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%%!摘%要"%目的%检测尿苷二磷酸葡糖醛酰转移酶'R]L(!F# FWS!]基因多态性在汉族癫
!

患儿中的分布

和突变频率#探讨R]L!F# FWS!]突变各基因型与丙戊酸血药浓度的关系* 方法%气相色谱法测定丙戊酸血药浓

度#0&9Y9D\0技术检测R]LHF# FWS!]基因多态性#0&9扩增产物直接测序验证基因型检测方法的可靠性* 结果

!SU 例汉族癫
!

患儿中R]LHF# WS! 位点的基因型FF)F])]]分别为 U# 例)#W 例和 # 例* 服用单位剂量'.A[EA(

引起的血药浓度FF基因型患儿为 T6=! f!6WU

&

A[.\# F]基因型患儿为 T6W= f!6T=

&

A[.\# ]]基因型患儿为

T6UT f!6"V

&

A[.\* F])]]基因型患儿血药浓度较FF基因型患儿偏低#但差异无统计学意义* 结论% R]L!F#

FWS!]基因多态性与丙戊酸的血药浓度无显著相关性#临床上个体血药浓度的差异可能是多种因素共同作用的

结果* !中国当代儿科杂志#?@A@#A?$B%&C?^ ECM?"

!关%键%词"%R]L!F#$基因多态性$丙戊酸$癫
!

$儿童

!中图分类号"%9USV%%!文献标识码"%F%%!文章编号"%!$$V aVVT$'"$!$($# a$S"= a$S

[++#-.(+]RI67B 7SCAR*#)#.%-'(01/("'3%&/ ().3#/#.,8(0%&/ (+5,0'"(%-,-%$

%)V,)#'%0#'.%--3%0$"#)+"(/V#),)

Q('8J"-# 8(71&# 1+EJ"-KC&-M# 9E('8'"-K'"-# PE>$5KS&-M# 3(24-MKS5?20@"%AB0-A4.C06&"A%&D/# 90-"-

C%4F&-D&"GC04@G0R/94/@&A"G# L$0-MO$45 SW$$$T# H$&-" '8"41# *B"&G% B/M"4G&J!"#?D4B(

%%78&.",-.% 98:#-.%5#%L+();->,(A2,-,'-1(>,3(<8,(+) 2)1 I3-M8-):B+IR]LHF# FWS!]A-)-,(:/+5B.+3/'(>.() 2̂)

-/(5-/,(::'(513-) I3+. -̂)2) 2)1 ,+-;2582,-,'--II-:,+IR]LHF# FWS!]A-)-,(:/+5B.+3/'(>.+) >-38.:+):-),32,(+)>

+I;25/3+(:2:(16;#.3($&%L'-.-,'+1 +IA2>:'3+.2,+A32/'BP2>8>-1 ,+2>>2B>-38.:+):-),32,(+)>+I;25/3+(:2:(16

R]LHF# FWS!]A-)-,(:/+5B.+3/'(>.P2>>:3--)-1 <B0&9Y9D\06C(3-:,>-M8-):()AP2>8>-1 ,+:+)I(3.,'--N/-:,-1

>-M8-):->+I-2:' A-)+,B/-6<#&20.&%L'-A-)+,B/(:I3-M8-):(->+IR]LHF# FWS!]P-3-2>I+55+P>% FF() U# :2>-># F]

() #W :2>->2)1 ]]() # :2>->6L'-.-2) ;258->+I>-38.:+):-),32,(+)>+I;25/3+(:2:(1 () /2,(-),>P(,' FWS!]FF# F]

2)1 ]]P-3-T6=! f!6WU# T6W= f!6T= 2)1 T6UT f!6"V

&

A[.\# 3->/-:,(;-5B'1+>-Y21c8>,-1 ,3+8A' :+):-),32,(+) +) 2

.A[EA<2>(>(6L'-3-P-3-)+>(A)(I(:2),1(II-3-):->() >-38.:+):-),32,(+)>+I;25/3+(:2:(1 2.+)A,'-,'3--A3+8/>6

=()-02&%()&%R]L!F# FWS!]A-)-/+5B.+3/'(>. 1+->)+,()I58-):->-38. :+):-),32,(+)>+I;25/3+(:2:(1 () 2̂)

-/(5-/,(::'(513-)6H)1(;(18251(II-3-):->() >-38.:+):-),32,(+)>+I;25/3+(:2:(1 .2B<-2,,3(<8,-1 ,+.2)BI2:,+3>6

!=3%)> =().#/'!#$%,."# ?@A@# A? 'B(%C?^ ECM?"

%%F#1 G("$&%%R]LHF#$ ]-)-,(:/+5B.+3/'(>.$ 425/3+(:2:(1$ G/(5-/>B$ &'(51

%%癫
!

是危害人类健康的常见病#我国儿童癫
!

'不含热性惊厥(每年的发病率为 !W![!$ 万#患病

率为 T6SWo* 丙戊酸';25/3+2,-2:(1#40F(

!!"作为

儿科最常用的抗癫
!

药物之一#临床发现个体差异

大#用药剂量与血药浓度之间相关性较差* 近年#对

影响丙戊酸临床疗效及血药浓度个体差异的研究亦

逐渐增多#尤其是药物代谢的遗传方面* 尿苷二磷

酸葡糖醛酰转移酶'R]L(是丙戊酸
'

相代谢酶*

本研究旨在调查 R]L!F# FWS!]基因多态性在汉

族癫
!

患儿中的分布#探讨基因多态性对丙戊酸代

谢的影响及与血药浓度个体差异的关系*

&="S&
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AK对象和方法

A6AK 对象

河南省人民医院儿科 "$$U 年 V 月至 "$$V 年

!$ 月门诊及住院汉族癫
!

患儿 !SU 例#服用丙戊酸

钠单药治疗#且无肝)肾功能受损及进行性器质性

脑病或其他中枢神经系统疾病#依照 !=V= 年国际

抗癫
!

联盟公布的癫
!

发作分类标准确定患儿发

作类型#年龄 T j!S 岁*

A6?K标本采集及血药浓度测定及其标准化

至少 W 个半衰期后#于下次服药前#血药浓度

达到稳态时采集静脉血!""

#不抗凝#气相色谱法!T"

测定丙戊酸血药浓度'

&

A[.\(* 为消除体重及服药

剂量对血药浓度的影响#将气相色谱法所测得血药浓

度除以患者每日每公斤体重的服药量'.A[EA(#即标

准化的血药浓度!S"

*

APMKNW7提取与基因多态性检测

酚Y氯仿法进行全血基因组 C7F提取#聚合酶

链扩增反应Y限制性长度片段多态性'0&9Y9D\0(

技术检测R]L!F# WS! 位点的多态性* 0&9扩增引

物由大连宝生物技术有限公司合成* 引物序列!W"

%

上游引物序列%WbY&LLLFF]]F]F]&FF]LL

L]FL]YTb#下游引物序列%WbY&&F&L&]LL]]]

FFFFF]L&YTb* 0&9反应体系%C7F模板 "

&

\#

0&9Z.23,?(N溶液 !"6W

&

\#引物 0!)0" 各加入

!

&

\#加超纯水至 "W

&

\* 0&9反应条件% =Sp

S .()#=Sp SW >#WU6Wp T$ >#U"p T$ >#S$ 个循环#

U"p S .()#Sp保存* 限制性内切酶 Z/'

(

'上海生

物技术有限公司(酶切0&9产物* 扩增产物由北京

天根生化科技有限公司 F@HTUT$O\测序仪直接测

序进一步验证分析方法的可靠性*

A6CK统计学分析

采用 Z0ZZ !$6$ 计算机统计学软件处理#所有

数值均用均值 f标准差'If/(表示#R]L!F# WS!

位点的基因型分布是否符合 2̂31BYd-()<-3A平衡

及不同种族间基因多态性分布的差异用
!

" 检验#

R]L!F# WS! 位点 FF)F])]]基因型间血药浓度

差异的分析用方差分析#检验水准取
"

$̀6$W*

?K结果

?PAK]RIA7B SCA 位点基因突变类型

野生纯合子FF的电泳产物为 "!W </ 的片段$

杂合子F]的电泳产物为 "!W </)!"V </ 和 VU </

的 T 个片段$突变纯合子 ]]的电泳产物为 !"V </

和 VU </的 " 个片段* 见图 !* 各基因型测序结果

见图 "* 基因测序结果与基因库中序列对比后发

现%测序图'dd(第 == 等位基因点为野生型碱基F

单峰#测序图'd?(第 !$! 位点为杂合型 F]双峰#

测序图'd?(=U 位点为纯合碱基]单峰*

! " # $

!%% &'

"%% &'

%%图 AK]RIA7B 7SCAR各基因型 !=<L<\Z!电泳

结果
%!%C7F标记物$ "%]]基因型$ T%F]基因型$ S%FF基因型*

! " # ! $ % & % $ $ & %

% " & % $ " & % $ $ & %

" & % $ " & % $ $ & %

'(('(('((

!! !" ""

图 ?K]RIA7B 7SCAR各基因型直接测序结果K

dd%野生纯合型$ d?%突变杂合型$??%突变纯合型*

&$TS&
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?6?K基因多态性与丙戊酸血药浓度的关系

!SU例汉族癫
!

患儿中 R]L!F# WS! 位点 F)]

的等位基因频率分别为 UT6VX和 "#6"X#其基因型

分布符合 2̂31BYd-()<-3A平衡'C

"

$6$W(* 其中F]

基因型患儿 #W例#血药浓度为 T6W= f!6T=

&

A[.\#]]

基因型患儿 # 例#血药浓度为 T6UT f!6"V

&

A[.\#

FF基因型患儿 U#例#血药浓度为 T6=! f!6WU

&

A[.\#

F]基因型及 ]]基因型患儿血药浓度较 FF基因

型患儿偏低#但差异无统计学意义'Cl$6$W(*

?6MK基因多态性与不同剂型丙戊酸血药浓度的

关系

服用丙戊酸钠糖浆患儿 V# 例#血药浓度为

T6$W f!6!$

&

A[.\#服用丙戊酸钠缓释片的患儿为

#! 例#血药浓度为 S6UU f!6T#

&

A[.\#两者比较差

异有统计学意义'C

#

$6$!(* 进一步分析显示服

用丙戊酸钠糖浆患儿中#FF基因型患儿血药浓度

为 T6!$ f!6!"

&

A[.\#F]基因型患儿血药浓度为

"6=# f!6$S

&

A[.\#]]基因型患儿血药浓度为 T6

U! f!6=V

&

A[.\# F]基因型患儿血药浓度较 ]]

基因型偏低#但差异无统计学意义'Cl$6$W(* 服

用丙戊酸钠缓释片患儿血药浓度%FF基因型患儿

为 S6=U f!6W"

&

A[.\#F]基因型患儿为 S6=" f

!6$U

&

A[.\#]]基因型患儿为 T6UW f$6T=

&

A[.\#

与FF及F]基因型患儿比较#]]基因型患儿血药

浓度偏低#但差异无统计学意义'Cl$6$W(*

MK讨论

随着
(

相代谢酶'常见的是 &g0SW$(的研究发

现基因变异是许多药物代谢个体差异的原因#

'

相

代谢酶的研究日趋增多'最常见的是 R]L(#其中

R]L!F#

!#YU"参与丙戊酸的代谢#且 R]L!F# 基因存

在多态性#这可能是底物糖酯化作用存在个体差异

的重要原因!V"

*

本研究对河南汉族癫
!

患儿中R]L!F# FWS!]

多态性的分布进行分析显示#FWS!]突变发生率为

"#6"X#与日本人群的突变频率基本一致#也与高加

索和非裔美国人群的突变频率基本一致!W#="

*

R]L!F# FWS!]位点的基因多态性与丙戊酸血药浓

度的关系研究显示#杂合子突变型及突变纯合型较

野生基因型丙戊酸血药浓度偏低#但基因型间血药

浓度差异无统计学意义#与一些文献!!$Y!T"的研究结

果不一致#但与 _3(>')2>P2.B等!!S"及 0-,-3>等!!W"

的研究结果基本一致#这可能与以下因素有关%

)

本

研究样本量较小#尤其是突变纯合型样本少#可能导

致血药浓度结果不呈正态分布#有待进一步扩大样

本量深入研究$

*

有研究报道饮食因素可影响

R]L!F# 的表达!!#"

#本研究没有严格控制饮食#亦

可能是与其他研究结果存在差异的原因之一$

+

丙

戊酸的代谢过程比较复杂#在 R]L!F# 参与丙戊酸

代谢的过程中#有其他
'

相代谢酶的交叉效应'如

R]L!F=#R]L"@U(

!##!U"

#可能存在
(

相代谢酶'如

&g0"F## &g0"@#(及其他结合蛋白'如脂肪酸结合

蛋白(的影响!!VY!="

#可能影响丙戊酸的代谢#有待进

一步研究*

!参%考%文%献"

!!"%Z,+E->L# Z'2PG*# *823-QY]23:(2F# &2.+>>+YZ,-I()+;(:*# @2E-3

9'"$$S(6&5()(:25]8(1-5()->2)1 G;(1-):-9-;(-PI+3,'-G/(Y

5-/>(->% 1(2A)+>(>2)1 .2)2A-.-),() 2185,>2)1 :'(513-) () /3(Y

.23B2)1 >-:+)123B:23-6\+)1+)% 9+B25&+55-A-+I]-)-325032:Y

,(,(+)-3>6',,/%[[PPP6)(:-6+3A68E[6

!""%Zq):'-QYF5:232QF# r8(),2)2?@# \s/-QG# 9+13tA8-QH6425/3+Y

(:2:(1 :5-232):-() :'(513-) P(,' -/(5-/>B!*"6&5() 0'23.L'-3#

!==V# "T'!(%T!YTS6

!T"%郑惠良#刘文弟#祁元明#杨莹#黄喜顺#景学医#等6丙戊酸钠

治疗不同年龄的癫
!

血药浓度研究!*"6实用儿科临床杂志#

!==W#!T'T(%!#V6

!S"%;+) F'>-) 7# 9(:',-3?# ]38// &# 9()A-@# K-55-3(:' ?# F3.Y

>,3+)A4d67+()I58-):-+I,'-?C9Y! &TSTWL/+5B.+3/'(>.+32

&g0TFS /3+.+,-3/+5B.+3/'(>.'&g0TFSY4:+255-5-( +) 1+>-Y

21c8>,-1 :B:5+>/+3() F,3+8A' ):-),32,(+)>+33-c-:,(+) ():(1-):-()

>,2<5-3-)25,32)>/52),3-:(/(-),>!*"6&5() &'-.# "$$!# SU'#(%

!$SVY!$W"6

!W"%72A23Z# h252,+3(>**# @52):'231 9\6̂ 8.2) R]L!F# /'23.2:+Y

A-)-,(:>% (1-),(:2,(+) +I2)+;-5Z70# :'232:,-3(Q2,(+) +I255-5-I3-Y

M8-):(->2)1 I8):,(+)252)25B>(>+I3-:+.<()2),255+QB.->() '8Y

.2) 5(;-3,(>>8-2)1 () :85,83-1 :-55>!*"60'23.2:+A-)-,(:>#

"$$S# !S'V(%SVUYS==6

!#"%G,'-55@L# F)1-3>+) ]C# @83:'-55@6L'--II-:,+I;25/3+(:2:(1

+) 138A2)1 >,-3+(1 A58:83+)(12,(+) <B-N/3->>-1 '8.2) RC0YA58Y

:83+)+>B5,32)>I-32>->!*"6@(+:'-.0'23.2:+5# "$$T# #W '=(%

!SS!Y!SS=6

!U"%g2.2A2,2L# ?+.+(?g# ?832(_# HE-.2,>8 _# Z8P2_# Z2E2Y

.+,+_# -,2560-)(/-)-.Y<-,2.(/3+) 2)1 1-:3-2>->() >-38.;25Y

/3+(:2:(1 :+):-),32,(+)!*"6L'-3C38A?+)(,# !==V# "$ 'S(%

T=#YS$$6

!V"%L8E-B9̂ # Z,32>><83A&06 8̂.2) RC0YA58:83+)+>B5,32)>I-32>-%

.-,2<+5(>.# -N/3->>(+)# 2)1 1(>-2>-!*"6F))8 9-;0'23.2:+5

L+N(:+5# "$$$# S$%WV!Y#!#6

!="%R32P27# _+<2B2>'(g# F32E(*# Z8A(.+,+9# HP2>2?# _2(,+?#

-,256\()E2A-1(>-M8(5(<3(8.+IR]L!F!

"

# 2)1 R]L!F!

"

"V ()

3-52,(+) ,+R]L!F# 2)1 R]L!FU /+5B.+3/'(>.>!*"6K):+5

9-/# "$$## !#'S(%V$!YV$#6

!!$" &(+,,(?# ?233+)-F# 0+,,-3&# KP-)>HZ6]-)-,(:/+5B.+3/'(>.

() ,'-'8.2) R]L!F# '/52)23/'-)+5( RC0YA58:83+)+>B5Y,32)>Y

I-32>-% /'23.2:+5+A(:25(./5(:2,(+)>! *"60'23.2:+A-)-,(:>#

!==U# U'#(%SVWYS=W6

!!!" 72A23Z# h252,+3(>*# @52):'231 96̂ 8.2) R]L!F# /'23.2:+A-Y

)-,(:>% (1-),(I(:2,(+) +I2)+;-5Z70# :'232:,-3(Q2,(+) +I255-5-I3-Y

M8-):(->2)1 I8):,(+)252)25B>(>+I3-:+.<()2),255+QB.->() '8Y

&!TS&



第 !" 卷第 # 期
"$!$ 年 # 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6#

*8)6"$!$

.2) 5(;-3,(>>8-2)1 () :85,83-1 :-55>!*"60'23.2:+A-)-,(:>#

"$$S# !S'V(%SVUYS==6

!!"" 郭栋#周红灏6R]L!F# 及R]L!F! 基因多态性对体内胆红素

水平及对乙酰氨基酚代谢的影响 !C"6中南大学学位论文#

"$$#6

!!T" 孙妍萍#谭兰#王雁#宋敬卉6尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶

!F# 基因多态性对丙戊酸钠代谢的影响!*"6中华医学杂志#

"$$U# VU'"=(%"$TTY"$TW6

!!S" _3(>')2>P2.BZ# 2̂+r# FHY9+'2(.(F# -̂>>-\?# ;+) ?+5,E-

\\# ]3--)<52,,C*# -,256RC0A58:83+)+>B5,32)>I-32>-'R]L(
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欢迎订阅(中国当代儿科杂志)

,中国当代儿科杂志-是由中华人民共和国教育部主管#中南大学主办的国家级儿科专业学术期刊* 本刊为国家

科学技术部中国科技论文统计源期刊'中国科技核心期刊(#中国科学引文数据库'&Z&C(收录期刊#北京大学图书馆
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据库-来源期刊#并被,中国期刊网-),中国学术期刊'光盘版(-全文收录*
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