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河北省汉族人群CYP450 2C9和VKORC 1

基因多态性与华法林剂量相关性研究

张亚楠崔炜韩梅郑斌刘凡谢瑞芹杨晓红谷国强 郑红梅温进坤

【摘要】 目的了解河北省汉族人群CYP450 2C9和VKORCl的基因多态性分布与其他不

同民族之间的差异，探讨CYP450 2C9"3+1075C／A和VKORCl—1639A／G基闲多态性与华法林剂

量的关系。方法 随机选取门诊体检的健康人487名，检测CYP450 2C9"3+1075C／A和

VKORCl—1639A／G基因型及其分布频率，并与国外多个民族的CYP450 2C9"3+1075C／A和

VKORCl—1639A／G的基因多态性进行比较。选取服用华法林稳定剂量的患者101例，检测其基

闪型并结合其个体差异和华法林的稳定剂量进行分析。结果487名正常人CYP450 2C9"3+

1075c／A基因型中，AA型为449名(92．2％)，AC型36名(7．4％)，CC型2名(O．4％)；

VKORCl—1639A／G基因型中AA型为415名(85．2％)，GA型72名(14．8％)，未发现GG型

(0．0％)。采用多元逐步回归得出有关华法林稳定剂量的方程：ln(D)=O．346+0．017(体重)一

0．376(CYP450 2C9"3+1075C／A)+O．148(VKORCl—1639A／G)一0．002(年龄)(r=O．827，P=

0．02)。结论汉族人群CYP450 2C9和VKORCl存在明显的基因多态性。CYP450 2C9"3+

1075C／A和VKORCl—1639A／G的基因型和患者个体之间的体重、年龄差异是影响华法林稳定剂

量的因素。
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【Abstract】 Objective To investigate the distribution ofgene polymorphism ofCYP450 2C9 and

VKORCl-1639A／G in the Chinese 130pulmion as well as the difference ofgenetic polymorphism between

Chinese Hall population and other ethnic populations．Contribution ofCYP2C9 and VKORCl genotype to

the maintenance doses 011 warfarin was alSO studied．Methods The genotype and allele frequencies were

calculated and compared with those in other populations．One hundred and one patients with stable

anticoagulafion with warfarin under a target international normalized ratio(烈R)of 2．O to 3．0 Were

enrolled for studying the relationship between the CYP2C9 and VKORCl gene polymorphism and the

warfarin maintaining dosage．Results CYP450 2C9"3+1075C，A allele frequencies were：AA in 449

cases(92．2％)。AC in 36 cases(7．4％)and CC in 2 cases(0．4％)，respectively．VKORCl一1639A／G
allele frequencies were AA in 415 cases(85．2％)．GA in 72 cases(14．8％)。but GG in no case(0．0％)，

respectively．、Vhen linear stegwise regression analysis Was used to identify factors contributing to warfarin

stable dose，the final equation Was：In(D)=0．346+0．017(weight)一0．376(CYP450 2C9+3+1075C／

A)+0．148(VKORCI一1639A／G)～0．002(age)(r=0．827，P=O．02)．Conclusion There existed

significant gene polymorphism CYP450 2C9*3+1075C／A and VKORCl一1639A／G in the Chinese Han

population．Both Gene polymorphisms of CyP450 2C9"3+1075C／A and VKORCl一1639～fG were

significantly affecting the maintaining dose ofwarfarin in the Chinese populatiOIL
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华法林(warfarin)是临床上常用的口服抗凝血

药。在体内，华法林的代谢具有构象选择性，抗凝作

用更强的s一对映体85％以上经由CYP2C9代谢转化

为无活性的6一和7一化产物。维生素环氧化物还原

酶复合体亚单位l(VKORCl)是维生素K循环中的

关键酶，华法林因抑制该酶而产生抗凝作用。随着

药物遗传学的研究进展，目前已经发现在VKORCl

和CYP2C9的编码区和非编码区存在大量的多态性

位点，是引起个体间及民族人群间对华法林代谢能

力不同的原因之一。我们对河北省汉族人群

CYP450 2C9和VKORCl基因遗传多态性进行研

究，并结合国外文献进行不同民族人群之间比较，

从而探讨其基因多态性在不同民族之间的分布差

异，为应用华法林抗凝治疗提供理论依据。

对象与方法

1．研究对象：随机选取2006年4—8月在河北医

科大学第二医院门诊体检的健康人487名，均为河

北省汉族人，其中男性291名，女性196名；年龄

(53．82±14．28)岁。选取2006年4月至2007年12月

在心内科、呼吸内科、一t∑4'b科服用华法林稳定剂量的

患者101例，均为河北省汉族人、无血缘关系，排除

充血性心力衰竭、肝功能不全及口服其他干扰性药

物者。其中男性53例，女性48例；年龄(51．34±

14．00)岁；其中房颤患者19例，瓣膜置换术后患者

57例，肺栓塞患者13例，深静脉血栓患者12例。

2．试剂和仪器：DNA抽提试剂盒为上海生工生

物．T程有限公司产品，限制性内切酶胁i I、Msp I为

英国New England Biolabs公司产品。CYP450 2C9"

3+1075C／A和VKORCl—1639A／G的引物序列由上

海生工生物fT程有限公司合成(表1)。PCR扩增仪

为OeneAmp PCR System 2400(PE公司)。

表1引物序列及退火温度

基因 泐揪5’叫) 产蕊度退黼度

3．DNA的提取：DNA的提取采用上海生工生物

工程有限公司的UNlQ一10柱式血液基因组小量抽

提试剂盒。

4．酶切及分型鉴定：(至)CYP450 2C9"3+1075C／

A酶切分型：37℃水浴箱温浴过夜，PCR扩增的长

度为141 bp，经酶切后表现为3种基因型：AA基因

型为112 bp、29 bp；AC基因型为141 bp、112 bp、

29 bp；CC基因型为14l bp。②VKORCl—1639A／G

酶切分型：PCR扩增的长度为290 bp，经酶切后表

现为3种基因型：从基因型为290 bp；GA基因型为

290 bp、122 bp、168 bp；GG基因型为122 bp、168 bp。

5．统计学分析：基因和等位基因频率采用直接

计数法统计，然后进行)C2检验以确定是否符合

Hardy—Weinberg(H．W)遗传平衡定律，当P>0．05时

表明所选样本已经达到遗传平衡。基因型和等位基

因频率的组问比较采用x2检验。计量资料采用均

数±标准差(；±s)表示，主要指标均进行正态性检

验，多组数据比较采用方差分析，并进行方差齐性检

验，两组间比较采用t检验。各影响因素对华法林维

持剂量差异的解释程度用多元逐步回归，所有数据

采用SPSS 13．0软件进行统计分析，以P<0．05为有

统计学意义。

结 果

1．基因型分布：487名正常人中，CYP450 2C9"3

+1075C／A基因型：AA型449名(92．2％)，AC型36

名(7．4％)，CC型2名(0．4％)，见表2。性别和年龄分

布的差异均无统计学意义。VKORCl—1639A／G基

因型：AA型415名(85．2％)，GA型72名(14．8％)，未

发现GG型(0．0％)。H．W平衡检验结果表明所选群

体两种的基因型频率已经达遗传平衡(表3)。101

名患者中，CYP450 2C9"3+1075C／A基因型：AA型

93名(92．08％)，AC型8例(7．92％)，未发现CC型

(0．00％)。VKORCl—1639A／G基因型：从型87例
(86．14％)，GA型14例(13．96％)，未发现GG型

(0．00％)。正常人群组与服用华法林药物组基因型

在CYP450 2C9"3+1075C／A(P=0．926)和VKORCl

一1639A／G(P=0．812)突变上的差异无统计学意义。

2．各地区人群CYP450 2C9"3+1075C／A突变

率的比较：本研究的487名正常人群突变率与我国

人群、北京市汉族人群、广东省人群无明显差异，与

韩国和日本人无明显差异，与中国新疆维吾尔族人

群、美国、俄罗斯、意大利、瑞士和土耳其人的差异有

统计学意义(P<0．05)(表4)。各地区人群的

VKORCl—1639A／G突变率的比较表明(表5)：本文

487名正常人群的突变率与新疆汉族和台湾人群无

明显差异；与日本人、新加坡人无明显差异；与马来

西亚人、西班牙人的差异有统计学意义(P<0．05)；

与印度人、美国人、英国人、法国人、高加索人的差异

也有统计学意义(尸<0．01)。
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表2 487名汉族正常人群基冈型分布

表3 CYP450 2C9"3+1075C／A和VKORCl．1639A／G

基因型H．W平衡检验

表4不同地区的P450 2C9"3基因频率(％)

地区 !箜竺三!!墨里室望型：
AA AC CC

竺竺!里!篁垡茎堕
A C

中国人群”2 159(94．1) 9(5．3)l(O．6) 97．0 3．0

北京汉族“1 127(93．0) 10(7．O) O(O) 96．0 4．0

广东人群。3 93(93．0) 7(7，O) O(O) 96．5 3．5

维吾尔族o‘151(76．O) 5(3．0) 32(16．O)80．0 17．0

日本5 309(96．O) 9(4．o) O(0) 99．0 1．0

韩国“ 561(98．0)13(2．O) o(o) 99．0 1．0

美国：7“ 373(65．4)65(1．6) 3(0．5)80．7 7．2

俄罗斯“¨ 202(67．9)33(11．1) I(0．3) 82．4 6．5

意大利”¨ 102(65，O)22(14．O) 2(I．O) 80．O 9．O

瑞士lO)b 287(67．O)50(12．O) 3(1．O)81．9 7．4

土耳其⋯¨ 308(61．7)86(17．23)4(0．8) 79．4 10．0

本研究 542(92．2)44(7．5) 2(0．3) 95．9 4．1

注：4括号外数据为样本数，括号内数据为基因频率；5与本研究比
较，P<O．05

表5不同地区的VKORCl基冈频率(％1

地区 竖旦垦竺望燮堡型： !塑垦竺!篁堡苎里：
GG GA AA G A

中国新疆汉族”： l(0) 53(26．O)151(74．0)55(13．0)355(87．01

中国台湾” 0(0)41(18．7)178(81．3)41(9．4)397(90．6、

日本‘“1 2(0．8)37(15．5)200(83．7)41(8．6)437(91．41

新加坡’”1 O(O) 35(25．1)104(74．9)3502．6)243(87．41

马来西哑+”¨ 7(8．5)40(48．8)35(42．7) 54(33．o)l 10(67．o)

印度”一 28(80．O)4(1 1．4)3(8．6) 60(85．7)10(14．3)

高加索人m_ 36(39．1)43(46．7)13(14．2)115(62．5) 69(37．5)

英国”一 74(25．O)165(56．0)58(19．O)313(52．7)281(47．3)

法国”‘ 72(32．4)110(49．5)40(18．1)254(57．2)190(42．8)

西班牙”” 29(24．4)46(38．7)44(36．9)104(43．7)134(56．3)

美国‘”” 148(42．7)157(45．2)42(12．1)453(65．3)241(34．7)

本研究 O(O)86(14．6)502(85．4)86(7．3)1090(92．7)

注：“6同表4；‘与本研究比较，P<0．Ol

3．服用华法林患者的摹冈型比较：在101名患

者中，女性患者华法林维持量低于男性患者(P=

o．017)，但经过体重或体表面积校正后的华法林用

量在性别上的差异无统计学意义。CYP450 2C9"3+

1075C／A和VKORCl—1639A／G的不同基因型与所

对应的年龄、性别比、体重分布见表6。

由于患者的华法林维持量呈偏态分布，对其进

行自然对数转换，经Kolmogorov—Smimorv检验近似

正态分布(Z=1．322，P-'0．061)。采用多元逐步回

归得出的方程：ln(D)-'0．346+0．017(体重，kg)一

0．376(CYP450 2C9"3+1075C／A)+0．148

(Ⅵ<ORCl—1639A／G)一0．002(年龄，岁)。其中基

因型CYP450 2C9"1／*l赋值1，CYP450 2C9"1／'3赋

值为2；基因型VKORClAA赋值为1，VKORClGA

赋值为2，r=0．827，乙=0．671，P=O．02，表明约
67．1％服用华法林个体的差异可以用此方程解释

(P=O．ooo)。

讨 论

CYP2C9等位基因的频率在不同种族人群中有

很大差异。国内外研究表明心¨引，携带CYP2C9·3

等位基因的受试者CYP2C9代谢活力和相关底物药

物剂量需求有显著下降。CYP2C9"3型突变发生在

第7外显子Nsi I位点，1075位核苷酸发生A／C突

变，相应第359位氨基酸也由异亮氨酸(11e)突变为

亮氨酸(Leu)，导致底物识别位点一个p折叠的破

坏，失去Nsi I位点，而产生一个Kpn I位点。由于

11e参与酶的活性构件，突变型改变酶结构，从而降

低了酶的催化能力。突变型CYP2C9*3(Ile359Leu)

所编码的酶，其活性为野生型的5％一15％左右Ⅲ。o

在Topic等[241研究中选取181例克罗埃西亚籍患者，
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表6 101例服用华法林患者不同基因型的数据比较

与华法林的最佳维持量4．1 mg／d相比，CYP2C9"3

杂合型的用量下降26％，CYP2C9"3纯合型的用量

下降66％，因此携带这种等位基因的个体在接受某

些CYP2C9底物药的常规治疗时发生严重副作用的

风险增大。

在中国人群中，CYP2C9"3的突变基因频率文献

报道的差别很大。本研究结果显示487名健康人的

CYP2C9木3的突变率为4．1％。以INR值达到2．0～

3．0为华法林维持量靶目标值，CYP450 2C9"1／*1基

因型的患者华法林维持量为(3．11±0．76)mg／d，而

CYP450 2C9"1／'3基因型患者的华法林维持量为

(2．21±0．60)mg／d，两者间的差异有统计学意义

(P=0．002)。

由于CYP2C9的突变率很低，目前越来越多的学

者青睐于Ⅵ(ORC的研究。维生素K环氧化物还原

酶复合体(Ⅵ￡ORc)是一个多蛋白复合体，通过参与
维生素K循环使凝血因子持续生成。目前国外学者

已分离纯化出其中的一种亚基VKORCl，药理学研

究结果表明，VKORC由VKORCl激活，VKORCl不

但主导维生素K依赖性凝血因子的生成，而且是华

法林的作用靶点¨引。野生型VKORCl的过度表达，

会导致VKORC活性显著降低，对华法林的抑制有

明显作用心5‘。Yin和Miyata陋引认为，华法林的个体用

药差异是由VKORCl的多态性所决定，是CYP2C9

基因突变效应的3倍。本文结果显示487名健康人

基因A的突变率为92．6％。VKORCl GA基因型的

患者华法林维持量为(3．86±0．95)mg／d，而

VKORCl AA基因型的患者华法林维持量为(2．9l±

O．67)meCd，两者问的差异有统计学意义(P=

0．000)。说明VKORCl—1639A／G的突变会减少服

用华法林的用量。

本研究结果显示，河北省汉族人群的CYP450

2C9"3+1075C／A和VKORCl一1639们突变在性
别和年龄上的差异无统计学意义，但与欧洲等国家

人群有明显差异。本研究还显示服用华法林患者其
稳定剂量进行自然对数转换，采用多元逐步回归得
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出的方程，约67．1％的华法

林个体差异可以用此方程

解释(P=0．000)，其稳定剂

量与性别和身高无关。

华法林与基因多态性

的关系是复杂的。

CYP450 2C9+3+1075C／

A和VKORCl—1639A／G仅

仅是影响华法林稳定剂量基因突变中的2个有代表

性基因，而影响华法林稳定剂量的其他因素也与地

域和人种有关。上述结果为研究华法林临床治疗个

体化提供了分子遗传学数据，并为华法林剂量调整

从基因水平方面提供理论依据。
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