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"摘要#
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目的
!

了解心脑血管相关基因细胞色素
O6+)

酶"

"gO

%

'"&4

&

"gO'"4

&维生素
^

环氧化物还原酶复

合体
&

"

V̂ ]P"&

%和乙醛脱氢酶
'

"

7/Q\'

%基因的单核苷酸多态性频率在华南地区汉族人群分布的情况'方法
!

采用芯片技术对
'+'

例心脑血管疾病患者的
"gO'"&4

&

7/Q\'

&

"gO'"4

以及
V̂ ]P"&

位点基因多态性进行检

测!并统计男女间基因型频率的差异'结果
!

"gO'"&4

的野生型
"

&

#

"

&

占
6'(+5

!突变型
"

&

#

"

'

占
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!

"
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#

"
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占
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"

'

#

"
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占
4(45

!

"

'

#

"

1

占
&(*5

!

"

1

#

"

1

占
&('5

!在男女人群间各类基因型的发生率差异

无统计学意义"

I

(

)()+

%$

"gO'"4

只检测到
'

种等位基因
"gO'"4

"

&

#

"

&

和
"gO'"4

"

&

#

"

1

!男性基因频率分

别为
43(*5

和
&(65

!女性基因频率分别为
4)(&5

和
4(45

!在男女人群间的分布差异有统计学意义"

I

&

)()+

%$

V̂ ]P"&

有
1

种基因型
77

&

7N

和
NN

!频率分别为
3)(*5

&

&3(25

和
)(35

!在男女人群间的分布差异无统计学

意义"

I

(

)()+

%$

7/Q\'

有
1

种基因型
NN

&

N/

和
//

型!频率分别为
++('5

&

12(15

和
2(+5

!在男女人群间的分

布差异无统计学意义"

I

(

)()+

%'结论
!

"gO'"4

的多态性分布与性别有关!

"gO'"&4

&

V̂ ]P"&

和
7/Q\'

的多

态性分布与性别无关'

"关键词#
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心脑血管疾病是我国发病率和病死率最高的疾病+目前

我国心脑血管疾病患者已经超过
'(2

亿人#每年死于心脑血管

疾病的患者近
1))

万人#占我国每年总死亡病因的
+&5

+通

过个人基因检测#实施个体化治疗心脑血管疾病#是
&

种全新

的医疗模式+细胞色素
O6+)

酶$

"gO

&

'"&4

是一种十分重要

的药物代谢酶#与血小板聚集抑制剂氯吡格雷的代谢密切相

关#

"gO'"&4

基因多态性导致酶活性个体差异#进而引起个体

间对氯吡格雷表现出不同代谢能力+

"gO'"4

和维生素
^

环

氧化物还原酶复合体
&

$

V̂ ]P"&

&的基因多态性与华法令的

使用剂量密切相关+华法令是一种香豆素类口服抗凝血药#是

治疗血栓栓塞性疾病的一线药物#在临床使用过程中#临床疗

效和不良反应个体差异很大+乙醛脱氢酶
'

$

7/Q\'

&是硝酸

甘油形成有效代谢物一氧化氮的关键#通过对
7/Q\'

基因的

检测#可为硝酸甘油的用药提供有效的参考依据+本文采用基

因芯片检测技术对华南地区心脑血管疾病患者同时进行

"gO'"&4

,

7/Q\'

,

"gO'"4

和
V̂ ]P"&

常见基因位点多态

性分析#为心脑血管疾病个体化用药剂量提供参考#现将结果

报道如下+
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-

检验医学与临床
')&*

年
+

月第
&1

卷第
4

期
!
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%9
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R8(4

"

基金项目!广东省重点专科项目$
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作者简介$刘美玲#女#主管技师#本科#主要从事临床检验技术研究+
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!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

选取广州医学院荔湾医院和广州医科大学附

属第一医院住院和门诊心脑血管疾病患者
'+'

例#其中男
&6&

例#女
&&&

例#年龄
&2

%

4&

岁+所有入选检测者籍贯均为华南

地区的汉族人#均无血缘关系和异族通婚史+

$(/

!

仪器与试剂
!

"gO'"&4

基因多态性检测试剂盒,

"gO'"4

和
V̂ ]P"&

基因多态性检测试剂盒,

7/Q\'

基因检

测试剂盒,血液基因组
QR7

提取试剂盒,

P!+'*!'6

全自动杂

交仪,

.,!'()

生物芯片识读仪均购自上海百傲科技股份有限

公司%

7.[24))O"P

仪购自美国
;@F=

公司+

$('

!

方法

$('($

!

基因组
QR7

的提取
!

采集临床患者
'A/,Q#7!̂

'

抗凝静脉血#使用血液基因组
QR7

提取试剂盒提取基因组

QR7

#按试剂盒说明书方法进行操作+基因组
QR7 Y')Z

保存+

$('(/

!

O"P

反应体系和条件
!

"gO'"&4

反应体系为!基因组

QR7+

$

/

#

"gO'"&4

扩增液$

&

或
'

&

&4

$

/

#反应液
7&

$

/

#总

体积
'+

$

/

%

"gO'"&4

扩增液中含生物素残基标记的引物对+

扩增条件为!

+)Z+A@:

#

46Z+A@:

%

46Z'+0

#

63Z6)0

#

2'Z1)0

#

1+

个循环%

2'Z+A@:

+

"gO'"4

和
V̂ ]P"&

每

个样品均有
1

个扩增体系#每个反应体系总体积
'+

$

/

#含扩

增液
''

$

/

#模板
QR7'

$

/

#反应液
7&

$

/

+扩增条件!

+)Z

+A@:

#

46Z+A@:

%

46Z1)0

#

+4Z1)0

#

2'Z1)0

#

1+

个循

环%

2'Z+A@:

+

7/Q\'

的反应体系为!基因组
QR7'

$

/

#

7/Q\'

扩增液
''

$

/

#反应液
7&

$

/

#总体积
'+

$

/

%扩增条

件为!

+)Z+A@:

#

46Z+A@:

%

46Z'+0

#

*)Z'+0

#

2'Z

1)0

#

1+

个循环%

2'Z+A@:

+所有项目均设置阳性对照和阴

性对照#与标本一起扩增+

$('('

!

芯片杂交,扫描判断基因型
!

依据试剂盒说明书方法

进行
O"P

产物的基因芯片杂交#杂交反应均在全自动杂交仪

上完成#杂交结束后采用生物芯片识读仪进行扫描识读#根据

软件判断其基因型+

$(1

!

统计学处理
!

采用
-O--&4()

软件进行统计学处理#人

群间比较采用
'

' 检验#

I

&

)()+

表示差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

"gO'"&4

基因多态性分布结果
!

野生型
"

&

"

"

&

最多

见占
6'(+5

#突变型以
"

&

"

"

'

为主占
1*(45

#

"

&

"

"

1

占

2(45

#

"

'

"

"

'

占
4(45

#

"

'

"

"

1

占
&(*5

#

"

1

"

"

1

占
&('5

+

各基因型在男女人群间的分布差异无统计学意义$

I

(

)()+
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见表
&

+

表
&

!

"gO'"&4

基因多态性分布结果*

.

&

5
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组别
.

"

&

"

"

&

"

&

"

"

'

"

&

"

"

1

"

'

"

"

'

"

'

"

"

1

"

1

"

"

1

男
&6& +3

$

6&(&

&

+'

$

1*(4

&

&)

$

2(&

&

&3

$

&'(3

&

'

$

&(6

&

&

$

)(2

&

女
&&& 64

$

66(&

&

6&

$

1*(4

&

&)

$

4()

&

2

$

*(1

&

'

$

&(3

&

'

$

&(3

&

合计
'+' &)2

$

6'(+

&

41

$

1*(4

&

')

$

2(4

&

'+

$

4(4

&

6

$

&(*

&

1

$

&('

&

/(/

!

"gO'"4

基因多态性分布结果
!

"gO'"4

以野生型
"

&

"

&

最为多见#其次为
"

&

"

"

1

#其他突变型
"

&

"

"

'

,

"

'

"

"

1

,

"

1

"

"

1

和
"

'

"

"

'

未见+

"

&

"

"

&

基因频率为
46(35

#

"

&

"

"

1

为
+('5

#

在男女人群间的分布差异有统计学意义$

I

&

)()+

&+见表
'

+

表
'

!

"gO'"4

基因多态性分布情况

组别
.

"

&

"

"

&

)

.

$

5

&*

"

&

"

"

1

)

.

$

5

&*

I

男
&6& &14

$

43(*

&

'

$

&(6

&

)())'+

女
&&& &))

$

4)(&

&

&&

$

4(4

&

Y

合计
'+' '14

$

46(3

&

&1

$

+('

&

Y

!!

注!

Y

表示无数据+

/('

!

V̂ ]P"&

基因多态性分布结果
!

V̂ ]P"&

以突变型

$即
77

&最为多见#其次为
7N

#女性中可见
NN

#

77

,

7N

,

NN

基因频率分别为
3)(*5

,

&3(25

,

)(35

#在男女人群间的分布

差异无统计学意义$

I

(

)()+

&+见表
1

+

表
1

!

V̂ ]P"&

基因多态性分布情况

组别
. 77

)

.

$

5

&*

7N

)

.

$

5

&*

NN

)

.

$

5

&*

I

男
&6& &&3

$

31(2

&

'1

$

&*(1

&

)

$

)()

&

)()22

女
&&& 3+

$

2*(*

&

'6

$

'&(*

&

'

$

&(3

&

Y

合计
'+' ')1

$

3)(*

&

62

$

&3(2

&

'

$

)(3

&

Y

!!

注!

Y

表示无数据+

/(1

!

7/Q\'

基因多态性分布结果
!

野生型纯合子$

NN

&占

++('5

#突变型纯合子$

//

&占
2(+5

#突变型杂合子$

N/

&占

12(15

+在男女人群间#

7/Q\'

各基因型的分布差异无统计

学意义$

I

(

)()+

&+见表
6

+

表
6

!

7/Q\'

基因多态性分布结果*

.

&

5

'+

组别
. NN N/ //

男
&6& 22

$

+6(*

&

+6

$

13(1

&

&)

$

2(&

&

女
&&& *'

$

++(4

&

6)

$

1*()

&

4

$

3(&

&

合计
'+' &14

$

++('

&

46

$

12(1

&

&4

$

2(+

&

'

!

讨
!!

论

早在
')

世纪
+)

年代#有学者就提出了关于药物代谢的遗

传多态性与药效的关系#主要的药物代谢酶有
"gO

,

R!

乙酰转

移酶,醇脱氢酶,酯酶等#在这些代谢酶中
"gO

起重要作用#不

仅代谢降解
6)5

%

+)5

的药物#而且显示了基因多态性+

"gO'"&4

遗传多态性使不同个体间酶活性存在显著不同#由

于突变产生了终止密码使蛋白合成终止#进而使
"gO'"&4

酶

活性 丧 失+氯 吡 格 雷 是 吩 噻 并 吡 啶 类 前 体 药 物#经 由

"gO'"&4

代谢#其代谢产物能抑制血小板聚集#慢代谢型则会

引起经皮冠状动脉介入治疗患者术后发生支架内血栓)

&

*

#因此

国内外相关指南建议患者在使用氯吡格雷之前检测
"gO'"&4

的基因型)

'

*

+本研究中#华南地区汉族人群快代谢型占

6'(+5

#中间代谢型占
66(35

#慢代谢型占
&'(25

#与文献报

道相符)

1

*

+本研究还对不同性别人群的频发率进行统计分析#

发现在男性和女性中各类基因型的发生率差异无统计学意义
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"gO'"4

是人体肝细胞中
"gO

酶系的重要成员之一#能

代谢大量重要的临床药物+

"gO'"4

基因具有遗传多态性#存

在多种等位基因突变体#

"gO'"4

的多态性造成了个体对华法

令敏感性的差异#影响华法令的使用剂量)

6

*

+本研究结果显

示#本地区人群
"gO'"4

以野生型
"

&

"

"

&

最为多见#其次为

"

&

"

"

1

#其他突变型
"

&

"

"

'

,

"

'

"

"

1

,

"

1

"

"

1

和
"

'

"

"

'

均

未见#与湖北地区报道一致)

+

*

+

"gO'"4

"

'

等位基因在中国

的汉族群体及日本,韩国人群中极为罕见#但在中国新疆部分

少数民族人群中却能达到
'(225

)

*

*

+本研究中
"gO'"4

在男

女人群间的分布差异有统计学意义#但也有与性别差异无统计

学意义的报道)

2

*

+因此#对于
"gO'"4

的代谢底物如华法令#

其药物代谢能力存在显著的人群和地域差异+

V̂ ]P"&

基因突变也与华法令耐药及药效学差异相关#

华法令通过抑制
V̂ ]P"&

的活性#阻碍维生素
^

由环氧化物

转化成氢醌#从而阻断凝血因子的活化#达到抗凝的目的+该

基因突变会导致华法令结合力降低#抗凝作用减弱+本研究中

V̂ ]P"&

以突变型即
77

最为多见#其次为
7N

#女性中可见

NN

+但在高加索人和非洲裔美国人中
V̂ ]P"&

基因以
NN

,

7N

型占大多数)

3

*

#提示在不同种族间
V̂ ]P"&

基因多态性

分布存在人种差异+华南地区心脑血管疾病患者中主要以

"gO'"4

"

&

"

"

&

合并
V̂ ]P"&77

型为主#此型患者华法令

用量 处 于 中 等 水 平#建 议
1

%

6 A

I

的 初 始 剂 量+检 测

V̂ ]P"&

和
"gO'"4

基因多态性可以作为临床长期口服华法

令的心 脑 血 管 疾 病 患 者 药 物 使 用 剂 量 的 依 据#其 他 如

"gO6d'

,

NN"$

,

,O\$&

以及
7

E

8,

基因#性别,年龄,体质

量,同服药物等因素也可能对华法令使用剂量产生影响)

4

*

+临

床药师应综合考虑患者各方面相关因素预测华法令的日用量#

与美国食品药品监督管理局推荐剂量相比#更合理,安全使用

华法令+

7/Q\'

不仅是乙醇代谢过程中的关键酶#也是硝酸甘油

代谢中的关键酶#对硝酸甘油转化产生一氧化氮起了关键作

用+

7/Q\'

基因
N;H+)6/

<

0

多态性#可编码具有
7/Q\

活力

的酶$

NN

型&,酶活性下降的酶$

N/

型&和酶活性基本丧失的

异常纯合子型$

//

型&+研究显示)

&)

*

#携带有
7/Q\'N/

和

//

基因型人群患冠心病的风险是
NN

基因型的
'()4

倍+本

研究中#华南地区心血管疾病患者中
NN

,

N/

,

//

的分布频率

为
++('5

,

12(15

,

2(+5

#

N/

,

//

基因在欧美人群中检出率极

低#但在中国人群中高达
1)5

)

&&

*

+硝酸甘油作为心绞痛治疗

药物#使用无效常常会产生严重后果+因此#在心脑血管疾病

患者中检测
7/Q\'

基因多态性具有积极的现实意义+
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