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【摘要】   目的：研究中国人群中CYP4F2 基因多态性对华法林抗凝作用的影响。方法：本研

究纳入我院应用华法林进行抗凝治疗的患者，对患者CYP4F2 基因多态性位点用连接酶检测反应进

行检测，以国际标准化比值 (INR) 作为监测指标，统计学分析基因位点的多态性与华法林用药剂

量个体间差异的相关性。结果：207 例样品中，CYP4F2 基因突变率为 22.2%，其中杂合子分型为

35.7%，且达到遗传平衡。不同基因分型组间的华法林剂量未见显著性差异，但是携带 T 的患者华

法林稳定剂量有逐步升高的趋势。结论：CYP4F2 基因多态性对华法林稳定期剂量有影响但不显著。
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【Abstract】 Objective: To study CYP4F2  polymorphisms on the anticoagulant effect of warfarin 

in Chinese population. Method: Patients undergoing warfarin anticoagulation therapy in Beijing 

hospital were included whose CYP4F2  gene polymorphisms were detected with LDR(ligase detection 

reaction) and INR (international normalized ratio) were monitored. Relationship between CYP4F2  gene 

polymorphisms and warfarin stable dose was statistically analyzed. Result: 207 patients were included 

in which CYP4F2  gene mutation rate was 22.2% and heterozygous type was 35.7%, meeting Hardy-

Weinberg equilibrium balance. Warfarin dose in different genotype groups was no significantly different 

but there was an increasing trend in the T carriers. Conclusion: There is no significant effect of CYP4F2  

polymorphism on stable dosage of warfarin.
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华 法 林 系 双 香 豆 素 类 抗 凝 药 , 是 临 床 上 应

用最多的口服抗凝药物，但是本药治疗窗窄。

一 旦 剂 量 过 大， 就 会 出 现 出 血 等 严 重 不 良 反

应，剂量不够导致抗凝不足。而且华法林的稳

定剂量个体间差异很大，用药剂量可以相差几

十倍 [1]。有很多因素可以影响华法林的代谢以

及抗凝效果，除了年龄、体重、性别、环境、

吸烟史、饮食习惯、疾病状态、药物相互作用

等非遗传因素以外，参与华法林药动学或药效

学的遗传因素是重要的影响因素。影响华法林

的药效学和药动学相关的基因超过 30 余种 [2]，

VKORC1 和 CYP2C9 目前研究比较深入，是对
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华法林剂量影响最大的基因。研究对非遗传因

素联合 VKORC1 和 CYP2C9 基因型的华法林剂

量估算模型的变异解释度不同，为 6.3% ～ 61% 
[3-4]。因此，很多研究者设想未能解释的基因突

变可能参与华法林的个体间差异。Caldwell 等 [5]

用 Affymetrix 公司的代谢酶基因检测平台发现

CYP4F2 （V433M，rs2108622） 基 因 多 态 性 可

影响华法林维持剂量，并且可以额外增加华法

林剂量变异的解释度，表明 CYP4F2 基因产物

对华法林的代谢有独特的作用。本研究运用聚

合酶链反应 (polymerase chain reaction，PCR)-

连 接 酶 检 测 反 应 (ligase detection reaction，

LDR) 方 法 [6] 检 测 CYP4F2 基 因 多 态 性， 结 合

207 例使用华法林作为抗凝药物的住院患者的

临床资料对该位点的临床意义进行探讨。

1    样品与仪器

1.1 血液样本的采集

血液样本均来自卫生部北京医院使用华法

林进行抗凝治疗的患者。共 207 例，其中男性

106 例， 女 性 101 例。 每 例 患 者 晨 起 空 腹 采 集

静脉血 2mL 置抗凝管（非肝素）中。

1.2 临床资料的收集

本研究临床资料均来自病案室病例。稳定

剂量定义为患者达到或接近目标 INR 值（2~3）

并且连续 3d 以上剂量没有调整的华法林剂量，

或患者的出院带药的剂量。

1.3 试剂 
DNA 抽 提 用 天 根 公 司 血 液 基 因 组 DNA 提

取试剂盒；PCR 试剂、聚合酶和杂交用 FAM 标

记荧光探针 ( 上海翼和有限公司 )；PCR 引物和

LDR 探 针 ( 上 海 生 工 公 司 合 成 )；Taq DNA 酶

(NEB 公司 )； DNA 标记（上海博彩生物）；其

他试剂均为国产分析纯。

2   实验方法

2.1 引物设计

对位点 CYP4F2:V433M(rs2108622) 所设计的

5'-3' 引物序列 CCAGCCTTGGAGAGACAGAC 和

GTGTTTTCGGAACCCATCAC，使用 BLAST 软件

进行检测， PCR 产物长度 175bp。根据 LDR 探

针设计原则设计 LDR 的上下游探针。上游探针

5′端用磷酸化修饰，见表 1。

2.2 PCR 扩增实验

根 据 引 物 和 探 针 的 分 子 量 加 TE 溶 液 稀 释

至 50pmol/μL 作 为 母 液，PCR-LDR 时 各 引 物

母 液 等 比 例 混 合 成 可 直 接 进 行 反 应 的 溶 液。

在 eppendorf 离心管（1.5mL）中分别加入 200μL 

PCR- 缓冲液 (10×), 60μL Mg2+(100mmol/L), 200μL 

dNTP (20mmol/L), 20μLTaq 酶 (5U/μL), 400μL Q-

液体 (4×) 40μL 探针 (5pmmol/L), 最后加入 980μL

去离子水。PCR 系统 20μL 体系：充分混匀后离

心，再取 19 μL 分装在 200μL 的 PCR 反应管

中，最后再加入 1μL 基因组 DNA。在 PCR 仪

上设置如下程序：95℃预变性 15min，94℃ 30 s，

56℃退火 1.5 min，72℃延伸 1 min，共 35 个循

环；最后 72℃延伸 7 min。

将 PCR 反 应 管 放 入 PCR 仪 进 行 反 应。 反

应结束后，取 2μL 反应产物在 3.0％琼脂糖胶

（0.5×TBE），120V 电 泳 30 min， 之 后 在 凝

胶成像仪上判断 PCR 扩增产物的量和特异性，

即判断检测反应是否成功 ( 图 1)。

2.3 LDR 实验

在 PCR 扩增产物中加入等体积双蒸水稀释，

表 1  多重 LDR 反应探针的设计

探针名称 序列（5'-  3'） LDR 长度（bp）

rs2108622_modify
P-TGTGGCCGGACCCTGAGGTGCGGGGTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-FAM

rs2108622_C
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGGAACC
CATCACAACCCAGCTG

106

rs2108622_T
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGGAA
CCCATCACAACCCAGCTA 

108
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图 1   PCR 扩增产物电泳图  
注：1~6 泳道为扩增产物，7 泳道为 DNA 标记

rs2108622

C/T

110/112

C/T c t

图 2   rs2108622 位点不同基因型截图

基因位点 等位基因 基因型 预期值 实际值（%） χ2 Pearson P

rs2108622 C C/C 161.0（P2*207） 124（59.9）

T C/T 71.6（2pq*207） 74（35.75） 0.33 0.56

T/T 10.2（q2*207）   9（4.35）

表 2   华法林相关位点统计分析

作为连接反应的模板。连接反应混合液 (10μL

体系 )：在 1.5mL eppendorf 离心管中分别加入

100μL 缓冲液 (10×),100μL 探针混合液, 5μL

连接酶，695 μL 去离子水。在 PCR 仪上设置

如 下 程 序：95 ℃ 变 性 2min，35 个 循 环， 每 个

循环有 2 个温度 94℃ 30s，50℃ 2min。将 PCR

反 应 管 放 入 PCR 仪 进 行 连 接 反 应。 各 取 1μL 

LDR 连接产物与 1μLABI GS-500 ROX 荧光标

记 分 子 量 标 准 和 1μL 去 离 子 甲 酰 胺 上 样 液 混

合，95℃加热变性 2min，冰中骤冷，于 5% 聚

丙烯酰胺和 5mol/L 尿素中 3000V 电泳 2.5h，应

用 GENESCANTM 672 软 件 进 行 数 据 收 集、 泳

道线校正、迁移片段大小测量和校正内在分子

量标准，应用 Genemapper 软件（美国 ABI 公司）

进行数据分析和基因分型。挑选不同基因型结

果 2~3 例进行 377 测序电泳验证。Genemapper 

进行数据分析：位点的分型截图如下 ( 图 2)。

2.4 统计学处理

本研究采用统计学分析软件 SPSS18.0(SPSS 

Inc.) 进行统计分析（包括描述统计）和作图。

Hardy-Weinberg 平衡应用 χ2 检验，其他多组

间比较用方差分析。

3  实验结果

根据 Hardy-Weinberg 平衡原理对 207 例患

者相关基因位点进行分析，T 分布频率 22.2%，

P >0.05，说明群体基因遗传平衡，数据来自同

一蒙德尔群体（表 2）。

纳 入 分 析 的 207 例 华 法 林 使 用 患 者 中 男

性 106 例， 女 性 101 例， 男 女 比 例 约 1∶1， 平

均 年 龄 62.8±14.4（12 ～ 90） 岁 , 体 重 指 数

24.67±3.85（15.76 ～ 36.32）kg/m2。 对 入 选

的 207 例患者的基本资料进行统计 ( 表 3)。

207 例患者的 CYP4F2 基因 rs2108622 位点

各基因分型所对应的华法林稳定剂量见图 3。

图中可见有突变发生，患者的华法林稳定剂量

未见显著降低。对患者使用华法林的相关基因

相对应的稳定剂量进行分析，见表 4。表中可

见稳定剂量的 INR 相对一致。稳定剂量及稳定

剂量所对应的 INR 值未见显著性统计学差异。

但是携带 T 突变的患者稳定期华法林剂量有增

加的趋势，INR 值有降低的趋势。

4  讨论

CYP4F2 属 于 CYP 家 族， 基 因 位 于 染

色 体 19p13.11， 表 达 产 物 CYP4F2 酶 分 布

在 肝 脏、 心 脏、 肺、 肾 脏 和 白 细 胞， 最 早 的

功 能 学 研 究 发 现 CYP4F2 酶 参 与 花 生 四 烯 酸

及 白 三 烯 B4 的 ω- 羟 化 反 应， 因 此 认 为 该

酶 在 炎 性 反 应 中 有 一 定 的 作 用 [7]。2008 年

Caldwell 等 [5] 研 究 发 现 CYP4F2 突 变 位 点

CYP4F2 *3(rs2108622) 对华法林的个体差异有统
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计 学 影 响。CYP4F2 *3(rs2108622)， 位 于 11 号

外显子，单核苷酸 C 突变为 T，造成表达产物

中蛋氨酸替代缬氨酸。进一步研究发现 CYP4F2  

表达产物在肝微粒体中华法林对维生素 K 的氧

化还原活性有影响，其中纯合突变的微粒体代

谢能力下降 75% 左右，杂合子介于中间 [8]。关

于 CYP4F2 *3 参与华法林剂量调整的研究层出

不穷，但是各研究结果有差异 [9-10]。Liang 等 [11]

的 Meta 分析显示 CYP4F2 *3 对华法林稳定期剂

量有影响但是不显著，特别是纳入华法林剂量

预测公式的意义仍然存疑。

不 同 人 种 中， 基 因 的 突 变 率 不 同， 根 据

Ross 等 [12] 的数据，大洋洲最高 (61.3%)，其次

中 东 (40.3%)， 南 亚 (35%)， 欧 洲 (29.7%), 东

亚（29.2%）， 和 非 洲 (7%) 。 本 研 究 207 例 患

者 CYP4F2 *3 基 因 位 点 T 分 布 频 率 22.2%， 且

达到遗传平衡。本研究未发现不同基因分型之

间的统计学差异，但可以看到，携带 T 突变的

患者稳定期华法林剂量有增加的趋势，同时伴

有 INR 有降低的趋势。因此在临床环境中检测

rs2108622 有一定的临床意义，但是临床价值远

远弱于 CYP2C9 和 VKORC1 多态位点。
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