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黄石地区７６例氯吡格雷治疗患者犆犢犘２犆１９不同代谢表型的分布
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　　摘　要：目的　探讨湖北黄石地区氯吡格雷治疗患者犆犢犘２犆１９不同代谢表型的分布。方法　取７６例心内科住院氯吡格雷

治疗患者的外周血，采用基因芯片方法对犆犢犘２犆１９基因进行分型，了解其代谢表型的分布，并与文献报道的中国正常汉族人群

进行比较。结果　在７６例检测标本中检测出犆犢犘２犆１９的３种代谢表型，快代谢型、中间代谢型以及慢代谢型，所占比例分别为

３９．４７％、４４．７４％和１５．７９％。与中国健康汉族人总体比例基本一致。结论　湖北黄石地区氯吡格雷治疗患者的临床个体化用

药方案可以中国汉族健康人群的个体化用药方案为参考依据。
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　　细胞色素Ｐ４５０酶（ＣＹＰ４５０）是人体内主要的药物代谢酶

系，主要存在于肝脏微粒体中，临床上许多常用的药物都需要

通过其代谢。犆犢犘２犆１９酶是ＣＹＰ４５０酶系中的一种同工酶，

在药物代谢过程中起重要作用［１］。通过其代谢的药物主要有：

质子泵抑制剂、氯吡咯雷、伏立康唑、抗抑郁药及抗癫痫药

等［２８］。

犆犢犘２犆１９基因存在多态性，在中国汉族人群中，主要的突

变等位基因多态性位点为犆犢犘２犆１９２（６８１ＧＡ）和犆犢犘２犆１９

３（６３６ＧＡ）
［２］。其主要基因型为６种，分别为犆犢犘２犆１９１／

１、１／２、１／３、２／２、２／３、３／３。根据对药

物代谢速率的不同，可将个体分为快代谢（ＥＭ）型、中间代谢

（ＩＭ）型及慢代谢（ＰＭ）型。因为不同代谢表型的个体间存在

代谢速度上的差异，从而导致了血药浓度的个体差异。明确个

体犆犢犘２犆１９代谢表型对于合理选择用药方案，提高药物疗

效，避免不良心血管事件的发生具有重要的临床指导意义。本

研究采用基因芯片方法对湖北黄石地区７６例氯吡格雷治疗患

者进行犆犢犘２犆１９基因位点分型，旨在了解黄石地区氯吡格雷

治疗患者的犆犢犘２犆１９代谢表型的分布情况，并以中国汉族健

康人群的３种代谢表型发生率作为对照，为湖北黄石地区氯吡

格雷治疗患者的临床个体化用药方案提供资料。

１　资料与方法

１．１　一般资料　受试者共７６例，为黄石市中心医院心内科氯

吡格雷治疗患者，男４５例，女３１例，年龄（５５±９）岁，患者均为

汉族人，患者之间无血缘关系。

１．２　仪器与试剂　全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒（上海百傲

科技有限公司，批号：２０１２０２０８），含蛋白酶 Ｋ，缓冲液 ＢＬ、

ＢＷ１、ＢＷ２、ＢＷ１、ＢＷ２、ＢＨ１、ＢＨ２、ＢＥ。犆犢犘２犆１９基因检测

试剂盒 （上海百傲科技有限公司，批 号 为 ２０１２０３０６），含

犆犢犘２犆１９扩增液１、２，反应液Ａ、Ｂ，基因芯片、阳性对照、阴性

对照及杂交显色试剂盒，显色试剂盒含预杂交液，杂交缓冲液，

洗液１、２、３，抗体及抗体稀释液，显色液。ｅＨｙｂ全自动杂交

仪（上海百傲科技有限公司），ＢＥ２．０生物芯片识读仪（上海百

傲科技有限公司），ＰＣＲ仪（应用生物系统公司 ＡＢＩ７３００），干

式恒温器（杭州蓝焰科技），离心机（珠海黑马医学仪器有限公

司），涡旋振荡器（江苏海门其林贝尔仪器厂）。

１．３　方法

１．３．１　ＤＮＡ提取　所有患者在首次服用氯吡格雷前静脉采

血２ｍＬ，采用全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取全血基因组

ＤＮＡ作为 ＰＣＲ 扩增反应的模板。ＤＮＡ 提取步骤：（１）取

１．５ｍＬ离心管，每管中依次加入２０μＬ蛋白酶Ｋ溶液、２００μＬ
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血液样品、２００μＬ缓冲液ＢＬ，振荡１５ｓ混匀。（２）低速离心，

使管壁血液离心至底部，５６℃放置１０ｍｉｎ。（３）加２００μＬ无

水乙醇，充分颠倒混匀，低速离心。（４）将上一步所得溶液和絮

状沉淀都加入一个已用ＢＨ１和ＢＨ２活化的吸附柱中（吸附柱

放入收集管中），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃去装废液的收集

管，将吸附柱插入新的收集管中。（５）向吸附柱中加入５００μＬ

缓冲液ＢＷ１，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，倒掉收集管中的废液，

将吸附柱放入收集管中。（６）向吸附柱中加入５００μＬ缓冲液

ＢＷ２，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，倒掉收集管中的废液，将吸附

柱放入收集管中。（７）将吸附柱放回收集管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ，彻底去除吸附材料中残余的漂洗液。（８）将吸附柱

转入一个干净的离心管中，向吸附膜中间位置悬空滴加６０μＬ

洗脱缓冲液ＢＥ，室温放置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，将

溶液收集到离心管中。

１．３．２　ＰＣＲ扩增　将犆犢犘２犆１９扩增液１和扩增液２分装到

０．２ ｍＬＰＣＲ 反应管中，扩增反应体系为 ２５μＬ，包 括：

犆犢犘２犆１９扩增液１９μＬ、反应液 Ａ１μＬ、ＤＮＡ模板５μＬ。扩

增条件为：５０℃５ｍｉｎ；９４℃５ｍｉｎ；９４℃２５ｓ，４８℃４０ｓ，

７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ终止反应。将扩增产物１

和扩增产物２置于２～８℃保存。

１．３．３　杂交显色　取出杂交显色试剂盒，将反应液Ｂ低速离

心，吸取１０μＬ加入杂交缓冲液瓶中混匀。临用前，取出１支

抗体，低速离心，加入１ｍＬ抗体稀释液，振荡混匀，制成抗体

使用液。取出基因芯片，做好标记，将犆犢犘２犆１９基因芯片放

入杂交仪片架中，旋紧杂交舱盖。将各试剂按要求分装到

２ｍＬ离心管中，插入试管架中。取１８０μＬ杂交缓冲液于离心

管中，再分别加入１０μＬ扩增产物１和扩增产物２，混匀，放入

试管架中。将试管架放入杂交仪中，运行杂交程序。取出芯

片，放入生物芯片识读仪中，用百傲基因芯片图像分析软件进

行图像扫描和数据分析，输出检测结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计数资料

采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

７６例样本均检测到犆犢犘２犆１９的６８１位点 ＧＡ突变和

６３６位点ＧＡ突变，共检测出４种基因型３种表型：犆犢犘２犆１９

１／１、１／２、１／３、２／２、其中犆犢犘２犆１９１／１

为ＥＭ，犆犢犘２犆１９１／２、１／３为ＩＭ，犆犢犘２犆１９２／２

为ＰＭ。ＥＭ共检测到３０例，占３９．４７％，ＩＭ 共检测到３４例，

占４４．７４％，ＰＭ只检测到１２例，所占比例为１５．７９％，与中国

汉族健康人群中发生比例（１４．１％）基本一致，表现型比较差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。本研究各型别基因芯片检测结果

见表１和图１。

　　Ａ：ＥＭ型（犆犢犘２犆１９１／１）；Ｂ：ＩＭ型（犆犢犘２犆１９１／２）；Ｃ：

ＩＭ型（犆犢犘２犆１９１／３）；Ｄ：ＰＭ型（犆犢犘２犆１９２／２）。

图１　　基因芯片检测犆犢犘２犆１９不同代谢表型结果

表１　　犆犢犘２犆１９不同代谢表型统计结果［狀（％）］

组别 狀 ＥＭ型 ＩＭ型 ＰＭ型

疾病观察人群 ７６ ３０（３９．４７） ３４（４４．７４） １２（１５．７９）

中国汉族健康人群［１］ ２８３１２０（４２．４０） １２３（４３．５０） ４０（１４．１０）

３　讨　　论

基因多样性决定了其表型的多样性，等位基因突变使相应

酶活性降低甚至缺失。由于等位基因不同的组合方式，使个体

对药物代谢能力呈现快代谢、中间代谢及慢代谢等不同的速

率。中国是一个地域广阔的多民族国家，在遗传背景大致相似

的基础上又有各自的特色［１，１０］。犆犢犘２犆１９有多种基因型，最

常见的突变类型为犆犢犘２犆１９２、３，这２种突变几乎涵盖了

中国人群中所有的突变类型［２］。在本研究中，对７６例患者进

行犆犢犘２犆１９基因型的分析，检测到犆犢犘２犆１９２突变的发生

率是１５．８％，与汉族人群犆犢犘２犆１９２突变发生率１４．１％基

本相当［１］。

由于氯吡格雷作为一种无活性前体药物，在临床治疗中的

大量应用，因此犆犢犘２犆１９基因型研究对于氯吡格雷的用药方

案具有极其重要的指导意义。对３８例仓鼠透壁下壁心梗模型

（ＴＲＩＴＯＮＴＩＭＩ３８）实验中使用氯吡格雷治疗急性冠脉综合

征的独立样本进行队列研究，结果表明携带犆犢犘２犆１９功能缺

失等位基因的仓鼠较无携带者发生心血管性死亡、非致死性心

肌梗死或非致死性脑卒中等事件的可能性增加，同时支架内血

栓的风险也增加［１１］。对２３３例非ＳＴ段抬高急性心肌梗死行

ＰＣＩ术的患者进行犆犢犘２犆１９基因研究，发现犆犢犘２犆１９２携

带患者服用氯吡格雷更容易发生高血小板反应性（ＨＰＲ），且

发生周期性心肌梗死（ＰＭＩ）的风险也增加，是非携带者的３

倍［１２］。本研究中，中间代谢与慢代谢者合计占全部测试者的

６０．５％，对于这部分患者临床医生应该根据犆犢犘２犆１９代谢表

型的结果合理选择用药方案。

随着人类基因组计划的完成，越来越多的专家和学者认识

到个体化用药的重要性。个体对药物的反应存在差异，服用相

同剂量的药物后一些患者会出现治疗失败，有些患者甚至会因

不良反应而死亡。基因导向的个体化用药不仅可以预防不良

反应的发生，还可以帮助患者获得最佳的治疗效果，真正体现

出“因人而异，量体裁衣”的原则。

参考文献

［１］ 付良青，黄丰，吴德政，等．中国汉族人群不同性别细胞色素氧化

酶ＣＹＰ２Ｃ１９基因多态性的比较［Ｊ］．药学学报，２００４，３９（３）：１６１

１６３．

［２］ 郑露，邵建国．ＣＹＰ２Ｃ１９的基因多态性与临床［Ｊ］．第二军医大学

学报，２００８，２８（１１）：１２６２１２６５．

［３］ 张莉蓉，张伟，阴振坤，等．河南地区汉族人群药物代谢酶

ＣＹＰ２Ｃ１９，ＮＡＴ２和 ＴＰＭＴ基因多态性分析［Ｊ］．中国新药与临

床杂志，２００６，２５（８）：５６１５６６．

［４］ ＫｌｏｔｚＵ．ＣｌｉｎｉｃａｌｉｍｐａｃｔｏｆＣＹＰ２Ｃ１９ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｎｔｈｅａｃｔｉｏｎ

ｏｆｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ：ａｒｅｖｉｅｗｏｆａｓｐｅｃｉａｌｐｒｏｂｌｅｍ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎ

ＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２００６，４４（７）：２９７３０２．

［５］ ＷｅｉｓｓＪ，ＨｏｅｖｅｌＭＭ，ＢｕｒｈｅｎｎｅＪ，ｅｔａｌ．ＣＹＰ２Ｃ１９ｇｅｎｏｔｙｐｅｉｓａ

ｍａｊｏｒｆａｃｔｏｒｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇｔｏｔｈｅｈｉｇｈｌｙｖａｒｉａｂｌｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

ｏｆｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００９，４９（２）：１９６２０４．

［６］ＢｒａｎｄｔＪＴ，ＣｌｏｓｅＳＬ，ＩｔｕｒｒｉａＳＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｍｏｎ（下转第１４１４页）

·１１４１·国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１



因素的双重影响更加加重了精液质量的下降，从而增加了男性

不育的机会。

关于沙眼衣原体对男性不育的影响，研究者用电镜在不育

男性精液、睾丸及附睾中均观察到了沙眼衣原体，精子形态异

常，包含大量胞浆残余体，顶体与核分离，精子膜破损乃至完全

缺失和线粒体破坏。许多区域附睾上皮细胞膜破裂，细胞质成

分外溢，管腔中可见到内质网和高尔基体，因此，沙眼衣原体感

染后，可以对男性睾丸和附睾产生破坏作用，直接影响精子的

发生与成熟。其二，沙眼衣原体可以吸附精子表面，并进入精

子内部，在精子内部形成网状体并大量繁殖，造成精子膜和顶

体的破坏。其三，沙眼衣原体感染后，容易引起慢性前列腺炎，

降低精浆中酸性磷酸酶的活性，导致精子的畸形率明显上

升［８］。

支原体、ＡｓＡｂ对精液质量的影响可能是通过下列途径进

行的：第一，一方面支原体透过血生精小管屏障侵入生精细胞，

影响精子的发育与成熟，导致精子数量的下降，同时支原体侵

入曲精小管，干扰精子的正常产生，并导致精子畸形，另一方面

支原体直接和精子表面的结合点结合，导致精子畸形，同时也

使精子的体积增大，故活力降低，畸形率增高［９］。第二，支原体

感染后精子的生存环境发生了改变，可使精液渗透压增加，精

子细胞脱水，造成精子活力下降，甚至死亡。支原体感染还可

以引起Ｔ细胞数目明显增加，巨噬细胞吞噬功能也增强，加强

了对精子的吞噬、加工、递呈，诱导产生 ＡｓＡｂ
［１０］。第三，各种

因素诱导产生的ＡｓＡｂ与精子膜固有成分结合能导致补体的

活化，使Ｃ３裂解加速，进而导致精子结合功能受损，精子功能

遭到破坏，活率降低、病死率增高［３］。同时 ＡｓＡｂ可阻止精子

穿过宫颈黏液，影响精子活力，封闭顶体膜上抗原位点，抑制精

子对透明带的附着和穿透，影响精卵结合［１１］，从而导致不孕。

受孕是一个复杂的生理过程，受多种因素的影响，排除女

方不孕原因外，良好的精液质量是保证受孕的必备条件。受精

的完成，除了卵细胞之外，精子的数量、质量、活动度都起着重

要的作用，其中精子的质量尤为重要。男方每次排的精液量少

于１．５ｍＬ，精子数少于２０×１０９／Ｌ，精子畸形率超过２０％，精

子病死率超过５０％，精子活动力低于６０％，精液０．５ｈ内不液

化等等，都可引起不孕［１２］。本研究表明，阳性组中，精子活率

都低于６０％，Ａ级＋Ｂ级精子的活力小于５０％，精子的畸形率

大于２０％，液化时间大于３０ｍｉｎ，白细胞数每高倍视野下大于

５个，与阴性组比较，都有显著性差异。这说明支原体、衣原体

感染以及ＡｓＡｂ的产生，都可以引起精液质量的下降，从而导

致男性不育症的发生。

由于环境、心理、社会等多种因素的影响，男性不育症的发

生呈上升趋势。环境因素包括农药及杀虫剂的应用，废气的排

放，电离辐射。自身原因如：过度吸烟与饮酒，药物、化妆品的

乱用，吸毒以及性病的感染都是引起精液质量下降的原因；精

神过度紧张，社会压力过大同样也可以引起精液质量的下降。

感染因素和免疫因素的影响使男性精子数量和质量的下降日

益严重，尤其是支原体、衣原体感染后，以及受感染因素主导引

起的ＡｓＡｂ的产生，使精液质量下降明显，引起男性不育的机

会大大增加。因此对不明原因引起的男性不育者进行支原体、

衣原体及ＡｓＡｂ的检测是非常必要的，同时也要对患者进行必

要的健康教育，加强道德修养，洁身自好，积极治疗。
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ｐｈｉｓｍｓａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００９，３０２

（１）：８４９８５７．

［１２］ＷｕＨＹ，ＱｉａｎＪＹ，ＳｕｎＡＪ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＣＹＰ２Ｃ１９ｇｅｎｏ

ｔｙｐｅｗｉｔｈｐｅｒｉｐｒｏｃｅｄｕｒａｌＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｕｎｅｖｅｎｔｆｕｌ

ｓｔｅｎｔｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌｐｒｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｉｒｃＪ，２０１２，７６（１２）：２７７３２７７８．

（收稿日期：２０１４０１１８）
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