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  摘 要:目的 研究福州地区汉族人群CYP2C19基因多态性分布及其与氯吡格雷代谢相关性,并比较不

同方法在CYP2C19基因检测方面的差异。方法 2021年3-7月于福建省立医院采集324例福州地区汉族人

群的静脉抗凝血,提取基因组DNA,采用实时荧光定量PCR法与荧光PCR毛细管电泳法分别进行CYP2C19
基因多态性检测,比较同一标本两种方法检测的等位基因及基因型结果。选取100例研究对象的CYP2C19基

因分型检测结果对两种方法的一致性进行验证,两种方法间结果的一致性采用Kappa检验。计算福州地区汉

族人群CYP2C19基因的等位基因频率与基因型频率。结果 采用实时荧光定量PCR法与荧光PCR毛细管

电泳法分别检测100例福州地区汉族人群的CYP2C19基因多态性,两种方法一致性为100%(Kappa=1.000,

P<0.05)。在324例福州地区汉族人群中共检出CYP2C19*1、CYP2C19*2、CYP2C19*3、CYP2C19*17
 

4
种等位基因,等位基因频率分别为58.18%、37.65%、3.24%和0.93%;共检出CYP2C19*1/*1、CYP2C19*
1/*2、CYP2C19*1/*3、CYP2C19*1/*17、CYP2C19*2/*2、CYP2C19*2/*3、CYP2C19*2/*17、

CYP2C19*3/*17
 

8种 基 因 型,基 因 型 频 率 分 别 为34.26%、43.52%、3.09%、1.23%、14.20%、3.09%、

0.31%、0.31%,未发现CYP2C19*3/*3和*17/*17纯合子基因型。根据CYP2C19基因型分布将福州地

区汉族人群氯吡格雷代谢类型分为强代谢型、中间代谢型和弱代谢型,其比例分别为34.26%、47.84%和

17.90%。结论 实时荧光定量PCR法与荧光PCR毛细管电泳法在CYP2C19基因多态性检测中具有良好一

致性,可应用于人群 CYP2C19基因多态性检测;福州地区汉族 人 群 中 CYP2C19*1等 位 基 因 频 率 最 高,

CYP2C19*17等位基因频率最低,含有CYP2C19*2等位基因的基因型是构成福州地区汉族人群氯吡格雷弱

代谢型的主要类型,福州地区汉族人群中氯吡格雷中间代谢型比例最高,对临床使用抗凝药物氯吡格雷进行抗

血栓治疗具有指导意义。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

correlation
 

between
 

CYP2C19
 

gene
 

distribution
 

polymorphism
 

and
 

clo-
pidogrel

 

metabolism
 

in
 

Fuzhou
 

Han
 

population,and
 

to
 

discuss
 

the
 

consistency
 

of
 

CYP2C19
 

genotypes
 

detected
 

by
 

using
 

two
 

PCR-based
 

approaches.Methods From
 

March
 

to
 

July
 

2021,324
 

cases
 

of
 

intravenous
 

anticoagu-
lant

 

blood
 

samples
 

from
 

Fuzhou
 

Han
 

population
 

were
 

collected
 

in
 

Fujian
 

Provincial
 

Hospital,and
 

genomic
 

DNA
 

was
 

extracted.The
 

polymorphism
 

of
 

CYP2C19
 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

fluorescence
 

PCR
 

capillary
 

electrophoresis
 

respectively,the
 

alleles
 

and
 

genotypes
 

of
 

the
 

same
 

sample
 

detected
 

by
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

compared.CYP2C19
 

genotyping
 

results
 

of
 

100
 

subjects
 

were
 

selected
 

to
 

verify
 

the
 

consistency
 

of
 

the
 

two
 

methods,
 

and
 

Kappa
 

test
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

consistency
 

of
 

results
 

be-
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tween
 

the
 

two
 

methods.
 

Allele
 

frequency
 

and
 

genotype
 

frequency
 

of
 

CYP2C19
 

gene
 

in
 

Fuzhou
 

Han
 

population
 

were
 

calculated.Results Real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

fluorescence
 

PCR
 

capillary
 

electropho-
resis

 

were
 

used
 

to
 

detect
 

CYP2C19
 

gene
 

polymorphism
 

in
 

100
 

cases
 

of
 

Han
 

population
 

in
 

Fuzhou
 

area.The
 

consistency
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

100%
 

(Kappa=1.000,P<0.05).Four
 

alleles
 

including
 

CYP2C19*1,

CYP2C19*2,CYP2C19*3
 

and
 

CYP2C19*17
 

were
 

detected
 

in
 

324
 

cases
 

of
 

Han
 

population
 

in
 

Fuzhou,with
 

allele
 

frequencies
 

of
 

58.18%,37.65%,3.24%
 

and
 

0.93%
  

respectively.A
 

total
 

of
 

8
 

genotypes
 

were
 

detected
 

including
 

CYP2C19*1/*1,CYP2C19*1/*2,CYP2C19*1/*3,CYP2C19*1/*17,CYP2C19*2/*2,

CYP2C19*2/*3,CYP2C19*2/*17
 

and
 

CYP2C19*3/*17,genotype
 

frequencies
 

were
 

34.26%,43.52%,

3.09%,1.23%,14.20%,3.09%,0.31%,0.31%
 

respectively.CYP2C19*3/*3
 

and
 

*17/*17
 

were
 

not
 

de-
tected.According

 

to
 

CYP2C19
 

genotype
 

distribution,clopidogrel
 

metabolism
 

in
 

Fuzhou
 

Han
 

population
 

was
 

divided
 

into
 

strong
 

metabolic
 

type,intermediate
 

metabolic
 

type
 

and
 

weak
 

metabolic
 

type,with
 

the
 

proportion
 

of
 

34.26%,47.84%
 

and
 

17.90%
 

respectively.Conclusion Fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

fluorescence
 

PCR
 

capillary
 

electrophoresis
 

CYP2C19
 

gene
 

detection
 

have
 

good
 

consistency
 

and
 

could
 

be
 

effectively
 

applied
 

in
 

laboratory
 

examination.The
 

frequency
 

of
 

CYP2C19*1
 

allele
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

fuzhou
 

Han
 

population,and
 

the
 

frequency
 

of
 

CYP2C19*17
 

allele
 

was
 

the
 

lowest.The
 

genotype
 

containing
 

CYP2C19*2
 

allele
 

was
 

the
 

main
 

type
 

of
 

clopidogrel
 

weak
 

metabolic
 

type
 

in
 

Fuzhou
 

Han
 

population,and
 

the
 

proportion
 

of
 

clopidogrel
 

in-
termediate

 

metabolic
 

type
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

Fuzhou
 

Han
 

population.It
 

has
 

guiding
 

significance
 

for
 

clinical
 

antithrombotic
 

therapy
 

with
 

clopidogrel.
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  细胞色素P450(CYP450)是一类在450
 

nm处有

特异性吸收峰的亚铁血红素蛋白家族成员,是一组参

与生 物 转 化 与 代 谢 的 重 要 同 工 酶。CYP2C 是

CYP450的主要成分之一,约占总量的20%,其中

CYP2C19参与体内多种药物代谢,包括氯吡格雷等

抗凝药物、三环类抗抑郁药物、抗癫痫药物、降糖药物

及一些抗精神病药物等[1]。有研究报道,CYP2C19
基因多态性对相关药物的用量与疗效具有重要影响,
患者的药物代谢率与有效剂量表现出明显的个体差

异[2],因此开展CYP2C19基因多态性检测对指导临

床用药具有重要的参考意义。本研究拟采用实时荧

光定量PCR法与荧光PCR毛细管电泳法分别对福州

地区汉族人群的CYP2C19基因多态性进行检测,对
两种方法检测结果的一致性进行检验,并通过计算

CYP2C19基因的等位基因、基因型及药物代谢类型的

频率,探讨福州地区汉族人群CYP2C19基因多态性分

布及其与氯吡格雷代谢类型的相关性,为临床上开展

CYP2C19基因快速检测与氯吡格雷用药提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年3-7月在福建省立医

院进行CYP2C19基因检测的324例福州地区汉族人

群为研究对象。所有研究对象3代内均为长期居住

在福州地区的汉族人群,自愿参与本研究,并签署知

情同意书。

1.2 仪器与试剂 基因组DNA提取采用全血基因

组核酸提取试剂盒(离心柱法,武汉友芝友医疗科技

股份有限公司)。采用NanoDrop1000型超微量紫外

分光光度计(美国Thermo公司)对DNA提取液的浓

度和纯度进行检测。实时荧光定量PCR法检测采用

人类CYP2C19基因检测试剂盒(武汉友芝友医疗科

技股份有限公司)和SLAN-96R型荧光定量PCR扩

增仪(上海宏石医疗科技有限公司);荧光PCR毛细

管电泳法检测采用CYP2C19基因检测试剂盒(北京

阅微基因技术股份有限公司)、Veriti
 

PCR扩增仪(美
国AB公司)及3130型基因分析仪(美国AB公司)。

1.3 方法

1.3.1 标本采集及资料收集 抽取所有研究对象静

脉全血2
 

mL,乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)抗凝,-
20

 

℃保存。所有研究对象均询问家族史和民族、
籍贯。

1.3.2 基因组DNA提取 取200
 

μL抗凝全血,严
格按照试剂盒说明书进行操作,获得全 血 基 因 组

DNA提取液100
 

μL,-20
 

℃保存。采用紫外分光光

度计测得DNA提取液浓度均大于10
 

ng/μL,吸光度

(A)260/280 为1.8~2.0。取抗凝全血1
 

μL,采用荧光

PCR毛细管电泳法免提取直接扩增。

1.3.3 实时荧光定量PCR法检测 根据所检测的

CYP2C19基因分别配制3个PCR反应体系:在3个

PCR反应管中分别加入CYP2C19*2、CYP2C19*3、

CYP2C19*17反应液各23
 

μL,每管分别加入模版

DNA
 

2
 

μL,每管PCR反应总体系为25
 

μL。PCR扩

增程序如下:(1)UNG处理37
 

℃,10
 

min。(2)变性

95
 

℃,5
 

min。(3)扩增95
 

℃,15
 

s;62
 

℃,60
 

s;40个

循环,在 62
 

℃ 时 读 取 荧 光 信 号。CYP2C19*2、
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CYP2C19*3、CYP2C19*17
 

3个等位基因的“野生

型”和“突变型”引物均使用FAM和VIC荧光探针分

别进行标记,以ROX荧光探针标记内标基因进行质

量控制。每个反应管分别根据检测出的荧光探针信

号的Ct值判定检测结果是否为“纯合野生”“杂合突

变”及“纯合突变”等情况,以确定CYP2C19基因的等

位基因 和 基 因 型。结 果 判 断 标 准:CYP2C19*2、

CYP2C19*3、CYP2C19*17
 

3个反应管中仅“野生

型”探针阳性表示该基因没有发生突变,为纯合野生;
而仅“突变型”探针阳性则表示该基因发生了纯合突

变;当“野生型”和“突变型”探针同时阳性表示该基因突

变类型为杂合突变。CYP2C19*1为编码正常酶活性

的基因,当未检出纯合突变型等位基因或未同时检出两

个杂合突变型等位基因时可标记为CYP2C19*1。

1.3.4 荧光PCR毛细管电泳法检测 荧光PCR毛

细管 电 泳 法 通 过 FAM 荧 光 标 记 CYP2C19*2、

CYP2C19*3和CYP2C19*17等位基因的“野生型”
及“突变型”引物。根据检测体系说明书构建20.0

 

μL
复合扩增反应体系,具体配制如下:PCR反应液10.0

 

μL,引物混合液2.0
 

μL,模板DNA或全血1.0
 

μL,酶
混合液0.5

 

μL,无核酸酶纯水补足至20
 

μL。毛细管

电泳法PCR扩增程序如下:(1)消化50
 

℃,10
 

min。
(2)变性95

 

℃,5
 

min。(3)扩增94
 

℃,30
 

s;58
 

℃,30
 

s;72
 

℃,30
 

s;30个循环。(4)延伸72
 

℃,5
 

min。(5)

低温保存4
 

℃。制备10.0
 

μL毛细管电泳样品(包括

8.5
 

μL 去 离 子 甲 酰 胺 HiDi、0.5
 

μL 分 子 内 标

ROX500和1.0
 

μL
 

PCR产物),并按照相应条件进行

毛细管电泳检测,通过Data
 

collection
 

V3.0软件收集

荧 光 信 号,在 GeneMapper
 

V3.2 软 件 上 分 析

CYP2C19基因等位基因和基因型。结果判断标准:
根据扩增产物的DNA片段长度及电泳迁移率不同,

CYP2C19*3、CYP2C19*17和CYP2C19*2等位基

因片段在电泳分型图谱上按从小到大排列,通过分析

软件对照DNA片段峰形标准图谱将“野生型”峰形标

记为“WT”,“突变型”峰形则用相应等位基因名称标

记,其 中 CYP2C19*3 等 位 基 因 片 段 长 度 最 小,

CYP2C19*2等位基因片段长度最大。CYP2C19*1
等位基因的判断方法与实时荧光定量PCR法一致。

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理及统计分析。计数资料以例数或百分率表示,
两种方法一致性比较采用Kappa检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。

 

2 结  果

2.1 两种方法一致性分析 选取100例研究对象的

CYP2C19基因分型检测结果对两种方法的一致性进

行验证,两种方法的基因分型结果一致性为100%
(Kappa=1.000,P<0.05)。两种方法的基因分型结

果见表1。

表1  两种方法基因分型结果(n=100,n)

荧光PCR毛细管

电泳法基因分型

实时荧光定量PCR法基因分型

*1/*1 *1/*2 *1/*3 *1/*17 *2/*2 *2/*3 *2/*17 *3*17

*1/*1 35 0 0 0 0 0 0 0

*1/*2 0 39 0 0 0 0 0 0

*1/*3 0 0 3 0 0 0 0 0

*1/*17 0 0 0 2 0 0 0 0

*2/*2 0 0 0 0 15 0 0 0

*2/*3 0 0 0 0 0 4 0 0

*2/*17 0 0 0 0 0 0 1 0

*3/*17 0 0 0 0 0 0 0 1

2.2 福州地区汉族人群CYP2C19基因多态性分析

及氯吡格雷代谢类型 324例福州地区汉族人群中共

检出 CYP2C19*1、CYP2C19*2、CYP2C19*3和

CYP2C19*17
 

4种CYP2C19基因的等位基因,等位

基因频率分别为58.18%(377例)、37.65%(244例)、
3.24%(21例)、0.93%(6例);共检出CYP2C19*1/
*1、CYP2C19*1/*2、CYP2C19*1/*3、CYP2C19
*1/*17、CYP2C19*2/*2、CYP2C19*2/*3、
CYP2C19*2/*17 和 CYP2C19*3/*17

 

8 种

CYP2C19基因的基因型,基因型频率分别为34.26%
(111例)、43.52%(141例)、3.09%(10例)、1.23%(4

例)、14.20%(46例)、3.09%(10例)、0.31%(1例)、
0.31%(1例),未发现CYP2C19*3/*3和*17/*
17纯合子基因型。根据CYP2C19基因型分布将福

州地区汉族人群氯吡格雷代谢类型分为强代谢型、中
间代 谢 型 和 弱 代 谢 型,其 比 例 分 别 为 34.26%、
47.84%和17.90%。含有CYP2C19*2等位基因的

基因型是构成福州地区汉族人群氯吡格雷弱代谢型

的主要类型。
2.3 CYP2C19基因分型结果验证 采用荧光PCR
毛细管电泳法对所获得的8种CYP2C19基因型进行

复核验证,其基因分型的电泳图谱见图1。
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  注:A为基因型CYP2C19*1/*1;B为基因型CYP2C19*1/*2;C为基因型CYP2C19*1/*3;
 

D为基因型CYP2C19*1/*17;E为基因型

CYP2C19*2/*2;F为基因型CYP2C19*2/*3;G为基因型CYP2C19*2/*17;H为基因型CYP2C19*3/*17;横坐标中标记CYP2C19_2/_3/
_17分别代表突变型*2/*3/*17;WT代表野生型基因片段;纵坐标数值代表相对荧光单位(RFU)。

图1  荧光PCR毛细管电泳法基因分型电泳图谱

3 讨  论

  CYP2C19在体内生物转化与药物代谢中具有重

要作用,参与多种药物代谢。有研究报道,氯吡格雷

等药 物 的 代 谢 速 率 与 有 效 药 量 的 个 体 差 异 和

CYP2C19的基因多态性有关,CYP2C19基因多态性

是影响临床上冠心病药物治疗及经皮冠状动脉介入

手术后出现不良反应的重要原因[3-4]。CYP2C19基

因座位于染色体10q24.2上,由9个外显子构成,
CYP2C19基因野生型为CYP2C19*1/*1。在亚洲

人群 中 CYP2C19 基 因 的 SNP 位 点 常 见 突 变 有

CYP2C19*2、CYP2C19*3和CYP2C19*17[5],国
内学者对不同地区、不同种族群体的CYP2C19基因

多 态 性 进 行 了 大 量 研 究,表 明 在 中 国 人 群 中

CYP2C19基 因 多 态 性 存 在 地 域 和 种 族 之 间 的 差

异[6]。本研究发现福州地区汉族人群中CYP2C19*
1/*1、CYP2C19*1/*2、CYP2C19*1/*3、
CYP2C19*1/*17、CYP2C19*2/*2、CYP2C19*
2/*3、CYP2C19*2/*17和CYP2C19*3/*17

 

8种

基 因 型 频 率 分 别 为 34.26%、43.52%、3.09%、
1.23%、14.20%、3.09%、0.31% 和 0.31%,根 据

CYP2C19基因型与氯吡格雷代谢类型的对应关系,
可以将福州地区汉族人群的氯吡格雷代谢类型分为

强代谢型、中间代谢型与弱代谢型,其比例分别为

34.26%、47.84%、17.90%,表明福州地区汉族人群

以氯吡格雷中间代谢型为主,其弱代谢型比例与国内

报道的广东、江浙及云南等其他地区人 群 无 明 显

差异[7-10]。
目前CYP2C19基因检测的金标准是DNA测序

法,能够准确反映CYP2C19基因各等位基因的突变

情况,但由于测序法对仪器与实验环境要求较高、成
本较高,多数临床实验室难以开展 DNA 测序进行

CYP2C19基因检测,尤其是测序法存在耗时久、操作

复杂等问题,难以满足临床CYP2C19基因快速检测

的需求[8]。国内外也存在微电子DNA阵列法、PCR
熔解曲线法等方法检测CYP2C19基因多态性的报

道[11-14],但上述方法也存在反应步骤烦琐,易发生污
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染等问题。本研究采用实时荧光定量PCR法与荧光

PCR毛细管电泳法两种方法进行CYP2C19基因检

测,以100例福州地区汉族人群为研究对象,比较检

测结果的差异,研究结果表明荧光定量PCR法与荧

光PCR毛细管电泳法在CYP2C19基因多态性检测

方面具有良好一致性,均能够用于临床CYP2C19基

因快速检测,对临床CYP2C19基因检测方法的选择

具有参考价值。荧光PCR毛细管电泳法较实时荧光

定量PCR法具有复合扩增、高通量检测及结果判读

简单直观等优点,尤其采用抗凝全血标本免提取直接

PCR扩增的方式,减少了提取及纯化基因组DNA的

环节,大大缩短了检测时间及避免了提取过程中的标

本间交叉污染,不仅可以满足临床检测需要,而且更

适合大规模的基因筛查。
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