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丙戊酸钠是临床上常用的抗癫痫药，可有效控制多种癫

痫类型的发作。丙戊酸钠的体内代谢过程较为复杂，不同的

人群对其药动学和药效学的个体差异较大[1-2]。因此，运用药

物基因组学的方法，寻找影响丙戊酸钠代谢及药物疗效的各

种因素，针对这些因素实施个体化用药方案，对临床丙戊酸钠

的治疗很有帮助。

近年来，CYP2D6基因多态性在人不同种群的分布、与临

床治疗药物的效应关系研究受到广泛重视 [3-4]。中国人携带

CYP2D6*10 等位基因频率较高，CYP2D6*10 型占 50％～

70％，影响着底物药物在临床使用中的安全性和有效性[5-6]。

本研究收集 2012年 8月－2013年 2月我院药剂科治疗药

物监测（TDM）室检测的癫痫患者的血药浓度，同时测定患者

的CYP2D6*10的基因型，探讨不同基因型与血药浓度之间的

关系。

1 材料
1.1 仪器

S1000 Thermal Cycler PCR仪（美国Bio-Rad公司）；Power-

Pac Uniwer Supply电泳仪（美国Bio-Rad公司）；JY-SPFT型水

平电泳槽（北京君意东方电泳设备有限公司）；HC-2518R高速

冷冻离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；Tocan 360凝

胶成像分析仪（上海领成生物科技有限公司）；P230Ⅱ型高效

液相色谱仪（大连依利特分析仪器有限公司）；EC2006色谱数

据处理工作站（大连依利特分析仪器有限公司）；AUW220D电

子分析天平（日本岛津公司）。

1.2 药品与试剂

＃K0721 Genomic DNA Purication Kit（美国 Fermentas 公

司）；Hot Start Green PCR Master Mix（2×）酶（美国Fermentas公

司）；HphⅠ内切酶（美国Fermentas公司）；引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成；GelRad Nucleic Asid Stain（美国

Biotium公司）；50 bp DNA Ladder（美国Fermentas公司）；其他

试剂为分析纯。DNA测序由生工生物工程（上海）股份有限公

司北京测序部完成。

色谱纯乙腈（天津市凯通化学试剂有限公司）；丙戊酸钠

对照品（湖南省湘中制药有限公司，含量：99.8％，批号：

090405）；环己烷羧酸（美国Sigma公司，批号：08265PD）；ω-溴

苯乙酮（国药集团化学试剂有限公司，批号：20090212）；其他

试剂均为分析纯。

2 方法
2.1 研究对象

癫痫患者均为我院TDM室血药浓度检测的患者，健康人

标本来源于本校新生体检剩余血（含部分血浆）。

2.2 血药浓度测定方法

不同基因型癫痫患者服用丙戊酸钠后，在达到稳态血药

浓度后的某个谷浓度时采血，采用高效液相色谱（HPLC）法测

定患者血药浓度[7]。
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2.3 DNA的提取扩增及酶切分析

DNA的提取按提取试剂盒说明书提取血液DNA。扩增

引物为：上游：5′-CCATTTGGTAGTGAGGCAGGTAT-3′；下

游：5′-CACCATCCATGTTTGCTTCTGGT-3′；扩增反应体系：

反应总体积25 µl，包括热启动酶10 µl，提取DNA2 µl，上、下游

引物各1 µl，ddH2O 11 µl。扩增反应条件：95 ℃预变性4 min，

95 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，循环35次，最后

72 ℃延伸 5 min。酶切体系：10×green buffer 1.5 µl，PCR产物

8 µl，HphⅠ酶 0.5 µl，ddH2O 5 µl；酶切条件：37 ℃水浴酶切 4

h，然后取出立即置65 ℃水浴灭活20 min。使用1％琼脂糖凝

胶，电压 145 V，电泳 50 min。电泳结束，把凝胶从胶板上取

出，放到凝胶成像系统中观察结果并拍照。野生型纯合子

（CC）为213、58 bp，杂合子（CT）为213、112、101、58 bp，突变型

纯合子（TT）为112、101、58 bp。

2.4 统计学方法

使用SPSS 17.0软件进行统计。计量数据以x±s表示，各

组间比较采用方差分析和χ2检验。用Hardy-Weinberg平衡定

律检验各等位基因频率是否符合群体遗传学规律。所有检验

均为双侧检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 基本情况

不同基因型癫痫患者的基本情况见表1。

表1 不同基因型癫痫患者的基本情况（x±±s）

Tab 1 General condition of the patient in different enotypes

of epilepsy（x±±s）

基因型

CC

CT

TT

n

18

21

47

性别
（男性/女性），例

12/6

11/10

20/27

年龄，岁

6.44±6.66

12.67±12.83

9.50±13.20

体质量，kg

21.18±14.38

29.86±19.73

23.60±17.55

每日剂量，mg/d

484.11±328.92

541.14±325.91

398.81±283.07

血药浓度，μg/ml

75.79±35.81

76.53±26.22

72.97±35.69

表1数据经SPSS 17.0软件处理，年龄与体质量两两进行 t

检验，差异无统计学意义（P＞0.05）；各组男女性别进行χ2检

验，差异无统计学意义（χ2＝3.09，P＞0.05）。各组数据按性别

进行 t检验，体质量、年龄与血药浓度差异无统计学意义（P＞

0.05）。

3.2 基因型分型

CYP2D6*10扩增后的片段大小为 213 bp，在使用内切酶

进行酶切时，TT基因型具有HphⅠ识别位点而切开，突变型因

碱基T突变为C而不能被切开。结果为：CYP2D6*10的 PCR

产物大小为213 bp，TT基因型具有两个HphⅠ酶切位点，产物

大小分别为 112、101、58 bp。CT基因型只有一个HphⅠ酶切

位点，产物大小分别为 213、112、101、58 bp。CC 基因型没有

HphⅠ酶切位点，产物大小为 213、58 bp。CYP2D6*10电泳图

谱见图1；CYP2D6*10测序图谱见图2。

3.3 癫痫患者CYP2D6*10不同基因型分布

对健康人（145例）和癫痫患者（86例）进行基因型检测，测

得的基因型及基因频率见表2。

表 2数据经SPSS 17.0软件处理，健康人与癫痫患者C、T

等位基因频率经χ 2检验，差异有统计学意义（χ 2＝5.11，P＜

0.01）；CC\CT\TT 3种基因型经χ2检验，差异有高度统计学意义

（χ2＝10.64，P＜0.01）。

本研究健康人与文献报道健康人C、T等位基因频率经χ2

检验，差异无统计学意义（χ2＝2.73，P＞0.05）；CC\CT\TT 3种

基因型经χ2检验，差异无统计学意义（χ2＝2.66，P＞0.05）。

从统计结果可见，本研究中健康人的等位基因频率及基

因型分布与文献报道一致，差异无统计学意义；本研究健康

人与癫痫患者等位基因频率有高度显著性，3种基因型分布

频率有显著性，提示癫痫的发生与CYP2D6*10的碱基变异可

能具有相关性，但由于检验数据比较少，有待进行大样本数

据分析。

3.4 不同基因型癫痫患者血药浓度及标准化血药浓度比较

为消除服药剂量和体质量对患者血药浓度的影响，使用

标准化血药浓度进行比较，即血药浓度除以按千克体质量的

服药剂量，单位为μg·kg/（ml·mg）。不同基因型癫痫患者血药

浓度及标准化血药浓度比较见表3。

表 3数据经SPSS 17.0软件处理，不同基因型癫痫患者血

药浓度及标准化血药浓度没有差异（P＞0.05）。

3.5 不同基因型癫痫患者未达到最低有效浓度和超过最小中

毒浓度比较

丙戊酸钠的有效浓度范围为50～100 μg/ml。在测得的数

据中，有未达到最低有效浓度和超过最小中毒浓度的数据。

1 2 3 4 5 6 7 8 9

58 bp

100/113 bp

213 bp

271 bp

50 bp

100 bp

200 bp

300 bp

图1 CYP2D6*10电泳图谱
1. 泳道50 bp Marker；2、3. CT型；4、6. TT型；5、7. CC型；8、9. 扩增产物

Fig 1 Gelelectro phoretogram of CYP2D6*10
1. Lane 50 bp Marker；2，3. CT type；4，6，TT type；5，7. CC type；

8，9. PCR products

90 95 100
G C T A C T C A C C A
1

90 95 100
C

G C T A C T C A C C A
2

90 95 100
G C T A C C C A C C A
3

图2 CYP2D6*10测序图谱
95位为突变基因位点；1.TT型；2.CT型；3.CC型

Fig 2 Result of gene sequencing
The 95 is the gene mutation；1. TT type；2. CT type；3. CC type

表2 健康人和癫痫患者CYP2D6*10基因型分布频率[例（％％）]

Tab 2 Distribution frequencies of genotype CYP2D6*10 in

healthy individuals and epilepsy patients [case（％％）]

项目
癫痫患者
健康人
报道

CC
18（20.9）
32（22.1）
82（16.7）

CT
21（24.4）
63（43.4）

213（43.4）

TT
47（54.7）
50（34.5）

196（39.9）

C
57（33.1）

127（43.8）
377（38.4）

T
115（66.9）
163（56.2）
605（61.6）

··1067



China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 8 中国药房 2015年第26卷第8期

不同基因型癫痫患者未达到最低有效浓度和超过最小中毒浓

度比较见表4。

表 3 不同基因型癫痫患者血药浓度及标准化血药浓度比较

（x±±s）

Tab 3 Comparison of serum concentration and standard

blood drug concentration of patients with different

genotypes epilepsy（x±±s）

项目
测得血药浓度，μg/ml

标准化血药浓度，μg·kg/（ml·mg）

CC（n＝18）

75.80±35.81

3.72±2.75

CT（n＝21）

76.53±26.22

4.99±4.32

TT（n＝47）

72.97±35.69

5.72±4.88

表 4 不同基因型癫痫患者未达到最低有效浓度和超过最小

中毒浓度比较[例（％％）]

Tab 4 Comparison of under the MEC and over the MTC of

patients with different genotypes epilepsy [case（％％）]

项目
未达到最低有效浓度（＜50 μg/ml）

超过最小中毒浓度（＞100 μg/ml）

CC（n＝18）

5（27.8）

4（22.2）

CT（n＝21）

6（28.6）

5（23.8）

TT（n＝47）

13（27.7）

10（21.3）

表 4数据经SPSS 17.0软件处理，不同基因型癫痫患者未

达到最低有效浓度和超过最小中毒浓度病例数，差异无统计

学意义（P＞0.05）。

4 讨论
本试验采用聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性

（PCR-RFLP）法进行基因检测，较毛细管电泳法经济，较等位

基因特异扩增（ASA-PCR）法准确，可以同时对大样本进行检

测。对基因的部分样本采用毛细管电泳法进行测序，毛细管

电泳法与PCR-RFLP法检测结果完全一致，证明了PCR-RFLP

法在CYP2D6基因检测领域中应用的可行性。

本研究通过检测CYP2D6*10碱基突变，比较了本地区癫

痫患者和健康人之间的差异。结果显示，本地区癫痫患者与

健康人等位基因频率有高度显著性，3种基因型分布频率有显

著性，提示癫痫的发生与CYP2D6*10的碱基变异可能具有相

关性[8]，但由于检验数据比较少，有待进行大样本数据分析。

本试验通过比较CYP2D6*10不同基因型癫痫患者丙戊酸

钠血药浓度和标准化血药浓度的情况，结果显示CYP2D6*10

3种基因型的血药浓度和标准化血药浓度之间没有差异。本

试验通过比较CYP2D6*10不同基因型癫痫患者未达到最低有

效浓度和超过最小中毒浓度情况，结果显示CYP2D6*10 3种

基因型未达到最低有效浓度和超过最小中毒浓度例数之间没

有差异。说明CYP2D6*10基因多态性不影响癫痫患者丙戊酸

钠的血药浓度。
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国家卫生和计划生育委员会副主任金小桃带队督查湖北省春节期间食品安全工作

本刊讯 根据国务院食品安全委员会工作部署，2015年2

月 7－10日，国家卫生和计划生育委员会（以下简称国家卫计

委）副主任金小桃带队第三联合督查组，对湖北省春节期间食

品安全工作进行现场督查。督查组抽查了湖北省政府和武汉

市政府、黄冈市政府、武汉江夏区政府及其工作部门，实地查

看了沙湖农贸市场、汉口精武食品工业园有限公司、湖北青腾

有机蔬菜生产基地、湖北省实验中学食堂等 17家单位食品安

全主体责任的落实情况。湖北省人民政府梁惠玲副省长出席

督查座谈会并介绍了本省食品安全工作情况。

督查组以现场检查、查阅资料、随机走访的形式，认真检

查了春节期间食品安全工作的安排部署、风险排查、督促整

改等情况。对地方针对节日热销食品、重点餐饮服务单位、

重点区域场所监管措施落实情况以及交通运输领域食品安

全保障进行了重点督查。督导组还核查了春节期间食品安

全应急值守、食源性疾病监测报告工作安排部署，突发事件

应对处置预案制定及执行，舆情监测、宣传引导和畅通投诉

举报渠道等情况。

金小桃对湖北省人民政府认真落实国务院食品安全委员

会第二次全体会议精神，进一步加强了春节期间食品安全工

作，保障人民群众饮食安全给予肯定，客观、中肯地指出督查

中发现的问题和不足，提出有针对性的整改要求。金小桃强

调，各地党委政府要进一步提高认识，高度重视食品安全工

作，切实增强责任感和紧迫感；要认真整改存在的问题和隐

患，坚决守住食品安全底线，塑造良好的食品安全氛围；要加

大食品安全工作投入，明确责任，狠抓落实，保证食品安全各

项措施落地、见效，要确保春节期间不发生重大食品安全问

题，让人民群众过一个安乐祥和的传统佳节。

国家卫计委、质检总局、食品药品监管总局等有关负责同

志和专家参加了督查，湖北省人民政府及相关部门的负责同

志陪同督查。
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