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摘　要　利用聚合酶链反应 - 限制性片段长度多态性 ( PCR- RFLP)技术对 83名正常中国人 CYP2D6基

因的第 1号和第 9号外显子的多态性做了分析。结果发现 ,在 CYP2D6基因的第 188位点 C→ T的频率为 0. 59,

第 4268位点 G→ C的频率为 0. 66,而且 T188 / T188纯合子及 C4268 /C4268纯合子的比率分别为 0. 38和 0. 34。与国

外报道比较 ,发现中国人 CYP2D6基因的这 2个位点的多态性分布规律与西方人有明显的不同。 这可能有助于

解释中国人在药物代谢及某些疾病 (如帕金森病等 )的易感性方面与西方人的差异。
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　　药物的临床试验和严格控制的药代动力学研究

发现 ,人们对一些药物的毒性反应有明显的个体差

异 ,即存在药物代谢多态性 [1]。通过家系分析证明其

遗传方式是单基因控制的常染色体隐性遗传 [2 ] ,后

来证实它是细胞色素氧化酶大家族中的一种特异性

酶活性的多态性所致。这种酶通过 4- 羟化作用能将

异哇胍等药物降解 ,故被称为异哇胍羟化酶 [3]。近年

来根据细胞色素氧化酶 P450命名法 ,将异哇呱羟化

酶定义为细胞色素 P4502D6 ( CYP2D6 )。

借助药物代谢分析 ,我们可以把个体 CYP2D6

表型区分为药物强代谢者 ( EM )和弱代谢者 ( PM )。

白种人 PM的频率为 0. 05～ 0. 1[4 ]。 PM个体除了对

异哇胍有代谢缺陷外 ,还对 30余种重要的药物有代

谢障碍 ,而且与某些疾病的易感性有密切关系 [5]。因

此 ,近年来 CYP2D6基因多态性在药物遗传学和环

境流行病学中的作用受到广泛的重视。 国外研究 [6 ]

发现 ,该基因除了 A、 B、 C、 D和 E 5种导致酶活性缺

失的突变外 ,部分个体还存在该基因的第 1号和第 9

号外显子的多态性变化 ,而且这 2个位点的多态性

有时与该基因的重复相连锁 ,引起 CYP2D6酶的活

性的提高 ,而且在不同种族间多态性分布的频率有

明显的差异 [7 ]。 但是 ,国内迄今尚未见到对 CYP2D6

基因的研究报道。 因此我们对一组中国大陆居民的

CYP2D6基因的第 1号和第 9号外显子的多态性做

了初步的研究 ,现报道如下。

1　材料和方法

1. 1　标本的来源

83例健康成年人 ,分别来自门诊健康查体和本

校 1994年级研究生 ,排除家族性疾病、肿瘤、风湿病

及神经系统疾病等。 其中男 49名 ,女 34名 ,年龄 27

～ 70岁。

1. 2　 DN A的提取

抽静脉血 10 m L,肝素抗凝 ,利用常规酚 /氯仿

抽提法提取 DNA,采取紫外分光光度法将 DN A稀

释至 500 mg / L。

1. 3　多态性分析

利用聚合酶链反应 - 限制性片段长度多态性

( PCR-RFLP)技术 [6, 7] ,引物序列设计在 CYP2 D6基

因的第 1号和第 9号外显子保守区 ,引物序列及其

在 CYP2D6基因上的位置详见表 1。引物由美国帕金

森氏病研究所合成。

PCR扩增是用 Perkin-Elemer 9600 PCR仪 ,反

应总体积 50 μL,含有 200 μmo l /L dNT P、 0. 25

μmol / L的引物、 5%的 DMSO、 0. 4μg DNA、 1U Taq

DNA聚合酶 (华美生物工程公司 )、 10 mmo l T ris

HCl ( p H 9. 0)、 1. 5 mmol MgCl2、 50 mmol KCl、

0. 1% Triton X-100。
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用引物 P1和 P2扩增第 1号外显子 ,扩增长度

为 220 bp。 先在 97℃下预变性 10 min,再以下列温

度和时间循环 35次: 95℃ , 30 s; 59. 5℃ , 30 s; 72℃ ,

50 s;最后在 72℃下延伸 7 min。 将扩增产物 20μL

用 8U Hph I限制性内切酶 ( New Eng land Bio labs产

品 )在 37℃下消化 2 h,再以 10%的聚丙酰胺凝胶电

泳。若 CYP2D6基因的第 188位点的碱基 C被碱基 T

替换 ( C188→ T) ,则产生一个 Hph I酶切位点。扩增产

物被切成 101 bp和 109 bp的片段 (图 1)。

表 1　引物的序列及在 CYP2D6基因上的位置

引物名称 序　　　　列 位　置

P1 5′-CAT TT GG TAGTGAGGCAGGT-3′ 69～ 88

P2 5′-CTCCAGG ACCTCCTCCCTC-3′ 289～ 271

P3 5′-TCAAG TGGGGAGACAAAC-3′ 3623～ 3640

P4 5′-AT ATAGCTCCCT GACGCC-3′ 4810～ 4793

图 1　 CYP2D6第 1号外显子扩增产物的 Hhp I

酶切分析
M为 pGEM 3zf (+ ) DNA /HaeⅢ DN A Marker; 1、 3

和 7为 C188 /C188纯合子 ; 2、 4、 5、 6和 8为 C188 / T188杂合子 ;

9为 T188 /T188纯合子

用引物 P3和 P4扩增第 9号外显子 ,扩增长度

为 1187 bp。先 97℃预变性 10 min,再按 95℃ , 30 s;

62℃ , 45 s; 72℃ , 2 min的温度和时间循环 35次 ,最

后在 72℃下延伸 7 min。将扩增产物 20μL用 8UBst

EⅡ 限制性内切酶 ( New England Bio labs产品 )在

65℃下消化 2 h, 以 10%的聚 丙酰胺电 泳。 若

CYP2D6基因的第 4268位点的碱基 G被碱基 C替

换 ( C4268→ C) ,则该部位出现一个 Bst EⅡ酶切位点 ,

扩增产物被切成两段 ,分别为 542 bp和 645 bp(图

2)。

图 2　 CYP2D6第 9号外显子扩增产物的 Bst EⅡ

酶切分析

M为 pBR328 /Bgl和 pBR328 / Hinf I DN A Marker; 1

和 8为 C4268 /C4268纯合子 ; 其余均为 G4268 /C4268杂合子

2　结　果

83名中国人 CYP2D6基因第 1号和第 9号外显

子多态性分布特点见表 2和表 3。

表 2　 83名中国人 CYP2D6基因第 1号和第 9号外显子多

态性分布

染色体数

(n= 166)
频　率

C188→ T 98 0. 59

C4268→ C 109 0. 66

表 3　 83名正常人 CY P2D6第 1号和 9号外显子基因型频率

基因型 人　数 频　率

第 188位点

　　 C /T 34 0. 41

　　 C /C 17 0. 21

　　 T / T 32 0. 38

第 4268位点

　　 G/C 46 0. 55

　　 G/G 9 0. 11

　　 C /C 28 0. 34

由表 2可见 ,中国人第 1号外显子 C188→ T等位

基因的频率为 0. 59,而 G4268→ C多态性的频率是

0. 66。表 3显示 T188 /T188纯合子及 C4268 /C4268纯合子

的比率分别为 0. 38和 0. 34。
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3　讨　论

CYP2D6主要存在于肝脏的内质网中 ,发挥多种

药物、环境及生物毒素的第 2相解毒作用 [3, 4] ,该酶

在肝脏通过 4-羟化作用使这些药物、生物毒素等降

解 ,然后经肾脏排出。如果肝脏缺乏 CYP2D6 ,并且摄

入这类药物等物质时 ,机体即容易出现一系列中毒

反应。 例如服用普通治疗剂量的异哇胍 ,存在

CYP2D6缺陷的人会出现严重的低血压反应 ,因此对

CYP2D6的研究在药物毒理学、药代动力学等方面受

到广泛的重视。 近来有人试图利用 CYP2 D6基因多

态性特点解释多种遗传易感性疾病 (如帕金森病、类

风湿病及肿瘤等 )的发病机理 [11]。具有 CYP2D6基因

突变的个体生活在有化学污染、生物毒素的环境中 ,

由于体内 CYP2D6酶缺陷 ,其通过皮肤、呼吸或消化

道进入机体的毒素不能被有效清除 ,造成体内蓄积 ,

因而导致疾病。

CYP2D6基因的主要突变方式是单个或数个碱

基的缺失或替换引起读码框架的移位 ,以及大片段

的基因丢失 ,包括第 5号外显子的 2637位点的 1个

碱基 G的丢失 ( A突变 );第 3号外显子的最后 1个

碱基 G被 A替换 ( B突变 ) ;第 5号外显子上相连的

A2701～ G2703 3个碱基缺失 ( C突变 ) ;整个 CYP2D6基

因缺失 ( D突变 )及与 Xba I内切酶限制性长度 13

kb 片段相连锁的 E突变 [6, 11]。 这几种突变造成

CYP2D6酶活性的缺失。除此之外 , CYP2D6基因还可

能出现使酶活性提高的突变 ,不同时伴有 A、 B、 C、 D

和 E 5种突变 ,主要是第 1号和第 9号外显子常存

在多态性位点 ,即 C188→ T和 G4268→ C,国外研究发

现它们常与该基因的重复相连锁 ,从而使 CYP2D6

活性提高 ,故表型可能为强代谢或超 强代谢

型 [7, 9, 11]。 这 2种多态性变化通常被作为 L等位基

因。

本实验对 CYP2D6基因 188和 4268两个位点的

研究发现 ,中国人 C188→ T的频率高达 0. 59,而且

T188 / T188纯合子的比例达 0. 38; G4268→ C的频率为

0. 66, C4268 /C4268纯合子的比例为 0. 34。 Armstrong[7 ]

及 Wang [9 ]等研究发现海外华侨及台湾居民的 C188

→ T的频率为 0. 47～ 0. 70、 G4268→ C的频率为 0. 47

～ 0. 76,与我们的结果基本一致 , A rmstrong[7]还发

现欧美人 CYP2D6基因的 C188→ T和 G4268→ C的频

率分别为 0. 05和 0. 32,由此可见华人该基因的 C188

→ T和 G4268→ C的多态性变化分别是欧美人的 10

倍和 2倍左右 ,这两个位点的多态性与欧美人有明

显的差别。

既然 CYP2D6多态性在药物代谢及疾病易感性

等方面有重要作用 ,本研究发现中国人 CYP2 D6基

因第 1号和第 9号外显子的多态性分布与西方人不

同 ,这可能有助于解释中国人与西方人之间某些疾

病的易感性及药物代谢动力学存在差异的原因 ,但

是要彻底揭示中国人 CYP2 D6多态性的意义 ,还有

待于进一步研究。
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THE POLYMORPHISM OF EXON 1 AND EXON 9 OF

CYTOCHROME P4502D6 GENE IN CHINESE SUBJECTS

Tao Enx iang　 Liu Zhuolin　 Chen Biao　 Li Jinru　 Pan Xibang

( Departmen t of Neurology, Su n Yat-sen Univ ersi ty of

Medical Sciences, Guangzhou, 510080)

The polymo rphism o f cy tochr ome P4502D6 ( debrisoquine-4-h ydroxy la se ) is a g ene tic v ariation in drug

metabo lism , which can be chara cterized by two phenot yes, the ex tensiv e metabolizer ( EM ) and poo r metaboli z-

er ( PM ) . The frequencies o f the pheno types and the polymo rphism of CYP2D6 gene in diffe rent nationalities

ar e obv iously different. This pape r analysed DNA fr om 83 Chinese subjec ts fo r the po lymo rphism of C188→ T

in exon 1 and G4268→ C in exon 9 of CYP2D6 gene by po lymera se chain r eaction-rest riction f ragment leng th

polymo rphism( PC R-RFLP) . The frequencies o f C188→ T a llele and G4268→ C allele w ere 0. 59 and 0. 66 r espec-

tiv ely . Bo th T188 /T188 and C4268 /C4268 homozygous alleles wer e 0. 38 and 0. 34 respectiv ely. In contrast to the

o th er r epo rts, the frequencies of T188 and C4268 alleles in the Chinese w ere show n significantly higher than

tho se o f the European.

Subject headings　　 cyto ch rome C oxidase /g ene tics; po lymo rphism, r estric tion fragment leng th; ex ons /

g ene tics

(上接第 4页 )

shrunked, the dendrites decreased, compa red with the young s. The o ld learning and memo ry no rmal rats

show ed no obv iously changes. IBAS image sy stem w as used for quantity analysis. The cell number , the cell

ar ea and the g ray lev el of NOS neurons in the basal fo rebrain o f the aged-deficits obv iously decr eased com-

pa red with the youngs(P < 0. 01) . Th e escape la tencies o f the t ested r atr s co rr ela ted inver sely w ith the NOS

neuron numbers in the basal fo rebrain. The results indicated that the changes o f NOS neurons in basal fo re-

brain is one of the nerv e mechanism of aged learning and m emo ry deficits.

Subject headings　　 pro sencepha lon /cyto lo g y; learning diso rder s /pa th olog y; m emory disorder s /pathol-

ogy; neur on /cy tolog y; ra ts; aging
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