可能发生(A→G)RNA编辑。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

changes
 

of
 

individuals
 

with
 

acetaldehyde
 

dehydrogenase
 

2
 

(ALDH2)
 

rs671
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

(SNP)
 

at
 

RNA
 

level.Methods A
 

total
 

of
 

48
 

samples
 

of
 

pe-
ripheral

 

anticoagulant
 

whole
 

blood
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

physical
 

examination
 

population
 

in
 

the
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guizhou
 

Medical
 

University.The
 

DNA
 

and
 

complementary
 

DNA
 

(cDNA)
 

of
 

human
 

anticoagulant
 

whole
 

blood
 

leukocyte
 

was
 

amplified
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR),and
 

then
 

the
 

PCR
 

product
 

was
 

San-
ger

 

sequenced
 

to
 

identify
 

the
 

ALDH2
 

rs671SNP
 

site
 

and
 

the
 

corresponding
 

cDNA
 

sequence.Results The
 

gene
 

frequencies
 

of
 

the
 

three
 

genotypes
 

of
 

ALDH2
 

rs671
 

(GG,GA,AA)
 

in
 

48
 

subjects
 

were
 

58.3%,39.6%
 

and
 

2.1%
 

respectively,and
 

the
 

sequence
 

of
 

ALDH2
 

rs671SNP
 

site
 

corresponding
 

cDNA
 

was
 

the
 

same
 

in
 

all
 

sub-
jects,which

 

expressed
 

"G".Conclusion In
 

the
 

48
 

subjects
 

we
 

studied,individuals
 

with
 

rare
 

genotypes
 

of
 

AL-
DH2

 

rs671
 

(AA)
 

occured
 

RNA
 

editing
 

(A
 

to
 

G)
 

in
 

ALDH2
 

mRNA.
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  乙醛脱氢酶2(ALDH2)rs671单核苷酸多态性

(SNP)被鉴定为活性纯合 ALDH2
 

rs671(GG)、非活

性杂合 ALDH2
 

rs671(GA)、非活 性 纯 合 ALDH2
 

rs671(AA)[1]。ALDH2
 

rs671SNP存在于世界近十

·3962·国际检验医学杂志2020年11月第41卷第22期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,November
 

2020,Vol.41,No.22

* 基金项目:国家自然科学基金项目(81760429);贵州省科技计划项目[黔科合平台人才(2019)5610];贵州省卫生和计划生育委员会科学

技术基金项目(gzwjkj
 

2018-1-072);贵阳中医学院科研项目[(2018)101];贵阳市科技计划项目[筑科合同(2019)9-2号]。

  作者简介:夏万松,男,技师,主要从事RNA的可变剪接相关研究。 △ 通信作者,E-mail:huanghai828@gmc.edu.cn。

  本文引用格式:夏万松,夏英,韦四喜,等.ALDH2基因rs671单核苷酸多态性位点发生(A→G)RNA编辑[J].国际检验医学杂志,2020,

41(22):2693-2696.



分之一人口中,是人类最常见的变异,约5.4亿人携

带ALDH2
 

rs671SNP[2]。携带ALDH2
 

rs671SNP的

个体饮酒后会出现酒精代谢障碍的表现,如面部潮红

和心率增加[3-4]。重要的是 ALDH2
 

rs671SNP除了

会引起酒精反应外,还能影响某些药物的代谢,危及

携带者的健康。ALDH2
 

rs671SNP可增加胃癌、食管

癌、上呼吸道鳞状细胞癌的患病风险[5-9]。此外,AL-
DH2

 

rs671SNP与多种非癌症疾病相关,是心肌梗

死[10-11]、非酒精性脂肪肝病(NAFLD)的危险因素[12]。

ALDH2
 

rs671SNP 也 可 以 明 显 增 加 髋 部 骨 折 风

险[13]。然而,目前的研究较为局限,仅在DNA水平

研究个体的 ALDH2
 

rs671SNP与疾病的相关性,关
于携带ALDH2

 

rs671SNP的个体ALDH2基因在信

使RNA(mRNA)水平的改变研究尚比较少见。因

此,本研究探讨了ALDH2
 

rs671SNP的个体ALDH2
基因在 mRNA水平的改变,为进一步揭示 ALDH2

 

rs671SNP影响人类健康的机制提供基础。

1 资料与方法

1.1 一般资料 将贵州医科大学附属医院体检中心

的48例体检者作为研究对象,收集所有研究对象外

周抗凝全血标本,其中男24例,女24例;年龄20~40
岁。本研究经贵州医科大学附属医院医学伦理委员

会批准。

1.2 仪器与试剂 红细胞裂解液购于北京索莱宝科

技有限公司,DNA及总RNA提取试剂盒、TRIZOL
 

reagent、DNA纯化试剂盒购于生工生物工程(上海)
股份有限公司,实验所需引物合成及聚合酶链反应

(PCR)产物测序也由生工生物工程(上海)股份有限

公司完成,反转录试剂盒购于 TaKaRa公司,Taq
 

DNA聚合酶购于美国 Vazyme
 

Biotech公司。ABI
 

Pro
 

FlexTM梯度PCR扩增仪购于赛默飞世尔科技

(中国)有限公司,琼脂糖水平电泳仪购自北京六一仪

器厂,GeneGnome凝胶成像分析仪购自伯乐生命医

学产品(上海)有限公司。

1.3 方法

1.3.1 位置特异性引物设计 于美国国家生物技术

信息中心(NCBI)数据库下载ALDH2基因的基本信息。
设计上游引物671-F3734(位于内含子11)和下游引物

671-R165(位于内含子12)可特异性扩增含 ALDH2
 

rs671SNP位点的片段。设计上游引物F1455(位于外显

子11)和下游引物R1740(位于外显子13)可特异性扩增

含ALDH2
 

rs671SNP位点对应的互补脱氧核糖核酸(cD-
NA)的片段。所有引物序列如下,671-F3734:5'-GTCCT-
GGGAGTGTAACCCAT-3';671-R165:5'-CCCAGCAG-
GTCCTGAACTTC-3';F1455:5'-GGACAAGGCCAAT-
TACCTGT-3';R1740:5'-ATTCAGCACGCAAGGAT-
CAT-3'。

1.3.2 DNA及总RNA提取、总RNA反转录为cD-
NA 根据红细胞裂解液产品说明书裂解人外周抗凝

全血红细胞,分别用于提取 DNA 和总 RNA。根据

DNA和总RNA提取试剂盒说明书提取人外周抗凝

全血白细胞
 

DNA和总RNA。取5
 

μg总RNA按照

反转录试剂盒说明书进行反转录获得第一链RNA反

转录cDNA。

1.3.3 PCR扩增及测序 为了扩增位于外显子12
的 ALDH2

 

rs671SNP位点,以上游引物671-F3734
和下游引物671-R165进行PCR扩增可鉴定受试者

的ALDH2
 

rs671SNP;以上游引物F1455和下游引物

R1740进行PCR扩增可鉴定ALDH2
 

rs671SNP位点

对应的cDNA序列。引物示意图见图1A。PCR体系

(25
 

μL):2×Green
 

Taq
 

Mix
 

12.5
 

μL,上下游引物各

1.0
 

μL,模板1.0
 

μL,ddH2O
 

9.5
 

μL。PCR反应程

序:94
 

℃预变性4
 

min;94
 

℃变性30
 

s,58
 

℃退火

30
 

s,72
 

℃延 伸30
 

s,共40个 循 环 后72
 

℃延 伸

4
 

min。PCR产物经浓度为1.5%的琼脂糖凝胶进行

电泳分离,根据DNA纯化试剂盒说明书回收目的片

段后进行测序。以DNA为模板的PCR产物用上游

引物671-F3734进行测序,以cDNA为模板的PCR
产物用上游引物F1455进行测序。

2 结  果

2.1 PCR扩增白细胞的DNA和cDNA 用上游引

物671-F3734和下游引物671-R165对白细胞的DNA
进行PCR 扩增的部分结果见图1B。用上游引物

F1455和下游引物 R1740对白细胞的cDNA 进行

PCR扩增的部分结果见图1C。

2.2 PCR产物测序的结果 用上游引物671-F3734
和下游引物671-R165对白细胞的DNA进行PCR扩

增,PCR产物纯化后用上游引物671-F3734进行San-
ger测序的结果见图2A,通过测序结果可鉴定受试者

的ALDH2
 

rs671SNP。用上游引物F1455和下游引

物R1740进行PCR扩增白细胞的cDNA,PCR产物

纯化后以上游引物F1455进行Sanger测序的结果见

图2B。在 图2A 和 图2B 中,当 DNA 在 ALDH2
 

rs671SNP位点表现为杂合“GA”或纯合“AA”时,cD-
NA在对应的位点表现为鸟苷(G),显示出DNA与

cDNA测序结果不符的情况。

2.3 ALDH2
 

rs671(GG、GA、AA)3种基因型的基因

频率和cDNA的表现型 48例受试者ALDH2
 

rs671
(GG、GA、AA)3种基因型的基因频率见图3A。在所

研究的人群中,基因型为ALDH2
 

rs671(GG)的基因

频率最高,基因型为ALDH2
 

rs671(AA)的基因频率

最低 (仅 发 现 1 例)。对 48 例 受 试 者 ALDH2
 

rs671SNP位点对应的cDNA 的核苷酸序列进行计

算,cDNA均表现为“G”,结果见图3B。
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  注:A为ALDH2
 

mRNA及引物示意图,仅展示ALDH2变异体1(Variant,V1)的3'端的3个外显子,▭代表外显子(E),▭下方的数字表示外

显子碱基对(bp)的长度,▼指示ALDH2
 

rs671SNP位点,➝的位置表示引物的位置;B为PCR扩增白细胞的DNA琼脂糖凝胶电泳部分结果;C为

PCR扩增白细胞的cDNA琼脂糖凝胶电泳部分结果。

图1  来自白细胞的DNA和cDNA
 

PCR扩增产物电泳图

  注:A为以白细胞的DNA进行PCR扩增后测序的结果,▼指示 ALDH2
 

rs671SNP位点;B为以白细胞的cDNA进行PCR扩增后测序的结

果,▼指示ALDH2
 

rs671SNP位点对应的cDNA的位点。

图2  配对DNA与cDNA的测序结果

  注:A为ALDH2
 

rs671(GG、GA、AA)3种基因型的基因频率;B
为ALDH2

 

rs671(GG、GA、AA)3种基因型的cDNA表现型。

图3  ALDH2
 

rs671(GG、GA、AA)的基因频率和

cDNA的表现型

3 讨  论

ALDH2蛋白质是以四聚体的形式在体内发挥催

化功能,基因型为杂合ALDH2
 

rs671(GA)的个体,主
要是 ALDH2 蛋 白 质 第 504 位 谷 氨 酸 → 赖 氨 酸

(504E→504K)的改变[14-15]。然而,这种改变会导致

ALDH2蛋白质四聚体的稳定性下降,从而降低 AL-
DH2蛋白质对乙醛的催化活性[16-17]。本研究的受试

者中,基因型表现为杂合ALDH2
 

rs671(GA)的19例

受试者,ALDH2
 

rs671SNP位点对应的cDNA都表
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现为“G”,并未检测到腺苷(A)(图2B),理论上 AL-
DH2

 

mRNA 翻译出的蛋白质并不会出现 ALDH2
(504E→504K)的改变。矛盾的是,LAI等[18]报道基

因型为杂合ALDH2
 

rs671(GA)的个体ALDH2蛋白

质催化活性不到正常活性的1/2。因此,推测基因型

表现为杂合 ALDH2
 

rs671(GA)的受试者,ALDH2
蛋白质催化活性明显降低并不完全是因为 ALDH2
(504E→504K)的改变。一种原因可能是仅 ALDH2
的等位基因(G)被转录,等位基因(A)不被转录,AL-
DH2

 

mRNA的量相对减少,造成 ALDH2蛋白质的

量相对不足,导致机体对乙醛的代谢活性出现异常。
尽管未检测这些受试者 ALDH2蛋白质对乙醛的催

化活性。对于基因型表现为杂合ALDH2
 

rs671(GA)
的受试者,也许机体认为等位基因(A)对于机体是“不
利的”,因此,不转录等位基因(A),而仅转录等位基

因(G)。

RNA编辑被定义为一种协同/转录后修饰机制,
通过在RNA水平上插入、删除或替换核苷酸,导致

RNA序列与其模板DNA之间的差异来改变序列信

息;这种修饰可以发生在编码区,从而重新编码氨基

酸,具有典型的矫正功能;在哺乳动物中,由作用于

RNA的腺苷脱氨酶(ADAR)催化的腺苷→肌苷(A→
I)编辑是最常见的RNA编辑类型[19-20]。这种类型的

RNA编辑在DNA水平表现为“A”,而对应的cDNA
却表现为“G”,DNA与cDNA测序时出现A→G不符

的情况[21-22]。在进行蛋白质翻译时,由于I通常被识

别为G,因此A→I编辑也称为A→G编辑[23]。本研

究中的48例受试者中基因型表现为罕见的纯合AL-
DH2

 

rs671(AA)的受试者,ALDH2
 

rs671SNP位点

对应的cDNA也表现为“G”(图2B),DNA与cDNA
测序出现A→G不匹配。因此,推测基因型表现为罕

见的纯合 ALDH2
 

rs671(AA)的个体 ALDH2
 

mR-
NA发生了(A→G)RNA编辑。有研究表明,基因型

表现为纯合 ALDH2
 

rs671(AA)时,ALDH2蛋白质

的催化活性仅为正常活性的1%~5%[24]。然而,通
过RNA 编辑这种转录后的修饰机制,可以使原本

DNA水平上异常的纯合ALDH2
 

rs671(AA)在RNA
水平矫正为正常的“G”,这是RNA编辑典型的矫正

功能,在进化上也是一种非常好的现象。

4 结  论

48例受试者中,19例基因型表现为杂合ALDH2
 

rs671(GA)的个体,ALDH2
 

rs671SNP位点对应的

cDNA都表现为“G”,基因型表现为罕见的纯合 AL-
DH2

 

rs671(AA)的个体,ALDH2
 

mRNA发生(A→
G)RNA编辑,这些结果为ALDH2

 

rs671SNP如何影

响人类健康的机制提供了新的见解。
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