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CYP2C9和VKORC1基因多态性检测试剂盒的性能验证*
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  摘 要:目的 对华法林代谢相关的人细胞色素P450超家族第二亚家族C9代谢酶(CYP2C9)和维生素K
环氧化物还原酶复合体亚单位1(VKORC1)基因多态性检测试剂盒进行性能验证。方法 根据中国合格评定

国家认可委员会(CNAS)制定的有关要求,结合试剂说明书,从符合率、精密度、检出限、抗干扰能力4个方面对

苏州旷远生物分子技术有限公司的人CYP2C9与VKORC1基因多态性检测试剂盒(荧光PCR法)进行性能验

证。结果 20例临床标本的荧光PCR检测结果与Sanger测序法检测结果的符合率为100%;荧光PCR对1
例临床标本重复检测15次,CYP2C9与VKORC1基因荧光通道的Ct值变异系数(CV)均<5%;试剂盒最低检

测限为10
 

ng/μL;已知基因型的血液标本中加入干扰物血红蛋白、胆红素和胆固醇之后的基因型结果与对照组

完全一致。结论 人CYP2C9与VKORC1基因多态性检测试剂盒(荧光PCR法)符合ISO15189质量管理要

求,可以在保证项目验收的基础上,为临床提供可靠的检测结果。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

the
 

performance
 

characteristics
 

of
 

warfarin
 

metabolism-related
 

human
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphisms
 

detection
 

kit
 

(quantitative
 

PCR).Methods The
 

verification
 

pro-
tocol

 

designed
 

by
 

China
 

National
 

Accreditation
 

(CNAS)
 

combined
 

with
 

reagent
 

manual,performance
 

of
 

the
 

human
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphisms
 

detection
 

kit
 

manufactured
 

by
 

Suzhou
 

Kuangyuan
 

Molec-
ular

 

Biotechnology
 

Corp.,Ltd
 

was
 

verified
 

from
 

four
 

aspects:coincidence
 

rate,precision,detection
 

limit
 

and
 

anti-interference
 

ability.Results Twenty
 

clinical
 

samples
 

genotyping
 

were
 

detected
 

both
 

by
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Sanger
 

sequencing
 

simultaneously,the
 

coincidence
 

rate
 

was
 

100%.The
 

results
 

of
 

15
 

times
 

repeated
 

detec-
tion

 

in
 

one
 

clinical
 

sample
 

by
 

quantitative
 

PCR
 

were
 

in
 

full
 

accord,the
 

Ct
 

value
 

of
 

both
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

fluorescence
 

channels
 

coefficient
 

of
 

variation
 

(CV)
 

were
 

all
 

<
 

5%.The
 

lowest
 

detection
 

limit
 

of
 

the
 

kit
 

was
 

10
 

ng/μL.After
 

adding
 

three
 

interfering
 

substances
 

of
 

hemoglobin,bilirubin
 

and
 

cholesterol
 

into
 

the
 

blood
 

samples
 

with
 

known
 

genotype,and
 

the
 

results
 

of
 

the
 

interference
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

were
 

ex-
actly

 

the
 

same.Conclusion The
 

human
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphism
 

detection
 

kit
 

(quantitative
 

PCR)
 

meets
 

the
 

requirements
 

of
 

the
 

relevant
 

quality
 

management
 

of
 

ISO15189
 

and
 

can
 

provide
 

reliable
 

test
 

results
 

for
 

the
 

clinic
 

on
 

the
 

basis
 

of
 

ensuring
 

project
 

acceptance.
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  华法林是使用最为广泛的口服抗凝药,也是治疗

心脑血管疾病的常用药物,主要用于预防和治疗血栓

栓塞性疾病,如心房颤动、人工心脏瓣膜置换术后、脑

梗死、深 静 脉 血 栓 等[1]。但 华 法 林 存 在 治 疗 窗 狭

窄[2-3]、剂量差异大[4]、影响因素多[5]、反应难预测[6-7]

等特点,因此在使用过程中容易发生出血或栓塞等不
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良事件。目前最常用的华法林初始给药法为基于经

验的固定剂量方案。随着药物基因组学研究的深入,
遗传因素与华法林剂量个体差异的关系已得到广泛

认可[8-10]。2007年美国食品药品监督管理局(FDA)
更改了华法林的说明书,在开始进行华法林抗凝治疗

的患者中,有必要检测细胞色素P450超家族第二亚

家族C9代谢酶(CYP2C9)和维生素K环氧化物还原

酶复合体亚单位1(VKORC1)的基因型[11-12]。
根据ISO15189

 

实验室质量管理体系对实验室项

目开展的要求,任何一个用于常规检测的新系统或新项

目在使用前必须进行性能验证[13],这是保证检测质量

的重要环节。根据中国合格评定国家认可委员会

(CNAS)制定的有关要求,定性检测项目的性能验证指

标宜包括符合率、检出限、抗干扰能力等[14]。因此,本
研究以该准则为标准,进一步结合试剂说明书和本实

验室的具体情况,制订了一套验证方案从符合率、精
密度、检出限和抗干扰能力4个方面对苏州旷远生物

分子技术有限公司的人CYP2C9与VKORC1基因多

态性检测试剂盒(荧光PCR法)进行性能验证。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取兰州大学第二医院2017年10
月至2018年5月因心房颤动或心脏瓣膜病需行人工

心脏瓣膜置换术且初次使用华法林,同时未使用其他

溶栓药物治疗的患者20例,其中男9例、女11例,平
均年龄(65.5±4.7)岁,所有患者无家族遗传史,无血

缘关系。
1.2 仪器与试剂 核酸提取试剂盒(苏州旷远生物

分子技术有限公司),人CYP2C9与VKORC1基因多

态性检测试剂盒(荧光PCR法,苏州旷远生物分子技

术有 限 公 司),实 时 荧 光 定 量 PCR 仪(美 国 ABI
 

7500),核酸定量仪(美国Life公司Qubit3)。
1.3 方法

1.3.1 外周血 DNA 提取 采集所有患者静脉血

2~3
 

mL后EDTA-K2 抗凝,4
 

℃保存,采用柱提法提

取DNA,DNA浓度均大于50
 

ng/μL、纯度(A260 

nm/
A280 

nm)为1.8~2.0,置于-20
 

℃保存备用。
1.3.2 荧光PCR扩增 按照苏州旷远生物分子技

术有限公司的人CYP2C9与VKORC1基因多态性检

测试剂盒(荧光PCR法)的要求检测CYP2C9基因c.
1075位点(A/C)与人 VKORC1基因-1639位点(G/
A)核苷酸多态性,同时使用试剂盒自带的质控品做阴

阳性对照。采用 ABI
 

7500实时荧光定量PCR仪进

行PCR扩增。设置FAM和VIC双通道采集荧光信

号。对于DNA样本检测反应体系,其内参扩增曲线

的Ct(VIC)值应≤20,在内参Ct(VIC)值正常的情况

下,计算样本检测信号Ct(FAM)值与内参信号 Ct
(VIC)值的差值,即ΔCt=Ct(FAM)-Ct(VIC),根据

ΔCt值判断基因型。
1.3.3 符合率验证 验证方案为使用苏州旷远生物

分子技术有限公司的人CYP2C9与VKORC1基因多

态性检测试剂盒对上述已知20例基因型标本进行荧

光PCR法检测基因型,同时,将DNA标本送至北京

六合华大基因科技有限公司上海分公司进行Sanger
测序检测基因型,然后比较两种方法的符合情况,要
求符合率≥95%为验证通过。
1.3.4 精密度验证 包含批内精密度和批间精密度

验证,荧光PCR法检测CYP2C9与VKORC1的基因

分型精密度用每个通道检测的 Ct值的变异系数

(CV)表 示。要 求 CYP2C9
 

c.1075
 

A、CYP2C9
 

c.
1075

 

C、VKORC1-1639
 

G,VKORC1-1639
 

A反应体

系FAM和VIC荧光通道的Ct值的CV 均≤5%为验

证通过。以下为验证方案:选择1例已知基因型为杂

合型 的 标 本(CYP2C9
 

c.1075
 

AA、VKORC1-1639
 

GA),将该标本在同一批次试验中连续测定5次。计

算其均 值 (MEAN1)、标 准 差 (SD1)与 变 异 系 数

(CV1),为批内精密度;将该标本连续测定3
 

d,每批

内测定5次,共测定15次。计算其均值(MEAN2)、
标准差(SD2)与变异系数(CV2),为批间精密度。
1.3.5 检出限验证 选择2例杂合型标本,基因型

分别为CYP2C9
 

c.1075
 

AA、VKORC1-1639
 

GA 和

CYP2C9
 

c.1075
 

AC、VKORC1-1639
 

GA,根据试剂盒

说明书“参考品(杂合子)最低检测下限低至10
 

ng/

μL”,将这两例标本核酸浓度稀释到10
 

ng/μL以下,上
机检测,重复5次,要求5次检测基因型结果与未稀释

原浓度的基因型结果符合率达100%为验证通过。
1.3.6 抗干扰能力验证 选择1例已知基因型的血

液标本,基因型为 CYP2C9
 

c.1075
 

AA、VKORC1-
1639

 

AA,分装成10份标本,每份200
 

μL,其中1份

不添加任何干扰物质,设为对照组;其余9份平均分

为3组,每组分别加入3种干扰物质,即血红蛋白、胆
红素和胆固醇,每组重复检测3次(终浓度为厂家申

明的最高干扰浓度),各试验组和对照组检测结果的

符合率≥90%表示抗干扰能力验证通过。
2 结  果

2.1 符合率验证结果 20例标本经过荧光PCR和

Sanger测序之后,显示CYP2C9与VKORC1均有3种

基因型,2种基因组合之后有4种基因型,两种方法检

测的结果完全一致,符合率达100%,验证通过,见表1。
表1  CYP2C9和VKORC1经荧光PCR和Sanger

   测序后符合率验证结果

标本

编号

荧光PCR基因分型结果

CYP2C9
 

c.1075 VKORC1-1639

Sanger测序结果

CYP2C9
 

c.1075 VKORC1-1639

1 AA AA AA AA

2 AA AA AA AA

3 AC AA AC AA

4 AA GA AA GA

5 AA AA AA AA
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续表1  CYP2C9和VKORC1经荧光PCR和Sanger
   测序后符合率验证结果

标本

编号

荧光PCR基因分型结果

CYP2C9
 

c.1075 VKORC1-1639

Sanger测序结果

CYP2C9
 

c.1075 VKORC1-1639

6 AA GA AA GA

7 CC GG CC GG

8 AA AA AA AA

9 AA GA AA GA

10 AA AA AA AA

11 AA GA AA GA

12 AA AA AA AA

13 AA AA AA AA

14 AA GA AA GA

15 AA AA AA AA

16 AA GA AA GA

17 AA GA AA GA

18 AA AA AA AA

19 AA AA AA AA

20 AA GA AA GA

2.2 精密度验证结果 所选择的杂合型标本经过5
次批内精密度检测,结果显示,CYP2C9两个等位基

因A和C的FAM和VIC荧光通道检测CV1值分别

为1.14%、1.60%、4.69%和0.58%,均小于5%;

VKORC1两个等位基因G和A的FAM和VIC荧光

通道检测CV1值分别为2.27%、1.26%、1.67%和

1.50%,均小于5%;该杂合型标本连续测定3
 

d,每批

重复测定5次,合计15次重复检测的批间精密度结

果显示,CYP2C9两个等位基因 A 和C的FAM 和

VIC荧光通道检测CV2值分别为0.85%、0.73%、
2.94%和0.48%;VKORC1两个等位基因G和A的

FAM和VIC荧光通道检测CV2值分别为2.48%、
1.66%、3.56%和3.47%;以上4组 CV 值均小于

5%,批内和批间精密度验证均符合要求,见表2、3。
2.3 检出限验证结果 所选择的2例杂合型标本浓

度均大于50
 

ng/μL,经过稀释后,2例标本的DNA浓

度均稀释到小于10
 

ng/μL,分别为9.56
 

ng/μL和

9.44
 

ng/μL,重复检测5次后得到的基因型与未稀释

原浓度的基因型完全符合,验证通过,见表4。
2.4 抗干扰能力验证结果 1份已知基因型(CYP2C9

 

c.1075
 

AA、VKORC1-1639
 

AA)的临床标本加入3
种干扰物质,配制血红蛋白终浓度为20

 

g/L,总胆红

素终浓 度 为60
 

μmol/L、总 胆 固 醇 终 浓 度 为10.1
 

mmol/L,结果表明加入血红蛋白、胆红素和胆固醇之

后标本的基因型与对照组基因型完全符合,符合率为

100%,验证通过,见表5。

表2  CYP2C9和VKORC1经荧光PCR测定批内精密度验证结果

参数
CYP2C9

 

c.1075A

FAM VIC

CYP2C9
 

c.1075C

FAM VIC

VKORC1-1639G

FAM VIC

VKORC1-1639A

FAM VIC

Ct值 11.97 15.24 29.86 15.75 16.60 15.63 16.38 15.51

12.14 15.69 30.37 15.60 15.93 15.30 16.06 15.35

11.97 15.02 29.97 15.56 16.31 15.45 16.42 15.40

11.76 15.33 28.14 15.51 15.64 15.11 15.87 14.93

11.91 15.24 32.09 15.63 16.06 15.43 15.86 15.45

MEAN1 11.95
 

15.30
 

30.09
 

15.61
 

16.11
 

15.38
 

16.12
 

15.33
 

SD1 0.14
 

0.24
 

1.41
 

0.09
 

0.37
 

0.19
 

0.27
 

0.23
 

CV1(%) 1.14 1.60 4.69 0.58 2.27 1.26 1.67 1.50

表3  CYP2C9和VKORC1经荧光PCR测定批间精密度验证结果

参数
CYP2C9

 

c.1075A

FAM VIC

CYP2C9
 

c.1075C

FAM VIC

VKORC1-1639G

FAM VIC

VKORC1-1639A

FAM VIC

Ct值 11.97 15.24 29.86 15.75 16.6 15.63 16.38 15.51

12.14 15.69 30.37 15.60 15.93 15.30 16.06 15.35

11.97 15.02 29.97 15.56 16.31 15.45 16.42 15.40

11.76 15.33 28.14 15.51 15.64 15.11 15.87 14.93

11.91 15.24 32.09 15.63 16.06 15.43 15.86 15.45

12.32 15.27 30.17 15.49 15.92 15.38 16.11 15.29

12.28 15.16 30.51 15.63 16.18 15.46 16.38 15.48

12.37 15.35 29.44 15.58 16.73 15.76 16.50 15.46

12.31 15.23 30.95 15.65 16.64 15.67 16.70 15.75

12.09 15.33 30.08 15.56 16.55 15.51 16.46 15.37

11.95 14.97 30.53 15.50 15.79 15.00 16.09 15.23
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续表3  CYP2C9和VKORC1经荧光PCR测定批间精密度验证结果

参数
CYP2C9

 

c.1075A

FAM VIC

CYP2C9
 

c.1075C

FAM VIC

VKORC1-1639G

FAM VIC

VKORC1-1639A

FAM VIC

11.98 15.10 30.26 15.57 16.05 15.32 16.44 15.55

11.89 15.20 29.30 15.45 16.60 15.61 17.66 16.61

11.73 15.09 30.55 15.65 16.57 15.56 16.82 15.48

11.81 14.92 28.55 15.54 16.72 15.57 16.67 15.50

MEAN2 12.03
 

15.21
 

30.05
 

15.58
 

16.29
 

15.45
 

16.43
 

15.49
 

SD2 0.10
 

0.11
 

0.88
 

0.08
 

0.40
 

0.26
 

0.59 0.54
 

CV2(%) 0.85 0.73 2.94 0.48 2.48 1.66 3.56 3.47

表4  CYP2C9和VKORC1经荧光PCR测定检出限验证结果
 

标本编号 参数
CYP2C9

 

c.1075A

FAM VIC

CYP2C9
 

c.1075C

FAM VIC

VKORC1-1639G

FAM VIC

VKORC1-1639A

FAM VIC

H1 Ct值 14.53 17.7 undetermined 18.27 18.79 18.08 18.64 17.91

14.58 17.58 undetermined 18.10 18.60 18.02 18.70 17.82

14.40 17.52 34.40 17.78 18.55 17.85 18.41 17.59

14.63 17.67 undetermined 18.30 18.44 17.82 18.57 17.62

14.60 17.58 undetermined 17.96 18.58 17.97 18.60 17.76
基因型 AA GA

H2 Ct值 15.36 16.92 15.78 17.29 18.16 17.49 18.20 17.34

15.11 16.91 15.65 17.19 17.82 17.29 18.14 17.27

15.10 16.72 14.99 16.34 17.89 17.11 17.71 17.15

15.51 17.27 15.87 17.51 18.24 17.63 18.47 17.59

15.66 17.34 15.88 17.19 18.02 17.23 18.09 17.23
基因型 AC GA

  注:undetermined表示未知。

表5  CYP2C9和VKORC1荧光定量PCR抗干扰能力验证结果

干扰物质 参数
CYP2C9

 

c.1075A

FAM VIC

CYP2C9
 

c.1075C

FAM VIC

VKORC1-1639G

FAM VIC

VKORC1-1639A

FAM VIC

血红蛋白 Ct值 13.24 16.67 30.84 17.22 undetermined 17.10 16.87 17.19

12.85 15.74 29.86 17.01 undetermined 16.91 16.57 17.11

13.30 16.92 30.45 17.30 undetermined 17.02 17.12 17.78
基因型 AA AA

胆红素 Ct值 12.76 16.56 30.10 16.78 undetermined 16.76 16.22 16.79

12.52 16.17 29.76 16.32 undetermined 15.82 16.15 17.28

12.58 16.32 29.53 16.27 undetermined 15.49 16.03 16.80
基因型 AA AA

胆固醇 Ct值 12.72 16.00 30.54 16.54 undetermined 16.40 16.13 16.46

12.88 16.87 30.98 17.23 undetermined 16.73 16.82 17.47

13.12 17.02 29.76 16.88 undetermined 17.55 17.31 17.92
基因型 AA AA

  注:undetermined表示未知。

3 讨  论

  CYP2C9参与抗凝血药华法林的羟化代谢,它的

基因 多 态 性 可 影 响 华 法 林 在 体 内 的 药 物 浓 度。
CYP2C9*3(A1075C)是亚洲人群中最主要的基因多
态性,中国人群中 CYPC2C9*3的分布频率约为

4%[15]。维生素K氧化还原酶是抗凝药物华法林的
作用靶点,维生素K环氧化物还原酶复合物1的编码

基因VKORC1-1639
 

G>A的单核苷酸多态性可通过

影响 VKORC1表 达,从 而 影 响 华 法 林 的 敏 感 性。
VKORC1-1639A等位基因频率在中国人群中高达

90%[16]。所以本研究在标本选择上尽可能多的包含

了中国人群中出现的各种基因型。
符合率 验 证 试 验 中,两 种 检 测 方 法 共 检 测 出

CYP2C9基因18例纯合野生,1例杂合突变,1例纯
合突变;VKORC1基因1例纯合野生,8例杂合突变,
11例纯合突变;以上两种基因组合之后共检测出4种
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基因型组合。荧光PCR检测结果与基因突变检测的

“金标准”Sanger测序结果完全一致,表明该试剂盒符

合率符合要求。
精密度检测验证试验中,包含了批内精密度和批

间精密度的验证。杂合型标本(CYP2C9
 

c.1075
 

AA、
VKORC1-1639

 

GA)在批内同时检测5次后,其CV
值均小于5%;同一标本每批测定5次,连续3

 

d共测

定15次的批间精密度结果显示,其 CV 值均小于

5%,表明该试剂盒精密度验证符合要求。
检出限指可以准确判断基因型的最低基因组

DNA浓度。本试剂盒说明书中判定10
 

ng/μL为最

低检出限,因此,本研究将基因组DNA稀释至10
 

ng/

μL以下进行检测,结果表明稀释后的基因组DNA的

荧光PCR检测结果与稀释前结果完全一致,表明该

试剂盒最低检出限验证符合要求。
抗干扰能力是指临床标本中的溶血、黄疸和脂血

现象对检测结果不产生影响的能力。血液标本的血

红蛋白、总胆红素和总胆固醇的浓度根据厂家申明的

最高干扰浓度配制,加入3种干扰物质的基因分型结

果与不加任何干扰物质的对照组基因分型结果完全

一致,表明试剂盒抗干扰能力良好。
综上所述,苏州旷远生物分子技术有限公司的人

CYP2C9与VKORC1基因多态性检测试剂盒(荧光

PCR法)的符合率、精密度、检出限和抗干扰能力验证

均符合ISO15189的要求,以上验证已经可以在保证

项目验收的基础上,为临床提供可靠的检测结果,更
好地为患者服务。如果条件允许,还可以在性能验证

中使用其他无关位点突变的标本或质控品进行交叉

反应试验,进一步完善性能验证结果。
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