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基因芯片法检测抗高血压药物 
相关基因多态性 

杨 凡 ，赵钢涛 ，丁媛媛 ，边佳明 ，肖乐东 ，许景峰 

[摘要] 目的 检测中国人的5个抗高血压药物相关基因的多态位点，进行基因分型，计算检 

测位点的等位基因频率，为预测遗传因素对治疗高血压药物的影响提供数据。方法 用基因芯片法 

对220例样本的 5个抗高血压药物相关的基因多态位点进行检测分型。结果 检测了220例样本基 

因型，计算得到 4个等位基因频率 ，CYP2C9 3为 5．68％，ADRB1(G1165C)C为 74．09％，AGTR1 

(A1166C)C为7．73％，ACE(I／D)等位基因D为34．09％。有6例样本 CYP2D6基因检测无结果。结 

论 5个抗高血压药物相关多态位点在220例中国人中均有分布，可能影响相关药物在个体中的作 

用，从而影响高血压病的疗效。 
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[Abstract] Ob．；ective To detect and genotype five polymorphisms in antihypertensive drug related 

genes in Chinese．The frequencies of the alleles were calculated to provide genetic parameters for prediction 

of the influence in antihypertensive drug treatment．Methods The genotypes of five polymorphisms in anti— 

hypertensive drug related genes were detected by gene microarray in 220 samples．Results The frequencies 

of four polymorphisms were calculated in 220 samples，in which~equency of CYP2C9 3 was 5．68％ ， 

ADRBI 1 165C allele was 74．09％ ，AGTR1 1 166C was 7．73％ ，and ACE D allele was 34．09％ respective— 

ly．Six samples were no results in detection of CYP2D6 by gene microan'ay．Conclusion The alleles of five 

gene polymorphisms were discovel7 in 220 samples．They maybe affect interaction between body and drug and 

eause individual variation． 
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大部分高血压患者需要长期服用抗高血压药物 

控制血压，但药物相关受体和代谢酶具有个体差异， 

这种差异主要是由药物相关基因多态性引起的。现 

已得到一些可能与抗高血压药物有关的基因信息， 

可以通过检测这些基因的突变位点，预测遗传因素 

对药物反应的影响，以避免药物不 良反应或无效用 

药 。本实验采用高血压药物相关基因芯片检测 

试剂盒，对三类抗高血压药物(血管紧张素 Ⅱ受体 

阻断药、B受体 阻断药、血管紧张素转化酶抑制 
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药)相关 的 5个基 因多态位点 CYP2C9 A1075C 

(1075C，CYP2C9 3)、ADRB1 G1165C、AGTR1 A1166C、 

CYP2D6 C100T(100T，CYP2D6 10)和 ACE基因第 

16内含子 Alu序列的插人／缺失即I／D多态性进行 

检测，分析各基因的基因型，并对等位基因的频率进 

行统计分析。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源 血液标本来 自220例健康志愿者， 

均签署了知情同意书。用 EDTA—K：抗凝管，采静脉 

血2 ml，置冰箱冷藏，在24 h内提取基因组 DNA。 

1．2 仪器与试剂 微阵列芯片扫描仪 (LuxSean 

10K—B，博奥生物公司)，PCR扩增仪 (Tpersonal-48 
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型，美 国 Biometra公 司)，微量核酸分光光度计 

(ASP-2680，美国Act Gene公司)，高速离心机(Mik— 

ro120，德国 Hettich公司)，恒温水浴锅(DKB一501A 

型，上海森信公司)。全血基因组 DNA提取试剂盒 

(美国Promega公司)；高血压药物相关基因芯片检 

测试剂盒(湖南宏灏生物医药有限公司)。 

1．3 检 测方 法 

1．3．1 基因组 DNA的提取 吸取全血 300 tzl置 

于 1．5 ml Eppendorf(EP)管中，用全血基因组 DNA 

提取试剂盒提取 DNA，DNA干燥后加入 50 l试剂 

盒自带的DNA溶解液过夜，使 DNA完全溶解。 

1．3．2 基因组 DNA完整性及浓度纯度检测 取 

DNA溶液 2 ，与6×Loadingbuffer 1 txl混合点样。 

用琼脂糖凝胶电泳，电压 9O V，时问40 min。电泳 

完毕，将胶放入溴化乙锭(EB)溶液中浸泡 20 min 

后，取出放置于凝胶成像系统观察平台上，在紫外灯 

下观察基因组 DNA完整性。用紫外分光光度计检 

测 DNA样本，仪器自动计算得到样本浓度和纯度。 

1．3．3 基因扩增 取经过灭菌的200 l PCR离心 

管(5支／样本，共检测 5个位点)置于96孔板上并 

编号，放在冰盒内。配制20 l反应体系，依次在每 

管中加入芯片试剂盒 自带的 PCR反应液 18．8 l、 

尿苷酶(UNG)0．2 及 Taq DNA聚合酶0．2 lxl，最 

后加入样本基因组 DNA 0。8 1，?昆匀后8000 r／min 

离心数秒，置 PCR扩增仪中进行扩增。反应程序 

为 ：37℃ 10 min，95oC 3 min，94oC 30 S，56℃ 30 S， 

70℃ 30 s，40个循环后，70℃ 2 min。每次扩增时设 

置一份空白对照。 

1．3．4 芯片杂交 在芯片杂交舱中两侧滴入约 

200 wl双蒸水，再将芯片平放人舱内。从每个样本 

的5个 PCR产物中分别吸取3 l至200 l PCR管 

中，再加入8 l杂交反应液(先 41℃水浴5 min，振 

荡混匀)和1 定位参照液，混匀后离心数秒备用。 

吸取20 混合液，加于芯片反应区内，并使其均匀 

平铺，盖上杂交舱并使之密闭，放人 41℃水浴中杂 

交2 h。然后取出芯片去除上面的覆膜，用试剂盒自 

带的洗涤液浸洗芯片，用蒸馏水洗去残留洗涤液，最 

后放人离心机内甩干。 

1．3．5 芯片扫描 从离心机内取出芯片，放人芯片 

扫描仪中进行扫描，生成图谱，再用仪器自带的软件 

分析处理图谱上的荧光信号数据，保存为 Excel文 

件，同时可将扫描图以图片格式保存。最后，使用高 

血压数据分析软件 1．0(湖南宏灏生物医药有限公 

司研发)分析数据即可得基因分型结果。 

1．4 统计学处理 计数基因型和等位基因的频率。 

采用SPSS13．0软件包，用 检验验证哈代一温伯格 

遗传平衡定律，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 基因组 DNA完整性及浓度 基因组 DNA荧 

光条带位于20 kb以上位置，表明其完整性较好，可 

用于下一步扩增。同时，使用紫外分光光度计检测 

DNA样本，结果样本浓度在 100—200 rig／’ ，纯度 

检测值 瑚 。。 为 1．8—2．0，符合扩增条件。 

2．2 芯片检测结果 实验得到了220例样本的5 

个基因多态性位点的检测结果。图 1A为一例样本 

的芯片扫描图，图 1 B为芯片各位点探针分布图示， 

其检测结果为：CYP2C9(A1075C)为 AA野生型纯 

合子，ADRB1(G1165C)基因为 CC突变纯合子， 

AGTR1(A1166C)为 AA野生型纯合子，CYP2D6 

(C100T)为 CYP2D6 10突变纯合子，ACE为 ID杂 

合子。在检测的样本中发现了23例 CYP2C9 3突 

变杂 合 子 和 1例 突 变 纯 合 子，34例 AGTR1 

(A1166C)AC突变杂合子，没有发现突变纯合子。 

表 1为5个检测位点基因型的分布比率。另外，样 

本中有 6例 CYP2D6基因型没有检测出结果(表 

1)，可能是具有 CYP2D6 5突变，为 CYP2D6基因缺 

失。根据芯片分型结果得到样本的基因型，计算得 

到等位基因的频率(表 2)。经 检验，基因型比率 

符合哈代．温伯格遗传平衡定律(P>0．05)。 

3 讨 论 

CYP2C9及 CYP2D6基因均属于细胞色素P450 

(CYP450)基因家族，它们负责编码产生的蛋白是主 

要的药物代谢酶之一，作用底物包含了多种药物，如 

CYP2C9可代谢苯妥英、华法林、沙坦类抗高血压药 

物等，CYP2D6的底物包括普萘洛尔等p受体阻断 

药 J。CYP2C9 3、CYP2D6 10是中国人中主要的基 

因突变类型，在中国人中的分布分别为 2％ 一6％， 

51．3％ ～70％，突变可导致相应的酶活性下降，从而 

影响药物的代谢水平 。本实验检测结果显示， 

CYP2C9 3等位基因的频率为 5．68％，经检验基因 

型分布符合哈代．温伯格遗传平衡定律，与以往的报 

道基本一致。 

实验中6例样本没有检测出 CYP2D6的基因 

型，这可能是由于样本在基因多态性检测位点具有 

其他类型的突变，据分析很可能为 CYP2D6 5。 

CYP2D6*5为基因缺失型突变，可使酶活性丧失， 

引起药物不良反应的发生 j。在一项对223例中国 

人的检测中，曾发现其等位基因频率可达7．2％，而 
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图 1 A：一例芯片检测扫描图；B：芯片各位点探针分布图示 

第 1列为芯片杂交定位参照，2～6列为基因多态位点的野生型探针(或 ACE I型)，7～11列为突变型探针(或 ACE D型)。第 

1行 2～11列检测 CYP2C9(A1075C)，第 2行 2～6列为此基因阳性参照，7～l1列为阴性参照；以下各行顺序检测 ADRB! 

(G1165C)、AGTR1(A1166C)、CYP2D6(C100T)、ACE(I／D)基因型，最后两行2～11列为空白对照 

表 1 基因分型结果[／Z=220，例(％)] 

频率 94．32 5．68 

注：对 6例 CYP2D6基因未检出，未列入 

CYP2D6*10则为51．6％，说明 CYP2D6 5在中国人 

中具有一定的分布，应予以重视 。CYP2D6 10在 

中国人中分布较广，我们所采用的基因芯片主要是 

针对此种突变，缺乏对 CYP2D6 5的检测手段，因此 

需要进～步研究，用其他方法检测。 

ADRB1基因编码 p，受体，它的G1165C多态位 

点被认为与抗高血压药物 B受体阻断药的药效有 

关，而 AGTR1(A1166C)基因多态性则可能影响沙 

坦类药物的反应 。ACE基因的片段插入／缺失型 

变异(I或 D)可能影响血管紧张素转化酶抑制药的 

作用 。 

综 上 所 述 ，CYP2C9 (A1075C)、ADRB1 

(G1165C)、AGTR1(A1166C)、CYP206(C100T)和 

ACE(I／D)基因多态性与抗高血压药物反应相关。 

检测这5个基因多态位点在中国人中的分布，有助 

于进一步研究基因多态性对抗高血压药物的影响， 

对于综合衡量药物药效及不良反应、实现个体化用 

药具 有 重 要 意 义。此 外 有 研 究 认 为，AGTR1 

(A1166C)和 ACE(I／D)等基因多态性在高血压患 

者中与健康人中的分布具有差异，可能与高血压的 

易感性相关，但研究结论并不一致 。 ，因此需要大 

量的数据去证实。检测大量样本的基因多态性，分 

析人群中的分布频率，可为进一步探讨基因多态性 

与高血压易感性的相关性提供理论基础。 

本实验采用的高血压药物相关基因检测芯片， 

每片可检测 4个样本，一次可同时检测分析 5种基 

因多态位点，是一种高通量、高效率的基因突变检测 

方法。整个检测操作过程从 目的片段 PCR扩增到 

最后的芯片荧光信号的扫描和数据分析所需时间在 

8 h以内，可立即得到基因分型的结果。分析过程 

中不需再进行电泳观测或纯化回收 PCR产物，减少 
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了EB的使用及其对操作人员的危害，同时节省了 

大量时间。而传统基因检测方法，如限制性内切酶 

片段长度多态性、直接测序等，这些方法较为耗时费 

力、所需设备和耗材昂贵，尤其是难以同时对不同基 

因的多个突变位点进行检测  ̈。 

基因芯片技术则可同时检测大量的样本或多种 

基因，具有高通量、高灵敏度、操作简便等优点，可用 

于多个研究领域H 。 。国内在高血压相关研究中 

已有采用基因芯片筛选易感基因的报道，在分析基 

因多态性对抗 高血压药物药效的研究中也有应 

用 ，为实验研究提供了有力支持。 

抗高血压药物相关基因芯片可为相关基因多态 

性研究提供高效的检测平台，在实现临床快速检测 

高血压患者相关基因多态性，预测降压药物的药效， 

选择更适于个体情况的治疗药物  ̈，避免严重不良 

反应的发生等方面具有广阔的应用前景。 
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