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  摘 要:目的 探讨重庆地区CYP2C9和VKORC1基因多态性频率分布及与华法令药物敏感性的相关

性。方法 收集陆军军医大学大坪医院2017年2月至2018年12月CYP2C9和VKORC1基因多态性检测患

者657例作为研究对象,采用基因芯片杂交法检测CYP2C9及VKORC1基因多态性。结果 (1)重庆地区共

检测出8种基因型,主要以*1/*1
 

AA为主,频率为73.52%;(2)重庆地区人群以华法令敏感型(*1/*1
 

AA、*1/*3
 

GA、*1/*2
 

AA、*1/*2
 

GA、*1/*3
 

GG)为主,频率为74.73%,华法令建议起始剂量3.0~
4.0

 

mg;(3)CYP2C9和VKORC1基因多态性分布在性别、疾病间差异无统计学意义(P>0.05)。结论 重庆

地区CYP2C9和VKORC1基因型以*1/*1
 

AA为主,其中华法令敏感型占74.73%,建议华法令用药前进行

CYP2C9和VKORC1基因检测便于指导华法令用药。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

frequency
 

distribution
 

of
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymor-
phisms

 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

warfarin
 

sensitivity
 

in
 

Chongqing.Methods A
 

total
 

of
 

657
 

patients
 

with
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphisms
 

were
 

collected
 

from
 

Daping
 

Hospital
 

of
 

Military
 

Medical
 

Univer-
sity

 

from
 

February
 

2017
 

to
 

December
 

2018.CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphisms
 

were
 

detected
 

by
 

gene
 

chip
 

hybridization.Results (1)
 

Eight
 

genotypes
 

were
 

detected
 

in
 

Chongqing,mainly
 

*1/*1
 

AA,with
 

a
 

frequency
 

of
 

73.52%;
 

(2)
 

warfarin-sensitive
 

genotypes(*1/*1
 

AA,*1/*3
 

GA,*1/*2
 

AA,*1/*2
 

GA,*1/*3
 

GG)were
 

predominant
 

in
 

Chongqing,with
 

a
 

frequency
 

of
 

74.73%,warfarin
 

recommended
 

initial
 

dose
 

of
 

3.0-4.0
 

mg;
 

(3)
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphisms
 

were
 

not
 

statistically
 

different
 

between
 

sexes
 

and
 

diseases(P>0.05).Conclusion The
 

genotypes
 

of
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

in
 

Chongqing
 

are
 

mainly
 

*
 

1/*
 

1AA,and
 

warfarin
 

sensitive
 

genotypes
 

account
 

for
 

74.73%.It
 

is
 

suggested
 

that
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

genes
 

be
 

detected
 

be-
fore

 

warfarin
 

is
 

used
 

to
 

guide
 

warfarin
 

use.
Key

 

words:warfarin; VKORC1; CYP2C9; gene
 

polymorphism

  华法令是目前临床广泛使用的香豆素类口服抗

凝药物,主要应用于深静脉血栓、肺栓塞、心房颤动、
左心室血栓等疾病的治疗[1]。路航等[2]对2014年房

颤指南解读中提及,据GLORIATM-AF登记的全球性

研究数据显示,中国患者华法令使用率最低,仅为

20.3%,欧洲高达63.9%。大量国内外研究表明[3-6],
细胞色素P450超家族(CYP)中的CYP2C9,维生素

K环氧化物还原酶复合体亚单位1(VKORC1)的基
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因多态性与华法令用药剂量的个体差异密切相关。
目前研究表明,华法令治疗窗窄,不同民族、个体

间使用剂量存在明显差异[7]。临床上超剂量用药有

出血风险,而华法令用药剂量不足将导致血栓形成。
遗传因素是影响华法令用药的根本因素,而遗传因素

中影响华法令剂量及代谢最主要的是 VKORC1、

CYP2C9基因多态性,可解释高达40%~60%华法令

剂量个体差异[8-10]。本文就重庆地区人群 CYP2C9
和VKORC1基因多态性的分布进行研究,旨在为重

庆地区华法令用药提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2017年2月至2018年12月陆

军军医 大 学 大 坪 医 院 检 验 科 检 测 了 CYP2C9 和

VKORC1基因多态性的患者657例,其中男357例,
女300例,采用乙二胺四乙酸二钾抗凝管采集外周血

2~3
 

mL。所有患者为无血缘关系的重庆汉族人。

1.2 仪器与试剂 血液基因组DNA提取试剂盒(购
自中国北京天根有限公司);CYP2C9、VKORC1基因

多态性检测试剂盒、生物芯片杂交仪、生物芯片识读

仪均购自中国上海百傲有限公司;PCR仪购自美国

Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 标本采集 乙二胺四乙酸二钾抗凝管采集患

者外周血2~3
 

mL,充分混匀,及时送分子室检测。

1.3.2 DNA提取 静脉血按照全血DNA提取试剂

盒说明书操作提取DNA。DNA样品-20
 

℃保存,反
复冻融不超过3次。

1.3.3 PCR扩增 取出提前分装好的CYP2C9和

VKORC1扩增液,扩增反应体系25
 

μL:CYP2C9和

VKORC1扩增液22
 

μL、反应液1
 

μL、DNA 模板

2
 

μL。扩增条件:94
 

℃预变性10
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,

59
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,35个循环;72
 

℃
 

5
 

min终止反

应。扩增产物于2~8
 

℃保存。

1.3.4 杂交显色 (1)杂交试剂准备:按照说明书配

制杂交反应液、抗体使用液,加入试管架对应孔内。
(2)CYP2C9和VKORC1基因芯片做好标记,放入杂

交仪片架中。(3)杂交反应液中加入10
 

μL扩增产

物,混匀,将试管架放入杂交仪,运行杂交程序。(4)

取出芯片,放入生物芯片识读仪中,用百傲基因芯片

图像分析软件进行图像扫描和数据分析,输出检测

结果。

1.4 统计学处理 用SPSS17.0统计软件进行统计

分析。用频数计数法计算各基因型及等位基因频率,
用χ2 检验比较基因型多态性在不同性别及疾病人群

间的差异,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 CYP2C9和 VKORC1基因型检测 CYP2C9
和VKORC1扩增产物经基因芯片分析后的基因型生

物芯片识别图,见图1。

  注:A表示*1/*1
 

AA;B表示*1/*1
 

GA;C表示*1/*3
 

AA

图1  CYP2C9和VKORC1基因芯片检测结果

2.2 CYP2C9和VKORC1基因型频率及等位基因频

率 本研究中*1/*1型594例(90.41%),*1/*2型

3例(0.46%),CYP2C9*1/*3型60例(9.13%),其中

*1等位基因频率为95.21%,*2等位基因频率为

0.23%,*3等位基因频率为4.56%。AA型542例

(82.50%),GA 型 112 例 (17.04%),GG 型 3 例

(0.46%),其中A等位基因频率为91.02%,G等位基

因频率为8.98%。各基因型及等位基因分布在男女之

间比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

2.3 不同基因型人群的华法令使用剂量 本研究中

检测出8种基因型:*1/*1
 

AA型483例(73.52%),

*1/*1
 

GA型106例(16.13%),*1/*1
 

GG型3例

(0.46%),*1/*2
 

AA型1例(0.15%),*1/*2
 

GA
型1例(0.15%),*1/*3

 

AA型57例(8.68%),*1/

*3
 

GA 型 5 例 (0.76%),*1/*3
 

GG 型 1 例

(0.15%),未检测出*1/*2
 

GG型。各基因型分布比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。其中需要使用高

剂量华法令(5.0~7.0
 

mg)占16.59%,中等剂量

(3.0~4.0
 

mg)占74.73%,低剂量(0.5~2.0
 

mg)占

8.68%。见表2。

表1  CYP2C9和VKORC1基因多态性分布(n)

性别 n
CYP2C9基因型

*1/*1 *1/*2 *1/*3

VKORC1基因型

AA AG GG

等位基因

*1 *2 *3 A G

男 357 320 0 37 295 60 2 677 0 37 650 64

女 300 274 3 23 247 52 1 574 3 23 546 54

P >0.05 >0.05 >0.05
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表2  不同CYP2C9和VKORC1基因型人群的分布及FDA推荐华法令使用剂量[n(%)]

VKORC1
基因型

CYP2C9基因型

*1/*1  *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3

AA 483(73.52)b 1(0.15)b 57(8.68)a 0(0.00)a 0(0.00)a 0(0.00)a

GA 106(16.13)c 1(0.15)b 5(0.76)b 0(0.00)b 0(0.00)a 0(0.00)a

GG 3(0.46)c 0(0.00)c 1(0.15)b 0(0.00)b 0(0.00)b 0(0.00)a

  注:a表示华法令高度敏感型,使用剂量为0.5~2.0
 

mg;b表示华法令敏感型,使用剂量为3.0~4.0
 

mg;c表示华法令不敏感型,使用剂量为

5.0~7.0
 

mg

2.4 CYP2C9和VKORC1各基因型分布在不同疾病

患者间的比较 本研究收集冠心病患者376例、房颤患

者117例、支架术后患者28例、静脉血栓患者26例、其
他心血管疾病患者93例、其他17例,其中冠心病患者

最多。共检测出8种基因型,其中*1/*1
 

AA型最多。
各基因型分布在不同疾病患者间比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。见表3。
表3  不同疾病患者CYP2C9和VKORC1基因

   多态性比较(n)

基因型 冠心病 房颤 支架术后
静脉

血栓

其他

心血管疾病
其他合计

*1/*1 AA 277 85 21 22 67 11 483

*1/*1 GA 59 16 6 4 15 6 106

*1/*1 GG 1 2 0 0 0 0 3

*1/*2 AA 0 0 0 0 1 0 1

*1/*2 GA 1 0 0 0 0 0 1

*1/*3 AA 34 14 1 0 8 0 57

*1/*3 GA 3 0 0 0 2 0 5

*1/*3 GG 1 0 0 0 0 0 1

3 讨  论

华法令是由R-和S-对映体组成的外消旋混合物,
起抗凝作用的主要是S-华法令,有研究表明,S-华法

令抗凝作用比 R-华法令高3~5倍[11]。细胞色素

CYP2C9是一类主要存在于肝脏、肠道中的单加氧

酶,华法令在肝脏中经CYP2C9代谢为非活性产物。
CYP2C9基因位于染色体10q24.2,全长约55

 

kb[12]。
目前已发现多种突变等位基因,其中以CYP2C9*2
和CYP2C9*3突变型最为常见。CYP2C9基因突变

导致酶活性降低,机体对华法令代谢减缓,华法令在体

内堆积,出血风险增加,因此CYP2C9基因突变者华法

令剂量应减少。VKORC1为维生素K循环中1个关键

酶,可抑制依赖维生素K凝血因子Ⅱ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ活性,华
法令通过抑制VKORC1发挥抗凝作用。VKORC1基

因位于染色体16p11.2,全长约11
 

kb[12]。VKORC1
存在基因多态性,尤其是-1639G>A,VKORC1基

因突变后会导致酶活性降低,对华法令敏感程度增

强,出血风险增加,故VKORC1基因突变者华法令使

用剂量也应减少。

本 研 究 结 果 显 示,重 庆 地 区 CYP2C9 和

VKORC1基因型以*1/*1型和AA型为主,频率分

别为90.41%、82.50%,这与文献报道的中国汉族人

群CYP2C9、VKORC1多态性一致[13]。CYP2C9基

因突变在男女之间差异无统计学意义,这与文献报道

不一致[14]。本研究结果显示,重庆地区使用高剂量华

法令(5.0~7.0
 

mg)比例为16.59%,中等剂量(3.0~
4.0

 

mg)比例为74.73%,低剂量(0.5~2.0
 

mg)比例

为8.68%。随着分子生物学的发展,个体化用药已经

成为了研究热点,CYP2C9、VKORC1基因检测开始

受临床医生重视,但大多数医生使用华法令抗凝依旧

采用经验剂量给药,对本该需要使用高剂量华法令抗

凝患者使用普通剂量华法令,抗凝效果减弱,甚至有

出血风险。对华法令低剂量基因型患者使用普通剂

量华法令,则可能导致抗凝过度,甚至出现血栓。研

究表明,与未进行基因检测患者相比,根据CYP2C9
和VKORC1基因检测结果用药的患者出血及血栓发

生风险降低29%,总住院率减少31%[15]。
4 结  论

重庆地区CYP2C9和VKORC1基因型以*1/*1
 

AA为主,人群以华法令敏感型为主,敏感型人群建议

华法令起始剂量3.0~4.0
 

mg。华法令用药前建议进

行CYP2C9和VKORC1基因检测从而提高华法令使

用的安全性及有效性。
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