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多药耐药基因 1 C3435T多态性与癫痫耐药的关联性研究
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摘要 目的：探讨我国癫痫患者 P-糖蛋白基因多态性（C3435T）与抗癫痫药物反应性的关联性。方法：采用 PCR--RFLP (聚合酶链
反应 --限制性片段长度多态性分析)的方法对 156例癫痫患者外周血进行分型。其中，耐药组癫痫患者 85例，有效组癫痫患者 71
例。结果：耐药组癫痫患者 CC基因型 21例，占 24.70%；有效组癫痫患者 CC基因型 19例，占 26.76%。两组比较无显著差异性。结
论：本研究未发现 P-gp C3435T基因型与癫痫耐药的关联性。
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ABSTRACT Objective: To discuss the association between the P-glycoprotein gene polymorphism and the efficacy of epilepsy drug.

Methods: Genotypes of the C3435T polymorphism were determined by the polymerase chain reaction restriction fragment length poly-
morphism (PCR-RFLP) methods in 156 patients, Including refractory epilepsy group (85) and drug-responsive group(71). Results: In non
responders, 21 patients were CC genotype (24.70%). In responders, 19 patients were CC genotype (26.76%). Conclusion: There is no as-
sociation between the P-gp C3435T gene polymorphism and the response to antiepileptic drug treatment in Chinese patient with epilepsy.
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前言

癫痫是一种脑部慢性疾病，我国患者约 600万，占全球
1/8。其中约 25%的癫痫患者经合理的抗癫痫药物治疗后仍不
能终止其发作，成为耐药性癫痫(Refractory Epilepsy，RE)[1,2]。而
目前耐药机制尚不明确。
近年来，国内外许多学者提出耐药性癫痫与癫痫患者血脑

屏障上的 P-糖蛋白(P-glycopr otein，P-gp)过度表达有关。P-gp
是一种跨膜 ATP依赖性糖蛋白，具有外排泵的功能，由 MDR1
基因编码，在胎盘、肠、肝、肾、血脑屏障等组织中表达[3,4]。研究
表明耐药性癫痫患者大脑血脑屏障上 P-gp表达增高，能够阻
止药物进入中枢，导致中枢癫痫药物靶浓度降低。而 3435位点
的 C突变为 T可导致 P-gp表达下降[5]，可能与癫痫耐药相关。
关于这方面的研究国内外存在争议[6]，可能与种族差异性有关。
因此本研究旨在探讨 P-gp C3435T基因与中国汉族耐药性癫
痫患者的关联性。

1 材料与方法

1.1 研究对象
156例患者均来自 2010年至 2011 年在南京军区福州总

医院就诊的癫痫患者。本实验已取得家属或患者的同意。其中
耐药组 85例，治疗控制有效组 71例。耐药性癫痫患者是指：频
繁的癫痫发作，至少每月发作 4次以上；应用适当的一线抗癫
痫药物正规治疗且药物的血药浓度达到有效范围，至少观察 2
年，仍不能控制发作，影响日常生活；无进行性中枢神经系统疾

病或占位性病变[7]。药物治疗有效组是指用现有的抗癫痫单药
或多药治疗后，1年内未再发作[8]。
1.2 实验方法
1.2.1 血标本的采集、处理和贮存 对癫痫患者抽取静脉血 2～
3 mL置 EDTA抗凝管中，全血于 -20℃低温保存，待样本收集
结束后，采用改良 KI法提取基因组 DNA。
1.2.2 PCR-RFLP PCR反应总体积 25ul，DNA buffer 2.5ul，Tap
酶 1.25U，dNTP 2.5mmol/L(均由 TAKARA公司提供)，DNA模
板约 100ng，引物 10nmol／L (Forward：5-ACTCTTGTTTTCA-
GCTGCTT G-3; Reverse：5-AGAGACTTACATTAGGCAGT-
GACTC-3)（上海生工 )，PCR 反应条 件 为 94℃ 预 变 性
5min，94℃变性 30 S，55℃复性 30 S，72℃延伸 30 S，共 35个
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循环，最后 72℃再延伸 5 min。经MboI限制性内切酶酶切 l h，
3.0%琼脂凝胶电泳，溴乙啶染色，紫外灯观察结果。
1.2.3 统计方法 采用 SPSS16.0版统计软件对基因型频率与等
位基因频率进行分析，两组间比较采用双侧检验，以 P<0.05代

表差异有统计学意义。

2 结果

图 2 MDR1第 3435位分型
1为 20bp Marker，2、4、6泳道为 TT基因型；3为 CC基因型；5为 CT

基因型；

Fig.2 Genotypes of the C3435T polymorphism

1:20bp Marker 2,4, 6: CC 3:TT 5:CT

图 1 PCR反应产物图
1为 20bp Marker，2、3、4为 C3435T PCR产物

Fig.1 Polymerase chain reaction

1:20bp Marker, 2,3, 4:C3435T polymerase chain reaction production

表 1 MDR1基因 C3435T多态性与药物反应的关系
Table 1 Association between the C3435T polymorphism in MDR1 gene and refractory epilepsy

分组

(Group)
例数

(Number)

基因型(Genotypes) 等位基因频率(Genotypes frequency)

CC CT TT C T

耐药组

IE group
85 21(24.71%) 44(51.76%) 20(23.53%) 86(50.59%) 84(49.01%)

有效组

Drug Responsive group
71 19(26.76%) 38(53.52%) 14(19.71%) 76(53.52%) 66(46.48%)

2.1 C3435T多态性分析
PCR扩增产物为 248bp，见图 1。扩增产物经MboI限制性
内切酶酶切 l h，用 3%的琼脂糖电泳凝胶分离。野生型等位基
因 CC基因型酶切产物为 172，60，16三个条带，突变杂合型
CT基因型酶切产物为 232，172，60，16四个片段，突变纯合子
型酶切产物为 232、16bp片段。由于 60、16bp片段太小，电泳图
上无法显示。
2.2 耐药组和控制组基因分布
表 1显示耐药组 CC基因型 21例（频率为 24.71%），CT基
因型 44例（频率为 51.76%），TT基因 20例（频率为 23.53%）。
有效组 CC基因型 19例（频率为 26.76%），CT基因 38例（频率
为 53.52%），TT基因型 14例（频率为 19.71%）。其中有效组
CC基因型突变频率较高。两组基因型进行 X2检验，X2=0.344，
P值为 0.842，无统计学意义。

3 讨论

癫痫的耐药机制复杂，至今尚未完全阐明。临床中，人们发
现患者一旦对某种抗癫痫药耐药，往往对其他作用机制不同、
化学结构不同的药物产生耐药。于是人们猜测可能存在一种共
同的机制导致耐药。

P-gp是一分子量为 170kD的膜结合蛋白，能将膜内物质
转运出细胞外，其底物为脂溶性物质。正常生理情况下，P-gp在
血脑屏障上的毛细血管内皮细胞、星形胶质细胞上低表达，而
在耐药性癫痫患者中，P-gp在脑实质、血管内皮细胞、星形胶质
细胞上表达明显增高[9,10]。Nishimura[11]等对海人酸诱导的癫痫
模型小鼠研究，表明 P-gp的高表达可导致中枢内卡马西平浓
度降低。由此可知，无论人切除的脑组织还是动物实验都表明
P-gp与癫痫的耐药性呈高度相关性。
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目前各国对此基因多态性的研究结论不一。Siddiqui [8]与

Basic [12] 等表明 P-gp 3435位的 CC基因型可能与癫痫耐药有
关。Lakhan[13]对印度人重复类似研究，未能得出此相关性。

Haerian[14]用 meta分析方法，亦未能得出此相关性。Seo[15]

等对 210个日本癫痫患者调查，得出与 Siddiqui相反的结论，
即 TT基因型与癫痫耐药相关。本研究通过对 156例癫痫患者
进行研究，并未发现此基因多态性与癫痫耐药的关联性，但趋

势与 Seo调查的 210个日本癫痫患者研究相同，即耐药组的
TT基因型高于药物治疗有效组。
各国结论产生分歧的原因可能在于：（1）种族的差异性

Ameyaw[16]等认为 C3435T基因型频率在各种族间存在着明显
的差异，即 TT基因型在非洲黑人和白人中的表达频率分别为
65％～83％和 25％，而亚洲人比率介于两者之间。（2）存在其
它基因位点导致 p-gp 表达差异。有学者提出 G2677T/A 和
C1236T、C3435T三个位点存在连锁不平衡关系[17]。此外，是否
有其它基因位点突变导致 P-gp表达差异，还有待探讨[18]。（3）
分组标准不同目前耐药性癫痫尚无国际统一标准。例如，Sid-
diqui[8]等许多国外学者的耐药性癫痫诊断标准的发作频率为 4
次 /年，Ufer[19]的诊断标准为对一线抗癫痫药物不耐受的患者。
我国学者多采用吴逊[7]提出的标准。而各国间耐药性癫痫标准
的不同，必然导致受试对象选择差异，从而影响最终结果。
总而言之，本研究未能得出 C3435T位点与癫痫耐药的关

联性。但仍不能排除存在其它基因多态性导致 P-GP过量表达，
从而导致耐药性癫痫。本研究的局限性在于：样本量偏小，说服
力不够；此外仅做了单个 SNP分析。面对复杂的癫痫疾病，有
必要进行大样本的其它位点基因的深入研究。
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