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!摘要"
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目的
!

探讨上海地区汉族人群中细胞色素氧化酶
SP%"!KF

$

FJ-!FF

%'维生素
U

环氧化物还原酶复合体
#

$

EKG.F#

%基因多态性对华法林稳定剂量及华法林血浆浓度的影响&

方法
!

纳入在体外循环下行瓣膜置换术且术后需服用

华法林抗凝的患者
!!$

例#采用焦磷酸测序及
:SRK

"

76E76

法分别检测其
FJ-!FF

和
EKG.F#

基因型及其华法林血浆总浓

度及游离浓度#分别以基因型'性别'年龄进行分组#比较不同组别患者华法林维持剂量和血浆浓度#并计算基因多态性及血药

浓度'性别'年龄对华法林稳定剂量的贡献率&

结果
!

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%基因型中#

((

型患者华法林维持量高于
(K

型

$
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EKG.F#
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%基因型中#
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型患者华法林维持量高于
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型患者$
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%基因

型中#

KO

型患者华法林维持量高于
OO

型患者$
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FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%不同基因型间其华法林血浆浓度差异无统计

学意义#

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%不同基因型间及
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%不同基因型间华法林血浆浓度差异有统计学意义$

-

#

">"#

%&男性患者所需华法林维持量高于女性患者$

-

#

">"%

%#

$"

岁以上患者所需华法林维持量低于
$"

岁以下患者$

-

#
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FJ-!FF

$

#"$#(

"

K
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EKG.F#

$
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(

%'

EKG.F#

$
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O

%基因多态性及华法林血药浓度'年龄'性别分别解释

了
'>!b

'

!F>#b

'

&">Pb

'

$>'b

'

#>$b

和
#>Pb

的华法林个体剂量差异#多因素联合可解释
P'>!b

的华法林个体剂量差异&

结论
!

FJ-!FF

基因多态性与华法林抗凝药物剂量的个体间差异有关(

EKG.F#

基因多态性与华法林抗凝药物剂量的个体

间差异有关#且与其血药浓度密切相关&年龄和性别是影响华法林维持量的重要非基因因素&
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华法林$

*̂25*2.3

%是常用的口服抗凝药#多用于

人工瓣膜置换'血栓栓塞性疾病及房颤等的抗凝治

疗)

#

*

&由于华法林的治疗窗较窄#在临床使用过程

中不同个体间的稳定治疗剂量有着较大的差异#若

剂量不足将导致血栓栓塞#而剂量过大则有出血风

险#甚至危及生命&因此#针对不同个体选择合适的

抗凝方案#已成为影响心脏术后患者远期疗效的重

要因素&

近年来随着华法林药物基因组学研究的深入#

人们发现华法林药代动力学和药效学通路上的某些

基因的遗传变异可能是造成个体间华法林剂量差异

的主要原因之一&在药代动力学方面#华法林是
.D

和
ID

对映异构物外消旋混合物#

ID

对映体在肝脏中

经细胞色素氧化酶
SP%"!KF

$

KZS!KF

%酶催化代谢

为非活性产物#而
.D

对映体则由
KZS#(#

'

KZS#(!

和
KZS&(P

酶代谢&其中
ID

华法林拮抗维生素
U

的能力是
.D

华法林的
&

$

%

倍#并主要经
KZS!KF

酶代谢&在药效学方面#华法林通过抑制维生素
U

环氧化物还原酶复合物
#

$

=UATK#

%的活性#阻碍

维生素
U

由环氧化物转化成氢醌#从而阻断凝血因

子
'

'

/

'

0

'

1

及抗凝蛋白
K

和
6

的活化达到抗凝

的目的&目前已发现
FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%位点存在

((

'

(K

及
KK&

种分型#

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位

点有
[[

'

([

及
((&

种分型#

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

位点有
OO

'

KO

及
KK&

种分型)

!E&

*

&既往有研究表

明#

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%位点
KK

基因型'

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位点
((

基因型及
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%位点
OO

基因型患者出血发生率较高#但大部分

为针对其单个基因及单个基因中单个位点的研

究)

PE%

*

&本研究在验证上述研究结果的同时#希望通

过对多个基因及多个影响因素的分析#并结合其对

华法林血浆浓度的影响#找出更多干扰华法林维持

量的因素#为华法林的个体化治疗提供进一步的药

物遗传学依据&

!

!

资料和方法

#>#

!

研究对象
!

选择
!"##

年
$

月至
!"#&

年
#!

月

于第二军医大学长征医院胸心外科择期行瓣膜置换

手术且门诊复查心脏手术后需应用华法林抗凝的患

者&入选标准!汉族#

#C

周岁以上#国际标准化比值

$

B?T

%控制在
!>"

$

&>"

#未应用阿司匹林'胺碘酮等

影响华法林药代动力学效果的药物&排除标准!存

在使用华法林禁忌#服用阿司匹林等影响华法林药

物代谢及药效的药物#感染性心内膜炎'恶性肿瘤'

肝功能障碍'血液系统疾病及妊娠期&所有研究对

象均签署知情同意书&最终入选患者
!!$

例#其中

男性
#"P

例'女性
#!!

例#平均年龄$

%F>C!g##>'%

%

岁#平均体质量男性$

$'>$'g'>C"

%

`

N

'女性

$

%F>C&g$>#C

%

`

N

#体质量指数$

!#>C$g&>!$

%

`

N

"

-

!

#体表面积$

#>$$g">&$

%

-

!

#吸烟
!P

例#饮酒

$

例#伴糖尿病
%

例#风湿性心脏病
!"C

例'非风湿

性病变
#C

例#主动脉置换术
!%

例'左房室瓣置换术

#&&

例'双瓣膜置换术
$C

例&

#>!

!

研究方法
!

采集肘正中静脉血
%-R

&其中
!

-R

置于柠檬酸钠真空采血管#采用凝血活酶试剂

检测法测定凝血酶原时间$

SO

%及
B?T

值&另外
&

-R

置于
M@O(

抗凝管#用
K,382.51

N

,%C"P

台式离

心机
!!""d

4

离心
#%-.3

#吸取上层血浆#分装#

fC"c

冻存(采用
:SRK

"

76E76

法测定华法林血

药浓度#采用焦磷酸测序方法检测
FJ-!FF

及

EKG.F#

基因&

#>&

!

统计学处理
!

采用
6S66#&>"

软件进行统计

+

#P$

+
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月#第
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分析&计量资料以
%

8g(

表示#计数资料以频数表

示(研究对象
Q*2+

9

Ea,.I,2

N

遗传平衡的符合程度

和组间基因型的频率比较用
!

!检验#不同基因型分

组间华法林口服剂量及华法林游离浓度的比较采用

独立样本
"

检验或方差分析#基因多态性及其血药

浓度'年龄和性别与华法林稳定剂量的相关性采用

多元线性回归分析#各基因联合临床特征对华法林

稳定剂量的影响采用逐步回归分析&检验水准$

&

%

为
">"%

&

A

!

结
!

果

!>#

!

各基因型的分布频率
!

由表
#

可见#在
!!$

例

换瓣术后患者中#
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$

#"$#(

"

K

%位点共检测到

((

型
!#!

例$

F&>Cb

%#

(K

型
#P

例$

$>!b

%#未发

现
KK

型(

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位点
((

型
#F!

例$

C%>"b

%#

([

型
&P

例$

#%>"b

%#未发现
[[

型(

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%位点
OO

型
#C&

例$

C#>"b

%#

KO

型
P&

例$

#F>"b

%#未发现
KK

型&以上各基因

型分布均符合
Q*2+

9

Ea,.3I,2

N

遗传平衡定律&不

同性别各基因型的分布频率差异均无统计学意义&

表
!

!

$0!A$[

%

!J"!%

#

=

&$

123"$!

%

X!"E[I

#

%

&$

123"$!

%

!!TE=

#

C

&的基因型分布频率

,

$

b

%

!!!!

基因 基因型
例数

:V!!$

男

:V#"P

女

:V#!!

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

(( !#!

$

F&>C

%

F%

$

F#>&

%

##'

$

F%>F

%

(K #P

$

$>!

%

F

$

C>'

%

%

$

P>#

%

KK "

$

"

%

"

$

"

%

"

$

"

%

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

(( #F!

$

C%>"

%

F"

$

C$>%

%

#"!

$

C&>$

%

([ &P

$

#%>"

%

#P

$

#&>%

%

!"

$

#$>P

%

[[ "

$

"

%

"

$

"

%

"

$

"

%

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

OO #C&

$

C#>"

%

C$

$

C!>'

%

F'

$

'F>%

%

KO P&

$

#F>"

%

#C

$

#'>&

%

!%

$

!">%

%

KK "

$

"

%

"

$

"

%

"

$

"

%

!>!

!

各基因多态性与华法林剂量的关系
!

由表
!

可见#

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%位点
((

型的患者平均华

法林维持剂量高于
(K

型#差异有统计学意义$

-

#

">"%

%(

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位点
([

型患者平均

华法林维持剂量高于
((

型#差异有统计学意义

$

-

#

">"#

%(

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%位点
KO

型患者平

均华法林维持剂量高于
OO

型#差异有统计学意义

$

-

#

">"#

%&

表
A

!

$0!A$[

%

!J"!%

#

=

&$

123"$!

%

X!"E[I

#

%

&$

123"$!

%

!!TE=

#

C

&不同基因型患者华法林日均服用剂量及血浆浓度

%

8g(

基因 基因型 例数
,

日均服用剂量$

-

N

+

+

f#

%

血浆总浓度
"

X

"$

3

N

+

-R

f#

% 血浆游离浓度
"

X

"$

3

N

+

-R

f#

%

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

(( !#! !>'$g">C! $$">&g&#!>F #>"Cg">C'

(K #P

#>$"g#>!F

"

%CF>'g!C#>C ">CPg">P&

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

(( #F! #>'$g">%' %F$>#g!PF>$ ">F%g">'P

([ &P

!>'!g#>"!

''

F%#>PgP##>P

''

#>%Fg#>##

''

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

OO #C& #>C#g">$& $"%>Cg!$F># #>""g">C%

KO P&

!>'&g#>"P

++

F$&>"g&'C>P

+

#>PPg">$F

+

!!

"

-

#

">"%

与
FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%位点
((

基因型比较(

''

-

#

">"#

与
EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位点
((

基因型比较(

+

-

#

">"%

#

++

-

#

">"#

与
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%位点
OO

基因型比较

!>&

!

各基因多态性与华法林血浆浓度的关系
!

由

表
!

可见#在达到理想抗凝强度的
!!$

例患者中#

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%位点
((

型的患者平均华法林

总浓度和游离浓度与
(K

型患者比较差异均无统计

学意义$

-

&

">"%

%(

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位点
((

型患者平均华法林总浓度和游离浓度均低于
([

型

患者#差异有统计学意义$

-

#

">"#

%(

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%位点
OO

型患者平均华法林总浓度和游

离浓度均低于
KO

型患者#差异有统计学意义$

-

#

">"%

%&

!>P

!

性别和年龄与华法林剂量及血药浓度的关

系
!

由表
&

可见#男性患者口服华法林用药剂量高

于女性患者#差异有统计学意义$

-

#

">"%

%(不同性

别间华法林血药浓度差异无统计学意义$

-

&

">"%

%&按年龄分组后#

$"

$

$F

岁组和
'"

岁以上组

华法林维持剂量低于
$"

岁以下各年龄组#差异有统

计学意义$

-

#

">"%

%(不同年龄组间的血药浓度差

异无统计学意义$

-

&

">"%

%&

!>%

!

基因及临床特征对华法林稳定剂量的贡献

率
!

采用多元线性回归统计分析得到
FJ-!FF

+

!P$

+
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第
%

期
>

薛
!

乾#等
>KZS!KF

和
EKG.F#

基因多态性对华法林抗凝强度的影响

$

#"$#(

"

K

%'

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%'

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%基因多态性及华法林血药浓度'年龄和

性别与华法林稳定剂量有相关性#并分别能够解释

'>!b

'

!F>#b

'

&">Pb

'

$>'b

'

#>$b

和
#>Pb

的华

法林个体剂量差异&各基因联合临床特征对华法林

稳定剂量的贡献率见表
P

&

表
E

!

不同性别和年龄间患者华法林日均服用

剂量及其血药浓度分布情况

%

8g(

!!

指标
,

日均服用剂量

$

-

N

+

+

f#

%

血浆总浓度

"

X

"$

3

N

+

-R

f#

%

性别

!

男性
#"P !>'!g">$F CF%>&%g&F">!!

!

女性
#!!

!>#&g#>##

"

'!F>##g&$&>&$

年龄$岁%

!$

'" #'

!>##g">&!

'

%%#>F%g#C&>P#

!

$"

$

$F !&

!>#Pg">$"

'

%$#>%Fg#%C>%#

!

%"

$

%F P% !>$Fg">'' $P'>#"g#C'>#$

!

P"

$

PF %F !>!Fg">!% CF!>"Fg!CF>$"

!

&"

$

&F PF !>$Pg">#C C#F>CPg&!$>F$

!

!"

$

!F #$ !>%Cg">%F '$!>PPg&#">PP

!(

#F #' !>'%g">'# '&!>#'g#P!>%#

!!

"

-

#

">"%

与男性比较(

'

-

#

">"%

与
$"

岁以下各年龄组比较

表
H

!

基因及临床特征对华法林稳定剂量的贡献率

基因联合临床特征
.

!

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

">"'!

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

hEKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

">&!!

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

hEKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

h

!

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

">&F"

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

hEKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

h

!

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

h

血药浓度

">PP!

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

hEKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

h

!

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

h

血药浓度
h

年龄

">P$#

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

hEKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

h

!

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

h

血药浓度
h

年龄
h

性别

">P'!

E

!

讨
!

论

目前临床使用的华法林是由
ID

华法林和
.D

华

法林组成的消旋异构体#其中#

ID

华法林抗凝活性是

.D

华法林的
&

$

%

倍#两种对映体在体内被不同的细

胞色素
SP%"

$

)

9

80)L20-,SP%"

#

KZS

%同工酶通过羧

基化代谢成为非活性产物&

ID

华法林
C%b

以上由

KZS!KF

代谢为无活性的
$E

和
'E

羟化产物(而
.D

华

法林主要经
KZS&(P

'

#(#

'

#(!

代谢)

$

*

&故在上述

几个代谢酶中#

FJ-!FF

基因多态性对华法林剂量

影响较大&

Q.

N

*<L.

等)

'

*首先报道了
FJ-!FF

的基

因型与华法林抗凝疗效及出血之间的联系#发现携

带
FJ-!FF

"

!

型和
FJ-!FF

"

&

型患者接受华法

林治疗容易发生出血并发症&

7*2

N

*

N

4.03,

等)

C

*研

究了
FJ-!FF

基因变异与华法林剂量以及出血并发

症的关系#结果表明带有
FJ-!FF

"

#

型单倍体的个

体所 需 剂 量 高 于 携 带 有
FJ-!FF

"

!

型 和

FJ-!FF

"

&

型单倍体的个体#其出血并发症也明显

低于后二者&上述结果表明#携带突变等位基因的

患者需要较低的平均华法林日剂量且具有较大的出

血风险#

FJ-!FF

基因多态性影响了酶的活性#导致

了个体差异&本研究将
!!$

例服用华法林的患者按

FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%基因型进行分组#观察华法林剂

量的差异#结果发现
((

型患者华法林维持量高于

(K

型患者 $

-

#

">"%

%&说明
FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

基因多态性是影响上海地区汉族人华法林使用剂量

的重要因素之一&我们还发现
FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%

((

基因型与
(K

基因型之间华法林总浓度及游离

浓度比较差异无统计学意义#推断
((

基因型所编

码酶的活性
"

于
(K

基因型所编码酶的活性#从而

使作用在靶点的华法林代谢增多#最终导致两种基

因型患者血浆华法林游离浓度无明显差异&

EKG.F#

是维生素
U

循环中的关键酶#华法林

因抑制该酶而阻断维生素
U

以辅因子形式参与羧

化酶的催化反应#抑制了依赖维生素
U

的凝血因子

'

'

/

'

0

'

1

的功能活性#从而产生抗凝作用&

EKG.F#

编码区和非编码区存在大量的多态性位

点&

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%位于启动子区&中国台

湾学者报道#

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%变异可导致启

动子活性不同#使得华法林维持剂量具有个体差异#

[[h[(

型患者的华法林日平均剂量高于
((

型

患者)

F

*

(

AI*

9

*<L.

等)

#"

*研究了日本缺血性中风患

者
EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%多态性与华法林抗凝疗

效的关系#也发现
[(

基因型患者所需华法林维持

量高于
((

基因型患者#且利用
EKG.F#

基因多态

性可解释
#$>%b

华法林维持剂量个体间差异&

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%位于第
#

内含子区#其基因多

态性与香豆素类药物剂量有关#

KK

型所需华法林剂

量比
KO

型和
OO

型高)

##E#!

*

&本研究对
!!$

例使用

华法林的患者按
EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

([

和
((

基因型进行分组观察#结果发现
((

基因型患者所

需的平均华法林维持剂量较
([

基因型的患者少

$

-

#

">"%

%(同时我们还对
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

KO

和
OO

基因型进行分组观察其华法林维持量的差

+

&P$

+
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!

!"#$

年
%

月#第
&'

卷

异#结果发现
OO

基因型患者所需的平均华法林稳

定维持剂量较
KO

型患者少$

-

#

">"%

%&该结果表

明上海地区汉族人
EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%和

EKG.F#

$

##'&K

"

O

%基因突变是影响患者华法林维

持剂量的主要原因之一&通过测定华法林血药浓度

发现
EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%

((

基因型患者与
([

基因型患者相比华法林血浆总浓度及游离浓度均较

低#同时还发现
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%

OO

基因型患

者与
KO

基因型患者相比华法林血浆总浓度及游离

浓度均较低#这与其所需华法林维持量一致&

本研究结果还显示#患者的年龄'性别差异与华

法林口服维持剂量有一定的相关性#年龄
$

$"

岁的

患者平均服药量要少于
$"

岁以下的患者#而男性患

者服药量要多于女性患者#故年龄和性别作为重要

的非基因因素#对华法林剂量的个体差异的贡献因

素是不可忽视的&本研究对年龄'性别'血药浓度以

及
EKG.F#

和
FJ-!FF

基因多态性等因素对个体

差异的贡献率进行计算#结果发现
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%可解释
&">Pb

的华法林剂量差异#

EKG.F#

$

f#$&F(

"

[

%可解释
!F>#b

#该基因型的

两个位点被证实对华法林的影响最大&联合以上基

因和年龄'性别大约可解释
P'>!b

的剂量差异&此

外#由逐步回归结果得到血药浓度排在年龄以及性

别前面#因此认为血药浓度对华法林剂量的影响大

于年龄和性别&但相对于
FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%基因

型其影响仍较小&

综上所述#为了获得最佳的治疗效果并承受最

低的治疗风险#有必要将
FJ-!FF

$

#"$#(

"

K

%'

EKG.F#

$

f#$&F[

"

(

%及
EKG.F#

$

##'&K

"

O

%基

因多态性的检测共同作为华法林给药剂量和维持剂

量的指导依据&本研究的不足在于样本量较小#只

讨论了上海地区的部分人群#观察随访时间较短#基

因检测相对较少#故下一步还需扩大样本量#延长对

患者的随访时间#研究更多基因型的多态性对华法

林剂量和不良反应是否有影响#并将基因型'体质

量'年龄'身高等因素综合考虑#进行前瞻性研究#为

华法林的个体化治疗提供重要依据&
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