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多药耐药相关蛋白１基因多态性及
蛋白表达与癫痫患者耐药机制关系的研究

贺淑慧，孙洪英

包头医学院第一附属医院神经内科，内蒙古 包头　０１４０１０

摘　 要：目的 　 探讨多药耐药相关蛋白 １（ＭＲＰ１）基因 Ｇ１２８Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、Ｃ２１８Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）、Ｇ２１６８Ａ

（ｒｓ４１４８３５６）、Ｇ３１７３Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）多态性及 ＭＲＰ１蛋白水平与癫痫耐药的关系，进一步探究 ＭＲＰ１基因多态性更易导

致癫痫患者对哪种抗癫痫药物（ＡＥＤ）耐药。方法　对 ２０１７年 １１月至 ２０１８年 ６月就诊于包头医学院第一附属医院门

诊、病房和包头中心医院癫痫门诊，且诊断符合 ２０１４年国际抗癫痫联盟关于癫痫的诊断标准，均经视频脑电图及头颅

ＭＲＩ证实的３１例耐药性癫痫患者和６７例药物敏感性癫痫患者进行调查问卷。采用 ＤＮＡ测序的方法分别检测 ＭＲＰ１基

因，从而分析其多态性分布情况，采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）测定的方法分别检测两组人群中 ＭＲＰ１蛋白的浓度，采用化

学发光法检测癫痫患者卡马西平、丙戊酸钠的血药浓度。结果　经 ＤＮＡ测序发现，ＡＥＤ耐药组和 ＡＥＤ敏感组癫痫患者

ＭＲＰ１基因中第 １２８位和第 ３１７３位未出现基因突变，第 ２１８位、２１６８位中存在单核苷酸多态性。ＭＲＰ１的 Ｃ２１８Ｔ

（ｒｓ４１４９４４４７）突变５例，其中 ＡＥＤ耐药组４例，ＡＤＥ敏感组１例，Ｃ２１８Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）多态性在 ＡＥＤ耐药组与 ＡＥＤ敏感

组中的分布差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＭＲＰ１的 Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）突变９例，其中 ＡＥＤ耐药组 ６例，ＡＤＥ敏感组

３例，Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）多态性在 ＡＥＤ耐药组与 ＡＥＤ敏感组中的分布差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＲＰ１的 ２１６８

位 ＧＡ基因型在 ＡＥＤ耐药组６７％高于 ＡＥＤ敏感组３３％。ＭＲＰ１蛋白水平测定结果：ＡＥＤ耐药组高于 ＡＥＤ敏感组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＭＲＰ１的２１６８位 ＧＡ基因型患者的卡马西平、丙戊酸钠血药浓度低于 ＧＧ基因型患者，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。比较 ＭＲＰ１的 Ｃ２１８Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）、Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）不同基因型的 ＭＲＰ１浓度，差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＭＲＰ１的 Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）多态性可能是癫痫患者发生 ＡＥＤｓ耐药的风险位点。

ＭＲＰ１基因的 Ｇ１２８Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、Ｃ２１８Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）、Ｇ３１７３Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）三个位点可能不是癫痫患者发生 ＡＥＤｓ

耐药的风险位点。ＭＲＰ１蛋白高表达可能是引起癫痫患者耐药的一个因素。癫痫患者中存在 ＭＲＰ１的 Ｇ２１６８Ａ单核苷酸

多态性者更易对卡马西平、丙戊酸钠耐药。耐药性癫痫患者 ＭＲＰ１基因 ２１８位点及 ２１６８位点突变可能不是引起 ＭＲＰ１

蛋白高表达的原因。
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　　多药耐药相关蛋白 １（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＲＰ１）属于细胞表面转运蛋白的
ＡＴＰ结合盒蛋白家族，参与多种内源性和外源性分
子的运输，ＭＲＰ１蛋白表达的增加可阻碍抗癫痫药
物（ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃｄｒｕｇｓ，ＡＥＤ）通过血脑屏障，这使
得 ＡＥＤ在癫痫灶周围难以达到有效的抗癫痫药物
浓度，导致耐药的出现。本研究采用 ＤＮＡ测序的
方法对癫痫患者的血标本进行 ＭＲＰ１基因 Ｇ１２８Ｃ
（ｒｓ４１３９５９４７）、Ｃ２１８Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）、Ｇ２１６８Ａ
（ｒｓ４１４８３５６）、Ｇ３１７３Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）四个位点多
态性检测并进行分析，探究上述四个位点是否存在

多态性及其在 ＡＥＤ耐药组和 ＡＥＤ敏感癫痫患者中
分布频率，采用 ＥＬＩＳＡ方法分析 ＭＲＰ１蛋白表达，
采用化学发光法检测 ＡＥＤｓ血药浓度，探讨 ＭＲＰ１
基因多态性更易导致哪种 ＡＥＤ耐药及 ＭＲＰ１蛋白
表达与癫痫耐药的关系，从而我们从遗传学的角度

能够进一步对癫痫的发生完善在分子生物学水平

上的探究，更好地早期识别诊断癫痫，对癫痫患者

采取个体化的治疗，更加有效的控制癫痫的反复发

作，减少其对大脑造成不可逆的损伤。

１　对象与方法
１．１　研究对象

通过癫痫患者调查问卷，收集 ２０１７年 １１月至
２０１８年 ６月就诊于包头医学院第一附属医院门诊
和病房以及包头市中心医院癫痫门诊的癫痫患者

共 ９８例，诊断符合 ２０１４年国际抗癫痫联盟（Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌＬｅａｇｕｅＡｇａｉｎｓｔＥｐｉｌｅｐｓｙ，ＩＬＡＥ）关于癫痫的

诊断标准［１，２，１１］，均经视频脑电图及头颅 ＭＲＩ证实。

患者分组如下［２］，ＡＥＤ耐药组：癫痫患者接受

两种或两种以上抗癫痫药物治疗，观察两年后，癫

痫发作未见明显改善（１２个月内仍有发作或者发
作间期小于三个治疗前发作间期），共 ３１例，男 １６
例，女 １５例。ＡＥＤ敏感组：患者服用抗癫痫药物
一年后，癫痫发作频率及症状较前有明显改善，共

６７例，男 ３５例，女 ３２例。
排除标准：①神经学检查或 ＭＲＩ检查发现颅脑

肿瘤、血管损伤或畸形及癫痫发作相关的脑软化

灶；②明确的引发癫痫的致病因素如产伤、感染、
头部外伤等；③患有智力障碍、神经系统遗传性或
发作性疾病、精神心理障碍等；④直系亲属三代内
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与遗传相关的常染色体显性癫痫遗传方式。

该实验经我院伦理委员会及包头市中心医院

伦理委员会审查，所有入选患者在入选前均签署知

情同意书。

１．２　实验试剂及仪器
氢氧化钠、冰乙酸（ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）、三羟甲基氨基

甲烷（ｔｒｉｓｂａｓｅ）、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），购自天津
市化学试剂三厂；琼脂糖，购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；无水乙醇，购自天津华东试剂

厂；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管、一次性吸头（０．５～１０μｌ、２０～
２００μｌ、２００～１０００μｌ），购自美国 Ａｘｙｇｅｎ公司；一
次性吸管，购自美国 ＫＩＲＧＥＮ公司；恒温水浴箱、
３７℃恒温箱，购自上海新苗医疗器械制造有限公
司；低温离心机、普通离心机，购自湘仪离心机厂；

移液枪，购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｒａｙｔｏ酶标分析仪，购自
雷杜生命科学股份有限公司；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ电子天平，购
自德国赛多利斯公司；－２０℃冰箱、－８０℃冰箱、
４℃冰箱，购自西门子公司。
１．３　方法
１．３．１　一般资料及标本收集　通过问卷调查的
方法收集患者的年龄、性别、病程、用药时间等，对

两组间上述基本资料进行统计学检验，差异不具有

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。收集符合标准的癫痫患
者空腹 ８ｈ的肘静脉血 ６ｍｌ于 ＥＤＴＡ抗凝管中。
１．３．２　ＭＲＰ１浓度检测　所有样本血清均用华美
生物工程有限公司提供的酶免人多药耐药相关蛋

白 １试剂盒在同等条件下测量 ＭＲＰ１浓度。实验
前把标准品按倍数稀释备用，在酶标包被板上设立

对照孔、标准孔、待测孔，各加样 ５０μｌ，先将 ４０μｌ
稀释液加入待测测样品孔，然后再加稀释 ５倍后的
１０μｌ待测样品用封板膜封住板后，小心置于 ３７℃
水浴箱恒温温育 ３０ｍｉｎ；用蒸馏水将浓缩洗涤液稀
释 ３０倍；静置 ３０ｓ后弃去，重复 ５次；将 ５０μｌ酶
标试剂加入标准孔及待测孔；用封板膜封住板后，

小心置于 ３７℃水浴箱恒温温育 ３０ｍｉｎ；依次向每
个空加入着色剂、显色剂，各 ５０μｌ，震荡，置于
３７℃恒温箱，黑暗处理 １０ｍｉｎ；向三个孔中加入 ５０

μｌ终止液终止反应。在将空白孔调节至零后，通
过酶标分析仪在 ４５０ｎｍ的波长下测量每个孔的吸
光度（ＯＤ值），并在此时记录。该步骤在添加终止
溶液后 １５ｍｉｎ内完成；根据 ＯＤ值计算各样本的
ＭＲＰ１浓度，再乘以五，得出最终样本 ＭＲＰ１浓度。

１．３．３　提取样本 ＤＮＡ　所有 ＥＤＴＡ抗凝管收集的
全血，用 Ａｘｙｐｒｅｐ血基因组 ＤＮＡ试剂盒根据说明书
提取样本 ＤＮＡ：加 ５００μｌＢｕｆｆｅｒＡＰ１到 １．５ｍｌ离心
管中；将２００μｌ抗凝全血（绿帽管血液）加入缓冲液
ＡＰ１中，来回吸注几次，使残留在尖端的血液完全溶
解。盖紧离心管盖子，旋涡振荡 １０ｓ；加 １００μｌ
ＢｕｆｆｅｒＡＰ２，旋 涡 振 荡 １０ｓ；１２０００ｒ／ｍｉｎ，离 心
１０ｍｉｎ。将 滤 液 加 入 到 制 备 管 中，离 心 １ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ。弃滤液后重复步骤 ５，加入 ７００μｌ
ＢｕｆｆｅｒＷ１Ａ，室温放置２ｍｉｎ后１２０００×ｇ离心３０ｓ。
将制备管置回到原 ２ｍｌ离心管中，加入 ５００μｌ
ＢｕｆｆｅｒＷ２到制备管中，１２０００×ｇ离心 １ｍｉｎ。所有
样本均送至北京阅微基因技术有限公司进行 ＭＲＰ１
基因的４个单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点测序。
１．３．４　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测　提前配置 ５０
×ＴＡＥ缓冲液（称量 Ｔｒｉｓｂａｓｅ２４２ｇ，ＥＤＴＡ１８．６１２ｇ
于１Ｌ烧杯中；向烧杯中加入约 ８００ｍｌ去离子水并
充分混合；加入５７．１ｍｌ的 Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，充分溶解；用
ＮａＯＨ调节 ｐＨ至８．３，用去离子水稀释至 １Ｌ，并在
室温下储存。使用时稀释 ５０倍，即 １×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ）
及６×ｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ［３０ｍＭＥＤＴＡ、３６％（ｖ／ｖ）Ｇｌｙｃ
ｅｒｏｌ、０．０５％（ｗ／ｖ）ＸｙｌｅｎｅＣｙａｎｏｌＦＦ、０．０５％（ｗ／ｖ）
ＢｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌＢｌｕｅ］。

配制１％琼脂糖凝胶：琼脂糖０．４ｇ加入４０ｍｌ×
ＴＡＥ缓冲液，用 ＥＢ染色。点样：５μｌ提取样本 ＤＮＡ
与１μＬｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混匀后加样，５μＬ１００ｂｐＭａｒｋｅｒ，
１００Ｖ电压电泳，照相得到凝胶电泳效果图片。
１．３．５　测定卡马西平、丙戊酸钠血药浓度　将血样
送至包头医学院第一附属医院核医学科，通过西门

子公司生产的 ＡＤＶＩＡＣｅｎｔａｕｒＸＰ仪器采用化学发光
免疫法进行检测卡马西平及丙戊酸钠的血药浓度。

１．４　统计学分析
使用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件分析数据。计量资料

数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用成组 ｔ检验；计数资料以例数表示，组间比较采
用 χ２检验。采用多因素 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析评估耐药
的影响因素。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＡＥＤ耐药组和 ＡＥＤ敏感组一般临床资料比较

本实验一共收集 ９８例癫痫患者，ＡＥＤ耐药组
与 ＡＥＤ敏感组在年龄、性别、病程时间、用药时间
上差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表 １。
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表１　ＡＥＤ耐药组和ＡＥＤ敏感组一般临床资料

组别 例数 性别（男／女，例） 年龄（ｘ±ｓ，岁） 病程（ｘ±ｓ，月） 用药时间（ｘ±ｓ，月）
ＡＥＤ耐药组 ３１ １６／１５ ３１．７７±１２．２７ ２４４．７１±１１９．３８ ３８．９０±２５．９３
ＡＥＤ敏感组 ６７ ３２／３５ ２６．３１±１１．９９ １９０．７０±１０８．８９ ２６．８１±２４．１９
ｔ／χ２值 ０．１２６ ２．０８２ ２．２１５ ２．２５０
Ｐ值 ０．７２３ ０．０４０ ０．０２９ ０．０２７

２．２　受试者 ＭＲＰ１基因的 ＳＮＰ测序
２．２．１　位点突变图　所有样本 ＤＮＡ提取后，均至
于 －２０℃冰箱保存，在保温条件下一起送至北京

阅微基因技术有限公司进行 ＭＲＰ１基因的 １２８Ｇ＞
Ｃ、２１８Ｃ＞Ｔ、２１６８Ｇ＞Ａ、３１７３Ｇ＞Ａ四个位点测
序。ＳＮＰ测序结果见图 １、图 ２、图 ３。
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图１　ＭＲＰ１基因２１８Ｃ＞Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）位点突变图，仅可见Ｃ→Ｔ转换
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图２　ＭＲＰ１基因２１６８Ｇ＞Ａ（ｒｓ４１４８３５６）位点突变图，仅可见Ｇ→Ａ转换
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图３　ＭＲＰ１基因１２８Ｇ＞Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、３１７３Ｇ＞Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）位点突变图，未见突变

２．２．２　测序分析　送检的 ９８份 ＤＮＡ样本中，所
检测 ＭＲＰ１基因的 １２８Ｇ＞Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、２１８Ｃ

＞Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）、２１６８Ｇ ＞Ａ（ｒｓ４１４８３５６）、

３１７３Ｇ＞Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）位点序列，其中 １２８Ｇ＞

Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、３１７３Ｇ＞Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）位点未

见 突 变，均 以 纯 合 子 ＧＧ 型 存 在；２１８Ｃ ＞Ｔ
（ｒｓ４１４９４４４７）位点可见 Ｃ→Ｔ转换 ５例；２１６８Ｇ＞

Ａ（ｒｓ４１４８３５６）位点可见 Ｇ→Ａ转换９例。见表２。

２．２．３　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律检验　ＭＲＰ１基

因 Ｇ１２８Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、Ｃ２１８Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）、
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Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）、Ｇ３１７３Ａ（ｒｓ４１４１０４５０）四
个位点的基因型的观察值和预期值之间的差异没

有统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示四个位点 ＳＮＰ分
布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律，群体基因遗传平
衡，样本代表性良好。见表 ２。

表２　ＭＲＰ１２１８、２１６８位点测序分析表

指标 ２１８Ｃ＞Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）２１６８Ｇ＞Ａ（ｒｓ４１４８３５６）
基因频数 Ｃ １９１ Ｇ １８７

Ｔ ５ Ａ ９
基因型频数 ＣＣ ９３ ＧＧ ８９

ＣＴ ５ ＧＡ ９
ＴＴ ０ ＡＡ ０

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒ
平衡定律检验

χ２值 ０．０６７ χ２值 ０．２２７
Ｐ值 ０．７９６ Ｐ值 ０．６３４

２．３　ＡＥＤ耐药组与 ＡＥＤ敏感组样本基因频数及
基因型频数

ＡＥＤ耐药组 ＭＲＰ１２１８位 ＣＴ基因型所占比例
为 ８０％，ＡＥＤ敏感组 ＭＲＰ１２１８位 ＣＣ基因型所占
频率为 ２０％，前者高于后者，两者差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；ＡＥＤ耐药组 ＭＲＰ１２１６８位 ＧＡ基
因型所占比例为 ６７％，ＡＥＤ敏感组 ＭＲＰ１２１６８位
ＧＡ基因型所占频率为 ３３％，前者高于后者，两者
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表 ３。
２．４　ＭＲＰ１Ｃ２１８ＴＣＣ、ＣＴ基因型丙戊酸钠、卡
马西平血药浓度的比较

ＭＲＰ１２１８位点基因 ＣＣ型与 ＣＴ型的卡马西
平、丙戊酸钠血药浓度差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。见表 ４。

表３　ＡＥＤｓ耐药组与ＡＥＤｓ敏感组样本基因频数及基因型频数的比较　［ｎ（％）］

分组
２１８Ｃ＞Ｔ（ｒｓ４１４９４４４７）

Ｃ Ｔ ＣＴ ＣＣ
ＴＴ

２１６８Ｇ＞Ａ（ｒｓ４１４８３５６）
Ｇ Ａ ＧＡ ＧＧ

ＡＡ

ＡＥＤ耐药组 ５８（９３．５） ４（６．５） ４（１２．９） ２７（８７．１） ０ ５６ ６ ６（６７） ２５（２８） ０
ＡＥＤ敏感组 １３３（９９．３） １（０．７） １（１．５） ６６（９８．５） ０ １３１ ３ ３（３３） ６４（７２） ０
χ２值 ５．５５０ ５．６９９ ５．３５４ ５．６２４
Ｐ值 ０．０１８ ０．０１７ ０．０２１ ０．０１８

　表４　ＭＲＰ１２１８位点 ＣＣ、ＣＴ基因型丙戊酸钠、卡马西平血药浓
度比较　（ｘ±ｓ）

测定指标 ＣＣ ＣＴ ｔ值 Ｐ值
丙戊酸钠血药浓度 ６０．５６±２０．７６５８．１７±１８．３６ ０．２１７ ０．８２９
卡马西平血药浓度 ５．４５±１．５５ ３．９８±１．６５ １．７５４ ０．０９０

２．５　ＭＲＰ１２１６８位点 ＧＧ、ＧＡ基因型丙戊酸钠、
卡马西平血药浓度比较

ＭＲＰ１２１６８位点基因 ＧＡ型癫痫患者卡马西
平、丙戊酸钠血药浓度均值低于 ＧＧ型，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表 ５。

　表５　ＭＲＰ１２１６８位点 ＧＧ、ＧＡ基因型丙戊酸钠、卡马西平血药浓
度比较　（ｘ±ｓ）

测定指标 ＧＧ ＧＡ ｔ值 Ｐ值
丙戊酸钠血药浓度 ６０．３６±２０．６８４０．９５±１８．０２ ２．５９４ ０．０１２
卡马西平血药浓度 ５．２３±１．６７ ２．９８±０．９８ ３．９０６＜０．００１

２．６　ＭＲＰ１蛋白浓度在 ＡＥＤ耐药组和 ＡＥＤ敏感
组中差异的比较

ＡＥＤ耐药组 ＭＲＰ１蛋白的浓度与 ＡＥＤｓ敏感组
相比明 显 增 高，两 组 差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５）。见表 ６。

表６　ＡＥＤ耐药组与ＡＥＤ敏感组ＭＲＰ１蛋白浓度的比较　（ｘ±ｓ）

分组 例数 ＭＲＰ１浓度 ｔ值 Ｐ值
ＡＥＤ敏感组 ６７ ４６．６４±２９．８３

－６．４０７ ＜０．００１ＡＥＤ耐药组 ３１ ９２．８８±３９．６９

２．７　 ＭＲＰ１蛋白表达水平与 ＭＲＰ１２１８位和
２１６８位基因多态性的关系

９８例不同基因型癫痫患者血清中 ＭＲＰ１蛋白
表达水平（平均光密度，ＯＤ）如下，ＭＲＰ１２１８位 ＣＣ
基因型与 ＣＴ基因型患者 ＭＲＰ１蛋白平均光密度值
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＭＲＰ１２１６８位 ＧＧ
基因型和 ＧＡ基因型患者 ＭＲＰ１蛋白平均光密度值
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表 ７、表 ８。

表７　ＭＲＰ１２１８位基因ＣＣ型、ＣＴ型ＯＤ值的比较　（ｘ±ｓ）

基因型 例数（ｎ） ＭＲＰ１ＯＤ值 ｔ值 Ｐ值
ＭＲＰ１２１８ＣＣ ２７ ０．２６±０．０５

０．６０５ ０．５５０ＭＲＰ１２１８ＣＴ ４ ０．２４±０．０４

表８　ＭＲＰ１２１６８位基因ＧＧ型、ＧＡ型ＯＤ值的比较　（ｘ±ｓ）

基因型 例数（ｎ） ＭＲＰ１ＯＤ值 ｔ值 Ｐ值
ＭＲＰ１２１６８ＧＧ ５８ ０．２６±０．０４

０．５９１ ０．５５７ＭＲＰ１２１６８ＧＡ ９ ０．２５±０．０６
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２．８　多因素 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析
以患者耐药情况为因变量，以年龄、病程、用药

时间、ＭＲＰ１浓度和 ２１８位基因型 ５项单因素分析
有统计学意义的指标为自变量，进行多因素 ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归分析。结果显示，ＭＲＰ１浓度和 ２１８位基因型
为耐药 的 独 立 危 险 因 素，有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５）。从上述 ２项指标的 ＯＲ值可以看出，ＭＲＰ１
浓度每升高 １个单位，患者发生耐药的风险增加
１．０４９倍；２１８位基因型中 Ｃ／Ｔ型发生耐药的风险
是 Ｃ／Ｃ型的 １３．２６４倍。见表 ９。

表９　患者耐药影响因素的ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

影响因素 Ｂ Ｗａｌｄ Ｐ ＯＲ ９５％ＣＩ
年龄 ０．０３７ ０．８７６ ０．３４９ １．０３８ ０．９６～１．１２２
病程 ０．００１ ０．０７３ ０．７８７ １．００１ ０．９９３～１．０１
用药时间 ０．０１７ １．９４９ ０．１６３ １．０１７ ０．９９３～１．０４２
ＭＲＰ１浓度 ０．０４８ １８．０７８＜０．００１ １．０４９ １．０２６～１．０７３
２１８位基因型（与
　ＣＣ型比较）

２．５８５ ４．１９３ ０．０４１ １３．２６４ １．１１７～１５７．４６３

　　以患者耐药情况为因变量，以年龄、病程、用
药时间、ＭＲＰ１浓度和 ２１６８位基因型 ５项单因素
分析有统计学意义的指标为自变量，进行多因素

ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。结果显示，ＭＲＰ１浓度和 ２１６８
位基因型为耐药的独立危险因素，有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。从上述 ２项指标的 ＯＲ值可以看出，
ＭＲＰ１浓度每升高 １个单位，患者发生耐药的风险
增加 １．０４６倍；２１６８位基因型中 Ｇ／Ａ型发生耐药
的风险是 Ｇ／Ｇ型的 ８．５６０倍。见表 １０。

表１０　患者耐药影响因素的ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

影响因素 Ｂ Ｗａｌｄ Ｐ ＯＲ ９５％ＣＩ
年龄 ０．０３９ ０．９８０ ０．３２２ １．０４０ ０．９６２～１．１２４
病程 ０．００４ ０．７７２ ０．３８０ １．００４ ０．９９６～１．０１２
用药时间 ０．０２２ ２．７８４ ０．０９５ １．０２２ ０．９９６～１．０４８
ＭＲＰ１浓度 ０．０４５ １５．３４６＜０．００１ １．０４６ １．０２３～１．０６９
２１６８位基因型与
　（与ＧＧ型比较）

２．１４７ ４．１０９ ０．０４３ ８．５６０ １．０７４～６８．２３６

３　讨论
迄今为止，耐药性癫痫的发病机制主要涉及以

下几个方面：①基因突变导致钠通道功能缺陷，进
而导致严重肌阵挛等；②先天性脑发育异常导致的
神经网络异常；③某些自身抗体的存在；④耐药基
因的存在。ＭＲＰ１蛋白在血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒ
ｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的血管内皮细胞过度表达［３］，通过消耗

能量将抗癫痫药物从细胞内运输至细胞外，从而降

低脑内致痫灶周围抗癫痫药物浓度，大大降低药

效，导致耐药的发生［４］。近年来，人们对 ＭＲＰ１基
因的 单 核 苷 酸 多 态 性 （ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）进行了广泛的研究，研究表明编码区
的多个遗传变异能够影响 ＭＲＰ１的功能。例如
Ｇ２１６８Ａ（Ａｒｇ７２３ｇｌｎ）可以影响卵巢癌患者对化疗
的敏感性；Ｇ１２９９Ｔ（Ａｒｇ４３３ｓｅｒ）通过减少 ＨｅＬａ细
胞内药物积累而产生对阿霉素的耐药性；Ｇ３１７３Ａ
（Ａｒｇ１０５８ｇｌｎ）的变异增加了 Ｈｅｋ２９３和 ｃｈｏＫ１细
胞对依托泊苷的反应。

据报道，单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）与耐药有关，
特别是通过阻断电压门控钠（ＮＡ）通道［５，６］。ＮＡ通
道神经元 Ｉ型 α亚单位（ＳＣＮ１Ａ）编码 ＮＡＶ１．１ＮＡ
通道的 α亚基，被认为与抗癫痫药物耐药有关。
本研究在 ９８例癫痫患者中探讨了 ＭＲＰ１基因 ＳＮＰｓ
与癫痫耐药的关系，ＡＥＤ耐药组和 ＡＥＤ敏感组癫
痫患者 ＭＲＰ１基因 Ｇ１２８Ｃ（ｒｓ４１３９５９４７）、Ｃ２１８Ｔ
（ｒｓ４１４９４４４７）、Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）、Ｇ３１７３Ａ
（ｒｓ４１４１０４５０）四个位点，ＤＮＡ测序显示，ＭＲＰ１
Ｇ１２８Ｃ和 Ｇ３１７３Ａ位点没有基因突变，单核苷酸
多态性存在于 ＭＲＰ１Ｃ２１８Ｔ和 Ｇ２１６８Ａ的两个位
点，但是 ＡＥＤ耐药组与 ＡＥＤ敏感组 ＭＲＰ１Ｃ２１８Ｔ
（ｒｓ４１４９４４４７）多态性分布无显著差异；而 ＭＲＰ１
Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）多 态 性 在 ＡＥＤ耐 药 组 与
ＡＥＤ敏感组分布差异有差异。

陈海燕等［７］通过实验建立了耐药性癫痫大鼠

模型，通过 ＲＴＰＣＲ等技术发现癫痫模型组海马
ＭＲＰ１ｍＲＮＡ及其表达产物明显高于对照组，耐药
性癫痫患者 ＭＲＰ１基因型的检测可能为新型药物
的研发提供有价值的参考。国外学者研究发现，海

马硬化相关癫痫患者的海马旁回血管内皮细胞中

ＭＲＰ１表达增加［８，１２，４］；另外，ＭＲＰ１蛋白的含量与癫
痫患者病史的长短也存在一定关系，病程越长，该

蛋白可能表达越多，预示着病程越长，发生耐药的

风险性越高［７，９，１４］。

本研究还发现 ＭＲＰ１蛋白在 ＡＥＤ耐药组的表
达高于 ＡＥＤ敏感组，考虑 ＭＲＰ１蛋白高表达可能
是引起癫痫患者耐药的一个因素，与学者陈海燕

等［７］的研究结果一致。我们在研究抗癫痫药物卡

马西平、丙戊酸钠与 ＭＲＰ１基因多态性的关系中，
最初的假设是 ＭＲＰ１基因多态性的出现可能会引
起 ＭＲＰ１蛋白表达的增加，阻碍抗癫痫药物进入血
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脑屏障，无法有效控制癫痫的发作，从而增加了癫

痫的发作频率，发展为耐药性癫痫；但在研究发现

卡马西平、丙戊酸钠的血药浓度在 ＭＲＰ１基因２１６８
位 ＧＧ、ＧＡ基因型患者中有显著性差异，ＧＡ基因
型患者这两种抗癫痫药物血药浓度低于 ＧＧ基因
型，考虑癫痫患者 ＭＲＰ１基因在 ２１６８位点发生 Ｇ
到 Ａ突变者更易出现对卡马西平、丙戊酸钠耐药。
我们在研究初期假设 ＭＲＰ１多态性的存在与癫痫
耐药的发生有关，但在本研究中我们发现 ＭＲＰ１
２１８位 基 因 与 ＭＲＰ１２１６８基 因 中 不 同 基 因 型
ＭＲＰ１蛋白平均光密度值的比较，提示 ＭＲＰ１基因
多态性可能不是导致 ＭＲＰ１高表达的原因，可能存
在其他导致 ＭＲＰ１蛋白高表达的因素。

本研究认为 ＭＲＰ１基因 Ｇ２１６８ＡＳＮＰ的存在可
能通过影响 ＡＥＤ血药浓度，进而导致癫痫耐药的
发生。这是首次发现 Ｇ２１６８Ａ（ｒｓ４１４８３５６）与卡
马西平、丙戊酸钠耐药之间的关系，但具体的机制

尚不清楚，国内很多研究发现癫痫耐药患者中存在

ＭＲＰ１蛋白的高表达，为什么发生耐药后 ＭＲＰ１蛋
白浓度会升高，我们发现与 ＭＲＰ１２１６８、２１８位点
单核苷酸多态性无关，是否由其他基因突变引起，

还需要进一步研究。
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