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限制性片段长度多态性聚合酶链反应法检测人细胞色素
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摘要：目的 建立测定人细胞色素氧化酶2D6（CYP2D6）基因多态性的限制性片段长度多态性聚合酶链反应（polymerase chain
reaction⁃restriction fragment length polymorphism，PCR⁃RFLP）检测方法。方法 通过增加PCR扩增体系中DNA模板上样体积、

降低引物浓度以及减少限制性内切酶的用量等方法改进、优化实验条件，建立以PCR⁃RFLP法为基础的肝药酶CYP2D6基因型

检测方法。结果 采用PCR⁃RFLP法能够检测CYP2D6∗2、CYP2D6∗10和CYP2D6∗14基因型，且过程简便，经济实用。结论

该方法检测CYP2D6药物代谢相关基因位点基因型具有简便、高效、准确和经济的特点，可在临床及实验室推广使用。

关键词：细胞色素P450 CYP2D6； 多态性，限制性片段长度； 扩增片段长度多态性分析； 基因检测

Detection of CYP2D6 drug metabolism related locus
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Abstract：Objective To establish a method for the determination of human cytochrome P450 2D6（CYP2D6）gene polymorphism
by polymerase chain reaction⁃restriction fragment length polymorphism（PCR⁃RFLP）.Methods The experimental conditions were
improved and optimized by increasing the sample size of DNA template，reducing the primer concentration and the amount of re⁃
striction endonuclease in PCR amplification system.The method for detecting the CYP2D6 genotype of liver drug enzyme based on
PCR⁃RFLP method was established.Results The CYP2D6∗2，CYP2D6∗10 and CYP2D6∗14 genotypes could be detected by PCR⁃
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RFLP method，and the process was simple and economical.Conclusion PCR⁃RFLP method is simple，efficient，accurate and eco⁃
nomical for detecting genotypes of CYP2D6 drug⁃related gene loci and can be used in clinical and laboratory applications.
Key words：Cytochrome P⁃450 CYP2D6； Polymorphism，restriction fragment length； Amplified fragment length polymorphism
analysis； Genetic testing

人细胞色素氧化酶2D6（Cytochrome P450 2D6，
CYP2D6）作为细胞色素P450酶家族（CYP450）重要

的一员，约 25%经CYP450酶系代谢的药物受其影

响，CYP2D6参与众多药物的体内代谢过程，主要包

括抗抑郁药、抗精神病药和阿片类药物等［1⁃2］。相关

研究表明，CYP2D6∗2、CYP2D6∗10和CYP2D6∗14基

因多态性对CYP2D6酶的活性及药物代谢具有重要

的影响［3⁃5］。限制性片段长度多态性聚合酶链反应

（polymerase chain reaction⁃restriction fragment length
polymorphism，PCR⁃RFLP）是一种经典的基因型检

测方法，具有分型技术简单，结果稳定，特异性好，

灵敏度高，对检材质量要求低等优点［6⁃7］，因此，本实

验旨在通过PCR⁃RFLP法建立一种简便、准确和经

济的CYP2D6基因型检测方法，为临床个体化用药

提供遗传学的依据。

本研究起止时间为2017年8月至2018年6月。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器 HC⁃2518型高速离心机（安徽中科中佳

公司），C1000TMThermal型实时定量荧光PCR仪（美国

BIO⁃RAD公司），DYY⁃6C型电泳仪（北京六一公司），

GenoSens⁃1850型凝胶成像仪（上海勤翔公司）。

1.1.2 试剂 （1）DNA提取试剂盒：血液DNA小量

提取试剂盒（HiPure Blood DNA Mini kit），型号

D3111⁃03，Magen公司；（2）聚合酶链式反应混合物

（PCR Mix）：货号 P2012，广州东盛生物科技有限公

司；（3）DNA凝胶加样缓冲液（DNA loading buffer 5）：
上海远慕公司；（4）无水乙醇：江苏强盛公司；（5）琼

脂糖：德国 biofroxx公司；（6）引物：通用生物公司；

（7）HphI限制性内切酶：型号ER1101，Thermo scien⁃
tific 公司；（8）HhaI 限制性内切酶：型号 ER1851，
Thermo scientific公司；（9）MspI限制性内切酶：型号

ER0541，Thermo scientific公司。

1.2 方法

1.2.1 样本采集和处理 抽取静脉血3 mL，置于乙

二胺四乙酸·钾离子（EDTA·K+）抗凝管中，4 ℃保

存，长期-80 ℃保存。

1.2.2 DNA的提取和PCR扩增 外周血总DNA提

取采用Magen公司血液DNA小量提取试剂盒，按照

说明书操作。PCR扩增采用普通PCR的方法，按照

说明书操作，实验中所涉及到的引物序列见表1。

表1 PCR使用的引物

基因

CYP2D6∗2

CYP2D6∗10

CYP2D6∗14

序列

正向引物：5⁃CCCCTGCACTGTTTCCCAGA⁃3
反向引物：5⁃CCCTTCTGTCCCGAGTATG⁃3
正向引物：5⁃CCATTTGGTAGTGAGGCAGGTAT⁃3
反向引物：5⁃CACCATCCATGTTTGCTTCTGGT⁃3
正向引物：5⁃CAGAGACTCCTCGGTCTTCTCGCT⁃3
反向引物：5⁃GTGGATGGTGGGGCTAATGCCTT⁃3

PCR扩增反应体系：DNA模板5.0 μL，正向引物

1.0 μL，反向引物 1.0 μL，双蒸水（ddH2O）18.0 μL，
PCR Mix 25.0 μL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 10
min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，
40个循环，4 ℃保存，待酶切。

1.2.3 限制性内切酶处理 PCR 扩增产物 取 4 μL
PCR扩增产物采用1.5%凝胶进行凝胶电泳（80 V条

件下 30 min），凝胶成像仪下观察PCR扩增结果，确

保DNA扩增产物量达到酶切的条件。将扩增产物

进行酶切，37 ℃水浴16 h，酶切反应体系：PCR扩增

产物 8.0 μL，限制性内切酶 0.5 μL，10×New England
Biolabs 公司酶缓冲液（NE Buffer）2.0 μL，双蒸水

（ddH2O）9.5 μL。
不同 CYP2D6 基因型对应的限制性内切酶见

表 2。
表2 限制性内切酶的种类

目的基因

CYP2D6∗2
CYP2D6∗10
CYP2D6∗14

限制性内切酶

HhaI
HphI
MspI

1.2.4 酶切结果 取8 μL酶切产物用2%凝胶进行

凝胶电泳（80 V条件下15 min，然后120 V条件下15
min），凝胶成像仪下观察酶切结果。

2 结果

2.1 CYP2D6∗2 PCR⁃RFLP结果 样本PCR扩增

产物长度为211 bp的特异性片段。CYP2D6∗2 野生

型纯合子CC产生128 bp+83 bp的片段，突变型纯合

子TT产生211 bp的片段，突变型杂合子CT产生211
bp+128 bp+83 bp的片段。PCR扩增产物及经HhaI
酶切后所得产物结果见图1。
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a b

300 bp
200 bp

100 bp

c d

注：条带 a为PCR扩增产物；条带b为野生纯合子C/C；条带 c为
杂合子T/C；条带d为突变纯合子T/T

图1 CYP2D6∗2 扩增产物的酶切结果分析

2.2 CYP2D6∗10 PCR⁃RFLP结果 样本PCR扩增

产物长度为272 bp的特异性片段。CYP2D6∗10 野生

型纯合子CC产生213 bp+59 bp的片段，突变型纯合

子TT产生112 bp+101 bp+59 bp的片段，突变型杂合

子 CT 产生 213 bp+112 bp+101 bp+59 bp 的片段。

PCR扩增产物及经HphI酶切后所得产物结果见图2。
a b c d

300 bp
400 bp

200 bp

100 bp

注：条带 a为PCR扩增产物；条带b为突变纯合子T/T；条带 c为
杂合子T/C；条带d为野生纯合子C/C

图2 CYP2D6∗10 扩增产物的酶切结果分析

2.3 CYP2D6∗14 PCR⁃RFLP结果 样本 PCR 扩

增产物长度为 492 bp的特异性片段。CYP2D6∗14
野生型纯合子CC产生285bp+207bp的片段，突变型

纯合子 TT产生 492bp的片段，突变型杂合子CT产

生492bp+285bp+207bp的片段。PCR扩增产物及经

MspI酶切后所得产物结果见图3。
a b c d

300 bp
400 bp
500 bp
600 bp

200 bp

100 bp

注：条带 a为PCR扩增产物；条带b为突变纯合子T/T；条带 c为
杂合子T/C；条带d为野生纯合子C/C

图3 CYP2D6*14 扩增产物的酶切结果分析

3 讨论

药物代谢主要依赖于肝微粒体中的各种酶系，

其中最重要的是 CYP450 酶系。 CYP2D6 作为

CYP450家族重要的一员，主要参与抗精神病药物、

抗抑郁药物和抗心律失常药物等的体内代谢过

程［8］。目前已经发现CYP2D6存在 100个以上的等

位基因［9］，这些基因突变后往往引起酶活性和数量

的改变［10］，进而影响药物在体内的代谢速率，最终

影响药物的疗效和导致不良反应的发生。

研究表明，CYP2D6基因多态性与抗高血压药

物疗效及不良反应发生率存在一定的相关性［11⁃14］。

Yoshihiro等［11］对 1 880例研究对象的非同质单核苷

酸多态性进行了分析，结果发现CYP2D6∗10功能突

变位点发生频率最高，达到 51%~70%，而CYP2D6∗
10位点的突变可降低酶的活性，对美托洛尔药代动

力学的影响甚为明显［12］。桑海强等［13］的研究证实

了这一观点，依据基因型确定给药方案的治疗组降

压总有效率显著高于常规治疗组，同时不良反应发

生率明显降低。目前，临床已推荐口服美托洛尔前

检测CYP2D6基因型，根据基因型调整给药剂量，以

保证病人获得最大收益的同时降低发生不良反应

的风险［14］。CYP2D6在某些常用的精神科药物代谢

过程中亦扮演了重要角色。国内外研究结果显示，

利培酮、奋乃静、阿立哌唑、氯丙嗪等抗精神病药物

的代谢过程与 CYP2D6基因多态性密切相关［15⁃17］，

其中CYP2D6∗2、∗10、∗14基因型对抗精神病药物体

内代谢过程影响重大［3⁃5］，可影响血药浓度、疗效及

不良反应的发生，而精神科药物往往不良反应多且

相对较为严重，因此，开展CYP2D6基因多态性的临

床检测意义重大。

目前，在研究和检测药物基因组学方面，主要

技术方法包括PCR⁃DNA测序技术、基因芯片技术、

顺序特异性寡核苷酸聚合酶链式反应（polymerase
chain reaction⁃sequence specific oligonucleotide，PCR⁃
SSO）技术及等位基因特异性寡核苷酸探针（poly⁃
merase chain reaction ⁃ allele specific oligonucleotide，
PCR⁃ASO）技术等，这些技术方法的特点为自动化

程度较高，人为操作影响小，但以上技术方法存在

检测成本高、实验室条件要求严苛和操作复杂等缺

点。因此，我们希望建立一种简便、快速、准确、经

济的等位基因检测方法，用于鉴别CYP2D6的基因

型，为临床个体化用药提供遗传学依据。

PCR⁃RFLP 是一种经典的基因多态性检测方

法，技术方法成熟，具有操作简单、特异性高、重复

性好等优点，相对之前所述技术方法而言，仪器设
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备、实验条件等投入成本较低，较为适合条件一般

的实验室应用，可被广泛使用于医疗机构的临床检

验。为此，我们查阅了相关文献，发现有研究者曾

采用 PCR⁃RFLP 法检测 CYP2D6 位点的基因多态

性。由于 CYP2D6 在外周血中表达量不及肝脏细

胞，故与文献［17］中所采用的方法相比较，本实验

通过增加PCR扩增体系中DNA模板上样体积确保

扩增效果，同时，本研究降低了引物浓度以减少

PCR扩增过程中引物二聚体对结果的影响。另外，

我们通过降低退火温度和增加循环数确保模板

DNA得到有效扩增的同时避免了杂带扩增带来的

不利影响。通过以上的优化和改进，使得模板DNA
得到有效的扩增，电泳条带清晰明了，避免了二聚

体和杂带扩增带来的影响。

我们的实验方法亦具有经济节约、降低实验成

本的优点，相较于采用PCR⁃DNA测序技术、基因芯

片技术等高新技术所需配备的诸如焦磷酸测序仪、

基因芯片测序仪等上百万甚至数百万的昂贵设备，

PCR⁃RFLP法仅需配备数千元的设备即可；同时由

于限制性内切酶价格较高，在保证酶切结果稳定、

可靠、满意的前提下，与文献［17］相比较，本实验酶

切体系限制性内切酶的用量减半，有效地降低了实

验成本。另外，本研究的结果采用焦磷酸测序法进

行了验证（由安徽通用生物系统有限公司完成，测

序号为 s142585、s143294 和 s155376），进一步证实

了PCR⁃RFLP法的可靠性。然而，PCR⁃RFLP法亦有

其明显的缺点，主要是通量太低，大量分型时工作

量大，并且只适用于部分单核苷酸多态性分型。值

得注意的是，采用PCR⁃RFLP法检测基因多态性时，

需尽可能确保模板DNA扩增的特异性，避免非特异

性产物的出现从而竞争酶活性，导致模板DNA剪切

不完全及杂带的出现；同时，酶切过程需尽可能充

分、完全，避免假阴性结果的出现。

综上所述，本研究建立了以PCR⁃RFLP法为基

础的CYP2D6药物代谢相关基因位点基因型检测的

方法，该方法具有简便、高效、准确、经济的特点，可

在临床及实验室推广使用，以期为临床个体化合理

用药和精准医疗及相关基础研究提供方法依据。
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