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　 　 ［摘要］ 　目的 　探讨 MDR１ C１２３６T 、G２６７７T ／A和 C３４３５T 基因多态性和单倍体对中国汉族肾移植术后稳定期患者他
克莫司浓度／剂量比值的影响 ，为他克莫司个体化用药提供依据 。方法 　采用 PCR唱基因测序法检测 １０４例肾移植术后稳定期

患者 MDR１ C１２３６T 、G２６７７T ／A和 C３４３５T 的基因多态性 ，采用均相酶免疫测定方法（EMIT 法）测定他克莫司的谷浓度 ，比

较不同基因型患者之间他克莫司血药浓度／（剂量 ×体质量）（C／D）比值 。结果 　 １０４例患者中 ，MDR１ C１２３６T 、G２６７７T ／A 和
C３４３５T 突变频率分别为 ５６ ．７３％ 、５５ ．７７％ 和 ３３ ．１７％ 。 MDR１ C３４３５T 、MDR１ TTT 单倍体与他克莫司 C／D比值具有相关性
（P＜ ０畅０５） 。 CYP３A５ 倡 ３ 倡 ３患者中 ，MDR１ TTT 单倍体与他克莫司 C／D比值仍存在显著相关（P＜ ０畅０５） 。 MDR１ C１２３６T 、

G２６７７T ／A 、CGC单倍体与他克莫司 C／D比值无显著性差异（P ＞ ０畅０５） 。结论 　 MDR１ C３４３５T 、MDR１ TTT 单倍体与中国
汉族肾移植术后稳定期患者他克莫司 C／D比值具有显著相关性 ，是影响肾移植患者他克莫司浓度个体化差异的重要因素 。
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Influence of multidrug resistant gene polymorphisms and haplotype on blood con唱
centration of tacrolimus in individuals in stable phases after renal transplantation
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a ．Department of Pharmacy ，b ．Department of Urology ，Zhangzhou ３６３０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the relevance between the polymorphisms and haplotype of multidrug resistant gene
（MDR１） and the ratio of blood concentration ／dosage in individuals treated by tacrolimus in stable phases post renal transplanta唱
tion ，and to provide data for personalized FK唱５０６ administration ．Methods 　 The MDR１ C１２３６T ，G２６７７T ／A and C３４３５T gen唱
otypes of １０４ renal transplantation patients were determined by PCR followed sequencing method ．The blood concentration of
tacrolimus was detected by EMIT method ．The differences in concentration／ （dose × weight） （C／D） ratios were compared a唱
mong all of the genotype groups treated by tacrolimus ．Results 　 In the １０４ renal transplantation recipients ， the frequency of
MDR１ C１２３６T ，G２６７７T ／A and C３４３５T mutation alleles was ５６ ．７３％ ，５５ ．７７％ and ３３ ．１７％ ，respectively ．A correlation was
revealed among SNP of MDR１ C３４３５T ，TTT haplotype and the C ／D ratios （P＜ ０畅０５） ．In patients of CYP３A５ 倡 ３ 倡 ３ ，A cor唱
relation was also found among TTT haplotype and the C ／D ratios （P ＜ ０畅０５ ） ．No difference was found among the MDR１
C１２３６T ，G２６７７T ／A ，CGC haplotype and the C／D ratios （P ＞ ０畅０５） ．Conclusion 　 It is demonstrated that genetic polymor唱
phisms of MDR１ C３４３５T and TTT haplotype are correlated with C ／D ratio of tacrolimus in Chinese renal transplant patients in
stable stage ．These findings affect the dose唱adjusted concentration of tacrolimus individually ．

　 　 ［Key words］ 　 renal transplantation ；tacrolimus ；MDR１ ；polymorphisms ；haplotype

　 　肾移植术后患者需要长期甚至终身接受免疫抑

制剂治疗 ，其中钙调磷酸酶抑制剂他克莫司 （FK唱５０６）
已逐渐取代环孢素（CsA） ，成为预防和治疗肾移植术

后排斥反应的首选药物［１ ，２］
。研究表明 ，他克莫司血

药浓度与排斥反应和毒副作用密切相关 ［３］
。

　 　药物转运体 P唱糖蛋白（P唱gp）是多药耐药基因 １

（multi drug resistance １ ，MDR１）编码的产物 ，主要

作用是能量依赖性地将作用底物由细胞膜内转运至

细胞膜外 ，其基因多态性会影响 P唱gp 的活性和功
能 。他克莫司是 P唱gp的底物 ，编码 P唱gp 的基因表
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现高度多态性 ，不同的基因变异携带者对他克莫司

的代谢和疗效具有重要影响［４］
。在已发现的 ４８ 个

单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms ，
SNPs ）中 ，外显子 ２１ 、２６ 和 １２ 的 G２６７７T ／A 、

C３４３５T 和 C１２３６T SNP 具有重要的功能意义 ，且

它们之间有一定的连锁 ，其连锁程度在不同种族间

差异很大 。 本研究旨在考察 MDR１ （G２６７７T ／A 、

C３４３５T 和 C１２３６T ）多态性和单倍体对中国汉族肾
移植术后稳定期患者他克莫司血药浓度／（剂量 ×体

质量）（C／D）的影响 ，进而探讨基因多态性与药效的

关系 ，为临床个体化给药提供参考 。

1 　试剂与仪器

　 　他克莫司检测试剂盒 、标准曲线试剂盒和质控

试剂盒（Siemens Healthcar Diagnostics Inc ．） ；人血

基因组 DNA 提取试剂盒 （Omega ） ；引物合成和

PCR产物基因测序由华大基因科技有限公司完成 ；

Viva唱E型药物浓度分析仪（德国西门子） ；高速离心

机（美国 Thermo） ；PCR仪（杭州博日） 。

2 　方法

2 ．1 　研究对象 　选择 ２０１３年 ６月至 ２０１４年 １２月

在解放军 １７５医院门诊复诊的采用他克莫司 ＋吗替

麦考酚酯 ＋糖皮质激素三联免疫抑制抗排斥的汉族

肾移植术后稳定期（ ＞ ６个月）受者 １０４ 例 ，均签订

知情同意书 。其中 ，男 ７５ 例 ，女 ２９例 ，年龄 １７ ～ ６５

（４３ ．３ ± １０ ．７）岁 ，体质量 ４２ ～ ８７（５９ ．９ ± １０ ．７） kg 。
排除标准 ： ① 移植肾功能正常 ，血清肌酐 ＞

３００ μmol／L ；②因感染等因素使用与他克莫司存在

相互作用的药物 ，尤其是大环内酯类抗生素及酮康

唑 、氟康唑 、克霉唑等抗真菌药物 ；③ 需服用与他克

莫司存在相互作用的利福平的结核病患者 ；④ 服用

葡萄柚汁及地尔硫� 、硝苯地平 、五酯制剂等食物或

药物以提高他克莫司浓度的受者 。

2 ．2 　观察指标
2 ．2 ．1 　临床指标 　收集入选患者的性别 、年龄 、身

高 、体质量 、服药量 、激素剂量 、合并用药 、血脂 、红细

胞比容 、血清白蛋白 、肝功能等指标 。

2 ．2 ．2 　实验室指标 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 ①他克莫司全血谷浓度测定 ：

对入选患者严格规范服药时间和采血时间 ，前 １ 日

晚 ２０ ：００ 服用他克莫司 ，次日晨 ８ ：００ 服药前抽血

２ ml ，加入 EDTA 抗凝备用 ，测定他克莫司全血谷

浓度 。 ② C１２３６T 和 G２６７７T ／A 、C３４３５T 基因分型
检测 ：采用 Omega 血液基因组 DNA 提取试剂盒 ，

按照说明书提取DNA 。采用基因测序法对 C１２３６T
和 G２６７７T ／A 、C３４３５T 进行基因分型 ，扩增引物见

表 １ ，测序图谱见图 １ 。 实验条件 ：○i 反应体系 ：

DNA 样本 １ μl ，前后引物各 １ μl ，KAPA２G Fast
Multiplex Mix １２ ．５ μl ，水 ９ ．５ μl 。 ○ii 反应程序 ：

９４ ℃ ５ min ；９４ ℃ ３０ s ，６０ ℃ ３０ s ，７２ ℃ ９０ s ，３０
次循环 ；７２ ℃ ５ min 。
表 1 　 C1236T和 G2677T／A 、C3435T等位基因扩增引物

SNP 扩增引物 产物大小（bp）

MDR１ C１２３６T F ：５′唱ttcgaagag tgggcacaaacc唱３′
R ：５′唱ctgatcaccgcaggg tcta唱３′ ４２７  

MDR１ G２６７７T ／A F ：５′唱gctatagg ttccaggct tgc唱３′
R ：５′唱tccaagaactggctt tgct唱３′ ３８９  

MDR１ C３４３５T F ：５′唱ttcaaag tg tgctgg tcc唱３′
R ：５′唱acctgaagtgg tcgaacac唱３′ ４８８

图 1 　 MDR1 C3435T PCR产物测序图
注 ：箭头所指处表示突变位置

2 ．3 　 统计方法 　 采用 SPSS ２０ ．０ 软件和 SHEsis
在线平台 （http ：／／analysis ．bio唱x ．cn／myAnalysis ．
php）进行统计分析 ，所有计量数据均以均数 ±标准

差（珚x ± s）表示 ，所有统计检验均为双侧检验 ，显著

性水平为 P ≤ ０畅０５ ；检测样本等位基因频率是否符

合 Hardy唱Weinberg 平衡定律采用卡方（χ
２
）检验 ；血

药浓度数据经正态检验和方差齐性分析 ，符合正态分

布 ，不同基因型的他克莫司浓度／（剂量 ×体质量）的

比较采用 t检验或单因素方差分析（ANOVA ）。

3 　结果

3 ．1 　 MDR１ C１２３６T 、G２６７７T ／A 和 C３４３５T 等位
基因频率 　 １０４例汉族肾移植患者 MDR１ C１２３６T 、

G２６７７T ／A 和 C３４３５T 基因型频率和等位基因频率

６１４

药学实践杂志 　 ２０１５ 年 ９ 月 ２５日第 ３３ 卷第 ５ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３３ ，No ．５ ，September ２５ ，２０１５



见表 ２ ，突变频率分别为 ５６ ．７３％ 、５５ ．７７％ 和

３３畅１７％ 。对基因型进行 Hardy唱Weinberg 遗传平
衡检验（P＞ ０ ．０５） ，表明研究资料具有群体代表性 。

表 2 　 104例汉族肾移植患者MDR1 C1236T 、

G2677T／A和 C3435T基因频率

基因型
等位基因频率

（％ ）

基因型频率
（％ ）

MDR１ C１２３６T C ９０（４３ 潩．２７） CC ２０（１９ 蜒．２３）

T １１８（５６ 潩．７３） CT ５０（４８ 蜒．０８）

T T ３４（３２ 蜒．６９）

MDR１ G２６７７T ／A G ９２（４４ 潩．２３） GG ２５（２４ 蜒．０４）

A ４５（２１ 潩．６３） GA ２０（１９ 蜒．２３）

T ７１（３４ 潩．１４） GT ２２（２１ 蜒．１５）

AT １７（１６ 蜒．３５）

AA ４（３ 蜒．８５）

T T １６（１５ 蜒．３８）

MDR１ C３４３５T C １３９（６６ 潩．８３） CC ５０（４８ 蜒．０８）

T ６９（３３ 潩．１７） CT ３９（３７ 蜒．５０）

T T １５（１４ 蜒．４２）

　 　 采用 SHEsis 在线平台分析连锁不平衡关系 ，

结果显示 ，G２６７７T ／A 与 C３４３５T 、 C１２３６T 与
C３４３５T 、G２６７７T ／A 与 C１２３６T 之间标准化的连锁
不平衡系数 D’和相关系数 r２分别为 D’ ＝ ０ ．９５５ ，r２

＝ ０ ．４８ ；D’ ＝ ０ ．５８５ ，r２ ＝ ０ ．１２９ ；D’ ＝ ０ ．３７８ ，r２ ＝

０畅０７８ 。研究结果表明 ，G２６７７T ／A 与 C３４３５T 、

C１２３６T 与 C３４３５T 存在一定程度的连锁 。 对

MDR１单倍体进一步分析发现了 ４ 种主要单倍体

和 ６ 种次要单倍体 。 ４ 种主要单倍体为 ：TTT
（２７畅３％ ） 、 CGC （ ２２％ ） 、 TGC （ ２１畅３％ ） 、 CAC
（１４畅７％ ） ，６ 种次要单倍体共占 １４ ．７％ 。 ５４ ．８％

（５７／１０４）患者的 G２６７７T ／A 与 C３４３５T 为单倍体连
锁 ；２４ ．０４％ （２５／１０４）患者的 C１２３６T 、G２６７７T ／A
和 C３４３５T 为单倍体连锁 。

3 ．2 　 MDR１基因多态性对他克莫司 C／D比值的影
响 　根据给药剂量和体质量将血药浓度标准化 ，以

观察 MDR１基因多态性对血药浓度的影响 。结果

显示 （表 ３） ，MDR１ C１２３６T 和 MDR１ G２６７７T ／A
各组之间比较无显著差异（P ＞ ０ ．０５） ，表明 MDR１
C１２３６T 和 MDR１ G２６７７T ／A 对肾移植术后稳定期
患者他克莫司的 C／D 值无明显影响 ；MDR１ ３４３５

CC型 C／D比值明显低于 CT ＋ TT 型 ，差异有统计

学意义（P＜ ０ ．０５） 。

3 ．3 　 MDR１ 单倍体对他克莫司 C／D 比值的影
响 　根据连锁不平衡分析结果 ，对 MDR１主要单倍
体 TTT 和 CGC与他克莫司的 C／D比值进行研究 ，

结果见表 ４ 。 TTT 型携带者与非携带者他克莫司
的 C／D比值存在显著性差异（P＜ ０ ．０５） ，而 CGC型

表 3 　 MDR1基因多态性对他克莫司 C／D值的影响

SNP C／D（ng · kg － １ ／ml · mg － １ ）

MDR１C１２３６T CC １３１  ．８９ ± ７６ ．６５

CT １５６  ．５６ ± ９２ ．４０

T T １５２  ．８０ ± ７３ ．４９

MDR１ G２６７７T ／A GG １２０  ．６５ ± ６３ ．２９

GT ＋ GA １５１  ．２８ ± ７９ ．７６

T T ＋ TA ＋ AA １７０  ．０２ ± ９４ ．８３

MDR１ C３４３５T CC １３０  ．７０ ± ７６ ．２７

CT ＋ T T １６９  ．００ ± ８６ ．２２ 倡

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 MDR１ ３４３５CC 比较

表 4 　 MDR1单倍体对他克莫司 C／D值的影响

单倍体 C／D（ng · kg － １ ／ml · mg － １ ）

T T T 携带者 １７１  ．６６ ± ８５ ．５６

非携带者 １３１  ．８０ ± ７７ ．５３ 倡

CGC 携带者 １４４  ．１７ ± ８０ ．８２

非携带者 １５６  ．０８ ± ８５ ．９７

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 MDR１ T T T 单倍体比较

携带者与非携带者他克莫司的 C／D 比值无明显差
异（P＞ ０ ．０５） 。他克莫司是 CYP３A 酶和 P唱gp的共
同底物 。 P唱gp的活性可调整 CYP３A５ 酶对他克莫
司的代谢 ，故选择不表达 CYP３A５ 酶即 CYA５ 倡 ３

倡 ３患者评价 P唱gp独立的功能 。对 ６５例 CYA５ 倡 ３
倡 ３基因型患者进行 MDR１单倍体分析 ，结果 TTT
型携带者他克莫司的 C／D比值显著高于非 TTT 型
携带者（P＜ ０ ．０５ ，表 ５） 。

表 5 　携带 CYA5 倡 3 倡 3的 MDR1单倍体
对他克莫司 C／D值的影响

单倍体 C／D（ng · kg － １ ／ml · mg － １ ）

T T T 携带者 ２０１  ．４７ ± ８９ ．９０

非携带者 １５０  ．２９ ± ８５ ．９３ 倡

CGC 携带者 １６６  ．０１ ± ９１ ．６４

非携带者 １５６  ．０８ ± ８５ ．９７

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 CYA５ 倡 ３ 倡 ３ MDR１ T T T 携带者比较

4 　讨论

　 　他克莫司在药动学和毒理学方面存在明显的个

体差异 ，且治疗窗窄 ，如果用药不当极易引起排斥反

应或肾毒性等不良反应 ，因此稳态的靶血药浓度对

保证肾移植术后的疗效和移植患者的存活率极为重

要 。研究表明 ，遗传因素是他克莫司血药浓度个体

差异的重要原因 。因此 ，研究 MDR１多态性和单倍
体对他克莫司 C／D比值的影响 ，能为肾移植患者他

克莫司个体化给药提供依据 。国内在他克莫司与药

物基因组学的研究中 ，入选患者未排除服用五酯制
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剂对他克莫司血药浓度的影响［５唱７］
，本研究严格排除

服用五酯制剂等药物的病例 ，较客观地反应了肾移

植术后稳定期患者血药浓度个体化差异的药物基因

组学因素 。本研究中基因分型方法采用直接测序

法 ，该方法是基因突变检测的金标准 ，具有准确性

高 、方法简单快捷等优点 。

　 　 本研究中 １０４ 例肾移植患者的 MDR１
C１２３６T 、G２６７７T ／A 和 C３４３５T 等位基因突变频率
均达到遗传平衡 ，与文献报道的中国汉族人群各位

点突变频率基本一致［８］
。 G２６７７T ／A 与 C３４３５T 存

在较强的连锁 ，C１２３６T 与 C３４３５T 存在一定程度的
连锁 ，与文献报道基本吻合［９］

。 TTT 单倍体的频率
为 ２７畅３％ ，说明突变单倍体在中国汉族人群中频率

较高 。

　 　 研究结果显示 ，MDR１ C１２３６T 、G２６７７T ／A 与
肾移植术后稳定期患者的他克莫司 C／D 比值无显
著相关 ，C３４３５T 与他克莫司 C／D 比值存在显著相
关性 ，突变型患者 C／D 比值较野生型患者高 ，即

MDR１ C３４３５T 野生型肾移植患者可能需要服用较
高剂量的他克莫司才能达到治疗靶浓度 ，与 Wu
等［１０］的研究结果一致 。 MDR１ C３４３５T 基因突变降
低了 P唱gp 活性 ，主动将药物泵出细胞外的能力下

降 ，进而表现为细胞内的药物浓度高于野生型患者 。

这提示 MDR１ C３４３５T 基因多态性可能是他克莫司
药动学个体差异的重要原因 。 但也有研究发现

MDR１ C３４３５T 基因多态性与他克莫司 C／D比值无
相关性［１１ ，１２］

。 因 MDR１ C１２３６T 、G２６７７T ／A 和
C３４３５T 存在连锁不平衡 ，对他克莫司的药动学影

响较复杂 ，采用单倍体分析可能更好地解释他克莫

司血药浓度的差异 。

　 　本研究发现 ，MDR１ 基因 TTT 单倍体与他克
莫司血药浓度具有显著相关性 ；排除 CYP３A５ 倡 ３

多态性对 P唱gp活性的影响 ，CYA５ 倡 ３ 倡 ３基因型患

者中 ，TTT 单倍体与他克莫司血药浓度仍存在显著
相关 。而 MDR１基因 CGC单倍体对他克莫司血药
浓度无影响 。携带 TTT 单倍体患者他克莫司 C／D
比值显著高于非携带者 ，表明携带 TTT 单倍体患
者仅需服用较低剂量的他克莫司 ，便可达到有效的

血药浓度 ，与 Cusinato等［１３］的研究结果相近 。携带

TTT 单倍体患者比携带单个突变位点的 P唱gp活性
更低 ，主动转运药物能力更弱 ，进一步解释了 TTT
单倍体患者具有较高的他克莫司 C／D比值 。

　 　综上所述 ，MDR１ C３４３５T 和 TTT 单倍体与肾
移植术后稳定期患者他克莫司 C／D 比值具有显著
相关性 。 MDR１ C３４３５T 和 TTT 单倍体是中国汉
族肾移植人群稳定期他克莫司药动学的主要影响因

素之一 ，故临床上使用他克莫司时不仅需考虑

MDR１ C３４３５T ，还要结合单倍体对他克莫司浓度的

影响 ，综合分析 MDR１多态性对他克莫司血药浓度
的影响 。
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