
论著·临床研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１５．０７．０１２

重庆地区人群ＣＹＰ２Ｃ１９基因型表型多态性分析及检测的临床意义


邓济盨，唐翌姝，毕小云△

（重庆医科大学附属第一医院检验科　４０００１６）

　　［摘要］　目的　了解重庆地区汉族人群的细胞色素氧化酶Ｐ４５０２Ｃ１９（ＣＹＰ２Ｃ１９）基因型，根据基因型选择药物并合理调整药

物剂量，提高疗效、降低不良反应发生概率，以期达到疗效最大、不良反应最少及费用最低的效果。方法　应用基因芯片的方法进

行基因分型。结果　男性中基因型为野生型纯合子１／１（ｗｔ／ｗｔ）占４０．４７％（１７／４２），基因型为１／２（ｗｔ／ｍ１）占３８．０９％（１６／

４２），基因型为１／２（ｗｔ／ｍ２）占１１．９０％（５／４２），基因型为２／２（ｍ１／ｍ１）占７．１４％（３／４２），基因型为２／２（ｍ１／ｍ２）为０（０／

４２），基因型为２／２（ｍ２／ｍ２）占２．３８％（１／４２）。女性中基因型为野生型纯合子１／１（ｗｔ／ｗｔ）占５７．１４％（８／１４），基因型为

１／２（ｗｔ／ｍ１）占２８．５７％（４／１４），基因型为１／２（ｗｔ／ｍ２）占７．１４％（１／１４），基因型为２／２（ｍ１／ｍ１）为０（０／１４），基因型为２／

２（ｍ１／ｍ２）为０（０／１４），基因型为２／２（ｍ２／ｍ２）占７．１４％（１／１４）。在本实验中未发现２／２（ｍ１／ｍ２）基因型。结论　在中国男

性和女性受试者中，性别对重庆地区汉族人群细胞色素氧化酶ＣＹＰ２Ｃ１９遗传多态性的影响在统计学上无差别。

［关键词］　细胞色素氧化酶Ｐ４５０２Ｃ１９（ＣＹＰ２Ｃ１９）；基因多态性；基因型
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　　肝脏是人体重要的解毒器官，许多药物都经肝脏代谢，细

胞色素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０）是主要的肝细胞Ⅰ相代谢酶之

一。在ＣＹＰ２Ｃ亚家族中，ＣＹＰ２Ｃ１９亚型对药物反应起着关键

性的作用，因为他们的活性存在显著的个体差异，表现为遗传

多态性，从而产生血药浓度的个体差异。ＣＹＰ２Ｃ１９酶主要分

布在肝脏，同时也广泛分布于肾、脑、皮肤、肺、胃肠道及胎盘等

组织器官，参与多种外源性物质代谢，如：药物、乙醇、抗氧化

剂、有机溶剂、染料、环境污染物质等。遗传学的改变使

ＣＹＰ４５０酶表现出遗传多态性，并且具有明显个体、种族或地

域差异。等位基因编码的代谢酶具有不同的代谢能力：正常野

生型表现为快代谢型（ＥＭ）；绝大多数突变型等位基因，因碱基

的突变、插入或缺失而造成酶代谢能力降低，表现为慢代谢型

（ＰＭ），这对治疗的个体反应和药物不良反应都产生重要影响。

本文通过对重庆地区人群基因组ＤＮＡ中ＣＹＰ２Ｃ１９基因型的

分型检测，判定患者的药物代谢速率类型，从而帮助医生正确

选择药物并合理调整药物剂量，提高药物使用有效性，为降低

不良反应提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５６例受试者来源于２０１２年５月至２０１３年３

月本院进行ＣＹＰ２Ｃ１９基因型检测的汉族人群，其中，男４２例，

女１４例。

１．２　标本采集　每位受试者静脉采血２ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，用

于提取ＤＮＡ。

１．３　试剂与仪器　ＤＮＡ提取和杂交试剂由上海百傲科技有

限公司提供，批号分别为２０１２０２１１、２０１２０２２３。ＰＣＲ扩增仪型

号ＴＣ９６，由杭州博日科技有限公司提供。ｅＨｙｂ全自动杂交

仪和ＢＥ２．０生物芯片识读仪均由上海百傲科技有限公司生

产。金属浴和漩涡振荡器。

１．４　ＤＮＡ提取

１．４．１　吸附柱的活化　将吸附柱置于收集管中，加入５００μＬ

缓冲液ＢＨ１，静置２～３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ（９５００×ｇ）离心３０

ｓ，弃去收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集管中，在吸附

柱中加入５００μＬ缓冲液ＢＨ２，１２０００ｒ／ｍｉｎ（９５００×ｇ）离心

３０ｓ，弃去收集管中的废液，将吸附柱放回收集管中待用。

１．４．２　离心　在离心管中加入２０μＬ蛋白酶Ｋ，将ＥＤＴＡ抗

凝血混匀后吸取２００μＬ至离心管中，再加入２００μＬ缓冲液

ＢＬ，振荡１５ｓ，混匀后低速离心，恒温金属浴５６ ℃放置１０

ｍｉｎ，加入无水乙醇２００μＬ，充分颠倒混匀，低速离心。将所得

溶液和絮状沉淀都加入一个活化的吸附柱中，１２０００ｒ／ｍｉｎ

（９５００×ｇ）离心１ｍｉｎ，弃去装废液的收集管，将吸附柱插入新
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表１　　５６例受检人群各种基因型分布［狀（％）］

性别 １／１ １／２ １／２ ２／２ ２／２ ２／２ 合计

男 １７（４０．４７） １６（３８．０９） ５（１１．９０） ３（７．１４） ０（０） １（２．３８） ４２（１００．００）

女 ８（５７．１４） ４（２８．５７） １（７．１４） ０（０）　 ０（０） １（７．１４） １４（１００．００）

的收集管中，向吸附柱中加入５００μＬ缓冲液ＢＷ１，１２０００ｒ／

ｍｉｎ（９５００×ｇ）离心１ｍｉｎ，倒掉收集管中的废液，再向吸附柱

中加入５００μＬ缓冲液ＢＷ２，１２０００ｒ／ｍｉｎ（９５００×ｇ）离心１

ｍｉｎ，倒掉收集管中的废液，将吸附柱插入收集管中，１２０００ｒ／

ｍｉｎ（９５００×ｇ）离心１ｍｉｎ，将吸附柱转入一个新的洁净的１．５

ｍＬ离心管中，向吸附膜中间位置悬空滴加６０μＬ洗脱缓冲液

ＢＥ，５６℃放置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ（９５００×ｇ）离心１ｍｉｎ，将

溶液收集到离心管中－８０℃保存备用。

１．５　ＤＮＡＰＣＲ 扩增　试剂从试剂盒中取出解冻后，将

ＣＹＰ２Ｃ１９扩增液１和扩增液２低速离心分装到０．２ｍＬＰＣＲ

扩增管中，每管１９μＬ，在各扩增管中分别加入１μＬ反应液Ａ，

５μＬ提取好的样品ＤＮＡ溶液，混匀后瞬时离心，放入ＰＣＲ扩

增仪中，参照 ＧｅｎＢａｎｋ设计引物。上游引物：５′ＡＡＴＴＡＣ

ＡＡＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＧＣ３′；下游引物：５′ＴＡＴＣＡＣＴＴＴ

ＣＣＡＴＡＡＡＡＧＣＡＡ３′。按下列条件扩增：５０℃５ｍｉｎ１个

循环；９４℃５ｍｉｎ１个循环；９４℃２５ｓ，４８℃４０ｓ，７２℃３０ｓ，

３５个循环；７２℃５ｍｉｎ１个循环。扩增产物放入２～８℃冰箱

中保存备用。

１．６　杂交显色和扫描　将反应液Ｂ低速离心，吸取１０μＬ加

入杂交缓冲液瓶中混匀成为杂交反应液，取出１支抗体低速离

心，加入１ｍＬ抗体稀释剂，混匀备用。吸取１８０μＬ杂交反应

液，加入１０μＬＣＹＰ２Ｃ１９扩增产物１和扩增产物２，混匀待用。

准备各管试剂于２ｍＬ离心管中，按要求加入相应的试剂，插

入试管盒相应位置中，设置百傲ｅＨｙｂ全自动杂交仪杂交程

序，取出基因芯片插入杂交仪插片口中，将试管盒放入杂交仪

中，运行杂交程序。杂交结束取出芯片用蒸馏水冲洗芯片表

面，自然晾干，启动ＢＥ２．０生物芯片识读仪，进行扫描分析，得

出基因分型结果。

２　结　　果

２．１　５６例检测人群进行基因分型后的分布情况　男性中基

因型为野生型纯合子１／１（６３６ＧＧ，６８１ＧＧ）占４０．４７％（１７／

４２），基 因 型 为 杂 合 子１／２（６３６ＧＧ，６８１ＧＡ）和１／２

（６３６ＡＧ，６８１ＧＧ）占５０．００％（２１／４２），基因型为突变型纯合

子２／２（６３６ＧＧ，６８１ＡＡ）和２／２（６３６ＡＡ，６８１ＧＧ）占

９．５３％（４／４２）；而女性中基因型为野生型纯合子１／１占

５７．１４％（８／１４），基因型为杂合子１／２和１／２占３５．７１％

（５／１４），基因型为突变型纯合子２／２和２／２占７．１４％（１／

１４）。见表１。

２．２　５６例检测人群ＣＹＰ２Ｃ１９快、慢代谢结果　男性快代谢

占９０．４７％，女性快代谢占９２．８６％，男性慢代谢占９．５３％，女

性慢代谢占８．９３％，男女总快代谢占９１．０７％，男女总慢代谢

占８．９３％。见表２。

表２　　５６例受检人群ＣＹＰ２Ｃ１９快、慢代谢结果

性别
ＣＹＰ２Ｃ１９［狀（％）］

快代谢 慢代谢
合计

男 ３８（９０．４７） ４（９．５３） ４２

女 １３（９２．８６） １（７．１４） １４

合计 ５１（９１．０７） ５（８．９３） ５６

３　讨　　论

个体间药物反应差异是许多药物临床使用时面临疗效不

佳或药物中毒的一个重要问题，其主要原因之一就是肝脏相关

药物代谢酶活性存在很大的可变性，造成这种可变性的原因包

括了遗传和非遗传的因素。遗传学改变导致的代谢酶表现出

遗传多态性，具体体现在由等位基因编码的代谢酶，其代谢能

力大相径庭：野生型的正常等位基因通常表现为快代谢型；而

绝大多数突变型等位基因，因为碱基的突变等而影响了酶活

性，表现为代谢能力明显下降，称为慢代谢型，其中，慢代谢型

发生往往存在明显的个体、种族和地域的差异性，进而导致在

治疗过程中，对个体反应和药物不良反应等产生重要影响［１］。

细胞色素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０）是肝细胞代谢中的关键

代谢酶之一，其中，ＣＹＰ２Ｃ亚家族中的ＣＹＰ２Ｃ１９亚型在药物

反应中发挥着至关重要的作用。大量研究显示，ＣＹＰ２Ｃ１９参

与了多种药物的代谢，如质子泵抑制剂（奥美拉唑、兰索拉唑），

抗痉挛药物（Ｓ美芬妥因）等
［２４］，ＣＹＰ２Ｃ１９活性表现出的明显

个体差异及双峰性分布正是人们所熟知的基因多态性。而正

是由于ＣＹＰ２Ｃ１９基因多态性产生了血药浓度的个体差异，严

重干扰了治疗效果。１９８９年，Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ等
［５］根据美芬妥因的

代谢差异将个体分为快代谢型和慢代谢型两种亚型，其中慢代

谢型存在Ｓ美芬妥因４′羟化酶（即现在的ＣＹＰ２Ｃ１９）的缺陷，

这种缺陷在中国汉族人群中的比例达２２．５％
［６］。研究显示［７］

ＣＹＰ２Ｃ１９存在多种突变基因和等位基因突变。ＣＹＰ２Ｃ１９１

作为野生型基因能够编码正常酶活性，其等位基因则包括了

１……１７。而ＣＹＰ２Ｃ１９２（ｍｌ突变）和ＣＹＰ２Ｃ１９２（ｍ２突

变）等位基因占东方人慢代谢型的９９％以上。其中，最主要的

ＣＹＰ２Ｃ１９２等位基因变异是由于外显子５第６８１位处的碱基

发生变异（Ｇ／Ａ），从而导致了异常剪接点的形成和阅读框的移

位，产生一个提前终止密码子和截短的蛋白；而ＣＹＰ２Ｃ１９２

等位基因则在第４外显子的６３６位发生Ｇ／Ａ突变，同样产生

了提前的终止密码，导致蛋白合成终止，两种突变均引起

ＣＹＰ２Ｃ１９酶活性的丧失。慢代谢型患者通过该酶代谢的药物

随患者基因型不同，其疗效和不良反应也有明显不同［７］。

因此，检测ＣＹＰ２Ｃ１９酶对药物代谢速率的快、慢，可以合

理调整药物剂量，提高疗效、降低不良反应发生概率。临床上

有许多药物经过ＣＹＰ２Ｃ１９的代谢，其中包括质子泵抑制剂：

奥美拉唑、兰索拉唑、泮托拉唑等；抗抑郁药：氟西汀、西酞普

兰、艾司西酞普兰、阿米替林、氯米帕明、丙咪嗪、吗氯贝胺、曲

米帕明、依替唑仑等；抗癫痫药：安定、氯巴占、苯妥英钠、苯巴

比妥、丙戊酸等；抗肿瘤药：环磷酰胺等；血小板聚集抑制剂：氯

吡格雷等；抗疟疾药：氯胍等；抗真菌药：伏立康唑等；孕激素：

黄体酮等。

ＣＹＰ２Ｃ１９酶集中分布于肝脏，但是在其他众多器官也有

一定量的分布，如脑、胃肠道、肺等。研究证明ＣＹＰ２Ｃ１９基因

多态性与神经系统、消化系统、心血管等药物使用均产生了明

显的影响。在神经系统使用的药物中，ＣＹＰ２Ｃ１９的多态性差

异导致血浆中药物（如苯妥英钠）的清除率明显下降［８９］，携带

ＣＹＰ２Ｃ１９突变的患者丙戊酸（ＶＰＡ）等药物血药浓度升高，分

布曲线明显右移［１０］。由此可见，ＣＹＰ２Ｃ１９酶突变导致ＰＭ 患

者药物代谢延缓，血药浓度较高，进而增强了药物的疗效。黄
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越等［１１］也证明多数ＣＹＰ２Ｃ１９正常代谢患者，在进行抗癫痫治

疗时，其ＶＰＡ的血药浓度无法达到治疗血药浓度。值得注意

的是，血药浓度高虽然能增强药物的疗效，但是也增加了不良

反应的发生率，尤其是抗癫药物，由于其中毒剂量与治疗有效

剂量十分接近，剂量的微小偏差就可能引起药物中毒。消化系

统用药中，受ＣＹＰ２Ｃ１９影响最大的是质子泵抑制剂（ＰＰＩ），其

中，第一代ＰＰＩ主要在肝脏代谢，对于ｐ４５０酶的依赖性强，无

论是口服给药还是静脉注射，ＣＹＰ２Ｃ１９的多态性对于这类药

物（奥美拉唑和兰索拉唑）都有着明显的影响，ＰＭ 的血药浓度

相对较高，而快代谢型患者由于血药浓度低，往往需要增大剂

量才 能 达 到 预 期 的 治 疗 效 果［１２］。除 此 之 外，研 究 显 示

ＣＹＰ２Ｃ１９２会增加接受氯吡格雷治疗急性冠状动脉综合征

（ＡＣＳｓ）患者发生严重不良心血管事件的风险，尤其是那些接

受经皮冠状动脉介入（ＰＣＩ）治疗的患者，提示ＣＹＰ２Ｃ１９基因

型导向的抗血小板治疗在心血管疾病治疗中的重要性［１３］。

Ｔａｎｔｒｙ等
［１４］研究进一步证明ＣＹＰ２Ｃ１９基因型会对氯吡格雷

抑制血小板的效应产生影响，而对替卡格雷治疗效果则无干

扰。由此可见，通过检测ＣＹＰ２Ｃ１９基因型对于患者药物的正

确选择有着十分关键的作用。

因而，分析 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因多态性，深入了解药物受

ＣＹＰ２Ｃ１９影响及二者相互作用，对于指导临床个性化用药治

疗奠定了基础。本研究对重庆市５６例受试者进行ＣＹＰ２Ｃ１９

基因多态性检测，结果男性中基因型为野生型纯合子１／

１ｗｔ／ｗｔ占４０．４７％（１７／４２），基因型为杂合子１／２（ｗｔ／ｍ１）

占３８．０９％（１６／４２）和１／２（ｗｔ／ｍ２）占１１．９０％（５／４２），基因

型为突变型纯合子２／２（ｍ１／ｍ１）和２／２（ｍ２／ｍ２）占９．

５３％（４／４２）；而女性中基因型为野生型纯合子１／１（ｗｔ／ｗｔ）

占５７．１４％（８／１４），基因型为杂合子１／２（ｗｔ／ｍ１）和１／２

（ｗｔ／ｍ２）占３５．７１％（５／１４），基因型为突变型纯合子２／２

（ｍ１／ｍ１）和２／２（ｍ２／ｍ２）占７．１４％（１／１４）。在本实验中未

发现２／２（ｍ１／ｍ２）基因型。在重庆地区男性和女性受试者

中，（ｗｔ／ｗｔ）和（ｍｌ／ｍｌ）的发生率无显著差别。性别对重庆地

区汉族人群细胞色素氧化酶ＣＹＰ２Ｃ１９遗传多态性的影响在

统计学上无差别。男性快代谢占９０．４７％，慢代谢占９．５３％，

女性快代谢占９２．８６％，慢代谢占７．１４％，与牛春燕等
［１５］报道

一致。

随着人类基因组研究的快速发展，个性化用药引起了广泛

的关注，越来越多临床医生意识到了其重要性。由于药物反应

存在的个体性差异，根据临床常规剂量进行治疗，可能会引起

部分患者血药浓度过高而产生中毒反应，或者血药浓度低无法

达到预期疗效。因而利用有效的基因检测方法帮助了解患者

的基因型，根据基因多态性进行用药，为药物的选择和剂量的

调整提供了新的指针，能够更好地实现疗效最佳、不良反应最

少的个性化治疗。相信不远的将来，基因检测导向的个性化治

疗将广泛用于临床并成为临床治疗的重要手段。基因芯片检

测ＣＹＰ２Ｃ１９基因型，一次检测，患者终身适用。同时指导了

医生用药，让患者在最短的时间，以最低的费用，达到最好的治

疗效果。避免用药无效、毒副反应的发生，为临床诊疗提供了

有力的实验室依据。不足之处，本研究中受试者数量较少，研

究不全面，需要继续增加样本量，进行进一步的研究探讨。
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ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０２Ｃ１９（ＣＹＰ２Ｃ１９）ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｃｌｏｐｉ

ｄｏｇｒｅｌｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２０１１，９０（２）：

３２８３３２．

［１４］ＴａｎｔｒｙＵＳ，ＢｌｉｄｅｎＫＰ，ＷｅｉＣ，ｅｔａｌ．Ｆｉｒｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＹＰ２Ｃ１９ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｄｙ

ｎａｍｉｃｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｉｃａｇｒｅｌｏｒｖｅｒｓｕｓｃｌｏｐｉ

ｄｏｇｒｅｌ：ｔｈｅＯＮＳＥＴ／ＯＦＦＳＥＴａｎｄＲＥＳＰＯＮＤｇｅｎｏｔｙｐｅ

ｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＣｉｒｃＣａｒｄｉｏｖａｓｃＧｅｎｅｔ，２０１０，３（６）：５５６５６６．

［１５］牛春燕，罗金燕．中 国 汉 族 人 群 细 胞 色 素 Ｐ４５０ 酶

ＣＹＰ２Ｃ１９基因多态性分析［Ｊ］．中华实用医药杂志，

２００４，４（１５）：２１２２１３．

（收稿日期：２０１４１０１６　修回日期：２０１４１２１２）
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