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摘要：综述检测 ＣＹＰ２Ａ６基因多态性的ＰＣＲ技术的基因型方
法。ＣＹＰ２Ａ６基因多态性存在于白种人、东方人及非洲裔美
国人群中，包括 ＣＹＰ２Ａ６１至ＣＹＰ２Ａ６１２，总共１２个变异
等位基因。本文列举了检测 ＣＹＰ２Ａ６基因型的不同的 ＤＮＡ
来源、引物和限制性内切酶。已开发ＰＣＲ技术结合诊断性限
制性内切酶分析（ＲＦＬＰ）如两步 ＰＣＲ和一步 ＰＣＲＲＦＬＰ方法
检测 ＣＹＰ２Ａ６基因型。此外，尚有 ＰＣＲＳＳＣＰ＋ＲＦＬＰ及直接
ＤＮＡ测序方法。
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ＣＹＰ２Ａ基因家族位于人体 １９号染色体长臂 １９ｑ１２和
１９ｑ１３．２之间，约 ３５０ｋｂ大小［１］。它包括 ３个完整基因：
ＣＹＰ２Ａ６，ＣＹＰ２Ａ１３和ＣＹＰ２Ａ７，以及两个 ＣＹＰ２Ａ７假基因。这
些基因都具有含 ９个外显子的典型 ＣＹＰ２Ａ基因亚族结构。
ＣＹＰ２Ａ６是一种肝细胞色素 Ｐ４５０酶，它在许多外源物、一些
药物和致癌物代谢中起重要作用。ＣＹＰ２Ａ６基因多态性特征
的最早资料源于体外小鼠模型的研究。１９７６年 Ｋｒａｔｚ［２］、１９７７
年Ｋａｐｉｔｕｌｎｉｋ等［３］和１９８５年Ｐｅｌｋｏｎｅｎ等［４］分别报道了他们对
人体研究的发现。应用香豆素为探针药物进一步研究发现，

ＣＹＰ２Ａ６基因存在遗传（基因）多态性［５，６］。人体肝脏 ｃＤＮＡ
克隆实验表明，除了活性 ＣＹＰ２Ａ６外，存在失活 ＣＹＰ２Ａ６ｖ变异
基因。迄今为止，ＣＹＰ２Ａ６基因多态性存在于白种人（西班
牙、法国）、东方人（日本人、朝鲜人和汉族人）及非洲裔美国
人［７，８］。不同的突变机制如单个碱基变化、缺失和基因转复，

导致多态性等位基因的产生。

用基因型方法，人们首次发现 ＣＹＰ２Ａ６基因外显子３存
在２个基因多态性［７］。此后，相继开发了其他基因型方法。
应用等位基因特异性（ａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃ，ＡＳ）聚合酶链反应（ＰＣＲ）
方法测定了不同人群 ＣＹＰ２Ａ６基因型频率［９～１１］。目前，应用
ＰＣＲ基因型方法结合限制性酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ），测定
了导致消除或减少酶活性的不同等位基因变异。他们包括

从 ＣＹＰ２Ａ６１至ＣＹＰ２Ａ６１２（完全或部分缺失），共１２个变
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异等位基因［１２～２１］，且通过测序其 ＰＣＲ产物外显子３，６和８，
进一步得到证实。然而，应用已报道的几种不同基因型方

法，得出了 ＣＹＰ２Ａ６多态性等位基因变异频率的矛盾结
果［１１，１２，２２］。

１ 检测 ＣＹＰ２Ａ６基因型材料

１．１ ＤＮＡ来源
检测 ＣＹＰ２Ａ６等位基因变异的基因组 ＤＮＡ源自几个不

同人种群表皮细胞、外周血（白细胞）等。

１．２ 引物

由于核甘酸序列高度同源，ＣＹＰ２Ａ亚族存在不同基因：
ＣＹＰ２Ａ６，ＣＹＰ２Ａ７和 ＣＹＰ２Ａ１３，故需要特异的 ＣＹＰ２Ａ６扩增体
系。特异的ＰＣＲ反应引物应位于 ＣＹＰ２Ａ６基因的５′和３′端未
粘合区。使其与 ＣＹＰ２Ａ７和 ＣＹＰ２Ａ１３基因相应序列不同源，也
就是，避免同时扩增 ＣＹＰ２Ａ１３，ＣＹＰ２Ａ７和 ＣＹＰ２Ａ７假基因。

目前的研究中应用了下列引物（表１）。
１．３ 限制性酶

应用的限制性酶包括ＤｄｅⅠ，ＸｃｍⅠ，ＭｓｐⅠ，ＢｓｔＮⅠ，ＳａｃⅠ，ＡｃｃⅡ和
Ｅｃｏ８１Ⅰ。ＣＹＰ２Ａ６１有两个ＭｓｐＩ切点，但ＸｃｍＩ或ＤｄｅＩ均不在
扩增区域。ＣＹＰ２Ａ６２有１个 ＸｃｍＩ位点和２个 ＭｓｐＩ位点；
ＣＹＰ２Ａ６３有１个ＤｄｅＩ位点和一个ＭｓｐＩ位点［８，２４］。

２ 方法

检测 ＣＹＰ２Ａ６基因多态性有两步和一步 ＰＣＲＲＦＬＰ方
法。两步法由 ＦｅｒｎａｎｄｅｚＳａｌｇｕｅｒｏ等［７］和 Ｏｓｃａｒｓｏｎ等［９］建立，
一步法由Ｋｉｔａｇａｗａ等［２４］和 Ｃｈｅｎ等［１２］建立。近来，作者采用
Ｒｏｓｅ法提取基因组ＤＮＡ，用改良的ＰＣＲ方法（“三个一致”）建
立了更简单、稳定和可靠的 ＣＹＰ２Ａ６［２５］，ＰＯＮ１［２６］基因型方
法。此外，尚有ＰＣＲＳＳＣＰ，ＲＦＬＰ和直接ＤＮＡ测序方法。
２．１ 两步ＰＣＲＲＦＬＰ方法

ＦｅｒｎａｎｄｅｚＳａｌｇｕｅｒｏ等和Ｇｕｌｌｓｔｅｎ等［２７］开发了一种 ＡＳＰＣＲ
扩增方法，从人基因组ＤＮＡ特异性检测到 ＣＹＰ２Ａ６等位基因
变异（ｗｔ，ｖ１和 ｖ２），并避免了其他 ＣＹＰ２Ａ亚簇基因的干扰。
ＰＣＲ扩增含全长 ＣＹＰ２Ａ６基因 ７．８ｋｂ片段。经测序 ７．８ｋｂ
ＰＣＲ产物，结果与 ＣＹＰ２Ａ７和ＣＹＰ２Ａ１３基因比较，以保证没有
其他 ＣＹＰ２Ａ基因被扩增。然后，由 ＣＹＰ２Ａ６特异的 ７．８ｋｂ
ＰＣＲ片段再扩增单个外显子 ３，ＰＣＲ产物用限制性内切酶
ＤｄｅＩ（检测 ＣＹＰ２Ａ６ｖ２）和 ＸｃｍＩ（检测 ＣＹＰ２Ａ６ｖ１）。Ｏｓｃａｒｓｏｎ等
开发了一种两步 ＰＣＲ方法。用于第一步 ＰＣＲ反应的引
物位于外显子１和４，在个体间更显保守。此外，Ｏｓｃａｒｓｏｎ等［１１］
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表１ 目前用于研究 ＣＹＰ２Ａ６基因的引物

引 物 序列（５′３′）

Ｖ６０２Ａ６Ｆ ５′ＧＡＴＣＡＧＡＴＣＴＡＡＡＡＴＧＣＴＧＧＣＣＴＣＡＧＧＧＡＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＧＧＣＣ３′

Ｖ６０２Ａ６Ｆ５ ５′ＧＡＴＣＡＧＡＴＣＴＡＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＧＧＣＣＴＴＧＣＴＧ３′

Ｖ６０２Ａ６Ｒｗｔ ５′ＧＡＴＣＧＧＴＡＣＣＴＣＡＧＣＧＧＧＧＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＧ３′

Ｖ６０２Ａ６Ｒｍｕｔ ５′ＧＡＴＣＧＧＴＡＣＣＴＣＡＧＣＧＧＧＧＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＧＧＴＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＧＡＴＣＧＴＧＧＣＡＡＡＧＡＣＣＡＣＧＴＧ３′

２Ａ６ｅｘ１Ｆ［９～１１］ ５′ＧＣＴＧＡＡＣＡＣＡＧＡＧＣＡＧＡＴＧＴＡＣＡ３′

２Ａ６ｅｘ４Ｒ［９～１１］ ５′ＧＧＡＧＧＴＴＧＡＣＧＴＧＡＡＣＴＧＧＡＡＧＡ３′

２Ａ６２ｗｔ［９～１１］ ５′ＣＴＣＡＴＣＧＡＣＧＣＣＣＴ３′

２Ａ６２ｍｕｔ［９～１１］ ５′ＣＴＣＡＴＣＧＡＣＧＣＣＣＡ３′

２Ａ６３ｗｔ［９～１１］ ５′ＧＣＴＣＣＧＧＣＧＣＴＴＣＴ３′

２Ａ６３ｍｕｔ［９～１１］ ５′ＧＣＴＣＣＴＧＣＧＣＴＴＴＧ３′

２Ａ６Ｅ３Ｆ［７］ ５′ＧＣＧＴＧＧＴＡＴＴＣＡＧＣＡＡＣＧＧＧ３′

２Ａ６Ｅ３Ｒ［７］ ５′ＴＣＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＴＴＴＴＣＣＴＴＣ３′

Ｓ２Ａ６Ｆ１ ５′ＴＧＧＣＴＧＴＧＴＣＣＣＡＡＧＣＴＡＧＧＣＡ３′

２Ａ７Ｆ１ ５′ＴＧＧＣＴＧＴＧＴＣＣＣＡＡＧＣＴＡＧＧＴＧ３′

２Ａｅｘ７Ｆ［９－１１］ ５′ＧＡＣＣＡＡＣＡＴＧＣＣＣＴＡＣＡＴＧ３′

２Ａ６Ｒ１［９－１１］ ５′ＧＣＡＣＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＡＣＡＴＣＡＧＡＧＡＣＡＡ３′

２Ａ７Ｒ１ ５′ＧＣＡＣＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＡＣＡＴＣＡＧＡＴＡＧＡＧ３′

２Ａ６Ｆ４［７］ ５′ＣＣＴＣＣＣＴＴＧＣＴＧＧＣＴＧＴＧＴＣＣＣＡＡＧＣＴＡＧＧＣ３′

２Ａ６Ｒ４［７］ ５′ＣＧＣＣＣＣＴＴＣＣＴＴＴＣＣＧＣＣＡＴＣＣＴＧＣＣＣＣＣＡＧ３′

２Ａ６ｅｘ８Ｆ［９～１１］ ５′ＣＡＣＴＴＣＣＴＧＡＡＴＧＡＧ３′

２Ａ７ｅｘ８Ｆ［９～１１］ ５′ＣＡＴＴＴＣＣＴＧＧＡＴＧＡＣ３′

２Ａ６ｅｘ９Ｆ［１５］ ５′ＣＡＣＣＴＡＡＧＧＡＣＡＴＴＧＡＣＧＴＧＴＣＣＣ３′

２Ａ６Ｉｎ９Ｆ［１５］ ５′ＡＡＡＡＧＧＡＧＡＴＧＡＣＧＧＣＡＣＡＧＣ３′

２Ａ６Ｒ２［９～１１］ ５′ＡＡＡＡＴＧＧＧＣＡＴＧＡＡＣＧＣＣＣ３′

２Ａ６５ｗｔ ５′ＣＣＣＣＡＡＡＣＡＣＧＴＧＧＧ３′

２Ａ６５ｍｕｔ ５′ＣＣＣＣＡＡＡＣＡＣＧＴＧＧＴ３′

２Ａ６１Ｂｗｔ ５′ＡＣＴＧＧＧＧＧＣＡＧＧＡＴＧＧＣ３′

２Ａ６１Ｂｍｕｔ ５′ＡＡＴＧＧＧＧＧＧＡＡＧＡＴＧＣＧ３′

２Ａ６ｅ３Ｆ［２３］ ５′ＴＡＡＣＣＴＧＡＴＣＧＡＣＴＡＧＧＣＧＴＧＧＴ３′

２Ａ６ｅ３Ｒ［２３］ ５′ＣＡＴＣＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＡＣＧＣＧＣ３′

２Ａ６Ｋｄ１Ｆ［１７，２４］ ５′ＣＣＴＧＡＴＣＧＡＣＴＡＧＧＣＧＴＧＧＴＡ３′

２Ａ６Ｅ３Ｒ［１７，２４］ ５′ＴＣＧＴＣＣＴＧＧＧＴＧＴＴＴＴＣＣＴＴＣ３′

２Ａ６Ｆ０３［１２］ ５′ＣＴＧＡＴＣＧＡＣＴＡＧＧＣＧＴＧＧＴＡ３′

２Ａ６Ｒ０６［１２］ ５′ＣＧＴＣＣＴＧＧＴＧＴＴＴＴＣＣＴＴＣ３′

２Ａ６Ｓ１Ｆ［１５］ ５′ＧＡＡＧＡＧＴＡＧＴＡＡＴＡＡＴＡＧＣＡＧ３′

２Ａ６Ｓ２Ｆ［１５］ ５′ＡＧＧＧＡＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＣＡＴＧＡ３′

２Ａ６Ｓ３Ｆ［１５］ ５′ＧＣＡＣＡＡＴＣＣＴＴＧＡＡＡＧＡＡＧＣ３′
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开发了一种可靠的 ＰＣＲ方法，快速扫描一种新型遗传事件
ＣＹＰ２Ａ６基因缺失。近来，Ｏｓｃａｒｓｏｎ等［１０］用 ＰＣＲ基因型

方法确认了两个新的失活 ＣＹＰ２Ａ６等位基因，ＣＹＰ２Ａ６４Ｄ、
ＣＹＰ２Ａ６５。
２．２ 一步ＰＣＲＲＦＬＰ方法

Ｋｉｔａｇａｗａ等［２４］开发了一种简便、特异的 ＣＹＰ２Ａ６基因型
方法，采用一步 ＰＣＲ方法结合 ＲＦＬＰ分析检测 ＣＹＰ２Ａ６基因
型。Ｃｈｅｎ等［１２］建立了一种简单、费效合理的一步 ＰＣＲ基因
型方法，高度特异性地测定 ＣＹＰ２Ａ６基因多态性。由于特异
引物的特异性和有效性，该方法使精确地测定不同种族人群

ＣＹＰ２Ａ６等位基因频率更加可行。结果表明，ＣＹＰ２Ａ６等位基
因频率更低。ＦｅｒｎａｎｄｅｚＳａｌｇｕｅｒｏ方法需要 ７．８ｋｂ大小以上
ＤＮＡ作模板进行第一步ＰＣＲ扩增，而 Ｏｓｃａｒｓｏｎ方法只可检测
ＣＹＰ２Ａ６１和 ＣＹＰ２Ａ６２，无法检测 ＣＹＰ２Ａ６３，但所得
ＣＹＰ２Ａ６基因型和表现型之间有较好相关性。然而，按这两
种ＰＣＲ方法，经常出现无法预期的、非特异的产物，甚至假阳
性结果。有时，由于同时扩增了 ＣＹＰ２Ａ７基因，导致比一步
ＰＣＲ方法检测的等位基因频率更高。而且 Ｋｉｔａｇａｗａ和 Ｃｈｅｎ
的一步ＰＣＲ法使用的特异性引物 Ｋｄ１Ｆ／Ｅ３Ｒ和 Ｆ０３／Ｒ０６，只
扩增一个小片段（２１５或 ２１４ｂｐ）。因此，可用以分析大量
ＤＮＡ样本。其方法省时，快速产生结果，且可避免意外产物
出现。近来，Ｐａｓｃｈｋｅ等［２２］建立了一种新的一步 ＰＣＲＲＦＬＰ基
因型方法，并发现 ＣＹＰ２Ａ６２，ＣＹＰ２Ａ６３等位基因频率均
较以前其他方法检测报道的低。

２．３ ＰＣＲＳＳＣＰ方法
Ｋｒａｕｓｅ等［２３］用巢式 ＰＣＲＲＦＬＰＳＳＣＰ方法建立了限制性

标准方法检测点突变和单个碱基替换，并评诂了 ＳＳＣＰ分析
的作用、可行性和可靠性。巢式 ＰＣＲ采用 ＣＹＰ２Ａ６ｅ３Ｆ／Ｒ，从
ＣＹＰ２Ａ６ｖ２基因序列中设计，使用的每对引物浓度为３００ｎｍｏｌ·
Ｌ－１，退火温度为６０℃。结果在琼脂糖凝胶电泳中出现相同
ＰＣＲ产物，但 １５％聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）多出一条
ＤＮＡ带的机会较高，不干扰２０１ｂｐＰＣＲ产物的酶切分析。由
于技术难度大，用改良巢式引物扩增的产物中被 ＤｄｅⅠ和
ＸｃｍⅠ酶切，并用ＰＡＧＥ电泳分离出的标本只有４个。按这种
方法，ＣＹＰ２Ａ６基因多态性发生率分别是ｗｔ／ｗｔ９５．８％，ｗｔ／ｍｕｔ
４．２％，ｍｕｔ／ｍｕｔ０。ＳＳＣＰ和ＤＧＧＥ直接比较表明，ＰＣＲＳＳＣＰ方
法的明显优势在于母本和变性样本可以肩并肩迁移，并直接

比较。ＳＳＣＰ分析可以像ＤＧＧＥ一样对结果进行相似的预测。
另外，常规分析溴化乙锭（ＥＢ）染色的琼脂糖凝胶电泳 ＰＣＲ
产物足以确定ＣＹＰ基因型。当ＤＮＡ片段大小＜２００ｂｐ，银染
色ＰＡＧＥ则更有效。目前，作为一种简单的非活性方法，ＰＣＲ
ＳＳＣＰ分析广泛应用于各种目的，包括突变分析和检测基因多
态性，而且同源扩增可能性小，且排外假阳性扩增。

２．４ 其他基因型方法

其他 ＣＹＰ２Ａ６基因型方法包括 ＰＣＲＢｓｔＮＩＲＦＬＰ，ＳａｃＩ
ＲＦＬＰ，ＳｐｈＩＲＦＬＰ，ＡＳＰＣＲ，长 ＰＣＲ＋巢式 ＰＣＲ［２８］，以及直接
ＤＮＡ测序。此外，尚有非ＰＣＲ方法如Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹法。

３ 结语

随着分子生物学技术的快速发展，应用 ＰＣＲ技术检测

ＣＹＰ基因多态性更加容易。不像表现型方法，ＣＹＰ基因型不
受介导这些酶活性的药物或其他因素的影响［２９］。因此，

ＣＹＰ２Ａ６基因多态性及其基因型方法有待于深入研究，以建
立一种简单、稳定、可靠的分析法，进一步明确是否存在新的

ＣＹＰ２Ａ６等位基因如 ＣＹＰ２Ａ６１３，ＣＹＰ２Ａ６１４，ＣＹＰ２Ａ６
１５，以及 ＣＹＰ２Ａ６基因多态性与人类疾病如各种癌的相关
性，尤其是与吸烟相关的心血管疾病如肺源性心脏病、高血

压病、动脉硬化和冠心病的关系。
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