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$在氯吡格雷基因多态性检测中的应用价值(方法
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选取
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年武警重庆总队医院

住院的急性冠状动脉综合征!
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$及拟进行经皮冠状动脉介入术!
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$的患者
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例#在氯吡格雷抗血小板治

疗后第
*

天测定血小板聚集率*同时采用
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根据血小板最大聚集率
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代谢型发生氯吡格雷抵

抗的风险较高#携带
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代谢型发生氯吡格雷抵抗风险较高#携带
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代谢型发生氯吡格雷抵抗的风险较高#携带
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代谢型发生氯吡格雷抵

抗的风险较低#差异均有统计学意义!
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基因突变增加氯吡格雷抵抗的风险#
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基因突变降低氯吡格雷抵抗风险*
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具有

准确性高)检测通量大)速度快)成本低等特点#适用于氯吡格雷基因多态性检测#指导临床个体化用药(
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氯吡格雷作为一种前体药物!需在肝脏内代谢为

有活性的形式才能发挥其抗血小板聚集的作用#临

床研究表明!氯吡格雷在急性冠状动脉综合征&

4?V

'

及拟进行经皮冠状动脉介入术&

W?=

'抗血小板聚集治

疗过程中!仍有部分患者没有达到抗凝效果而导致临

床血栓事件的发生!临床称之为氯吡格雷抵抗
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#发生机制除了患者依从性!药物之间相互作

用!肥胖"吸烟等冠心病危险因素外!遗传因素是导致

氯吡格雷在体内吸收和代谢个体化差异的重要原因

之一#美国食品药品监督管理局&

>U4

'宣布了氯吡

格雷的0黑框警告1!提醒应用氯吡格雷后出现心血管

不良事件与
?KW$?#)

基因突变有关$

$

%

#
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属于功能缺失型基因!突变易导致患者服用氯吡

格雷后转化的活性成分减少!而
?KW$?#)

"

#,

属于

功能获得型基因!突变可增加转录活性!降低临床心

血管不良事件发生率$
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#此外!有研究表明!其他基

因位点与氯吡格雷抵抗也有密切关系!

WRP#g#)$3

编码氯吡格雷代谢的另一关键酶!基因突变导致酶活

性下降!使氯吡格雷抗血小板的疗效减弱$

!
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能

将
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左右的氯吡格雷转换为非活性产物!是影响氯

吡格雷吸收的重要因素$
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编码肠蛋

白
W

!基因多态性导致
W

蛋白在肠道的分布存在个体

化差异!从而影响氯吡格雷在肠道的吸收!突变型患

者出现心血管不良事件风险更高$
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等基因与氯吡格雷抵抗的关系研究较

少!结论存在分歧!有待更深入的研究#

基因多态性检测结合血小板功能检测!可帮助临

床合理应用抗血小板药物$

)
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#目前临床检测基因多

态性的方法很多!其中基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱&
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'具有高准确性"易自动化"

低成本"无需信号转换便于结果分析"检测速度快等

优点!逐渐成为一种单核苷酸多态性&
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'分析的

重要方法$
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#本研究利用
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技术检

测氯吡格雷代谢相关
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60!!$

'等
'

个位点的基因多态性!设计包含了氯吡格

雷代谢相关高频率突变的热点基因!同时配合全自动

血小板聚集功能检测!旨在用于临床氯吡格雷个体化

用药研究#

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

收集
$"#*M$"#,

年在武警重庆总

队医院心内科"老年科的住院患者
#!"

例临床资料!

年龄
*'

"

'"

岁!平均年龄&

!!%(#i,%,!

'岁#纳入标

准(&

#

'无家族疾病史"脑血管意外史"外伤手术史+

&

$

'无糖尿病"慢性肝病"肾脏疾病+&

(

'无妊娠"慢性

感染性疾病"出血或血液系统疾病史+&

2

'无药物过敏

史"

#

个月内未服用抗血小板药物"非甾体抗炎药"质

子泵抑制剂及具有活血化瘀功能的中成药者+&

*

'近
#

个月内未服用阿司匹林者#所有患者自愿接受检测

并签署知情同意书#

$%%

!

仪器与试剂
!

基因组
UP4

提取使用芮宝生物

医药科技有限公司
@5

<

?C6;

全自动核酸仪器&配套

#"$

全血
UP4

提取试剂'+

UP4

浓度检测及
UP4

质

检使用美国
LG;6FCP51CU6C

X

$"""

型微量紫外分光

光度计+血小板聚集率检测使用江苏神州英诺华医疗

科技有限公司
WNL+#!

全自动血小板聚集仪及其配套

稀释液"溶血剂及
WN3+"!

血小板诱聚剂&主要成分腺

苷
+*a+

二磷酸二钠!

4UW

'+
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及配套

氯吡格雷基因多态性检测试剂盒购自北京毅新博创

生物科技有限公司#

$%&

!

方法

$%&%$

!

标本采集
!

在常规治疗的基础上!给予氯吡

格雷&初次
(""F

<

*

J

!之后改为
,*F

<

*

J

'!每日清晨

口服
#

次!连续治疗
*J

后分别取
]UL4

抗凝全血和

取枸橼酸钠抗凝全血各
#

管#

$%&%%

!

血小板最大聚集率&
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'检测
!

枸橼酸钠

抗凝全血在
$G

内检测
@43

!通过血小板项目初始

值&

WNL+"

'和平均血小板体积初始值&

@WO+"

'来监

控血小板功能检测样本的质量!剔除无效数据!以

@43

为氯吡格雷疗效指标!将
#!"

例研究对象分为
$

组(

@43

'
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为氯吡格雷抵抗组&

?3

组'!

@43

(
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为非氯吡格雷抵抗组&

P?3

组'#
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!
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检测氯吡格雷代谢相关基

因多态性
!

采用
@5

<

?C6;

全自动核酸仪器提取
]U+

L4

抗凝全血
UP4

!

P51CJ6C

X

检测待检基因组
UP4

浓度!确保基因组
UP4

浓度控制在
#"1

<

*
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N

以上!

$!"
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处吸光度比值&

4

$!"

*

4
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'控制在
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"
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*
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#

VPW0

分型严格按

照
VRW

操作(

'

个位点!经
W?3

扩增"

V4W

酶消化"单

碱基延伸反应"树脂纯化后将每个样品依次点样至芯

片!室温晾干!将干燥后的靶托放置于
?:/1+LR>
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进

)

22*

)

国际检验医学杂志
$"#'

年
(

月第
()

卷第
*

期
!

=17&N5H@;J

!

@569G$"#'

!

OC:%()

!

PC%*



行质谱检测!将点样后的
V

X

;976C?D=W

芯片使用
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分析!检测结果使用
PA9:;/949/J

软件分析并输出结果#

$%'

!

统计学处理
!

一般资料中连续变量采用
7iF

表示!分类变量使用频数"百分数表示!组间数据比较

采用两独立样
=

检验#

?3

组和
P?3

组间等位基因

和基因型分布用基因计数法表示!根据基因分型结

果!计算等位基因频率&

@4>

'并用
!

$ 检验验证是否

符合
D56J

I

+Q;/1H;6

<

&

*U5

'平衡!检测结果显示不

平衡的位点不进行下一步分析#结果比较采用
!

$ 检

验!以优势比&

9T

'及
)*S

可信区间&

)*S@#

'表示
$

组间的相对危险度#统计学处理应用
VWVV$$%"

软

件进行数据分析!以
M

&

"%"*

为差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%%$

!

一般资料比较
!

#!"

例研究对象!根据分组方

法!最 终
?3

组 纳 入
,*

例 &

2!%''S

'!

@43

为

!2%)!i!%$"

+

P?3

组纳入
'*

例&

*(%#$S

'!

@43

为

((%''i)%$#

!

$

组
@34

差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'!

$

组其他临床资料差异均无统计学意义&

M

'

"%"*

'!见表
#

#

表
#

!!

$

组一般资料比较

临床资料
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组&
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'

P?3
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!
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&
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&
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'
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&

7iF

!

_

<

*

F

$

'

$,%#)i(%"! $'%#"i2%"" #%*)$ "%##(

WNL

&

7iF

!

c#"

)

*

N

'

$"#%!*i(#%** $"'%!#i$(%!( #%#,) "%$2"

L?

&

7iF

!

FFC:

*

N

'

2%)2i"%$! 2%',i"%($ #%2*! "%#2,

LY

&

7iF

!

FFC:

*

N

'

#%,(i"%$2 #%!,i"%$# #%,$" "%"',

!!

注(

T@=

表示体质量指数+

WNL

表示血小板计数+

L?

表示总胆固

醇+

LY

表示三酰甘油
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!
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分型结果
!

#!"

例样本等位

基因检出率为
#""S

!

$

组均未发现
?KW$?#)

"

2

"

?KW$?#)

"

*

"

?KW$?#)

"

#,

基因突变#

?KW$?#)

"

$

"

?KW$?#)

"

(

!

4T?T#

"

?]V#

"

WRP#

基因分布均达

到了
D+Q

遗传平衡!见表
$

#

%%&

!

各基因的等位基因在
?3

与
P?3

组中的分布

情况
!

携带
?KW$?#)

"

$

等位基因
4

的患者发生氯

吡格雷抵抗的风险为
##%)(

倍&

)*S@#

(

*%$!

"

$*%#!

'!差 异 有 统 计 学 意 义 &

M

&

"%"*

'#携 带

?KW$?#)

"

(

等位基因
4

的患者发生氯吡格雷抵抗

的风险为
,%("

倍&

)*S@#

(

#%!#

"

((%#(

'!差异无统

计学意义&

M

'

"%"*

'#携带
4T?T#

等位基因
4

的患

者发生氯吡格雷抵抗的风险为
#%!)

倍&

)*S@#

(

#%",

"

$%!,

'!差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'#携带

?]V#

等位基因
L

的患者发生氯吡格雷抵抗的风险为

"%"*

倍&

)*S@#

(

"%"#

"

"%2"

'!说明
?]V#

基因发生

变异有利于提高氯吡格雷的药效!差异有统计学意义

&

M

&

"%"*

'#携带
WRP#

等位基因
L

的患者发生氯

吡格雷抵抗的风险为
$%#!

倍&

)*S@#

(

#%(!

"

(%2(

'!

差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'!见表
(

#

表
$
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各
VPW0

位点
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遗传平衡检测与
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位点 基因型及频数&
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!

基因代谢型与氯吡格雷抵抗的关系
!

参照遗传

药理学和基因组药理学数据库!可将基因型与代谢类

型或药效分为以下几种情况!各组别在
?3

组与
P?3

组的分布情况见表
2

#结果显示携带
?KW$?#)

基因
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"

$

型的患者发生氯吡格雷抵抗的风险是
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'#携带
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基因
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(

型的患者发生

氯吡格雷抵抗的风险是
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&
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"
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'!差异有统计学意义&

M

&
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基因
Y4

型的患者发生氯吡格雷抵抗的风险是
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)*S@#
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"
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'!差异有统计学意义&

M

&
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'#携带
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基因
44

型的患者发生氯吡格

雷抵抗的风险是
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&

)*S@#

(

"%))

"

'%!*

'!差异有

统计学意义&

M

&
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'#携带
?]V#

基因
?L

型的患

者发生氯吡格雷抵抗的风险是
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&

)*S@#

(
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"

"%2'

'!差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'#携带
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基

因
?L

型的患者发生氯吡格雷抵抗的风险是
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"
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'!差异有统计学意义&

M

&
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'#携带
WRP#

基因
LL

型的患者发生氯吡格雷抵

抗的风险是
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&

)*S@#

(

#%'$

"

#*%!$

'!差异有统计

学意义&

M
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组各基因位点等位基因分布情况

基因名称 等位基因
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续表
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组各基因位点等位基因分布情况

基因名称 等位基因
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M

表示无数据+
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表示参照
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!

讨
!!

论

!!

个体化用药一直是临床实践中的热点!

?KW$?#)

功能缺失等位基因检测和血小板功能检测被美国心

脏病学会和欧洲心脏学会非
VL

抬高的
4?V

指南推

荐#氯吡格雷由于其经济"有效!而且有更低出血风

险的优势$

##+#$

%

!在抗血小板聚集的作用中发挥着重要

的作用!因此!研究氯吡格雷抵抗相关的遗传因素具

有重要的意义#

基因检测技术中!测序检测耗时"成本高"操作繁

琐"数据库庞大"难分析等问题!在临床上难以将其作

为常规检测方法+单链构象多态性分析"限制性片段

长度多态性检测"高效液相色谱分析等方法操作繁

琐"检测时间长!不适于大样本筛查+近年来临床常用

的
g+W?3

方法!但存在探针的线性结构易产生荧光

背景"相对通量小"假阳性"每个厂家生产的试剂盒位

点数量及检测质量参差不齐等问题!随着研究的不断

深入!与疾病诊疗相关的基因位点逐渐被发现#本研

究使用
@4NU=+LR> @V

技术检测氯吡格雷基因多

态性!总结具有以下优点#

&%$

!

准确性高
!

美国
>U4

特许飞行时间质谱平台

作为测序仪0

=::AF/15F/0;

[

Û

1

##

的验证平台!以弥

补
V51

<

;6

测序仪的灵敏度不足!并将该技术整合进

入临床
PYV

工作流程+基于飞行时间质谱系统
=@+

W4?LÛ

L@产品的基因检测技术也通过了美国
>U4

*#"e

认证#该技术可检测出一个碱基的差异!灵敏

度高!特异度好!且越来越多的研究表明该技术用于

基因多态性检测!结果与
V51

<

;6

测序完全一致$

#(

%

#

&%%

!

检测通量大"检测速度快"结果易判读
!

@4N+

U=+LR>@V

技术可在
#

个孔里同时检测多个位点!

每次检测只需要十余秒!可最多检测
)!

例样本!极大

缩短了检测时间+检测结果由软件自动化采集和分

析!人为影响因素减少!给临床工作带来了极大的

)

!2*

)

国际检验医学杂志
$"#'

年
(

月第
()

卷第
*

期
!
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!
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!
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方便#

&%&

!

检测成本低
!

目前大多数基因检测费用较高而

难以普及!

@4NU=+LR>@V

技术不需设计特定的探

针!不需要荧光染料!不受通道限制!

#

个孔可检测多

个位点!极大地降低了检测成本#

@4NU=+LR>@V

技术具备成本低!耗时短!相对

高通量!操作简单!易于标准化!特异度好!灵敏度高

的优点!适用于临床基因多态性检测!对于推行个体

化用药具有十分重要的意义#本次研究发现!氯吡格

雷抵抗与
?KW$?#)

"

$

*

"

$

"

?KW$?#)

"

$

*

"

(

弱代

谢型及
?KW$?#)

"

#

*

"

$

"

?KW$?#)

"

#

*

"

(

中等代

谢型存在密切联系!与国内外文献报道结果一

致$

#2+#*

%

#由于样本量偏小!本次研究发现
?KW$?#)

"

(

与氯吡格雷抵抗无关+

?KW$?#)

"

2

"

?KW$?#)

"

*

"

?KW$?#)

"

#,

等
(

个位点由于样本量及人群突变

频率低的原因!本次研究均未检出!有待进一步研究#

4T?T#?(2(*L

和
WRP#g#)$3

基因突变型增加氯

吡格雷抵抗风险!

?]V#9%2$'Y

'

4

基因突变降低发

生氯吡格雷抵抗的风险!但目前关于这
(

个基因国内

外的研究尚存在争议!且本次研究为小样本研究!故

与氯吡格雷抵抗的关系还需进一步论证#此外!以上

'

个位点均为野生型的病例!依旧存在氯吡格雷抵抗!

这可能与患者临床背景"个体差异及其他基因突变有

关#随着研究的不断深入!越来越多的基因位点会被

挖掘!应用准确性强"灵敏度高"高通量"低成本的

@4NU=+LR>@V

技术检测基因多态性!同时配合血

小板功能检测!对于临床实施氯吡格雷个体化用药"

减少不良心血管事件具有十分重要的意义#
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