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老年患者犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因多态性对华法林剂量的影响
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　　摘　要：目的　观察犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因多态性对房颤老年患者（６５～７５岁）口服华法林剂量的影响。方法　选择６０

例老年房颤患者，服用华法林后国际标准化比值（ＩＮＲ）维持在１．６～２．５之间３个月后，用ＰＣＲ检测犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因序

列。结果　具有犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）Ｃ／Ｃ等位基因的患者服用华法林的剂量明显低于具有Ｃ／Ｔ和Ｔ／Ｔ变异体等位基因的患者

（犘＜０．０５）。结论　犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因的多态性影响老年患者口服华法林的剂量。
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　　华法林是目前公认的用于预防房颤患者脑卒中，预防人工

瓣膜置换和心肌梗死患者静脉血栓和肺动脉血栓形成，预防外

科矫形术后或者具有动、静脉血栓病史的患者的肺动脉和深静

脉血栓形成的一种抗凝药物。虽然华法林用于临床治疗已有

５０多年的历史，但是由于该药物治疗的安全范围比较小以及

个体之间的差异性大，对于一定剂量的药物在一些患者中能达

到较好的疗效，而在另一些患者中则可能导致出血或者血栓形

成。为了避免不良事件的发生，临床医生通常根据临床经验选

择一个起始剂量，通过多次检测凝血酶原时间（ＰＴ）和相应国

际标准化比值（ＩＮＲ）逐渐调整药物剂量，直到ＩＮＲ达到满意的

治疗范围［１］。但是由于个体之间对该药物的耐受能力差异较

大，一些患者仍然存在出血的危险［２］。

近年来研究表明，华法林的疗效除与患者的年龄、药物间

的相互作用、伴随疾病以及维生素Ｋ的摄入有一定关系外
［３］，

主要与个体遗传因素中基因多态性有关［４］。大量的研究资料

均显示犆犢犘２犆９和犞犓犗犚犆１变异对华法林的剂量有影响，最

近有研 究 者 又 发 现 一 个 新 的 细 色 素 Ｐ４５０ 氧 化 酶 ４Ｆ２

（犆犢犘４犉２）基因变异体ｒｓ２１０８６２２在一些个体中影响华法林的

剂量。然而一些研究者关于犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因序列对

华法林剂量的影响持有不同的观点［５７］。本研究主要观察

犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因多态性对冠状动脉支架介入治疗的

老年患者（＞６０岁）口服华法林剂量的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究所涉及的患者均来自南京市第一医院

门诊，年龄６５～７５岁的老年患者（６０例），所有患者均签署知

情同意书。所选择患者的基本情况如下：（１）房颤患者通过调

节口服华法林的剂量使ＩＮＲ维持在１．６～２．５之间满３个月

以上；（２）无其他系统伴随疾病；（３）在治疗期间避免服用维生

素Ｋ、胺碘酮、氟康唑、西咪替丁、复方磺胺甲唑、红霉素、甲

硝唑、保泰松、水合氯醛、阿司匹林、肝素等影响华法林代谢的

药物。记录患者如下信息：姓名、性别、年龄、体质量、身高；

ＩＮＲ在１．６～２．５之间的华法林剂量。

１．２　标本收集　在服药１２ｈ内收集每个患者的血标本３ｍＬ

于枸橼酸钠抗凝管中，在２ｈ内检测ＰＴＩＮＲ值。剩余血标本

在室温下４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃上清液留细胞成分于

－８０℃保存，用于检测ＤＮＡ序列。

１．３　检测ＰＴＩＮＲ值　血标本１５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，将血

浆分离后用ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００（日本）全自动凝血仪检测ＰＴ

ＩＮＲ值。

１．４　ＤＡＮ序列的检测　ＮａＩ提取法抽提ＤＮＡ：取外周抗凝

血（全 血）１００μＬ 于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管 中，１２０００ｒ／ｍｉｎ 离 心

１２ｍｉｎ，弃上清液，加双蒸水２００μＬ溶解，摇匀２０ｓ；混匀后加

６ｍｏｌ／ＬＮａＩ溶液２００μＬ，摇匀２０ｓ；加入氯仿／异戊醇（２４∶

１）４００μＬ，边加边摇，摇匀２０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ；取

上层液３５０μＬ，加入另一新Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加０．６倍体积异

丙醇，摇匀２０ｓ，室温放置１５ｍｉｎ，静置后的反应体系１５０００ｒ／

ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ，使沉淀紧贴 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管壁；弃异丙醇，加

７０％乙醇１ｍＬ（不振动），以１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ；弃乙
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醇，敞开Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管盖，烘干（３７℃恒温箱）后，加１×ＴＥ溶

液３０μＬ，溶解ＤＮＡ１２ｈ以上，制成的ＤＮＡ液－２０℃冰箱保

存备用［６］。ＤＮＡ扩增ＰＣＲ反应体系：５μＬ１０×ＰＣＲ扩增缓

冲液，１μＬｄＴＮＰｓ，２μＬＤＮＡ 模板，２μＬｒｓ２１０８６２２引物，

１μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，２μＬｒｓ２１０８６２２Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬ

ｒｓ２１０８６２２Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），加ｄｄＨ２Ｏ补足总体积５０μＬ。ＰＣＲ

引物序列：ｒｓ２１０８６２２Ｆ５′ＣＣＡ ＧＣＣＴＴＧＧＡＧ ＡＧＡＣＡＧ

ＡＣ３′；ｒｓ２１０８６２２Ｒ５′ＴＧＣＣＡＣＡＧＴＧＣＣＡＣＡＣＴＡ ＴＴ３′。

ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃２５ｓ，５９℃２０ｓ，７２℃５０ｓ（循

环２５次）；终产物维持在７２℃１０ｍｉｎ，冷却到４℃，用３％的琼

脂糖凝胶，电压１１０Ｖ、电泳２０ｍｉｎ分析。ＰＣＲ产物应用 ＡＢＩ

ＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒ测序试剂盒和ＡＢＩ３１３０ｘｌ基因测序仪进行序

列检测。用ＢｉｏＥｄｉｔ７．０．９．０软件进行序列多态性分析。

１．５　统计学处理　用方差分析进行组间比较，采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏ

ｎｉ校正。协方差分析受试者性别、年龄、体质量对药物剂量的

影响。应用ＳＰＳＳ１５．０软件进行数据分析，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

根据检测的ＰＴＩＮＲ值选择６５～７５岁之间的门诊老年患

者６０例，ＰＴＩＮＲ值维持在１．６～２．５之间３个月以上。患者

的年龄、性别、体质量、服药剂量以及ＰＴＩＮＲ值见表１。ＰＣＲ

产物的３％琼脂糖凝胶电泳图，见图１。将患者按照犆犢犘４犉２

（ｒｓ２１０８６２２）基因型分成３组，３３例患者具有Ｃ／Ｃ等位基因

（５５％），１９例患者具有Ｃ／Ｔ基因型（３２％），８例患者具有Ｔ／Ｔ

基因型（１３％）。具有Ｃ／Ｔ基因型和 Ｔ／Ｔ基因型的患者口服

华法林的剂量分别为（３．２９±０．６２）、（３．３４±０．６１）ｍｇ／ｄ，二者

的剂量之间无统计学差异（犘＞０．０５），ＰＴＩＮＲ值维持在２．１

±０．２和２．０±０．４。而具有Ｃ／Ｃ等位基因的患者口服华法林

的剂量为（２．９１±０．５６）ｍｇ／ｄ，与Ｃ／Ｔ基因型和Ｔ／Ｔ基因型的

患者口服华法林的剂量比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），由

图２可见，该组患者的ＰＴＩＮＲ值维持在１．９±０．３。在本研究

中未发现患者的年龄、性别、体质量对华法林的剂量产生影响。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；Ｐ１～Ｐ７：样本ＰＣＲ产物。

图１　　ＰＣＲ产物的３％琼脂糖凝胶电泳图

表１　　根据犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因型统计患者信息（狓±狊）

项目 Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ

狀 ３３ １９ ８

性别比（男／女，狀） ２１／１２ １３／６ ５／３

年龄（岁） ６８．５ ７１．２ ７０．５

体质量（ｋｇ） ６１．７±５．３ ５７．９±６．８ ６７．１±６．３

药物剂量（ｍｇ／ｄ） ２．９１±０．５６ ３．２９±０．６２ ３．３４±０．６１

ＰＴＩＮＲ值 １．９±０．３ ２．１±０．２ ２．０±０．４

　　：犘＜０．０５，与Ｃ／Ｃ基因型患者比较。

　　：犘＜０．０５，与Ｃ／Ｃ基因型患者口服华法林的剂量比较。

图２　　犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因分型与华法林剂量的关系

３　讨　　论

自从Ｃａｌｄｗｅｌｌ等
［５］报道了犆犢犘４犉２基因的作用以来，一

些研究表明犆犢犘４犉２基因变异体影响患者口服华法林的维持

量。携带犆犢犘４犉２等位基因Ｃ／Ｃ的患者对华法林的敏感性明

显高于具有Ｃ／Ｔ和Ｔ／Ｔ基因的患者
［７］，并且犆犢犘４犉２基因型

与华法林的维持量有关。在中国汉族人的研究中存在不同的

观点，Ｌｅｅ等
［８］的研究表明犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因型对汉族

人口服华法林的剂量未产生重要的影响，而Ｃｅｎ等
［９］的研究

结果则相反。本研究中的６０例老年患者中，有３３例患者具有

Ｃ／Ｃ等位基因（５５％），１９例患者具有Ｃ／Ｔ基因型（３２％），８例

患者具有Ｔ／Ｔ基因型（１３％），携带Ｃ／Ｃ等位基因的患者口服

华法林的剂量明显低于携带Ｃ／Ｔ基因型和Ｔ／Ｔ基因型的患

者，表明犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因的多态性影响老年患者口

服华法林的剂量，与Ｃｅｎ等
［９］在研究心脏瓣膜置换的患者中

犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因对华法林剂量的影响相一致。在高

加索人和亚洲人的研究中均显示犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因多

态性对口服华法林的剂量有显著影响。在本研究中未发现携

带不同犆犢犘４犉２（ｒｓ２１０８６２２）基因型患者年龄、性别、体质量对

华法林的剂量产生影响，产生这样的结果可能是由于样本量

较小。

有研究表明犆犢犘２犆９和犞犓犗犚犆１变异对稳定的华法林剂

量产生很大影响。在Ｓｃｈａｌｅｋａｍｐ等
［１０］对２８１例白种人的研

究中，设计出了针对年龄、性别、犆犢犘２犆９和犞犓犗犚犆１（１１７３Ｃ／

Ｔ）的直线回归模型和多元回归风险模型，认为上述４种因素

加上犆犢犘２犆９和犞犓犗犚犆１的交叉作用可以解释５４．７％华法

林的个体用药差异。在Ｍｉｌｌｉｃａｎ等
［１１］通过对９２例盆骨或膝盖

骨置换患者的研究，设计出了一个华法林初始剂量的公式，如

果患者携带犆犢犘２犆９３或犆犢犘２犆９２基因，每出现１对等

位基因需要在华法林的初始剂量上减少３８％或１７％。而患者

携带的犞犓犗犚犆１基因如果出现１个Ａ的单倍型，则在初始剂

量上减少１１％。如果目前为吸烟者，则增加２０％的剂量。在

本研究中未检测犆犢犘２犆９和犞犓犗犚犆１变异对华法林剂量的影

响。因此将进一步检测犆犢犘２犆９、犞犓犗犚犆１和犆犢犘４犉２基因

变异体在口服华法林患者中的分布情况，以及不同变异体对华

法林用药剂量需求的影响。再结合患者的性别、年龄、体质量、

吸烟史等因素，确定这３种基因变异体对华法林剂量的影响，

从基因水平上分析影响华法林在个体之间用药需求量存在差

异的原因，为指导华法林临床合理治疗方案的制订和实施提供

理论资料。
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少的主要原因是ＦＴ４在血液中的转化ＦＴ３障碍，而不是甲状

腺激素分泌减少所致［７］。在冠心病心功能不全和急性心肌梗

死患者中正常甲状腺内环境平衡发生改变出现甲状腺激素轴

低下，表现为Ｔ３降低，反Ｔ３升高和ＴＳＨ无变化。冠状动脉

病变程度与ＦＴ３水平呈负相关，却与反Ｔ３呈正相关
［８］。

本研究表明，在冠心病合并不同糖代谢状态下甲状腺相关

激素测定（包括Ｔ３、Ｔ４、ＴＳＨ、Ｔ３／Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４和ＦＴ３／ＦＴ４）

结果无明显差异。而且甲状腺激素与血糖水平及胰岛素抵抗

无相关性。一方面有研究表明有类似结果：应用放射免疫学方

法检测ＴＳＨ浓度在糖尿病患者组与健康对照组差异无统计

学意义（犘＞０．０５）
［９］；另一方面，本研究所选的患者病情相对

平稳，糖化血红蛋白均在８％以下，代谢紊乱不严重，没有直接

或间接影响到下丘脑垂体甲状腺轴系统的功能。曾荣辉等［１０］

研究也发现在Ｔ２ＤＭ 患者中随着血糖的有效控制，血糖水平

的下降，ＦＴ３水平逐渐恢复正常。目前有关甲状腺激素与胰岛

素抵抗间的相关性研究结果不一致。祁瑞环等［１１］研究表明在

ＩＧＴ和Ｔ２ＤＭ中检测ＦＴ３和ＦＴ４均与 ＨＯＭＡＩＲ呈正相关。

较早的研究在甲状腺功能正常的Ｔ２ＤＭ患者中，Ｔ３水平与血

糖水平及糖化血红蛋白水平呈负相关［１２］。通过观察稳定型冠

心病合并不同糖代谢状态患者的甲状腺激素水平，为糖尿病病

情的评估和控制提供一定的临床指导。但是本研究病例数偏

少，因此甲状腺激素与胰岛素抵抗的因果关系尚需要进一步推

断证实。
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