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摘要 目的  非线性混合效应模型  ∞ 考察中国健康人多药耐药基因  ⁄ 中 外显子的 ≤×

多态性与环孢素  ≤药代动力学特性间的关系 ∀方法   °≤法测定 名健康男性单次口服 ≤微乳溶液制

剂  后  内不同时间点的药物浓度 ∀  ⁄ 的基因多态性测定采用 ⁄限制性片段长度多态性法 并用基

因测序法验证 ∀数据处理与模型拟合采用  ∞ 法 ∀结果  中国健康人中含  ⁄  ≤× ≤≤或 ≤×型的相对

生物利用度较 ××型高  ∀结论   ⁄ 中 ≤×多态性是个体间 ≤相对生物利用度差异的影响因素 ∀

关键词 环孢素  °2糖蛋白 多药耐药基因 非线性混合效应模型
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  环孢素   ≤是一种强效免

疫抑制剂 目前广泛用于同种异体器官移植术后患

者的免疫抑制治疗 ∀在健康人和器官移植患者中 

≤的药代动力学个体间差异很大 ∀影响因素中除

了病理 !生理 !合并用药以外 国外报道多药耐药基

因 ∏∏  ⁄ 多态性与 ≤

的药代动力学特征相关 但报道结果不一 ≈   ∀本

文以 名服用单剂量 ≤的健康志愿者为研究对

象 用非线性混合效应模型 ¬ 

  ∞ 分析 首次在中国人群中考察

 ⁄  ≤×多态性与药代动力学参数的关系 为

临床个体化给药提供依据 ∀

材料与方法

仪器  • 高效液相色谱系统 • 

##药学学报 °∏≥  



紫外检测器  ∏色谱工作站 ∂ 

1•    ≥⁄2 冷冻离心机 上

海离心机械研究所  °≤ 扩增仪  

紫 外 凝 胶 成 像 系 统  ∂ • ×∞

≠≥≥  ≥2上海复日科技有限公司 电泳

仪 ⁄≠ ≠ 22北京六一仪器厂 ∀

药品与试剂  ≤口服微乳溶液 新赛斯平 福

建科瑞药业有限公司 ≤标准品 纯度 1 

中国药品生物制品检定所提供 环孢素 ⁄内标 

纯度  国家医药管理局福建微生物研究所提

供 乙腈 !甲醇和水为 °≤级 其他试剂均为分析

纯 ∀ ⁄抽提试剂盒 上海华舜生物工程有限公

司 引物 上海博亚生物技术有限公司合成 ×

⁄聚合酶和   限制性内切酶购自 √

≤≤≥其他 °≤ 反应试剂均购自宝生物工

程 大连 有限公司 ∀

数据分析程序  •   ∂  1

°≤ ≤≥   ∞ ∂  ∂ 

√1 ¬≤  ⁄ ≥∀

研究对象  名男性健康志愿者 平均年龄

1 ? 1岁 平均体重  ?  平均身高

 ?  ∀经血尿常规 !肝肾功能及心电图检

查 各项检查指标均正常 ∀

试验方案  受试前 周内未服用任何药物 ∀服

药前禁食  服药后  进统一标准餐 ∀晨起空

腹 πο ≤微乳液  温开水  送服 分别

于给药前和给药后 1111111

1111和 1 取静脉血  置肝

素化试管中   ε 保存待测 ∀试验期间禁用其他

药物及含咖啡因饮料 禁止吸烟 !饮酒 ∀

ΧσΑ血药浓度的测定  采用已验证的 °≤法

进行测定 ≈
方法简述如下 ∀色谱条件 °≤分析

柱 ⁄≤   ≅ 1  ⁄  Λ流

动相 乙腈 2甲醇 2水 ΒΒ ϖ/ϖ/ϖ流速 1

# 

柱温  ε 检测波长  ∀取全血

样品 1 加入内标液  Λ!氟化钠  和重

蒸乙醚  涡旋混合 1 离心分离醚层并用

氮气吹干 甲醇 2 # 


 ≤Β  Λ重

组 用正己烷 1 洗涤 取水层  Λ进样 ∀方

法的线性范围为     # 

平均回收率

为 1 批内和批间  ≥⁄小于  ∀

Χ3435Τ基因型分析  采用文献 ≈报道的

⁄限制性片段长度多态法 ∀取静脉血  ⁄

抽提试剂盒提取 ⁄∀引物 正向 χ2×≤××≤

≤××××≤××≤ 2χ反向 χ2≤××

≤×≤×≤×≤2χ  

≤ ∀ °≤ 产物为  经   限

制性内切酶酶切后 野生型等位基因 ≤≤型 产生

  和  的片段 突变型等位基因 ××

型 产生  和  的产物 杂合型 ≤×型 则

产生    和  的产物 ∀ 种基

因型用测序方法验证 上海生工生物工程技术服务

有限公司 ∀

非线性混合效应模型分析

药代动力学模型  应用 • 程序 根据

残差平方和与 ≤值确定 ≤的药代动力学模型

为一级吸收和消除的二房室模型 ∀参数估算时采用

一级条件估算法  

ƒ≤∞和 ×∞ ≤×选项 ≈ ∀

固定效应模型  本研究考察了下列固定效应因

素对药代动力学参数的影响 年龄 !身高 !体重 !每公

斤剂量 ∀  ∞法计算时采用扩展最小二乘法 

使目标函数值最小 ∀不同目标函数值的差值近似服

从 ς分布 可通过假设检验来确定某一固定效应对

药代动力学参数影响的显著性 ∀固定效应的筛选采

用 加 法 模 型 法   √ 

 
≈

首先建立不含任何固定效应因素的最简

模型 用加法模型逐一加入各因素 ∀检验水平设为

1若加入某一固定效应因素后 目标函数值的改

变大于 1自由度为 则将该因素加入模型 反

之予以剔除 ∀反复该过程直至目标函数值无显著改

变 得全量回归模型 ∀然后用向后剔除法 

  ∞ 考察各影响因素 ∀将检验

水平定为 1逐一剔除各影响因素 即将该因素

固定为 或 若目标函数值的改变大于 1则视

该因素有显著性意义 模型中予以保留 ∀排除无显

著性意义的固定效应参数后 得最终回归模型 ∀模

型选取中除了用统计学检验外 还须结合固定效应

因素对权重残差的散点图综合判断 ∀

统计学模型  个体间变异模型和残差模型分别

用加法模型 !乘法模型和指数模型进行拟合 取函数

目标值和变异值最小的模型为最终统计学模型 ∀残

差指个体间变异以外的变异 包括取样 !分析方法 !

模型等造成的误差 ∀

结果

1  基因型分析

例健康志愿者中 例为 ≤≤型 例为 ≤×

## 药学学报 °∏≥  



型 例为 ××型 不同基因型的 ≤平均血药浓度 2

时间曲线见图 曲线下面积 ∏∏√

≤和相对清除率见表 ∀

ο ) ο ≤≤ τ ) τ ≤× ρ ) ρ ××

ƒ∏   ∞  ⁄  ≤×  

≤  ξ ? σ 

≤ ∏ ∏ 

≥∏  ⁄   ≤≤  ν  ≤×

ν  √∏×× ∏ν 

Ταβλε1  ∆εµ ογραπηιχσανδ χψχλοσπορινε Α (ΧσΑ)

πηαρµ αχοκινετιχ παραµ ετερσ (ξ ? σ) αχχορδινγ το

µ υλτιδρυγ ρεσιστανχε γενε (Μ∆Ρ 1 ) ( Χ3435Τ )

γενοτψπεσ

° ×× ν   ≤× ν   ≤≤ ν  

   1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

  ?   ?   ? 

•   ?   ?   ? 

⁄  #  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

≤2# # 
  ?     ?     ?  

≤Φ # 
 ?   ?   ? 

2  非线性混合效应模型

法和 ∞法的统计学结果显示 身高 !体

重和每公斤体重剂量不影响 ≤的药代动力学特

征 而  ⁄ 基因 ≤×多态性是影响其相对清

除率 ≤Φ的因素 Π 1∀其中 ≤×型和

≤≤型间无显著差异 但二者与 ××型有显著差异 ∀

由于相对清除率和相对生物利用度 Φ相关 故在

模型中引入 Φ估算不同基因型的个体口服 ≤的

Φ∀结果显示引入 Φ后 目标函数值继续下降了

1Π  1且个体间 ≤Φ的变异显著减

小 故认为不同基因型清除率的不同是由于相对生

物利用度的不同引起的 在最终模型中予以保留 ∀

进一步比较不同基因型之间的差异 发现 ≤≤和 ≤×

型间无显著差异 Π 1而二者与 ××型有显著

差异 Π  1∀最终模型如下 ∀

Φ  Φ ≅ 
ΓΦ 

≤  ≤≅ 
Γ≤ 

ς  ς ≅ 
Γς 

Θ  Θ ≅ 
ΓΘ 

ς  ς ≅ 
Γς 

Κ  Κ ≅ 
ΓΚ 

Χ  Χ ≅ 
Ε 

上式中 Φ是相对生物利用度 ≤是相对清除

率 ς是中央室的表观分布体积 Θ是中央室和周边

室间的清除率 ς是周边室的表观分布体积 Κ是吸

收速率常数 Φ≤ςΘς和 Κ为某一受试者

的药代动力学参数值 Φ≤ς Θς和 Κ为该群

体药代动力学参数的典型值 ΓΦΓ≤ΓςΓΘΓς

和 ΓΚ是呈正态分布 均数为 方差为 Ξ

ΦΞ


≤Ξ


ς


Ξ

Θ Ξ


ς
和 Ξ

Κ
的个体间变异 Χ是实际观察值 Χ是

模型预测值 Ε是正态分布的均数为 方差为 Ρ

Ε的

残差变异 ∀

各参数的估算值见表 ∀结果显示 ≤≤或 ≤×型

的个体比 ××型的生物利用度高  ∀

Ταβλε 2  Φιναλ πηαρµ αχοκινετιχ παραµ ετερσ

εστιµ ατεδ βψ ΝΟΝΜΕΜ

°   ∂ ∏
≥

 

≤#  ≤ 1 1

ς  ≤√∏  1

Θ #   1 1

ς  °√∏  1

Κ 


  1 1

Φ √  ≤× ××  ≤≤ 1 1

Γ≤ ∏√≤ 1   

Γς
∏√ς 1 1

ΓΘ ∏√Θ 1   

Γς
∏√ς 1  1

ΓΚ
∏√Κ 1 1

ΓΦ ∏√Φ 1 1

Ε  ∏ 1 1

Κ  ≤ς  Κ  Θς  Κ  Θς

讨论

本研究首次以中国健康志愿者为对象 考察了

中国人群  ⁄ 中 外显子的 ≤×多态性与

≤药代动力学特性间的关系 ∀由于  ⁄ 是编码

°2糖蛋白 °2°2的基因 而 °2的作

用是将药物从细胞内主动转运到细胞外 降低细胞

内的药物浓度 ∀故国外有学者认为 口服 ≤吸收

不完全 !个体间吸收的变异大 除了与 ≤水溶性

差有关以外 还与  ⁄ 多态性有关 ≈ ∀尽管大

##焦  正等  ⁄ 基因多态性对口服环孢素 药代动力学的影响



多数学者认为 ≤是 °2的底物 但在人体中的研

究结果非常不一致 ∀有学者 ≈2认为两者不相

关 但这些研究多用谷浓度作为 °的特征参数 而

谷浓度已被证实无法表征 ≤在体内的药代动力

学变化 ∀目前在治疗药物监测中已采用服药  后

或者多时间点取样法 ≈ ∀本研究排除了其他因

素的影响 结果显示中国健康个体中 ≤×为 ××

型的相对生物利用度较其他基因型低约  ∀与

≤ 等 ≈报道的结果恰相反 ∀而同样采用

 ∞法分析的 ≠≤ 等 ≈报道显示 ××型 !

≤×型与 ≤≤型的药物处置有差别 前二者的相对生

物利用度较后者低约 1 ∀提示在健康人与器

官移植患者之间或者不同种族之间 不同的基因型

可能对 °的影响有差异 ∀

传统的药代动力学非房室模型采用曲线下面积

≤和相对清除率 ≤Φ等来表征药物在体内

的过程 ∀由于相对清除率中含有相对生物利用度

Φ项 用传统方法无法单独将 Φ作为独立变量考

察 ∀而运用  ∞ 法分析 可建立混杂效应模

型 排除其他因素的干扰 对 ΦΚ和 ≤等各药代

动力学参数进行定量考察 ∀同时 也可对各药代动

力学参数的个体间的变异程度和模型的预测误差有

合理的估计 ∀该法还可用于临床稀疏数据的分

析 ≈ ∀

本研究证实了在中国健康人中  ⁄ 的

≤×基因多态性是口服 ≤生物利用度的影响

因素 提示为患者制定给药方案时 需考虑  ⁄ 

的基因多态性 对携带有 ≤× ××型的个体需相

应增加剂量 ∀同时 本研究获得的药代动力学参数

可为今后进一步的研究打下基础 ∀

Ρ εφερενχεσ:

≈ ≥ ∏  √   ετ αλ ƒ∏

 ∏ ∏∏2 

∏∏√ 

°2 ¬  √ ιν ϖιϖο ≈ 

Προχ ΝατλΑχαδ Σχι ΥΣΑ 97  

≈ ≠ ≤   •  ≥ ° ετ αλ × 

≤≠ °   ⁄   ¬ 

     

≈ ϑ Χλιν Πηαρµ αχολ 43  

≈ ≤  ≤∏ ≥ ≤∏ ≠ ετ αλ

  ⁄   ≤≠ ° 

   ∏   ⁄   

   ≈

Πηαρµ αχογενετιχσ 13  

≈   ⁄ ∞ ∂  ≤× ∏  ¬  

∏  ⁄  

  ∏≈ Τηερ∆ρυγ Μονιτ 24

  

≈ ⁄  ⁄   ετ αλ ⁄ 

  ∏    °≤  

  ∏ ∏ ≈ Χηιν ϑ

Πηαρµ 中国医药工业杂志  35  

≈       ƒ  × ετ αλ  ⁄ 

 ∏  ≤× ∏ 

¬    ∏   ≈ 

Πηαρµ αχογενετιχσ 11  

≈ •   ∏     ∞ ετ αλ 

       ∏2 

 ∞ ≈ ϑ Πηαρµ αχοκινετ Πηαρµ αχοδψν 

29  

≈ •    ∞    ≤ 

√ ∏  ∏

2 ≈  ΑΑΠΣ

Πηαρµ Σχι 4

≈ ≠   × ∏    ∏

 °  2
 ≈  Χλιν Πηαρµ αχοκινετ 40 

  

≈  ∂     ∏ ≤ ετ αλ  ∏

 ⁄ 2 ≤×  ≤≠ ° 

  ≤≠ °2∂   2∏
  ∏   

 ≈ Χλιν

Χηεµ  47  

≈  ⁄ √ ≥    √  ° ετ

αλ    ≤≠ ° ≤≠ °

 ⁄ 2 ∏

   ∏ ≈  Χλιν

Πηαρµ αχολΤηερ 74  

≈  ≤ ≥ ≥√ ≤ ετ αλ ƒ∏ 

≤× ∏ ⁄   

  ∏ 2 

≈ Βρϑ Χλιν Πηαρµ αχολ 56  

≈ √  ×√∞   ετ αλ °

  ≤     ∏

≈  Τρανσπλαντατιον 73  ≥∏ 

≥  

≈ ⁄   ⁄ ετ αλ ∂   ∏2
    ≥ ≥ 

≈ Χηιν ϑ Ηεαλτη Στατ 中国卫生统

计  21  

≈ ∂  ≥ ≥     ετ αλ × ∏ 

∏  ∏ √≈ 

Χλιν Πηαρµ αχοκινετ 30  

## 药学学报 °∏≥  




