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  摘 要:目的 了解泸州及周边地区汉族人群CYP2C9与VKORC1基因多态性分布情况并评价3种常用

华法林剂量预测算法的差异。方法 选取2018年6月至2019年7月在西南医科大学附属医院心脏大血管外

科行心脏瓣膜置换术的120例泸州及周边地区汉族患者为研究对象,用PCR-微阵列基 因 芯 片 法 检 测 其

CYP2C9
 

430、CYP2C9
 

1075与VKORC1-1639位点的基因型,对3个基因位点基因型的分布情况进行分析。
基于基因检测结果与患者生理、病理信息,分别用国际华法林药物基因组协会(IWPC)公式、Warfarin

 

Dosing
网站、中国公式计算患者个体化剂量,对比3种算法计算剂量的差异。结果 CYP2C9

 

1075位点AA与AC型

的患者分别占90.83%和9.17%,VKORC1-1639位点 AA、AG、GG型的患者分别占88.33%、10.83%和

0.83%,未检出CYP2C9*2。检出的5种基因型组合中华法林计算剂量最高的基因型为CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

GG。中国公式的计算剂量与国际公认的IWPC公式与 Warfarin
 

Dosing网站的计算剂量相关度均

较高。结论 泸州及周边地区汉族人群中存在CYP2C9
 

1075与VKORC1-1639位点的基因多态性,建议患

者服用华法林前先进行该组基因位点的多态性检测,利用计算因素更全面的中国公式与 Warfarin
 

Dosing网站

计算剂量,并在后期持续监测国际标准化比值以获得更好的预后。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

distribution
 

of
 

CYP2C9
 

and
 

VKORC1
 

gene
 

polymorphisms
 

in
 

Luzhou
 

and
 

its
 

neighbouring
 

regions
 

and
 

analyze
 

the
 

correlation
 

of
 

the
 

three
 

commonly
 

used
 

warfarin
 

dose
 

prediction
 

algorithms.Methods A
 

total
 

of
 

120
 

patients
 

who
 

underwent
 

heart
 

valve
 

replacement
 

in
 

the
 

Depart-
ment

 

of
 

Cardiovascular
 

and
 

Vascular
 

Surgery
 

of
 

the
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Southwest
 

Medical
 

University
 

from
 

June
 

2018
 

to
 

July
 

2019
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.The
 

genotype
 

of
 

CYP2C9
 

430,CYP2C9
 

1075
 

and
 

VKORC1-1639
 

were
 

detected
 

by
 

PCR-gene
 

chip
 

technique.The
 

genotype
 

distributions
 

of
 

the
 

three
 

genes
 

were
 

analyzed,then
 

the
 

individualized
 

doses
 

of
 

patients
 

were
 

calculated
 

by
 

using
 

three
 

algorithms,the
 

Interna-
tional

 

Warfarin
 

Pharmacogenomics
 

Association
 

(IWPC)
 

formula,Warfarin
 

Dosing
 

website
 

and
 

the
 

Chinese
 

formula,based
 

on
 

the
 

results
 

and
 

the
 

patient's
 

physiological
 

and
 

pathological
 

information.The
 

predicted
 

doses
 

calculated
 

by
 

using
 

the
 

three
 

algorithms
 

were
 

compared.Results The
 

frequencies
 

of
 

AA
 

and
 

AC
 

at
 

CYP2C9
 

1075
 

of
 

Han
 

population
 

in
 

Luzhou
 

and
 

surrounding
 

areas
 

were
 

90.83%
 

and
 

9.17%,and
 

the
 

frequencies
 

of
 

AA,AG
 

and
 

GG
 

at
 

VKORC1-1639
 

were
 

88.33%,10.83%
 

and
 

0.83%,respectively.CYP2C9*2
 

mutation
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was
 

found.The
 

Chinese
 

formula
 

prediction
 

results
 

were
 

highly
 

correlated
 

with
 

the
 

results
 

of
 

IWPC
 

formula
 

and
 

the
 

Warfarin
 

Dosing
 

website.Conclusion There
 

are
 

polymorphisms
 

at
 

CYP2C9
 

1075
 

and
 

VKORC1-
1639

 

in
 

Han
 

population
 

of
 

Luzhou
 

and
 

surrounding
 

areas.It
 

is
 

recommended
 

that
 

patients
 

could
 

test
 

the
 

gene
 

polymorphism
 

of
 

those
 

two
 

genes
 

before
 

taking
 

warfarin,then
 

use
 

the
 

Chinese
 

formula
 

and
 

the
 

Warfarin
 

Do-
sing

 

website
 

to
 

predict
 

the
 

dose,and
 

continuously
 

monitor
 

the
 

international
 

normalized
 

ratio
 

value
 

in
 

the
 

later
 

period
 

for
 

better
 

prognosis.
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  华法林是临床常用的香豆素类抗凝药物,主要通

过拮抗维生素K起效,适用于预防静脉血栓栓塞性疾

病、房颤血栓栓塞与人工瓣膜置换术、瓣膜病等,但其

治疗窗狭窄,对个体的作用效果差异较大。抗凝治疗

的剂量不够容易导致血栓形成,过度抗凝治疗则会增

加出血风险,这就需要找到抗凝治疗剂量的平衡点。
因此,选择适宜患者个体的精确剂量是抗凝治疗的

关键[1-2]。
随着药物基因组学的发展,研究发现,华法林相

关的药物基因多态性会对其用药方案产生影响。华

法林 在 体 内 主 要 经 细 胞 色 素 P450 同 工 酶 2C9
(CYP2C9)代谢为无活性代谢产物,CYP2C9*2(c.
430C>T,rs1799853)和CYP2C9*3(c.1075A>C,

rs1057910)是CYP2C9发生了多态性位点突变的主

要基因型,这两种突变均会导致其酶活性降低,故携

带变异基因的患者应降低华法林剂量以防止发生严

重的药物不良反应[3]。华法林的作用靶点为维生素

K环氧化物还原酶复合体亚基1(VKORC1),携带

VKORC1基因启动子区-1639G>A(rs9923231)单
核苷酸变异的患者对华法林敏感性增加,需降低剂

量[4-5]。因此,影响药代动力学的CYP2C9与药效动

力学的VKORC1基因多态性是华法林相关药物基因

组学的研究重点,能解释30%~60%的华法林对个体

作用的差异。美国食品药品监督管理局(FDA)也在

华法林使用说明书中建议结合VKORC1和CYP2C9
基因型考虑华法林的初始用药剂量,将这两个基因的

多态性位点检测结果结合多个临床因素建立的遗传

药 理 学 剂 量 模 型 能 在 优 化 给 药 方 案 中 起 指 导 作

用[1,6-7]。目前,主要的模型算法包括国际华法林遗传

药理学协会(IWPC)建立的华法林剂量计算公式[8]、
由华盛顿医学中心和美国国立卫生研究院等机构提

供支持的 Warfarin
 

Dosing网站(http://www.war-
farindosing.org)公布的计算公式及2015年由国家卫

生和计划生育委员会印发的《药物代谢酶和药物作用

靶点基因检测技术指南(试行)》中提出的基于中国人

群的华法林用药剂量计算公式。本研究探讨了泸州

及周边地区汉族人群中CYP2C9与VKORC1基因型

的分布频率,并基于基因型检测结果与患者个体信

息,分别利用上述3种算法预测心脏瓣膜置换术后患

者服用华法林的剂量,比较三者的差异,旨在为华法

林个体化用药的相关工作提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 从2018年6月至2019年7月在西

南医科大学附属医院心脏大血管外科行心脏瓣膜置

换术(包括二尖瓣置换、三尖瓣置换、主动脉瓣置换、

BenTall术等)后需长期使用华法林进行抗凝治疗并

进行了CYP2C9
 

430、1075和 VKORC1-1639位点

基因检测的泸州及周边地区汉族住院患者中,共获取

有效病例120例并纳入研究,其中女72例、男48例,
年龄19~75岁,平均(52.28±9.75)岁,对本研究均

知情同意。为计算华法林个体化用药剂量,收集患者

性别、年龄、身高、体质量、适应证、吸烟史、肝功能、合
并用药情况等生理、病理信息。

1.2 仪器与试剂 BIO-Ⅱ-A生物安全柜(Telstar
 

Industrial公司)、K30干式恒温器(杭州奥盛仪器有

限公司)、Sorvall
 

ST
 

8R高速冷冻离心机(Thermo
 

E-
lectron

 

LED
 

GmbH公司)、XP基因扩增仪(杭州博日

科技有限公司);BR-526-24全自动杂交仪、BE-2.0生

物 芯 片 识 读 仪、核 酸 提 取 试 剂 盒、CYP2C9 和

VKORC1基因多态性检测试剂盒(PCR-芯片杂交

法)、免疫显色试剂盒均购自上海百傲科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 CYP2C9和 VKORC1的基因检测 取受检

者外周静脉血2
 

mL至EDTA抗凝管中,采用DNA
提取纯化试剂盒抽提 DNA。在扩增液中加入待测

DNA溶液与反应液 A,在PCR仪中按程序扩增,定
期进行阳性、阴性对照品试验以确保结果准确性。采

用微 阵 列 基 因 芯 片 法 在 全 自 动 杂 交 仪 上 按 照

CYP2C9和VKORC1检测杂交程序运行。使用生物

芯片识读仪检测基因芯片,ArrayDoctor软件扫描信

号判读CYP2C9和VKORC1基因型。

1.3.2 华法林个体化剂量计算及比较 基于患者的

生理病理信息分别利用以下3种算法计算其华法林

个体化剂量:(1)IWPC公式;(2)Warfarin
 

Dosing网

站;(3)《药物代谢酶和药物作用靶点基因检测技术指

南(试行)》中的基于中国人群的华法林用药计算公式
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(以下简称中国公式)。对5种基因型患者3种算法

的计算剂量进行比较,同时将3种算法计算剂量的平

均值进行比较,并且与FDA在华法林原研药COU-
MADIN􀆿 说 明 书 中 推 荐 的 剂 量 范 围[9]进 行 比 较。

Warfarin
 

Dosing网站不支持20岁以下患者的剂量预

测,为便于比较,本研究将19岁的患者以20岁计算。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行统计学

分析,利用χ2 检验判断基因型的分布频率是否符合

Hardy-Weinberg遗传平衡,计量资料以x±s 表示。
利用Bland-Altman法分别分析中国公式的计算剂量

与IWPC公式、Warfarin
 

Dosing网站计算剂量的一致

性;以IWPC公式、Warfarin
 

Dosing网站计算剂量的

平均值为横坐标,以这两个公式的计算剂量减去中国

公式结果的差值为纵坐标作Bland-Altman散点图

分析。

2 结  果

2.1 多态性位点的基因型频率分布 120例患者中

共检 出 了5种 基 因 型 组 合,未 检 出 CYP2C9*2。

CYP2C9
 

1075 位 点 AA 与 AC 型 的 患 者 分 别 占

90.83%(109/120)和9.17%(11/120),VKORC1-

1639位点 AA、AG、GG 型的患者分别占88.33%
(106/120)、10.83%(13/120)和0.83%(1/120)。所

有基因型分布均通过了 Hardy-Weinberg遗传平衡检

验(P>0.05),可进行后续分析,见表1。

2.2 3种算法得到的剂量比较 由3种算法计算剂

量的平均值可看出,携带这5种基因型的患者中所需

华法林剂量最高者为CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

GG基因型的患者,最低者为 CYP2C9*1/*3
 

&
 

VKORC1
 

AA基因型的患者。将3种算法计算剂量

的 平 均 值 与 FDA 推 荐 的 剂 量 进 行 比 较,仅 有

CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

GG与CYP2C9*1/*
3

 

&
 

VKORC1
 

AG 基因型患者的平均计算剂量在

FDA推荐的范围内,但因该两种基因型患者仅有1
例,样本量不足,而其他3种基因型患者的平均计算

剂量均未在FDA推荐的剂量范围内,说明该范围不

适用于中国人群。将CYP2C9与VKORC1基因型分

类比较发现,VKORC1
 

AA、AG、GG基因型间计算剂

量的差异大于CYP2C9*1/*3、*1/*1基因型间的差

异,说明VKORC1-1639位点的变异比CYP2C9
 

1075
位点的变异对华法林计算剂量的影响更大。见表2。

表1  CYP2C9
 

430、1075位点和VKORC1-1639位点的基因型分布[n(%)]

基因型
CYP2C9*1/*1
(CC/AA)

CYP2C9*1/*2
(CT/AA)

CYP2C9*1/*3
(CC/AC)

CYP2C9*2/*2
(TT/AA)

CYP2C9*2/*3
(CT/AC)

CYP2C9*3/*3
(CC/CC)

合计

VKORC1
 

AA 96(80.00) 0 10(8.33) 0 0 0 106(88.33)

VKORC1
 

AG 12(10.00) 0 1(0.83) 0 0 0 13(10.83)

VKORC1
 

GG  1(0.83) 0 0 0 0 0  1(0.83)

合计 109(90.83) 0 11(9.17) 0 0 0 120(100.00)

表2  5种基因型患者3种算法计算剂量的比较(mg/d)

基因型 n IWPC公式 Warfarin
 

Dosing网站 中国公式 3种算法平均剂量 FDA推荐剂量

CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

AA 96 3.13±0.44 2.85±0.32 2.94±0.32 2.97±0.33 3.0~4.0

CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

AG 12 4.32±0.30 3.92±0.33 4.32±0.39 4.18±0.31 5.0~7.0

CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

GG 1 5.40 4.90 4.69 5.00 5.0~7.0

CYP2C9*1/*3
 

&
 

VKORC1
 

AA 10 2.05±0.32 2.01±0.17 2.38±0.26 2.15±0.20 0.5~2.0

CYP2C9*1/*3
 

&
 

VKORC1
 

AG 1 4.04 3.40 4.32 3.92 3.0~4.0

2.3 一致性分析 IWPC公式的计算剂量比中国公

式平均高0.13
 

mg/d,见图1。IWPC公式与中国公

式的计算剂量差值在95%置信区间(CI)以外的概率

为5.83%(7/120);两种计算方法差值的绝对值最大

为0.98
 

mg/d;两者计算剂量差值超过95%CI 以外

的患 者 中 有 4 例 患 者 是 CYP2C9*1/*3
 

&
 

VKORC1
 

AA基因型,另3例患者为CYP2C9*1/*

1
 

&
 

VKORC1
 

AA基因型。

  Warfarin
 

Dosing网站计算的华法林剂量比中国

公式的计算剂量平均低0.14
 

mg/d,见图2。两种算

法计算剂量差值不在95%CI 内的概率为4.17%(5/

120);两 种 计 算 方 法 差 值 的 绝 对 值 最 大 为 0.92
 

mg/d,该 患 者 基 因 型 为 CYP2C9*1/*3
 

&
 

VKORC1
 

AG,因该基因型患者只有1例,该基因型

患者用两种方法计算所得结果差异较大的原因还有

待进一步研究。除该患者外,计算剂量差值超过95%
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CI以外的4例患者中有2例患者基因型为CYP2C9
*1/*1

 

&
 

VKORC1
 

AA,另2例患者基因型分别为

CYP2C9*1/*3
 

&
 

VKORC1
 

AA和CYP2C9*1/*
1

 

&
 

VKORC1
 

AG。对IWPC公式、Warfarin
 

Dosing
网站与中国公式算法的差值超出95%CI 的患者进行

对比,有1例患者的计算剂量差值在两组一致性分析

中均在95%CI以外,该患者年龄为19岁。

  注:虚线表示两种算法预测剂量差值为0;中实线表示所有差值的

平均值;上下实线表示差值的95%CI。

图1  IWPC公式与中国公式计算华法林

剂量的Bland-Altman图

  注:虚线表示两种算法预测剂量差值为0;中实线表示所有差值的

平均值;上下实线表示差值的95%CI。

图2  Warfarin
 

Dosing网站与中国公式计算

华法林剂量的Bland-Altman图

3 讨  论

作为心脏瓣膜置换术后用于终生抗凝治疗的一

线口服抗凝药物,华法林的合理用药一直是临床关注

的重点之一。对于行心脏瓣膜置换术后的患者而言,
术后1个月是发生血栓栓塞及严重出血事件的高危

时期[10-11]。目前,国内临床上使用华法林的传统方案

为给予固定剂量(一般为2.5
 

mg/d),然后通过监测

国际标准化比值(INR)反复调整剂量。然而这种方案

很难快速获得理想的抗凝治疗效果,在此期间患者形

成血栓和出血的危险性很高。有学者报道,使用计算

公式预测华法林个体化剂量能够明显改善患者短期

预后,缩短达到治疗所要求INR的时间,患者能在抗

凝治疗开始的1个月内明显获益[6,12]。
近年的药物基因组学研究发现与华法林药效学

与药物动力学相关的基因超过30种[13]。在欧洲人群

患者中,CYP2C9、VKORC1与CYP4F2的常见变异

可分别解释18%、30%、11%的华法林稳定剂量的变

化[6]。但目前国内进行个体化用药相关的基因检测

的成本相对较高,出于成本-效益比的考虑,是否应对

有影响的基因均进行检测还有待商榷,而且还应考虑

到不同人 种 间 基 因 变 异 的 流 行 程 度。例 如,相 比

Warfarin
 

Dosing网站计算中包含的多个基因多态性

因素,中国公式中仅纳入了CYP2C9*3与VKORC1
的基因多态性,就是因为中国人群中基本不会出现

CYP2C9*2[14]。本研究中,也没有检出CYP2C9*2
情况。在国家药品监督管理总局网站(www.nmpa.
gov.cn)上查询到,获得第三类医疗器械注册证批件

的华法林药物代谢基因(CYP2C9
 

&
 

VKORC1)多态

性检测体外诊断试剂盒共有7个,其中有5个试剂盒

均包含了CYP2C9*2的检测,事实上对于中国患者

而言意义不大,会增加不必要的经济成本,阻碍华法

林个体化用药基因检测的应用。
除患者几个基本信息外,3种模型算法所需的计

算因素稍有区别。相同的计算因素为基因型、年龄、
身高、体质量、人种。不同的计算因素:IWPC公式为

合并用药(酶诱导剂、胺碘酮);Warfarin
 

Dosing网站

为有无吸烟史、肝功能、适应证、基础INR、目标INR、
合并用药(胺碘酮、他汀类药物、唑类抗真菌药、磺胺

甲噁唑等);中国公式为有无吸烟史、性别、是否置换

主动脉瓣膜、是否合并有房颤、合并用药(阿司匹林、
胺碘酮)。3种算法中所需计算因素最多的是 Warfa-
rin

 

Dosing网站,除多个合并用药的影响外,还考虑了

除CYP2C9*2、CYP2C9*3和 VKORC1-1639外

的其他基因变异,如CYP4F2、GGCX、CYP2C9*5、

CYP2C9*6,也能利用患者基础INR与目标INR获

得更准确的推荐;但因该模型主要基于外国人群建

立,故中国公式的提出可能更适合中国人群华法林个

体化剂量的计算,并将性别及部分病理状态都纳入了

考量。
通过将中国公式与国际上普遍承认的IWPC公

式与 Warfarin
 

Dosing网站的遗传药理学模型相比

较,中国公式与后两者均有较高的相关性。目前国内

华法林钠片的规格有1.0、2.5、3.0与5.0
 

mg,国外进

口华法林钠片规格有1.0、2.0、2.5、3.0、4.0、5.0
 

mg,
但国内临床上普遍使用的是2.5

 

mg规格,因此对大
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部分患者而言,3种公式间计算剂量的差异并不容易

在实际服用剂量中体现,因此3种算法计算剂量的差

异均在可接受的范围内,中国公式的计算剂量能够达

到较高的准确度。若能够获得患者的详细信息,建议

优先使用中国公式与 Warfarin
 

Dosing计算,因相对

于IWPC公式而言这两种计算方法涵盖的临床因素

更全面,能提供更精确的华法林推荐剂量。
中国公式仍存在一些不足,Warfarin

 

Dosing网站

与IWPC公式主要支持对20岁以上患者的剂量计

算,而中国公式未明确提出年龄的要求。本研究中纳

入的19岁患者通过IWPC公式与 Warfarin
 

Dosing
网站计算得到的剂量与中国公式的差值均超过了

95%CI。目前,国际上已有研究者提出了基于欧洲儿

童CYP2C9*2/*3与VKORC1-1639G>A基因型

的华法林剂量计算方法[15],但还没有公认的基于大样

本研究验证的可以较准确预测中国儿童华法林剂量

的模型算法,这也是中国公式后期有待完善之处。
与传统的给药方案比较,基于基因型的剂量预测

能够在一定程度上缩短用药初期反复调整华法林剂

量的时间,但并不能完全保证可以改善患者预后。患

者在整个抗凝治疗过程中,生理、病理状态处于一个

动态变化的过程,其个体化华法林剂量的需求会随着

疾病状态、合并用药、饮食等种种原因发生改变;如过

分相信基因检测技术与剂量预测模型,而误认为只要

使用该计算剂量即定能获得安全的治疗,可能会对患

者造成严重后果。因此在整个华法林用药过程中应

持续进行INR的监测与长期的药学监护,在用药过程

中发现影响因素并反馈到预测模型中,不断完善模型

算法。
综上所述,本地区汉族人群中存在CYP2C9

 

1075
与 VKORC1-1639 位 点 的 多 态 性,基 因 型 以

CYP2C9*1/*1
 

&
 

VKORC1
 

AA型为主。建议患

者服用华法林前先进行CYP2C9、VKORC1的基因多

态性检测,利用计算因素更全面的中国公式与 Warfa-
rin

 

Dosing网站预测初始剂量,并在后期持续监测

INR。
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