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　　摘　要：目的　探讨γ谷氨酰羧化酶（ＧＧＣＸ）（ｒｓ６７３８６４５）基因型在中国汉族人群中的分布情况，以及其基因多态性与瓣膜置

换术后华法林稳定剂量的相关性。方法　采用Ｓｎａｐｓｈｏｔ技术检测２２８例研究对象ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）位点基因型，研究其基因型

及等位基因频率；比较其中１７６例瓣膜置换术患者基因多态性与华法林稳定剂量的相关性。结果　２２８例研究对象中，ＧＧＣＸ

（ｒｓ６７３８６４５）位点基因型ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ分别为８４例（３６．８４％）、１２２例（５３．５１％）、２２例（９．６５％），Ｔ和Ｇ等位基因的频率分别为

６３．６０％和３６．４０％；１７６例瓣膜置换术后患者服用华法林达稳定状态，华法林日维持剂量ＧＧ组低于ＴＴ、ＧＴ组，组间比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１）；基因型３组间国际标准化比值（ＩＮＲ）、凝血酶原时间（ＰＴ）比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　中

国汉族人群ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因多态性可能是瓣膜置换术后华法林个体剂量差异的影响因素。
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　　华法林是目前使用最广泛的口服抗凝药，也是惟一被美国

食品药物管理总局（ｆｏｏｄａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准的

瓣膜置换术后口服抗凝药物［１］。在临床应用中，华法林治疗适

应证较窄，个体用药差异较大，近年的研究认为，基因多态性是

决定药效的个体差异的主要原因［２４］。国内外研究表明，γ谷

氨酰羧化酶（ｇａｍｍａｇｌｕｔａｍｙｌｃａｒｂｏｘｙｌａｔｉｏｎ，ＧＧＣＸ）基因多态

性与华法林剂量个体差异密切相关［５６］，目前中国汉族人群的

相关研究较少，为了解 ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因型及等位基因

在中国汉族人群中的分布情况及其基因多态性对华法林抗凝

的影响。本研究应用Ｓｎａｐｓｈｏｔ技术对中国汉族人群的ＧＧＣＸ

（ｒｓ６７３８６４５）基因多态性情况进行分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究选取２２８例中国汉族人群作为研究对

象，在取得知情同意书后抽血提取ＤＮＡ，Ｓｎａｐｓｈｏｔ法检测基因

多态性。其中５２例为健康体检者；１７６例为瓣膜置换术患者，

为２０１０年１月至２０１２年３月在昆明医科大学第一附属医院

心血管外科行瓣膜置换术后服用华法林抗凝治疗患者，其中男

８２例，女９４例，年龄（４４．４４±１２．３３）岁，体质量（５９．１９±

１１．０３）ｋｇ，身高（１．６４±０．７１）ｃｍ。抗凝强度预设国际标准化

比值（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｒａｔｉｏ，ＩＮＲ）为１．５～２．５，随访

３～２４个月；瓣膜置换术患者术后均服用华法林抗凝超过２个

月，两次复查凝血检查ＩＮＲ达到抗凝预设标准，无需调整剂

量，视为达到抗凝稳定状态。记录华法林日维持剂量，凝血酶

原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＰＴ）、ＩＮＲ等指标，入选患者肝、肾

功能指标无异常，且未服用影响华法林疗效指标药物。

１．２　方法

１．２．１　样本采集与ＤＮＡ提取　每例患者在华法林达到稳定

剂量时采集静脉血５ｍＬ，置于枸橼酸钠抗凝管中作９∶１抗凝

（标本１．８０ｍＬ，抗凝剂０．２０ｍＬ），２ｍＬ用于测定ＰＴ、ＩＮＲ，剩

余全血３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上层血浆，分装，沉淀细胞

使用基因组试剂盒快速提取基因组ＤＮＡ，－２０℃保存。

１．２．２　基因分型　设计引物扩增包含 ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）位

点片段，引物由上海捷瑞公司合成。Ｔａｑ酶、脱氧核糖核苷三

磷酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）为Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
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图１　　ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因型的Ｓｎａｐｓｈｏｔ峰型序列分析

公司产品，ＰＣＲ仪型号为东胜龙（ＥＤＣ８１０）。多重ＰＣＲ反应

体系含１．００μＬ模板ＤＮＡ，１．５０μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ缓冲液，１．５０

μＬＭｇＣＬ２（２５ｍｍｏｌ），０．３０μＬｄＮＴＰ，０．１５μＬ 引物混合

（２０Ｐ），０．３０μＬＴａｑ聚合酶，补水至１５．００μＬ。扩增条件：９５

℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，６０℃退火１５ｓ，－０．５℃（每循

环降温０．５℃）１１个循环；７２℃延伸３０ｓ，９４℃变性１５ｓ，

５４℃退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，７２℃加长延伸３ｍｉｎ，共２４个

循环，扩增后取３μＬＰＣＲ产物用于ＥｘｏⅠ和Ｓａｐ纯化，主要是

去除反应产物中的引物及ｄＮＴＰ。３７℃保持４５ｍｉｎ，８０℃保

持１５ｍｉｎ，纯化好后进行延伸反应，预先混好延伸引物。延伸

反应体系：ＰＣＲ产物２．００μＬ，ＳｎａｐｓｈｏｔＭｉｘ试剂１．００μＬ，延

伸引物混合２．００μＬ，补水至６．００μＬ，９６℃预变性１ｍｉｎ，

９６℃变性１０ｓ，５２℃退火５ｓ３０个循环。取１．００μＬ延伸产

物，加８．００μＬ上样缓冲液，９５℃变性３ｍｉｎ，立即冰水浴。测

序仪型号为 ＡＢＩ３７３０ＸＬ，研究随机抽取１０％样本进行重复

检验。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据处理，用

χ
２ 检验判断等位基因频率和基因型频率分布是否符合 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡。单因素方差分析基因多态性与稳定状态时华

法林抗凝指标相关性，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　样本基因型的判定　样本的基因型通过Ｓｎａｐｓｈｏｔ技术

测序，各基因型的峰型测序结果，见图１。

２．２　ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）等位基因和基因型分布频率　２２８例

研究对象中ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）位点基因型ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ 分别

为８４例（３６．８４％）、１２２例（５３．５１％）、２２例（９．６５％），Ｔ和 Ｇ

等位基因的频率分别为６３．６０％和３６．４０％；预期基因型ＴＴ、

ＧＴ和ＧＧ分别有９２例（４０．３５％）、１０６例（４６．４９％）、３０例

（１３．１６％），经χ
２ 检验分析，所选随机人群 ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）

等位基因频率和基因型频率分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡

（χ
２＝０．５９２，犘＝０．５０１）。

表１　　基因多态性与稳定状态华法林抗凝的

　　相关性（狓±狊，狀＝１７６）

基因型 狀 ＩＮＲ ＰＴ 华法林（ｍｇ／ｄ）

ＴＴ ６２ １．８５±０．２７ ２１．２６±２．１６ ３．１３±０．８７

ＧＴ ９６ １．８８±０．２０ ２１．６５±１．７０ ３．２０±０．９５

ＧＧ １８ １．９３±０．２７ ２１．９７±２．３０ １．８５±０．７３

犉 ０．４２０ ０．６１１ ８．８０５

犘 ０．６５８ ０．５４５ ０．０００

２．３　ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因多态性对华法林抗凝的影响　

１７６瓣膜置换术患者，基因型 ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ分别为６２例，９６

例，１８例，当达到稳定抗凝状态时，ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因型３

组ＩＮＲ、ＰＴ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；华法林日维

持剂量ＧＧ型低于ＴＴ、ＧＴ型，差异有统计学意义（犘＜０．０１），

见表１。

３　讨　　论

人工机械瓣膜置换术后患者需要终身服用华法林抗凝治

疗，但华法林治疗适应证较窄，个体用药差异大，容易导致出

血、栓塞等严重并发症。近年来，国内外研究表明，基因多态性

与华法林剂量有重要相关性［７１０］。ＧＧＣＸ是维生素 Ｋ循环中

的关键酶，其作用是将无活性的维生素Ｋ依赖性凝血因子Ⅱ、

Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ的前体羧化后成为有活性的凝血因子，近年的研究表

明，ＧＧＣＸ是影响抗凝药华法林剂量个体差异的遗传因素之

一［１１１２］，其中研究较多的是 Ｇ３２６１Ａ（ｒｓ１２７１４１４５）位点多态性

与华法林剂量个体差异的相关性，但对于 ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）

位点多态性的研究，国内少有相关报道。

本研究中，采用了Ｓｎａｐｓｈｏｔ技术，对中国汉族人群ＧＧＣＸ

（ｒｓ６７３８６４５）基因多态性进行分析。研究结果显示，２２８例中国

汉族人群ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）位点的基因型ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ分别

为８４例（３６．８４％）、１２２例（５３．５１％）、２２例（９．６５％），Ｔ和 Ｇ

等位基因的频率分别为６３．６０％和３６．４０％；预期基因型ＴＴ、

ＧＴ和ＧＧ分别为９２例（４０．３５％）、１０６例（４６．４９％）、３０例

（１３．１６％），经χ
２ 检验分析，所选人群 ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）等位

基因频率和基因型频率分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（χ
２＝

０．５９２，犘＝０．５０１）。其中少数等位基因Ｇ的频率为３６．４０％。

台湾人群研究显示，少数等位基因频率为３９．２５％
［１３］；Ｗａｄｅｌｉ

ｕｓ等
［１４］对欧洲人群研究显示，少数等位基因频率为３０％，与

本研究结果基本一致。本研究对１７６例瓣膜置换术后华法林

抗凝治疗的患者进行基因多态性测序，１７６瓣膜置换术患者，

基因型ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ分别为６２例，９６例，１８例，当达到稳定抗

凝状态时，ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因型３组ＩＮＲ、ＰＴ比较，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）；华法林日维持剂量比较，ＧＧ型低于

ＴＴ、ＧＴ型，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。台湾人群研究显

示，华法林日维持剂量与基因多态性无显著相关性（犘＝０．

９１４）
［１３］；对欧洲人群研究显示，华法林日维持剂量与 ＧＧＣＸ

（ｒｓ６７３８６４５）基因多态性具有显著相关性（犘＜０．０５）
［６．１４１６］，研

究结果在不同人群间存在差异，可能与不同人种间基因多态性

差异相关。

综上 所 述，本 文 初 步 得 出 中 国 汉 族 人 群 ＧＧＣＸ

（ｒｓ６７３８６４５）基因型及等位基因分布频率，并且证实其基因多

态性与华法林剂量有显著相关性，其基因多态性可能是华法林

剂量个体性差异的影响因素，但本研究样本例数较少，需要进

一步明确ＧＧＣＸ（ｒｓ６７３８６４５）基因多态性与华法林抗凝的相关

情况，尚需今后扩大样本量进行深入研究。
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ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙｉｌｌｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ

ｒｅｖｉｅｗａｎｄｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔｉＣａｒｅ，２０１１，１５（１）：

Ｒ７２．

［１２］陈丽植，陈蕾，蒋小云，等．１１８例儿童急性肾损伤预后因

素的临床分析［Ｊ］．中华肾脏病杂志，２０１０，２６（７）：４９７

５０３．

［１３］ＳｈｅｍａＬ，ＯｒｅＬ，ＧｅｒｏｎＲ，ｅｔａｌ．Ｈｏｓｐｉｔａｌａｃｑｕｉｒｅｄａｃｕｔｅ

ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｉｓｒａｅｌ［Ｊ］．ＩｓｒａｅｌＭｅｄＡｓｓｏｃＪ，２００９，１１

（５）：２６９２７４．

［１４］ＧｏｎｇＷＫ，ＴａｎＴＨ，ＦｏｏｎｇＰＰ，ｅｔａｌ．Ｅｉｇｈｔｅｅｎｙｅａｒｓｅｘ

ｐｅｒｉｅｎｃｅｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃａｃｕｔｅｄｉａｌｙｓｉｓ：ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ

ｏｆｏｕｔｃｏｍｅ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＮｅｐｈｒｏｌ，２００１，１６（３）：２１２２１５．

［１５］ＢｒｅｓｏｌｉｎＮ，ＳｉｌｖａＣ，ＨａｌｌｌａｌＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓｆｏｒｃｈｉｌｄｒｅｎ

ｗｉｔｈａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ［Ｊ］．Ｐｅ

ｄｉａｔｒＮｅｐｈｒｏｌ，２００９，２４（３）：５３７５４４．

（收稿日期：２０１３０９２３　修回日期：２０１３１２２７）
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