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摘要：华法林是一种广泛使用的抗凝剂，其治疗窗口较窄，患者达到抗凝所需剂量的变异性大．已有研究表明ＣＹＰ２Ｃ９
＊３（ｒｓ１０５７９１０）、ＣＹＰ２Ｃ９ＩＶＳ３－６５Ｇ＞Ｃ（ｒｓ９３３２１２７）、ＶＫＯＲＣ１　ｃ．－１６３９Ｇ＞Ａ（ｒｓ９９２３２３１）和ＣＹＰ４Ｆ２＊３（ｒｓ２１０８６２２）

的单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）是影响中国人群华法林敏感性的主要遗传因素．该研究利用多色探针熔解曲线分析
（ＭＭＣＡ）技术，建立可同时检测４个华法林敏感性基因多态性位点的单管ＰＣＲ反应体系，可在２．５ｈ内完成检测，每个

反应能检测低至０．０５ｎｇ的人基因组ＤＮＡ．对２１８份厦门市随机人群的４类ＳＮＰｓ进行筛查及其中４０份样本测序的结

果表明，ＭＭＣＡ体系准确性高，厦门市人群的４类ＳＮＰｓ发生频率与此前报道的中国汉族人群的相近，其中ｒｓ１０５７９１０
的等位基因Ａ和 Ｃ的频率分别为９６．４％和３．６％，ｒｓ９３３２１２７的等位基因 Ｇ和 Ｃ的频率分别为９６．４％和３．６％，

ｒｓ９９２３２３１的等位基因 Ｇ和 Ａ的频率分别为７．８％和９２．２％，ｒｓ２１０８６２２的等位基因 Ｇ和 Ａ的频率分别为７５．７％和

２４．３％．上述基于 ＭＭＣＡ技术的ＳＮＰ分型体系具有快速、简便、准确、低成本等优点，适合在临床上推广用于指导华法

林用药剂量．
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　　华法林是一种香豆素类口服抗凝药，通过抑制维
生素Ｋ及其２，３－环氧化物（即维生素Ｋ环氧化物）的
相互转化而发挥抗凝作用．由于疗效确切且价格低
廉，华法林是目前临床上应用最广泛的口服抗凝药，
主要用于预防和治疗静脉血栓、心肌梗塞、缺血性休
克、肺栓塞等多种血栓性疾病，以及用于心脏人工瓣
膜置换术、人工血管移植术等．华法林的治疗窗口较
窄（剂量不足有血栓风险，过量服用会出现致命性出
血），个体间剂量差异大（达到适宜抗凝效果的个体间
剂量差异可达１０～２０倍）且受药物或食物影响较大，
其剂量需求同时受遗传因素和非遗传因素的影响．近
年来，国内外多项研究显示遗传因素是造成个体间华
法林维持剂量差异的主要原因之一，这些遗传因素包
括ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１、ＣＹＰ４Ｆ２ 等约３０个基因上的
多态性位点［１］．

２０１７年临床药物基因组学实施联盟（ＣＰＩＣ）发布
的遗传药理学指导华法林使用剂量指南［２］中，推荐了
目前科学证据最强的３个基因用于指导华法林剂量，
即ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 和ＣＹＰ４Ｆ２．ＣＹＰ２Ｃ９ 基因编
码华法林在体内代谢的关键酶，该酶可将华法林代谢
为无活性成分．人ＣＹＰ２Ｃ９基因的遗传多态性，如中国
人群 常 见 的 多 态 性 ＣＹＰ２Ｃ９＊３ （ｃ．１０７５Ａ＞Ｃ，

ｒｓ１０５７９１０）［２－４］、ＣＹＰ２Ｃ９ＩＶＳ３－６５Ｇ＞Ｃ（ｒｓ９３３２１２７）［５］等，
会导致编码的ＣＹＰ２Ｃ９蛋白活性降低，从而导致患者
对华法林的代谢及清除能力降低，临床表现出对华法
林敏感，需要减少给药剂量以减少不良反应的发生．
ＶＫＯＲＣ１基因编码维生素Ｋ环氧化物还原酶复合体
（ＶＫＯＲＣ）的一个亚基，其基因多态性也会导致

ＶＫＯＲＣ的酶活性改变，从而影响华法林的抗凝效果．
其中，ＶＫＯＲＣ１　ｃ．－１６３９Ｇ＞Ａ（ｒｓ９９２３２３１）可导致基因
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启动子活性差异，携带有等位基因 Ａ的患者相比ＧＧ
纯合子患者需要的华法林剂量更少［６－８］．ＣＹＰ４Ｆ２是

ＣＹＰ超家族成员之一，主要存在于肝脏和肾脏，为维
生素Ｋ 的单氧酶，近年来的研究发现ＣＹＰ４Ｆ２＊３
（ｃ．１２９７Ｇ＞Ａ，ｒｓ２１０８６２２）多态性能影响１％～２％的
华法林个体差异代谢，其中ＡＡ纯合子患者需要提高
华法林剂量方能达到相同的抗凝效果［９－１１］．
目前检测华法林个体化剂量相关多态性的方法

有多种，主要包括限制性内切酶片段多态性分析
（ＲＦＬＰ）［１，１２］、基因芯片［１３］、等位基因特异性ＰＣＲ［１４］、
变性高效液相色谱法（ＤＨＰＬＣ）［１５］、ＬＮＡ－ｔａｑｍａｎ探
针实时荧光ＰＣＲ［１６］、高分辨熔解曲线分析（ＨＲＭ）［１７］、
焦磷酸测序［１８］、Ｓａｎｇｅｒ测序等，但这些方法多数存在
操作繁琐、耗时、需要昂贵仪器、需要ＰＣＲ后处理以及
单个ＰＣＲ反应无法同时检测多个多态性位点等缺点，
大多数并不适合用于临床检测．
多色 探 针 熔 解 曲 线 分 析 （ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ　ｍｅｌｔｉｎｇ

ｃｕｒｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＭＣＡ）技术利用末端双标记的自淬
灭荧光探针与靶序列杂交，形成的双链杂交体稳定性
存在差异从而造成熔点的差异，以此来区分不同的靶
基因或突变，在单个ＰＣＲ反应中可以实现多种靶序列
的检测和基因分型［１９］．目前，该技术已应用于多种遗
传性疾病相关基因突变的检测［２０－２２］．本研究拟利用

ＭＭＣＡ技术在单个ＰＣＲ反应中实现对３个华法林个
体化用药相关基因（ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 和ＣＹＰ４Ｆ２）
上４个多态性位点（ｒｓ１０５７９１０、ｒｓ９３３２１２７、ｒｓ９９２３２３１
和ｒｓ２１０８６２２）的同时检测和基因分型．

１　材料与方法

１．１　样本采集和ＤＮＡ提取
于２０１６年１２月３日厦门大学生命科学学院细胞

应激国家重点实验室开放日活动中，用唾液收集器
（厦门致善生物科技有限公司）采集厦门地区随机人
群（主要是中小学生）的唾液样本２１８份，所有样本的
采集均获得采集对象及其监护人知情同意．唾液样本
使用厦门致善生物科技有限公司Ｌａｂ－Ａｉｄ　８２０全自动
核酸提取仪及配套的核酸提取试剂盒进行核酸提取．
提取后的基因组ＤＮＡ使用ＮＤ－１０００全波长紫外－可见
光扫描分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ，美国）对其提取质量和
浓度进行检测，并将ＤＮＡ的终质量浓度调节为１０ｎｇ／

μＬ，直接使用或置于－２０℃冰箱中保存备用．

１．２　质粒标准品构建
以４个多态性位点的野生型基因组 ＤＮＡ 为模

板，通过直接扩增法构建野生型序列，采用重叠延伸
法构建突变型序列，再采用ＴＡ克隆法将各序列连接
至ＰＭＤ　１８－Ｔ载体（ＴａＫａＲａ，大连）并转化大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ），挑取阳性克隆；经双向测序鉴定正
确后，提取纯化质粒ＤＮＡ并通过 ＮＤ－１０００全波长紫
外－可见光扫描分光光度计进行定量；随后分别制备成
不同浓度梯度的待检基因的不同基因型（即野生型、杂
合突变型和纯合突变型）质粒ＤＮＡ，置于－２０℃冰箱
中保存备用．

１．３　引物和探针设计
通过 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）获得ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 和ＣＹＰ４Ｆ２ 的全基因
序列，找到ｒｓ１０５７９１０、ｒｓ９３３２１２７、ｒｓ９９２３２３１和ｒｓ２１０８６２２
多态性所在位置，针对每个多态性位点采用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０、Ｏｌｉｇｏ　６．０、ＴｍＵｔｉｌｉｔｙ　ｖ１．３软件先设计４
条自淬灭探针，再围绕探针分别设计相应的扩增引物
对．将设计好的引物和探针通过 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：∥
ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行同源性比对，
保证其扩增和检测的特异性．所有的引物和探针均由
上海生物工程有限公司合成，相应序列见表１．

１．４　ＭＭＣＡ体系的建立
经过优化和调整建立 ＭＭＣＡ体系，其具体组分

（终浓度）为：１×ＰＣＲ 缓冲液，３ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ，１ＵＴａｑ　ＨＳ（ＴａＫａＲａ，大连），

Ｆ１、Ｆ２和Ｆ４各０．０６μｍｏｌ／Ｌ，Ｒ１、Ｒ２和Ｒ４各０．６μｍｏｌ／

Ｌ，１μｍｏｌ／Ｌ　Ｆ３，０．１μｍｏｌ／Ｌ　Ｒ３，Ｐ１和Ｐ４各０．２μｍｏｌ／

Ｌ，０．２２μｍｏｌ／Ｌ　Ｐ２，０．１２μｍｏｌ／Ｌ　Ｐ３，５μＬ　ＤＮＡ 模
板，用无菌水补齐至总体积２５μＬ．
ＰＣＲ和熔解曲线分析均在Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＣＦＸ９６实时
荧光定量ＰＣＲ仪 （Ｂｉｏ－Ｒａｄ，美国）上进行．ＰＣＲ程序
为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６５～５６℃（每
个循环下降１℃）退火１５ｓ，７６℃延伸２０ｓ，１０个循
环；９５℃变性１５ｓ，５５℃退火１５ｓ，７６℃延伸２０ｓ，５０
个循环，在退火阶段采集相应检测通道的荧光信号．
反应结束后，进行熔解曲线分析，程序为：９５℃变性

１ｍｉｎ，３５℃保温５ｍｉｎ，随后按０．５℃／５ｓ的升温速
率从４０℃递增至８５℃，且在此阶段采集探针所对应
通道ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＣＹ５、ＲＯＸ的荧光信号．实验结束
后，采用与仪器配套的Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＣＦＸ　Ｍａｎａｇｅｒ　３．０软
件进行结果分析．

１．５　ＭＭＣＡ体系的评价
利用各多态性位点不同基因型的质粒标准品，由

２名操作员分别在２个不同的实验室进行连续５次实

·６２８·
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表１　引物和探针序列

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ａｎｄ　ｐｒｏｂｅ

多态性位点 名称 序列（５′→３′） 目的片段长度／ｂｐ

ＣＹＰ４Ｆ２＊３
（ｒｓ２１０８６２２）

Ｆ１ ＡＴＣＣＣＣＡＡＡＧＧＴＧＣＴＣＡＣＡＧ　 ２０８

Ｒ１ ＣＣＴＴＧＧＡＡＴＧＧＡＣＡＡＡＡＡＣＡＧ

Ｐ１ ＨＥＸ－ＣＡＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＧＣＣＧＧＡＣＣＣＴＧ－ＢＨＱ１

ＶＫＯＲＣ１　ｃ．－１６３９Ｇ＞Ａ
（ｒｓ９９２３２３１）

Ｆ２　 ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＡＴＣＡＣＡＧＡＣＧＣＣＡＧ　 １７６

Ｒ２　 ＡＡＧＴＧＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣＣＴＣ

Ｐ２　 ＦＡＭ－ＡＣＣＴＧＡＡＡＡＡＣＡＡＣＣＡＴＴＧＧＣＣＡＧＧＴ－ＢＨＱ１

ＣＹＰ２Ｃ９ＩＶＳ３－６５Ｇ＞Ｃ
（ｒｓ９３３２１２７）

Ｆ３ ＧＣＴＧＴＴＡＡＧＧＧＡＡＴＴＴＧＴＡＧＧ　 １４２

Ｒ３ ＡＧＧＡＴＧＡＡＡＧＴＧＧＧＡＴＣＡＣＡＧＧ

Ｐ３ ＣＹ５－ＣＣＡＣＴＧＴＡＴＴＴＧＴＴＡＡＧＡＧＡＴＡＡＴＡＧＴＡＧＴＧＧ－ＢＨＱ２

ＣＹＰ２Ｃ９＊３
（ｒｓ１０５７９１０）

Ｆ４ ＧＡＴＴＧＧＣＡＧＡＡＡＣＣＧＧＡＧ　 １６０

Ｒ４ ＣＴＴＡＣＣＴＴＧＧＧＡＡＴＧＡＧＡＴＡＧＴ

Ｐ４ ＲＯＸ－ＣＡＧＧＧＴＣＣＡＧＡＧＡＴＡＣＣＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＣＣＴＧＡ－ＢＨＱ２

　注：下划线标记位置为基因多态性位点．

验，每次实验中每个样品设置３个重复，以对 ＭＭＣＡ
体系的重复性和再现性进行评价．每次实验均统计各
多态性位点野生型和突变型的Ｔｍ值，并计算野生型
与突变型的Ｔｍ差值（ΔＴｍ）．
为考察 ＭＭＣＡ体系的检测灵敏度，用建立好的

ＭＭＣＡ体系检测１０倍梯度稀释的已知基因型的人基
因组 ＤＮＡ 模 板 （ｒｓ９９２３２３１：ＡＡ；ｒｓ２１０８６２２：ＧＧ；

ｒｓ１０５７９１０：ＡＡ；ｒｓ９３３２１２７：ＧＧ），每个梯度加入的
模板量依次为５０，５，０．５，０．０５，０．００５ｎｇ．根据０．０１ｎｇ
人基因组ＤＮＡ相当于３个拷贝，将体系中的初始模
板量转换成人基因组ＤＮＡ的拷贝数．为了进一步验
证试剂盒的检测灵敏度，在梯度稀释实验的基础上，
再对初步确定检测限浓度的人基因组ＤＮＡ样本进行

２０管平行检测实验．

１．６　随机人群样本检测及验证
用所建立的 ＭＭＣＡ体系分批次对２１８份未知人

基因组ＤＮＡ样品进行４个基因多态性位点的检测和
基因分型，每次实验均以一份由各多态性位点
（ｒｓ９９２３２３１：ＡＡ；ｒｓ２１０８６２２：ＧＧ；ｒｓ１０５７９１０：ＡＡ；

ｒｓ９３３２１２７：ＧＧ）相应的质粒等比例混合得到的质粒
标准品为阳性对照，以无菌水替代ＤＮＡ模板为阴性
对照（ＮＴＣ）．检测完成后由 Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＣＦＸ　Ｍａｎａｇｅｒ
３．０软件自动获取各通道信号，判读样本各位点基因
型，并对结果进行统计分析．同时根据基因分型结果
选择各多态性位点不同基因型的共４０份样本进行

ＰＣＲ扩增，产物送上海生物工程有限公司测序，以验

证 ＭＭＣＡ体系检测结果的准确性和特异性．

１．７　统计学分析
用ＳＰＳＳ　１８．０统计软件进行数据处理，通过χ

２检

验判断所检测的ｒｓ１０５７９１０、ｒｓ９３３２１２７、ｒｓ９９２３２３１和

ｒｓ２１０８６２２多态性位点的等位基因频率和基因型频率
分布是否符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，ｐ＜０．０５表示
有显著差异．

２　结果与分析

２．１　ＭＭＣＡ体系的设计及基因分型结果
用于华法林相关基因多态性检测的 ＭＭＣＡ体系

设计如图１所示．整个 ＭＭＣＡ体系是一个单管四重
四色ＰＣＲ体系，针对４个待检测的基因多态性位点分
别设计１对引物和１条覆盖基因多态性位点的自淬灭
荧光探针，其中每个多态性位点的检测荧光探针均标
记不同荧光基团，分别对应实时荧光定量ＰＣＲ仪中的
不同检测通道ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＣＹ５、ＲＯＸ．ＭＭＣＡ体系
检测流程包括３个步骤（图１（ａ））：首先将各位点的引
物和探针均加入ＰＣＲ反应管，进行不对称ＰＣＲ扩增；

ＰＣＲ扩增后产生大量可与相应荧光探针互补的单链
产物，随后进行低温到高温的熔解曲线分析，采集各
通道在整个熔解曲线分析过程的荧光强度（Ｆ）；最后，
利用实时荧光定量ＰＣＲ仪配套的软件进行结果分析，

获取各熔解曲线的熔解峰，根据熔解峰的个数及Ｔｍ

·７２８·
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值的高低判断各多态性位点的基因型．
利用不同基因型的质粒ＤＮＡ标准品，建立了４

个基因多态性位点的标准熔解曲线．如图１（ｂ）所示：
当模板为野生型时（黑色实线），各基因多态性位点
均只有野生型熔解峰；当模板为杂合突变型时（灰色

虚线），各基因多态性位点均有野生型熔解峰和突变
型熔解峰；当模板为纯合突变型时（黑色虚线），各均
只有突变型熔解峰．因此，利用熔解峰的个数及Ｔｍ

值的差异，各多态性位点均可实现较好的基因
分型．

图１　ＭＭＣＡ体系的基因多态性检测流程（ａ）及各多态性位点的典型基因分型结果（ｂ）

Ｆｉｇ．１ Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＭＭＣＡ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ａ），ａｎｄ　ｔｈｅ　ｔｙｐｉｃａｌ

ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｓｉｔｅ（ｂ）

２．２　ＭＭＣＡ体系的评价结果

ＭＭＣＡ体系对各多态性进行区分是依据熔解峰
Ｔｍ值的不同，４个多态性位点分别分布在４个不同的
检测通道，每个通道可能有２个不同的熔解峰．为避
免各熔解峰Ｔｍ值的波动范围太大而导致结果误判，

对各熔解峰Ｔｍ值的重复性和再现性进行考察．结果

表明（表２）：各熔解峰Ｔｍ值较稳定，其３倍标准偏差
（３ＳＤｓ）均小于０．９℃，相邻的熔解峰之间没有交叠，

区分度良好；各多态性位点的不同等位基因之间Ｔｍ
值差异波动也很稳定，ΔＴｍ均大于３．５℃，３ＳＤｓ均小

·８２８·
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表２　各基因多态性位点的野生型和突变型熔解峰的Ｔｍ值

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　Ｔｍｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｍｕｔａｎｔ

ｍｅｌｔｉｎｇ　ｐｅａｋｓ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｅｎｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｓｉｔｅ

多态性位点 等位基因 Ｔｍ±３ＳＤｓ／℃ ΔＴｍ±３ＳＤｓ／℃

ｒｓ２１０８６２２ Ｇ　 ６７．５５±０．５３ 　６．０１±０．５３

Ａ　 ６１．４７±０．５８

ｒｓ９９２３２３１ Ｇ　 ６０．７０±０．８４ －５．０３±０．３８

Ａ　 ６５．７３±０．７５

ｒｓ９３３２１２７ Ｇ　 ５４．０８±０．５４ －３．９８±０．２７

Ｃ　 ５８．０６±０．４８

ｒｓ１０５７９１０ Ａ　 ６０．０５±０．４５ －６．９８±０．２７

Ｃ　 ６７．０３±０．３７

　注：Ｔｍ为平均值；ΔＴｍ＝Ｔｍ（野生型）－Ｔｍ（突变型）．

于０．５３℃．由以上结果可见不同操作员在不同实验
室使用不同批次配制的 ＭＭＣＡ体系检测多份质粒标
准品时，均能获得稳定的检测结果，说明 ＭＭＣＡ体系
具有良好的重复性和再现性．

由于人基因组ＤＮＡ来源（如血液、唾液、头发等）
的不同可能造成基因组ＤＮＡ的提取质量及浓度有所
不同，而 ＭＭＣＡ 体系最终检测的对象是人基因组

ＤＮＡ模板，所以有必要对所建立体系适用的人基因
组ＤＮＡ浓度检测范围（即灵敏度）进行考察．图２的
结果表明：ＭＭＣＡ体系可对０．０５～５０ｎｇ的人基因组

ＤＮＡ模板进行检测，不论模板起始浓度的高低，熔解
曲线分析均只产生同一个熔解峰，故不会对标本基因
型的判断造成影响；但模板起始浓度会影响熔解峰的
高度，在起始模板量为０．００５ｎｇ时，有个别通道的熔解
峰较低，但对于０．０５ｎｇ的模板（相当于１５个拷贝的人
基因组ＤＮＡ）则各通道均能稳定检测，故将此 ＭＭＣＡ
体系的最低检测限初定为０．０５ｎｇ的人基因组ＤＮＡ．
随后对０．０５ｎｇ人基因组ＤＮＡ的２０管平行检测

实验结果表明，２０管在各通道均有稳定的熔解峰，检
出率为１００％，验证了 ＭＭＣＡ体系的最低检测限为

０．０５ｎｇ人基因组ＤＮＡ，说明该体系具有较高的检测
灵敏度．

（ａ）～（ｄ）分别为ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＣＹ５、ＲＯＸ通道的扩增曲线，（ｅ）～（ｈ）分别为对应的熔解曲线分析结果；

各图中按箭头指示方向加入的人基因组ＤＮＡ量依次为５０，５，０．５，０．０５，０．００５ｎｇ，灰色曲线为未加模板的阴性对照．

图２　ＭＭＣＡ体系的检测灵敏度

Ｆｉｇ．２ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＭＭＣＡ　ａｓｓａｙ

２．３　随机人群样本检测结果
利用 ＭＭＣＡ体系对２１８份人基因组ＤＮＡ样本

的ＣＹＰ４Ｆ２、ＶＫＯＲＣ１和ＣＹＰ２Ｃ９的４个多态性位点
进行基因分型，各多态性位点检测结果参考图１（ｂ）进
行判读．如表３所示，在２１８份样本中检测到ＣＹＰ４Ｆ２
ｒｓ２１０８６２２位点的基因型ＧＧ、ＧＡ和ＡＡ分别为１２４，

８２和 １２ 例，各占５６．９％，３７．６％和５．５％；检测到

ＶＫＯＲＣ１　ｒｓ９９２３２３１位点的基因型 ＧＡ和 ＡＡ分别为

３４和１８４例，各占１５．６％和８４．４％，未检测到野生型
纯合子ＧＧ基因型；检测到ＣＹＰ２Ｃ９　ｒｓ９３３２１２７位点
的基因型ＧＧ、ＧＣ和ＣＣ分别为２０４，１２和２例，各占

９３．６％，５．５％和０．９％；检测到ＣＹＰ２Ｃ９　ｒｓ１０５７９１０位
点的基因型ＡＡ、ＡＣ和ＣＣ分别为２０３，１４和１例，各
占９３．１％，６．４％和０．５％．抽取其中４０份不同基因型
样本进行测序，结果与 ＭＭＣＡ体系基因分型结果完全
一致，说明 ＭＭＣＡ体系具有很高的特异性和准确性．

·９２８·
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表３　２１８例样本的基因分型结果及所检测的各基因多态性位点的频率

Ｔａｂ．３　Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　２１８ｓａｍｐｌｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｅｎｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｓｉｔｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

多态性位点 基因型 样本数 基因型频率／％ 等位基因 等位基因频率／％

ｒｓ２１０８６２２ ＧＧ　 １２４　 ５６．９ Ｇ　 ７５．７

ＧＡ　 ８２　 ３７．６ Ａ　 ２４．３

ＡＡ　 １２　 ５．５

ｒｓ９９２３２３１ ＧＧ　 ０ ０ Ｇ　 ７．８

ＧＡ　 ３４　 １５．６ Ａ　 ９２．２

ＡＡ　 １８４　 ８４．４

ｒｓ９３３２１２７ ＧＧ　 ２０４　 ９３．６ Ｇ　 ９６．４

ＧＣ　 １２　 ５．５ Ｃ　 ３．６

ＣＣ　 ２　 ０．９

ｒｓ１０５７９１０ ＡＡ　 ２０３　 ９３．１ Ａ　 ９６．３

ＡＣ　 １４　 ６．４ Ｃ　 ３．７

ＣＣ　 １　 ０．５

　　经χ
２检验分析，所选人群的４个多态性位点

ｒｓ２１０８６２２、ｒｓ９９２３２３１、ｒｓ９３３２１２７和ｒｓ１０５７９１０的等位基
因频率和基因型频率均符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，

χ
２ 值 分别为０．００８，１．１３９，１．０７７和１．０７７，ｐ＞０．０５．

３　讨　论

本研究选用ＶＫＯＲＣ１、ＣＹＰ４Ｆ２和ＣＹＰ２Ｃ９这３
个基因上中国人群出现频率高的４个单核苷酸多态
性（ＳＮＰ）位点作为检测对象，利用 ＭＭＣＡ技术在单
个四重四色ＰＣＲ反应中成功实现对４个ＳＮＰ位点的
同时检测和基因分型．对体系的性能评价结果表明，
该体系有较好的重复性和再现性，不同操作人员在不
同的实验室采用不同批次配制的 ＭＭＣＡ体系检测已
知标准品均能获得稳定的结果，各多态性位点Ｔｍ值的

３ＳＤｓ均小于０．９℃；同时该体系可检测低至０．０５ｎｇ的
人基因组ＤＮＡ，具有很高的检测灵敏度，可以满足对
临床各种不同来源（唾液、血液、头发等）ＤＮＡ样本的
检测要求；而对不同基因型质粒ＤＮＡ标准品和２１８
例随机人群基因组ＤＮＡ样本的基因分型结果与部分
样本的测序结果完全一致，说明 ＭＭＣＡ体系检测具
有很高的特异性和准确性．
通过对２１８份厦门地区随机人群基因组ＤＮＡ的

４个ＳＮＰ位点的基因分型，考察了华法林个体化用药
相关基因的４个ＳＮＰ位点在厦门地区的发生频率．如
表３所示：ＣＹＰ４Ｆ２＊３ （ｃ．１２９７Ｇ＞Ａ，ｒｓ２１０８６２２）的等
位基因Ｇ和Ａ的频率分别为７５．７％和２４．３％，其中

Ａ等位基因携带者需要提高华法林用药剂量；

ＶＫＯＲＣ１　ｃ．－１６３９Ｇ＞Ａ（ｒｓ９９２３２３１）的等位基因Ｇ和

Ａ的频率分别为９２．２％和７．８％，其中Ａ等位基因
携带者需要减少华法林用药剂量；ＣＹＰ２Ｃ９＊３
（ｃ．１０７５Ａ＞Ｃ，ｒｓ１０５７９１０）的等位基因Ａ和Ｃ的频率
分别为９６．４％和３．６％，其中Ｃ等位基因携带者需要减
少华法林用药剂量；ＣＹＰ２Ｃ９ＩＶＳ３－６５Ｇ＞Ｃ（ｒｓ９３３２１２７）
的等位基因Ｇ和Ｃ的频率分别为９６．４％和３．６％，其
中Ｃ等位基因携带者需要减少华法林用药剂量．上述

４个ＳＮＰ位点在厦门地区的发生频率均符合已有中
国汉族人群的研究结果［２３－２４］．因此，ＣＹＰ２Ｃ９＊３、

ＣＹＰ２Ｃ９ＩＶＳ３－６５Ｇ＞Ｃ、ＶＫＯＲＣ１　ｃ．－１６３９Ｇ＞Ａ 和

ＣＹＰ４Ｆ２＊３基因多态性在中国人群具有一定的发生
率，这是影响中国人群华法林个体剂量差异的主要因
素．在用药前进行这些基因多态性检测，并结合患者
的身高、体质量等临床信息，有助于为患者提供合理
的华法林剂量，缩短调整时间，降低严重不良反应的
发生率．
目前国内外常用的检测华法林个体化用药相关

ＳＮＰ位点的方法可分为需要ＰＣＲ后处理的方法（如

ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、基 因 芯 片、等 位 基 因 特 异 性 ＰＣＲ、

ＤＨＰＬＣ、焦磷酸测序、Ｓａｎｇｅｒ测序等）和无需ＰＣＲ后
处理的基于实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法（如 ＬＮＡ－
ｔａｑｍａｎ探针实时荧光定量ＰＣＲ、ＨＲＭ）两类．其中前
者在ＰＣＲ后需要多步骤操作，容易造成ＰＣＲ产物污
染，耗时长，检测通量低，临床适用性差；后者不需要

ＰＣＲ后处理，简便快速，但单管能同时检测的位点有
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限，在一定程度上也限制了临床上的应用．本研究基
于 ＭＭＣＡ技术开发的检测体系可在单个常规四重四
色ＰＣＲ反应中同时实现４个ＳＮＰ位点的基因分型，
扩增和检测整个过程均在封闭的管中进行，且无需任
何ＰＣＲ后处理，在２．５ｈ内即可完成检测，操作简便，
检测通量高，因此与目前方法相比具有多方面的优
势，适合推广用于临床实验．

４　结　论

本研究所建立的 ＭＭＣＡ体系具有简便、快速、无
需ＰＣＲ后开盖处理、检测通量高等优点，在进行更深
入的临床性能评价后，有望用于华法林个体化用药相
关基因ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１和ＣＹＰ４Ｆ２多态性的临床
分子诊断．
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