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基于焦磷酸测序的1e\41*6%4#1e\41*6%(基因分型方法性能验证%

张婕妤!初亚男!李玉娇!封利颖"

东部战区总医院临床药学科!江苏南京4*,,,4

!!摘!要!目的!对细胞色素\7),41*6"1e\41*6#%4和1e\41*6%(单核苷酸多态性分型的实验室自建
焦磷酸测序法进行性能验证!确保其能为临床提供准确可靠的结果%方法!通过对梯度稀释的杂合型基因组

>5A"H>5A#标本"*,.,$4.,$,.7CH(&3#进行检测!评价方法的最低检测浓度)比较焦磷酸测序和8$CHE9测
序结果!评价方法的准确度)将经焦磷酸测序验证的野生型H>5A标本进行8$CHE9测序!评价方法的特异度)
对杂合型 H>5A 标本重复检测7次!评价方法的重复性%结果! 焦磷酸测序检测 1e\41*6%4 和

1e\41*6%(单核苷酸多态性的最低检测浓度为,.7CH(&3)4,份临床H>5A标本的焦磷酸测序结果与8$C"
HE9测序结果一致!准确度为*,,Z)*,份野生型的临床H>5A标本经8$CHE9测序验证均为野生型!特异度为

*,,Z)分别对1e\41*6%4和1e\41*6%(的杂合型H>5A标本重复检测7次!重复性好!变异系数均#)Z%
结论!焦磷酸测序检测1e\41*6%4和1e\41*6%(单核苷酸多态性的结果准确可靠!能够为临床使用氯吡
格雷$质子泵抑制剂等药物提供个体化指导%
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应的学科'*"(("细胞色素\7),41*6%1e\41*6&是细
胞色素\7),超家族的一种同工酶!参与约4Z的药物
代谢过程'7")("1e\41*6拥有的多种基因多态性表
现为不同的酶活性!其中1e\41*6%4和1e\41*6
%(的多态性与氯吡格雷抵抗*质子泵抑制剂的疗效
相关'B"'("临床药物基因组学实施联盟%1\_1&*荷兰
药物遗传学工作组%>\g^&和加拿大药物基因组学
药品安全网%1\5>8&均建议临床在使用氯吡格雷和
质子泵抑制剂等药物前检测 1e\41*6基因型'+"6("
根据,医学实验室质量和能力认可准则%_8,*)*+6#

4,*4._>=&#15A)"13,4-和江苏省临床检验中心对
临床基因扩增检验实验室的要求'*,"**(!任何一项用于
常规检测的项目在引入临床使用前必须通过性能验

证"定性检测的性能指标包括最低检测浓度*准确
度*特异度和重复性$精密度等"本文旨在对实验室
自建 焦 磷 酸 测 序 检 测 1e\41*6%4%9F7477+)!

/.B+*̂ $A&和 1e\41*6%(%9F76+B+6(!/.B(B̂ $
A&单核苷酸多态性的方法进行性能验证!保证其检测
结果的准确*稳定及可靠"

$!资料与方法

$.$!一般资料!选取4,4,年6月至4,44年)月在

东部战区总医院进行1e\41*6%4*1e\41*6%(单
核苷酸多态性检测的乙二胺四乙酸抗凝全血标本作

为研究对象"

$./!仪器与试剂!g%R$9K-基因组>5A提取试剂
盒%美国\90#EH$公司&)=$f$@$=$-=S%日本=$f$"
@$公司&)\O90S$9Q 0̂&K[6B@E$HECGF*ACCE$&%CH
LJIIE9和 :%CK%CH LJIIE9%德 国 [_Â !5 公 司&)

8G9ENG$D%K%C8EN<$90FE=S W%H< \E9I09#$C/E%美 国

!̂WE$&G</$9E3%IE8/%EC/EF公司&)屈臣氏蒸馏水"

[47焦磷酸测序仪%德国[_Â !5公司&)A4,,基因
扩增仪%杭州朗基科学仪器有限公司&)微量紫外分光
光度 计 %南 京 伍 义 科 技 有 限 公 司&)Ua@=!2"
!̂5_!4涡漩混匀器%美国8/%ECG%I%/_CKJFG9%EF基因
公司&)3EH$CKS%/904*@冷冻离心机%美国=<E9#0
%̀F<E98/%ECG%I%/公司&"所有引物由上海英骏生物技
术有限公司合成!引物序列见表*"

$.'!方法

$.'.$!基因组>5A%H>5A&提取!根据>5A提取
试剂盒说明书提取血液标本中的H>5A"选取浓
度&(,CH$&3!A4B,$A4+, 在*.+"4.,的H>5A标本
储存在c(,i冰箱中备用"

表*!!检测1e\41*6%4和1e\41*6%(单核苷酸多态性的引物序列

位点 引物 引物序列

1e\41*6%4 上游引物 )h":%0G%C"11Â Â 1==̂ 1̂A=A==̂ =A=1=A"(h

下游引物 )h"1̂ 1AÂ 1Â =1A1A=AA1=AÂ 1"(h

测序引物 )h"==AÂ =AA===̂ ==A=̂ ^̂ ==11"(h

1e\41*6%( 上游引物 )h"=̂ 1AA=̂ =̂ A=1=̂ 1=11A==A="(h

下游引物 )h":%0G%C"Â 1AAAAAA1==̂ 1̂1==A11=̂ "(h

测序引物 )h"=̂ =AÂ 1A11111=̂ "(h

$.'./!\1@扩增!反应体系为),&3!包括*,Y
\1@ :JIIE9 ) &3!4.) ##0&$3 K5=\ 7 &3!
4)##0&$3 SH1&4 ( &3!) ; =$- 酶 ,.4) &3!

*,&#0&$3上下游引物各4&3!H>5A*&3!蒸馏水
补全总体系至),&3"扩增程序#67 i )#%C)扩增
()个循环%67i(,F!))i(,F!'4i(,F&)'4i
'#%C"
$.'.'!焦磷酸测序!取4,&3\1@ 产物*4&3
8EN<$90FE**+&3蒸馏水*7,&3:%CK%CHLJIIE9振荡
混匀+#%C!再制备单链至已加入*&3*,&#0&$3的
测序引物和47&3ACCE$&%CHLJIIE9的47孔板中!
+,i孵育(,F!室温放置*#%C"1e\41*6%4位点
核苷酸推注顺序为11==̂ A!1e\41*6%(位点核
苷酸推注顺序为 ^̂ AA=1"检测结果可由仪器分析
后自动判读!也可根据信号峰的比值来判断"

$.'.1!最低检测浓度验证!随机挑选1e\41*6%4
和1e\41*6%(基因型分别为%*%4型和%*%(型
的H>5A标本各*份!用>5A@E<OK9$G%0C:JIIE9梯

度稀释成*,.,*4.,*,.7CH$&3!每个浓度梯度设置(
个复孔"
$.'.2!准确度验证!随机选取4,份临床H>5A标
本进行焦磷酸测序!并将扩增产物送至深圳市华大科
技有限公司进行双向8$CHE9测序验证"
$.'.)! 重复性验证 ! 选取经 8$CHE9测序证实

1e\41*6%4和1e\41*6%(基因型分别为%*%4
型和%*%(型%杂合型&的H>5A标本各*份!批内
连续检测7次!计算荧光信号值的平均值%@&*标准差
%=&与变异系数%AT&!以AT')Z为验证通过"
$.'..! 特异度验证 ! 选取经焦磷酸测序验证
1e\41*6%4和1e\41*6%(基因型均为%*%*型
%野生型&的H>5A标本各*,份!将其扩增产物送至
深圳市华大科技有限公司进行双向8$CHE9测序"
$.'.X!临床标本检测!对4,4*年*月至4,44年)
月 本 院 临 床 科 室 申 请 进 行 1e\41*6 %4 和

1e\41*6%(单核苷酸多态性检测的*77份血液标
本进行焦磷酸测序"
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$.1!统计学处理!采用8\88*'.,软件进行数据分
析"计数资料以例数或百分率表示!W$9KO"gE%CLE9H
平衡验证采用!4 检验"以!#,.,)为差异有统计学
意义"

/!结!!果

/.$!最低检测浓度!由于杂合型标本的荧光强度只
有野 生 型 或 突 变 型 标 本 的 一 半!因 此 选 择

1e\41*6%4和1e\41*6%(位点的杂合型标本进
行检测更能反映最低检测浓度"不同浓度标本的焦
磷酸测序结果与稀释前结果比对一致!焦磷酸测序仪

可分析浓度低至,.7CH$&3的H>5A标本!故该方法
的最低检测浓度为,.7CH$&3"

/./!准确度!4,份临床H>5A标本进行焦磷酸测
序!分别检测出6份 1e\41*6%4%*%*型!*,份

1e\41*6%4%*%4型!*份1e\41*6%4%4%4型)

*6份1e\41*6%(%*%*型!*份1e\41*6%(%*
%(型!未检测出1e\41*6%(%(%(型"与8$CHE9
测序验证结果比对!两种检测方法结果完全符合%图

*&!焦磷酸测序方法准确度为*,,Z"

!!注#A为 1e\41*6%4%*%*型测序结果): 为 1e\41*6%4%*%4型测序结果)1 为 1e\41*6%4%4%4型测序结果)> 为

1e\41*6%(%*%*型测序结果)!为1e\41*6%(%*%(型测序结果"

图*!!焦磷酸测序和8$CHE9测序结果比对

/.'!特异度!*,份1e\41*6%4和*,份1e\41*6
%(基因型均为野生型的H>5A标本!对其扩增产物
进行双向8$CHE9测序均未检出突变型!检测特异度
为*,,Z"
/.1!重复性!1e\41*6%4%*%4型H>5A标本的
两个等位基因 1 和 = 的荧光信号值 AT 分别为

7.4,Z和7.7,Z!1e\41*6%(%*%(型H>5A标本的
两个等位基因A和^的荧光信号值AT分别为(.')Z
和(.4*Z!均#)Z!重复性验证符合要求!见表4"
表4!!1e\41*6%4%*%4和1e\41*6%(%*%(型

!!!重复性验证结果

项目

1e\41*6%4%*%4型

等位基因

1 =

1e\41*6%(%*%(型

等位基因

A ^

荧光信号值

!第*次检测 +7.B4 +B.7+ 7B.'4 7'.,'

!第4次检测 6*.64 6*.)( 76.6, ),.4*

!第(次检测 6*.(B 6).'4 7B.4) 76.7'

!第7次检测 +).6) ++.B' 76.4, ),.B*

@ ++.7' 6,.B, 7+.,4 76.(7

= (.'4 (.66 *.+, *.)6

AT%Z& 7.4, 7.7, (.') (.4*

/.2!临床标本检测!*77份临床标本的焦磷酸测序
结果显示!1e\41*6%4多态性位点%*%*型%野生
型&'* 份 %76.(Z&!%*%4 型 %杂 合 型&)6 份

%7*.,Z&!%4%4 型 %突 变 型&*7 份 %6.'Z&)

1e\41*6%(多态性位点%*%*型%野生型&*(6份
%6B.)Z&!%*%(型%杂合型&)份%(.)Z&!未检出%
(%(型%突变型&标本%在中国人群中分布频率极低&!
分布 情 况 符 合 W$9KO"gE%CLE9H 平 衡 定 律 %!$
,.,)&"
'!讨!!论

!!药物基因组学结合了药理学和基因组学!主要用
于探索有效*安全的药物和使用剂量!在精准医学中
有着重要的意义'*4"*7("药物基因组学的检测可用于
指导医师采取更好的治疗决策!根据人体的基因型精
准选择药物及剂量'*)("1e\41*6是1e\41酶体系
的一员!其基因多态性可导致酶活性的差异'*B("
1e\41*6%4和1e\41*6%(单核苷酸多态性是中
国人群中常见的突变!分别会导致酶活性丧失和形成
无活性的酶蛋白'*'("对于携带两个1e\41*6%4和
1e\41*6%(功能缺失性等位基因的患者!如果常规
使用氯吡格雷!发生心血管事件的风险将明显增加!
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因此治疗前应进行1e\41*6基因型检测!以减少不
良事件发生风险'*+"*6("奥美拉唑经1e\41*6代谢形
成无活性的 代 谢 产 物!不 同 的 1e\41*6%4 和

1e\41*6%(基因型会造成不同的人体血药浓度!进
而形成抑酸疗效上的差异!因此需要针对基因型进行
剂量调整'4,("

目前!检测1e\41*6%4和1e\41*6%(单核苷
酸多态性的一些方法已通过性能验证!但关于焦磷酸
测序的方法学验证报道少见"因此!本研究根据江苏
省临床检验中心对扩增实验室的要求和医学界普遍

执行的关于医学实验室能力要求的标准_8a*)*+6!
设计了7个方面的性能验证"经验证!本研究采用焦
磷酸测序检测1e\41*6%4和1e\41*6%(单核苷
酸多态性的最低检测浓度为,.7CH$&3)采用8$CHE9
测序为参考方法!两种方法测序结果完全符合!准确
度为*,,Z)特异度验证中真阴性野生型标本均未检
出阳性突变!特异度良好)批内重复检测7次结果稳
定"上述结果提示该方法性能指标符合药物基因组
学检测项目的要求!符合临床基因扩增检验实验室检
测质量要求"

综上所述!本文建立的基于焦磷酸测序检测

1e\41*6%4和1e\41*6%(单核苷酸多态性的方
法准确*稳定*灵敏度高!能为临床提供可靠结果!进
而为临床使用氯吡格雷*质子泵抑制剂和抗抑郁药等
提供个体化指导"
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