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基于荧光定量 PCR技术的人类CYP2C9 和 VKORC1	

基因多态性检测方法学评价

戎国栋*，沈丹婷*，陈丹，赵鸿，吴蕾，张洁心，王芳，黄珮珺，徐婷

(南京医科大学第一附属医院检验学部，南京 210029)

[摘　要]	 目的：对基于荧光定量P C R技术的人类C Y P 2 C 9和V KO R C 1基因多态性检测试剂盒进行性能评

价。方法：选取20例已通过Sanger测序确定基因分型的临床样本编盲，按照试剂盒流程进行实时

荧光PCR检测，评价其准确度；对4种基因型样本(C YP2C9*3纯合野生型、C YP2C9*3杂合突变

型、VKORC1-1639G>A纯合突变型和VKORC1-1639G>A杂合突变型)重复检测10次，评价其批内

精密度；DNA样本梯度稀释，评价最低检测限。结果：实时荧光PCR法与测序结果对比分析，

结果全部一致，准确度100%。不同基因型批内精密度均≤5%，批内精密度可接受。DNA浓度在

0.964 μg/μL仍可检测标本的基因型。结论：实时荧光PCR技术对人类CYP2C9和VKORC1基因分型检

测在方法学上稳定可靠，此评价模式可适用于基于荧光PCR技术的其他基因多态性试剂盒的评价。

[关键词]	 实时荧光PCR；CYP2C9；VKORC1；药物代谢酶；基因多态性

Evaluation of human CYP2C9 and VKORC1 gene 
polymorphisms detection based on fluorescent  

quantitative PCR

RONG Guodong*, SHEN Danting*, CHEN Dan, ZHAO Hong, WU Lei, ZHANG Jiexin, WANG Fang,  
HUANG Peijun, XU Ting
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Abstract Objective: To evaluate the performance of human CYP2C9 and VKORC1 polymorphism detection kit 

based on fluorescent quantitative PCR. Methods: The genotypes of 20 samples were detected by both Sanger 

sequencing and real-time PCR blindly to evaluate the accuracy of this kit. The intra-batch precision was evaluated 

by measuring every genotype sample (including CYP2C9*3 homozygous wild type, CYP2C9*3 heterozygous 

mutant, VKORC1-1639G>A homozygous mutant and VKORC1-1639G>A heterozygous mutant) 10 times. The 
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华法林是一种双香豆素衍生物，是临床上常

见的口服抗凝药物，主要用于血栓性疾病和静脉

血栓的预防及抗凝治疗 [ 1 ]。然而，华法林治疗窗

窄、个体差异大，且易受其他因素影响(药物、饮

食等) [2]。研究 [3]表明：引起华法林用量个体差异

的主要原因是遗传因素，其中细胞色素P450 2C9 
(C YP2C9)基因和维生素K环氧化物还原酶复合体

亚单位1基因(VKORC1)是影响华法林用量个体差

异最主要的两个遗传因素。2010年美国食品药品

监督管理局(Food and Drug Administration，FDA)[4]

更换了华法林药物标签，增加了“患者CYP2C9和

VKORC1基因多态性有助于华法林初始剂量选择”

的内容，以优化治疗方案，避免药物不良反应。

可见华法林药物代谢相关基因检测具有重要的临

床意义。

实时荧光定量 P C R  Ta q M a n 技术具有操作简

单、检测速度快、灵敏度高、特异性强和重复性

好等优点，在基因表达水平分析、单核苷酸多态

性(SNP)测定、遗传疾病诊断等方面具有广泛的应

用[4]。因此，本实验室对基于实时荧光定量PCR技

术的人类CYP2C9和VKORC1基因型的试剂盒进行

性能验证，以期为临床实验室利用实时荧光定量

PCR开展基因多态性检测提供数据基础。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  样本收集和选择

收集E DTA -K 2抗凝静脉血样本，按照血液基

因组DNA提取试剂盒流程提取样本DNA，Sanger
测序确定CYP2C9*3和VKORC1 1639 G>A位点多态

性。选取其中2 0例临床样本进行性能验证，要求

所选样本尽可能涵盖所有基因型，包括CYP2C9*3
纯合野生型、C Y P 2 C 9 * 3杂合突变型、V KO RC 1 -
1639G>A纯合突变型和VKORC1-1639G>A杂合突

变型(其中C YP2C9*3纯合突变型和VKORC1-1639 

G>A纯合野生型在中国人群中分布较少，未挑选到

样本)。挑选的20例样本编盲。

1.1.2  仪器与试剂

血 液 基 因 组 D N A 提 取 试 剂 盒 购 于 天 根 生 化

科技有限公司， C Y P 2 C 9 和 V KO R C 1 基因多态性

检测试剂盒购于武汉友芝友医疗科技有限公司，

ABI7500荧光定量PCR仪，3730 型测序仪购于美国

应用生物系统公司，Nano -100型微量分光光度计

购于杭州奥盛仪器有限公司。

1.2  方法

1.2.1  DNA 提取

按照血液基因组DNA提取试剂盒流程提取编

盲样本DNA。

1.2.2  准确度

提取的DNA样本按照试剂盒标准操作规程进

行实时荧光定量PCR扩增检测。扩增后结果判读，

各通道Ct值≤36且扩增曲线有明显指数增长期，

判定为阳性；Ct值>36或无Ct值表示无明显指数增

长期，判定为阴性。FA M通道为阳性表示携带野

生型等位基因；VIC通道为阳性表示携带突变型等

位基因；ROX通道为内标基因，扩增曲线有明显

指数增长表明实验有效。检测结果与Sanger测序法

进行比较，符合率达95%为合格。

1.2.3  精密度

选取4种基因型样品，涵盖C YP2C9*3纯合野

生型和杂合突变型、VKORC1-1639G>A纯合突变

型和杂合突变型，进行批内精密度检测，每种基

因型批内扩增检测10次。分析10次检测的Ct值，

Ct值的CV<5%为合格。

1.2.4  最低检测限

将提取的DNA模板紫外分光光度法测定DNA
浓 度 ， 系 列 梯 度 稀 释 ( 1 / 2 ， 1 / 4 ， 1 / 8 ， 1 / 1 6 和

1/32)，实时荧光定量PCR扩增检测。以能检测到

该标本基因型的DNA最小浓度为该检测方法的最

低检测限。

DNA samples were detected by gradient dilution to evaluate the minimum detection limit. Results: The results of 

real-time PCR were in complete agreement with that of Sanger sequencing, so the accuracy was 100%. The intra-

batch of samples with four genotypes was less than 5%. The genotype was detectable when DNA concentration 

was 0.964 μg/μL. Conclusion: Real-time PCR is a reliable method for the detection of human CYP2C9 and 

VKORC1 genotypes. This evaluation model can be applied to the evaluation of other gene polymorphism kits 

based on fluorescence PCR.

Keywords real-time fluorescence PCR; CYP2C9; VKORC1; drug metabolism enzyme; gene polymorphism
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2  结果

2.1  准确度

人类CYP2C9和VKORC1基因多态性测检测，

CYP2C9*3位点A A，CC，AC分别为纯合野生型、

纯合突变型和杂合突变型；VKORC1-1639G>A位

点GG，A A，G A分别为纯合野生、纯合突变型和

杂合突变型。2 0例标本实时荧光定量P CR法检测

结果如图所示(图1 )：1 7例C YP2 C9 *3纯合野生型

和VKORC1-1639 G>A纯合突变型；1例CYP2C9*3
杂 合 突 变 型 和 V K O R C 1 - 1 6 3 9 G > A 纯 合 突 变 型 ；

2 例 C Y P 2 C 9 * 3 纯合野生型和 V KO R C 1 - 1 6 3 9 G > A
杂合突变型。实时荧光定量P C R法和S a n g e r测序

法 检 测 结 果 比 较 ， 符 合 率 为 1 0 0 % ， 准 确 度 符 合 

要求。

2.2  精密度

对20例样品中出现的4种基因型样本(CYP2C9*3
纯合野生型和杂合突变型、VKORC1-1639G>A纯合

突变型和杂合突变型)，批内重复扩增10次，扩增

结果如表1所示。4个样本Ct值的CV值均<5%，批内

精密度符合要求。

2.3  最低检测限

将提取的模板DNA进行1/2，1/4，1/8，1/16
和1/32梯度稀释，每份样品检测3次。结果如表2
所示，DNA浓度在0.964 μg/μL仍能检测到标本的

基因型。

图1 不同基因型荧光定量PCR和测序法结果

Figure 1 Results of fluorescent quantitative PCR and sequencing of different genotypes

(A) CYP2C9纯合野生型和VKORC1纯合突变型；(B) CYP2C9杂合突变型和VKORC1纯合突变型；(C) CYP2C9纯合野生型和

VKORC1杂合突变型。

(A) CYP2C9 homozygous wild type and VKORC1 homozygous mutant; (B) CYP2C9 heterozygous mutant and VKORC1 homozygous 

mutant; (C) CYP2C9 homozygous wild type and VKORC1 heterozygous mutant.
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3  讨论

如 今 ， 药 物 基 因 组 学 数 据 可 以 提 供 “ 个 体

化”或“精准”的医疗信息，利用这些信息，医

生可以为特定患者提供合适剂量的特异性药物，

达到精确调整治疗方案的目的[5]。根据个体基因变

异与药效差异的关系，依据自身基因型安全，有

效地选用药物，设计临床个体化用药方案，充分

发挥药物对机体的作用效应，减少或避免不良反

应的发生(尤其是治疗安全范围窄的药物)，为指导

临床合理用药提供科学依据[6]。 
华法林是双香豆素衍生物，主要通过CYP2C9，

2 C 1 9 ， 2 C 8 ， 2 C 1 8 ， 1 A 2 及 3 A 4 在肝代谢，它在

肝 微 粒 体 内 通 过 抑 制 维 生 素 K 环 氧 化 物 还 原 酶

(Vitamin K epoxide reductase，VKOR)的活性而阻

断维生素KH2的生成，进而抑制维生素K依赖性凝

血因子的γ-羧基化作用，从而抑制维生素K依赖性

凝血因子II，VII，IX和X的合成起到抗凝血作用。

相关基因的遗传多态性在华法林起始用量方面起

决定性的作用。Wadel ius等 [7]对201例患者的29个

华法林代谢相关基因中发现VKORC1和CYP2C9与

华法林的用量密切相关；Takeuchi等[8]通过对1053

例瑞典人群的全基因组关联分析，发现V KO RC 1
基因和CYP2C9基因与华法林的剂量关联性最强。

C YP2C9基因和VKORC1基因具有SNP [9]。SNP研

究是现阶段人类基因组研究的热点，在相关遗传

性疾病、新药研发、个体化治疗、法医学、临床

检 验 及 分 子 诊 断 等 方 面 有 重 要 的 应 用 价 值 [ 1 0 ]。

国 外 C Y P 2 C 9 基 因 研 究 主 要 集 中 在 C Y P 2 C 9 * 2 和

C YP2C9*3，其中C YP2C9*2多态性在我国甚至亚

洲均罕见。VKORC1-1639G>A基因型西方人群以

GG，GA型为主，A A型少见；而我国汉族以A A型

为主，GG，GA型少见[2]。

编 码 C Y P 2 C 9 的 基 因 位 于 染 色 体 1 0 q 2 4 1 2 ，

全 长 约 5 5  k b ， 含 有 9 个 外 显 子 和 8 个 内 含 子 。

C YP2C9基因具有高度遗传多态性，Shintani等 [11]

报道5’区域至少存在7个SNP，分别是1912T>C，

1 8 8 6 C > G ， 1 5 6 6 C > T ， 1 5 3 8 G > A ， C 1 1 8 9 > T ，

G982>A和162A>G。Takahashi等 [12]对5’上游至2.1 
kb区域分析发现除上述单核苷酸多态性外，还有7
个新的点突变(2080C>T，2079T>A，A2078>G，

1 0 9 7 A > G ， 6 2 0 G > T ， 4 8 5 T > A 和 4 8 4 C > A ) ， 1 个

插入突变Ins T-839和2个缺失突变Del T-828和Del 
A-820。研究 [6]发现：这些5’上游区域的突变携带

表2 CYP2C9 和VKORC1最低检测限检测结果

Table 2 Results of minimum detection limit for CYP2C9 and VKORC1

稀释倍数
DNA浓度/(μg·μL−1) 检测次数1 检测次数2 检测次数3

理论值 实测值 CYP2C9 VKORC1 CYP2C9 VKORC1 CYP2C9 VKORC1

原倍 60.024 60.024 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型

1/2 30.012 27.207 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型

1/4 15.006 16.273 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型

1/8 7.503 8.048 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型

1/16 3.752 3.715 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型

1/32 1.876 0.964 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型 纯合野生型 纯合突变型

表1 CYP2C9 和VKORC1精密度检测结果(Ct值)

Table 1 Precision results of CYP2C9 and VKORC1 (Ct value)

参数

CYP2C9*3 VKORC1

纯合野生型 杂合突变型 杂合突变型 纯合突变型

FAM VIC ROX FAM VIC ROX FAM VIC ROX FAM VIC ROX

均值 23.49 — 24.61 22.27 23.56 22.44 24.22 25.38 24.70 — 22.01 22.78

SD 0.24 — 0.28 0.27 0.22 0.20 0.41 0.41 0.19 — 0.54 0.49

CV% 1.02 — 1.13 1.23 0.94 0.88 1.69 1.61 0.78 — 2.46 2.15
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者对S-华法林清除有不同程度的影响。较常见的基

因突变体是CYP2C9 3 & 2和CYP2C9 3&3，因其编

码的酶活性分别比野生型CYP2C9 3&1降低了30%
和80%，导致C YP2C9基因突变个体对华法林的需

求剂量较低[13]。CYP2C9代谢的药物很多，有甲苯

磺丁脲、苯妥英、华法林、氟西汀、洛沙坦等。其

中很多药物(特别是苯妥英、S -华法令和甲苯磺丁

脲)治疗指数很窄，所以酶活性成为确定上述药物

个体化差异的重要决定因素[14]。

VKOR是华法林作用的靶蛋白。华法林通过抑

制VKOR，使无活性的氧化型(还氧化物型)VK无法

还原为有活性的还原型(氢醌型)VK而起到抗凝作

用。多个VKORC1的SNP位点被发现与华法林用量

个体差异相关[15]。

除了 C Y P 2 C 9 和 V KO R C 1 基因，其他基因如

CYP4F2，GGCX，EPHX1和ApoE，也可能对华法

林剂量产生影响，其影响作用有待进一步证实[16]。

这些基因未来可能纳入遗传药理学公式或剂量推

荐表中以进一步提高华法林剂量预测的准确性，

但在这之前需要大量临床研究来证实[17]。

目前检测 C Y P 2 C 9 和 V KO R C 1 基因型的突变

主要采用等位基因特异性P CR扩增法、P CR扩增

后限制性片段长度多态性分析法、单链构象多态

性和变性高效液相色谱法。但这类方法普遍存在

步骤繁琐、自动化不高和无法多位点同时检测的

缺点 [18]。近年来，一些新发展起来的的方法也广

泛用于这两个基因的分型，如基因芯片、变性高

效液相色谱、焦磷酸测序、电离飞行时间质谱、

高分辨熔解曲线( high resolut ion melt ing，HR M)
等 [3,19]。

本实验采取的方法为实时荧光P C R技术中的

TaqMan探针技术，Taqman探针技术是杂交技术与

荧光检测技术的结合，每检测一个SNP位点需要一

条探针，通过检测PCR过程中及PCR后产生的荧光

信号来区分SNP的类型。该技术没有单独扩增的步

骤，也没有中间处理过程。TaqMan探针技术比较

灵活，可以根据要检测的SNP位点及检测的样本数

设计实验。其局限性在于只可以检测已知的SNP位

点而不能发现未知的SNP位点；其次由于PCR扩增

与TaqMan探针酶切是同步进行的，随着多重水平

的增加，会导致非特异性信号增多，影响结果的

准确性[10]。

根 据 《 药 物 代 谢 酶 和 药 物 作 用 靶 点 基 因 检

测技术指南(试行)》 [ 2 0 ]，临床检验实验室应用的

体外诊断试剂都需进行性能评价。实验室所购买

的商业化的仪器应根据说明书进行验证，在报告

结果之前实验室应该证明其性能能够满足厂家规

定的准确度、精密度、线性与可报告范围和参考

区间。因此，本实验室设计了评估华法林代谢相

关 C Y P 2 C 9 和 V KO R C 1 基因检测试剂盒的性能验

证方案，验证试剂盒的准确度、精密度与最低检

测限。在实验设计中根据《指南》要求“药物代

谢酶基因变异检测体系进行准确度性能验证时所

使用的参考物质基因型应包括各种突变型和野生

型”，我们希望尽量覆盖C Y P 2 C 9 * 3和V KO RC 1 -
1639G>A的全部基因型，但由于CYP2C9*3纯合突

变型和VKORC1-1639G>A位点纯合野生型在中国汉

族人群中分布较少，故而实验中没有挑选到这两种

类型的样本。通过分析实验结果，我们认为基于荧

光定量PCR方法的人类CYP2C9和VKORC1基因多

态性检测试剂盒准确度100%、精密度<5%，对原浓

度稀释32倍仍能对DNA样本进行准确分型，性能

符合检测要求。同时，该实验方案可应用于其他

多态性检测试剂盒的评估，对促成临床试剂盒应

用性能评估标准化具有一定意义。
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