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　　[摘要 ]　目的　研究肾移植术后患者 MDR1C3435T基因多态性对他克莫司 ( FK506)血药浓度 /剂量比 (C /D )及急性排

斥反应和不良反应的影响。方法　采用聚合酶链反应 ( PCR )和限制性内切片段长度多态性 (RFLP)的方法检测肾移植患者

MDR1C3435T基因型 ,比较不同基因型患者之间 FK506的 C /D值以及急性排斥反应、不良反应的差异。结果　MDR1C3435T

各基因型组间 FK506的 C /D值及急性排斥反应、不良反应均无显著性差异。结论　MDR1C3435T基因多态性与肾移植患者

FK506的 C /D值及急性排斥反应、不良反应间无显著相关性。
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[ Abstract]　O bjective　To investigate the impact ofMDR1C3435T genetic polymorphism on the concentration /dose (C /D) ra2
tio, acute rejection and adverse effect of tacrolimus ( FK506) in the renal patients after transp lantation. M ethods　The MDR1C3435T

genotype was determ ined by PCR2RFLP method. The differences of C /D ratio, acute rejection and adverse reaction were compared a2
mong all of the genotype group s treated with FK506. Results　There was no significant difference in the C /D ratio, rejection and ad2
verse reaction of FK506 amongMDR1C3435T genotype group s. Conclusion　There was no significant relation between the C /D ratio,

acute rejection and adverse reaction of FK506 and MDR1C3435T genetic polymorphism in the transp lant patients.
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　　他克莫司 ( FK506)现已广泛用于预防器官移植

后的抗排斥治疗。对 2007年我院肾移植病例调查

结果显示 ,我院临床最常使用的免疫抑制方案为

FK506 +吗替麦考酚酯 (MMF) +醋酸泼尼松 ( Pred)

和环孢素 A (CsA ) +MMF + Pred三联治疗方案 ,但

与 CsA三联方案相比 , FK506方案则是肾移植术后

防治排斥反应更有效、更经济的治疗方案 [ 1 ]。但

FK506在药动学和毒理学方面存在明显的个体差

异 ,且治疗指数较窄 ,临床上个体间给药剂量存在很

大差异 ,用药不当即会产生急性排斥反应或不良反

应。多药耐药基因 1 (MDR1)编码的 P糖蛋白 ( P2
gp)在 FK506的吸收过程中起很大的作用 ,肠黏膜

表面的 P2gp通过将药物泵回肠腔而影响 FK506的

吸收并间接影响血药浓度 ,在已发现的 48个单核苷

酸多态性 ( SNPs)中 ,外显子 26的 C3435T SNPs具

有重要的功能意义 [ 2 ]
,该位点的 C > T突变可导致

MDR1的表达量和 P2gp功能的明显下降 [ 3 ]。因此

有必要研究 MDR1C3435T基因多态性对 FK506血

药浓度 /剂量比 ( C /D )及排斥反应、不良反应的影

响 ,以便为肾移植术后更加安全有效的应用该免疫

抑制方案提供依据。

1　材料与方法

1. 1　研究对象　选择 2006年 8月至 2008年 10月

在福州某三甲医院首次接受肾移植术患者 129例 ,

男性 111例 ,女性 18例 ,平均年龄 (37 ±11) a,平均

体重 (61 ±7. 5) kg。

1. 2　免疫抑制给药方案 　免疫抑制治疗方案采用

FK506 +MMF + Pred三联用药。 FK506 (他克莫司

片 ,爱尔兰藤泽药品有限公司 ) :剂量为 0. 15～0. 30
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mg/ ( kg·d) , 2次 / d,饭前 1 h或饭后 2 h口服给

药 ,首次剂量在肾移植术后 24 h内给予。如患者不

能口服 ,可静脉给药 ,剂量为 0. 05～0. 10 mg/ ( kg·

d) ,均 24 h持续静滴。MMF (吗替麦考酚酯胶囊 ,

上海罗氏制药有限公司 ) :剂量为 0. 5～2. 0 g/d, 2

次 / d,自术后第一天开始口服。激素 :术后一次性

静脉给甲基强的松龙 500 mg,以后每天减少 40 mg

直至 40 mg/d,次日起口服 Pred 20 mg/d。

1. 3　全血谷浓度测定　测定仪器为全自动微粒子

酶免分析仪 ,采用酶联免疫吸附法 ( EL ISA )对

FK506的全血谷浓度进行测定 ,监测 FK506全血谷

浓度 ,根据血谷浓度值调整用药剂量 ,维持术后 1个

月内血药谷浓度值在 7～10μg /L范围内。统计时

将血药浓度的结果变换为 C /D值进行分析 ,即以血

药浓度除以每日每公斤体重的 FK506剂量。

1. 4　基因组 DNA的提取　对肾移植患者抽取静脉

血 2～3 m l置 EDTA抗凝管中低温 (4℃)保存 ,在一

周内采用改良碘化钾法 [ 4 ]提取基因组 DNA。用紫

外分光光度法测定所提取基因组 DNA的 OD260、

OD280,计算 OD260 /OD280, OD260 /OD280 > 1. 7则

其纯度合格。

1. 5　PCR扩增

1. 5. 1　引物序列设计

F1: 5’2TGC TGG TCC TGA AGT TGA TCT GTG

AAC23’

F2: 5’2ACA TTA GGC AGT GAC TCG ATG AAG

GCA23’

1. 5. 2　PCR扩增体系　在 200μl薄壁管内 ,以提取

的 DNA (2μl)为模板 ,加入 10 ×PCR缓冲液 ( 2. 5

μl)、dNTP (2. 5 mmol/L, 2μl)、正向与反向引物 (20

mmol/L ,各 0. 5μl)及 Taq DNA聚合酶 ( 5 U /μl,

01125μl) ,加双蒸水至反应总体积 25μl,混匀后进行

PCR反应。

1. 5. 3　PCR扩增条件　94 ℃预变性 5 m in,变性、

退火、延伸条件分别为 94 ℃ 30 s, 54 ℃ 30 s, 72 ℃

60 s,最后 72 ℃ 5 m in,共 35个循环。

1. 6　限制性内切酶酶切　取 PCR扩增产物 10μl,以

限制酶 Sau3A I于 37℃孵育酶切 4 h,酶切反应完毕 ,

取 2μl 10×loading buffer终止反应 ,取 15μl酶切产

物 3%琼脂糖凝胶上电泳 , l×TAE电泳液 ,电压 100

V, 30 m in,分子量标准为 20 bp DNA Marker作为分子

量标记 ,在紫外灯下观察电泳结果。野生型纯合子

(C /C)的 PCR扩增产物内有两个限制性内切酶

Sau3A I的识别位点 ,可将此段 248 bp的 PCR产物消

化成三条片段 : 172 bp、59 bp和 17 bp;突变型纯合子

(T/T)的 PCR扩增产物内只有一个限制性内切酶

Sau3A I的识别位点 ,可将此段 248 bp的 PCR产物消

化成两条片段 : 231 bp和 17 bp;突变杂合子 (C /T)的

PCR扩增产物内一条链上有两个限制性内切酶

Sau3A I的识别位点 ,另一条链上有一个限制性内切

酶 Sau3A I的识别位点 ,可将此段的 PCR产物消化成

四条片段 : 231 bp、172 bp、59 bp和 17 bp。

1. 7　统计学方法　数据用均数 ±标准差 ( �x ±s)表

示 ,统计分析使用 SPSS 13. 0软件。两组间比较采

用配对 t检验 ;对于正态分布的参数 ,分析差异采用

单因素方差分析 (One2way ANOVA ) ;对于偏态分布

的参数 ,采用两独立样本的非参数检验 ;计数资料间

比较采用χ2检验。显著性界限定为 0. 05。

2　结果

2. 1　MDR1C3435T等位基因在肾移植患者中的突

变频率　研究测得中国汉族肾移植患者 129例中

MDR1C3435T等位基因突变频率为 45. 3% ,等位基

因突变频率及基因型频率见表 1。经 Hardy2W ein2
berg检验分析 ,结果显示 P > 0. 05,所研究的 SNPs

位点上观察值与期望值相吻合 ,各基因频率达到遗

传平衡 ,研究资料具有群体代表性。

表 1　MDR1C3435T基因型频率及等位基因频率

等位基因 n 突变频率 /%

C /C 36 27. 9

C /T 69 53. 5

T/T 24 18. 6

C 141 54. 6

T 117 45. 3

2. 2　基因多态性与肾移植患者术后 FK506 C /D值

的相关性 　肾移植术后 1个月内 , MDR1C3435T各

基因型组间 FK506的 C /D值无显著性差异。结果

如表 2所示。

表 2　MDR1C3435T基因多态性与 FK506的 C /D值的关系

基因型 n
FK506谷浓度

( ng/m l)
FK506日剂量

(mg/kg)
C /D值 ( ng/m l

per mg/kg)

C /C 36 7. 99 ±2. 44 0. 070 ±0. 023 126. 9 ±52. 0

C / T 69 7. 33 ±2. 23 0. 067 ±0. 027 129. 0 ±64. 9

T / T 24 7. 37 ±2. 25 0. 063 ±0. 026 134. 0 ±58. 1

2. 3　基因多态性对肾移植术后急性排斥反应和不

良反应的影响

2. 3. 1　急性排斥反应　我院使用 FK506三联免疫

抑制方案的 129例肾移植患者中 ,在移植术后 3个

月内共发生急性排斥反应 14例 ,发生率为 10. 8% ,

而 MDR1C3435T各基因型组间在急性排斥反应发
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生率上并无显著性差异。

2. 3. 2　不良反应　肾移植术后 3个月内 , C /C型、C /

T型和 T/T型组分别共有 27例、53例和 17例患者发

生不良反应 ,不良反应发生率分别为 75. 0%、76. 8%

和 70. 8% ,各基因型组间总不良反应发生率无显著性

差异 ,肝功能异常、高血糖、药物肾毒性、肺部感染、消

化道症状、胆固醇增高和白细胞减少等方面的发生率

各基因型组间也无显著性差异 ,结果详见表 3。

表 3　MDR1C3435T型患者的不良反应发生率

不良反应
C /C

n 发生率 / %

C /T

n 发生率 / %

T/T

n 发生率 / %

肝功能异常 1 2. 9 6 8. 7 3 12. 5

高血糖　　 5 13. 9 6 8. 7 4 16. 7

肾毒性　　 8 22. 2 16 23. 2 7 29. 2

肺部感染　 7 19. 4 10 14. 5 4 16. 7

消化道症状 6 16. 7 11 15. 9 3 12. 5

高血脂　　 4 11. 1 6 8. 7 2 8. 3

白细胞减少 3 8. 3 4 5. 8 1 4. 2

3　讨论

FK506为脂溶性药物 ,首过效应明显 ,口服生物

利用度在 4%～89%之间 ,平均 20% ,个体差异显

著。FK506入血后与血浆蛋白具有高度亲和力 ,主

要与血浆清蛋白及α2酸性糖蛋白结合 ,当血浆清蛋

白浓度过低可增加其肾毒性 ,而浓度过高则可降低

药效并产生急性排斥反应。有研究表明 ,导致

FK506血药浓度的个体间差异最主要的原因在于首

过效应的区别 ,即肝脏对药物的代谢和清除 ,以及肠

道 CYP3A亚家族的代谢和肠黏膜 P2gp的“抗吸收

作用”等 [ 5 ]。

研究表明 MDR1基因的 SNPs与 P2gp的表达和

功能变化有关。目前已经发现了 MDR1基因的几

种 SNPs,其中在外显子 12、21和 26上发生的突变

与 MDR1基因的表达及 P2gp的功能有关 [ 6 ]。目前

关于 MDR1基因 SNPs与免疫抑制剂生物利用度关

系的研究结果并不一致。Von Ahsen等 [ 7 ]发现在稳

定的肾移植受者中 MDR1外显子 26上的 C3435T

突变与 CsA谷浓度无关。然而 ,别的研究却发现该

SNP可以提高 CsA的 AUC达 22%。此外 , Yamau2
chi等 [ 8 ]发现外显子 21上 2677位突变是 FK506神

经毒性的阳性预测因素 , C3435T却不是。

我们的试验探讨了移植术后早期 (1个月内 )中

国肾移植人群中 MDR1的 C3435T位点基因多态性

对 FK506的 C /D值以及急性排斥反应及不良反应

的影响 ,发现患者 MDR1的 C3435T基因多态性与

FK506的 C /D值之间无显著相关性 ,术后 3个月内

各基因型组患者间在急性排斥反应及不良反应发生

率也无显著性差异。P2gp在体内多个器官表达 ,底

物种类多样且作用过程复杂 ,各底物之间可能也会

出现相互作用。不仅仅是 MDR1基因的单核苷酸

多态性会影响 P2gp的表达水平和功能 ,还要综合考

虑多种因素的影响 ,如药物代谢相关酶基因多态性

对药物的影响、患者不同的病理生理状态等 ,故在肾

移植领域探讨 FK506与 MDR1的基因多态性还需

要进行多方面多因素的综合分析。
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