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［摘要］目的 研究云南汉族人群维生素 K环氧化物还原酶复合体亚单位 1基因 VKORC1 1173C/T多态性分

布及与其他群体间的差异，并探讨其与华法林抗凝维持剂量的分子遗传关系．方法 采集 300名心脏机械瓣膜置

换术后服用华法林抗凝已达稳定剂量、凝血酶原时间国际标准化比值在目的范围（1.5～3.0）病人的外周血，采

用聚合酶链式反应 -限制性片段长度多态性（PCR-RFLP）分析技术，检测 VKORC1 1173C/T基因位点的基因型

和等位基因频率，探讨华法林抗凝维持剂量与该基因多态性的关系．结果 在所有的样本中，VKORC1 1173C/T

基因共检出 C（10%）和 T（90%） 2种等位基因，纯合子 TT（80%）和杂合子 CT（20%）两种基因型，云南汉

族人群中 VKORC1 1173C/T基因多态性分布在性别和年龄上无差异； CT基因型病人所需华法林维持剂量最高

（3.62±1.35） mg/d，其次是 TT基因型病人（3.12±1.17） mg/d．结论 与其他群体相比，云南汉族人群 VKORC1

1173C/T基因位点具有自己的遗传多态性，其基因型在华法林抗凝治疗中具有非常重要的意义.
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［Abstract］ Objective To investigate the polymorphism distribution and characteristics of VKORC1

1173C/T， as well as the relationship between the polymorphism and warfarin dose requirments in Han population in

Yunnan．Methods Blood samples were collected from 300 patients with stable warfarin dose requirements，

PCR-RFLP techniques were used to detect genes and genotypes of VKORC1 1173C/T，and international normalized

ratio（INR） of the prothrombin time within the target range （1.5-3.0），polymorphisms for VKORC1 1173C/T

were also analyzed．Results We obtained two alleles of C and T，with the frequencies of 10% and 90%，

respectively．The genotypes showed that 80% patients were homozygous TT；and 20% were heterozygous CT. No

differences were found between age and gender．Patients with CT genotypes required higher warfarin dose（3.62±
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1.35 mg/day） than those with TT （3.12±1.17 mg/day；CT:TT ＝0.007）．Conclusion VKORC1 1173C/T

gene distribution in Yunnan Han is different from those in other populations，and some suggestions are given for

individual use of warfarin in Yunan Han population.
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华法林是双香豆素类衍生物抗凝剂，由于其价

格低廉、效果明显，因而广泛应用于深静脉血栓、

动脉硬化和心瓣膜置换等病人的抗凝治疗中．但因
为华法林的治疗窗很窄，治疗剂量很接近耐受剂

量，投施不当极易导致出血或血栓等严重并发症的

发生．近年来，遗传因素对华法林抗凝维持剂量个

体差异的影响愈来愈受重视，较早的是针对细胞色

素 P450 （CYP） 2C9 代谢酶基因单核甘酸多态性

与华法林代谢关系的研究报道[1]，结果表明，该基

因的两个 SNP CYP2C9*2和 CYP2C9*3与华法林抗

凝维持剂量关系密切．

另有其他研究也发现[2，3]，携带此两种基因的个

体所需华法林剂量相对较低，并且出现出血并发症

的可能性更大．最近，编码华法林靶蛋白的维生素

K环氧化物酶复合体亚单位 1（VKORC1）基因被

成功分离 [4]，并对其与华法林代谢的关系加以研

究 ． 结 果 发 现 ， VKORC1 基 因 的 VKORC1

-1639A/G、3730A/G 和 VKORC1 -1173C/T 位点对

华法林抗凝剂量的影响比 CYP2C9更为重要[5]．国

外已有诸多有针对性的研究，本课题组已对云南汉

族人群中 VKORC1 -1639G/A和 3730A/G与华法林

抗凝维持剂量关系进行了研究并得到了客观结果，

国内也有学者[6]对中国人群 VKORC1 -1639G/A 和

VKORC1 1173C/T SNP与华法林剂量关系进行了研

究，但是针对云南汉族群体 VKORC1 1173C/T SNP

的报道并不多见．而且，云南境内居住着汉族以及

25个少数民族，其中佤族、布朗族、拉祜族等 15

个群体为云南省特有少数民族，他们大杂居、小聚

居的居住特点导致了与汉族之间基因交流较为普

遍，本课题组在对云南汉族群体 VKORC1

-1639G/A和 3730A/G SNP与华法林剂量关系研究

的基础上，采用聚合酶链式反应 -限制性片段长

度多态性（PCR-RFLP）分析技术，检测 VKORC1
1173C/T基因位点的基因型和等位基因频率，分析

华法林抗凝维持剂量与 VKORC1 1173C/T位点基因

多态性的关系，以期为临床华法林治疗的个体化用

药提供依据．

1 材料与方法

1.1 研究对象

按照准入标准选择 2008年 8月至 2009年８

月 2 a来昆明医科大学附属延安医院行心脏机械瓣

膜置换术的病人 300 例，其中男 138 例，女 162

例．

1.1.1 样本入选标准（1）经患者同意并签定知情

同意书；（2）年龄≥18岁；（3）回顾性病例中，

患者己获得稳定剂量超过 1个月；（4）目的凝血

酶原国际标注化比值（INR） 1.5～3.0．

华法林稳定剂量是指在服用相同剂量下，患者

连续 2次 INR值在 1.5～3.0之间，两次相隔时间

至少 7 d以上．

1.1.2 样本排除标准 （1） 既往或现在有肝脏疾

患，或血清转氨酶大于正常 1.5倍；（2）肾功能

受损，血清肌酐 >120 滋moL/L；（3）前瞻性病例

中，3个月内服用过华法林者；（4）正在使用影

响华法林代谢的药物； （5） 基础 INR 值 >1.4；
（6）不适合华法林治疗者．

1.2 研究方法

1.2.1 引物的设计与合成 从 PubMed上查找到目

的基因序列，用 Primer Premier 5.0软件设计引物和

相关参数，利用 Vector NTI Suite 6软件与设计的引

物进行比对，确定引物序列，由赛百盛基因技术有

限公司合成．上游引物序列为 5'- GGTCTAAGAT-

GAAAAGGAGGG-3'，下游引物序列为 5'- GCT-

GTTGGATTGATTGAGGAT-3'．

1.2.2 PCR扩增 反应体系 20 滋L，10×PCR 缓

冲液 2.0 滋L， dNTP（2 mmol/L） 2.0 滋L，基因组

DNA0.2 滋g，上下游引物各 0.5 滋L，Taq聚合酶（5

U/滋L） 0.2 滋L，余下容积用 pH8.2的双蒸水补齐．

反应条件：97 ℃预变性 5 min，80 ℃5 min，自

94℃ 1 min， 56℃ 1 min， 72 ℃ 30 s，到 72 ℃ 10

min，共 35个循环．

1.2.3 RFLP分析 用限制性内切酶 HinfⅠ消化

VKORC1 基因 1173C/T PCR 扩增产物：取 8.5 滋L

PCR产物，10×Buffer 1.0 滋L，内切酶 0.5 滋L，反

应体系 10 滋L，混匀，3 000 r/min离心 20 s，放入

37℃恒温水浴箱 24 h进行酶切，采用 8%的垂直

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及硝酸银染色观察结

果．

1.2.4 DNA序列分析 取 VKORC1基因 1173C/T

位点的 PCR产物和酶切产物进行 DNA序列分析，



表 2 不同人群之间 VKORC1 1173C/T基因多态性分布（%）

Tab. 2 VKORC1 1173C/T genotype distribution of different populations（%）

江苏汉族 0.6 12.9 86.5 7.0 93.0

高加索人 37** 46.9** 16.3** 60.2** 39.8**

意大利人 29** 44.7** 26.4** 50.7** 49.3**

美国白人 37** 50.7** 12.7** 62.2** 37.8**

日本人 1.3 13.8* 85.0 8.1 91.9

印度人 70** 30.0* 0.0** 85.0** 15.0**

印度尼西亚人 0.0 39.5* 60.5** 19.8* 80.2*

菲律宾人 2.1 29.9* 68.0* 17.1* 82.9*

泰国人 1.9 37.1* 61.0* 20.4* 79.6*

越南人 2.0 26.0* 72.0* 15.0* 85.0*

云南汉族 0.0 20.0 80.0 10.0 90.0

CC CT TT T
人 群

基因型频率（%）

C

等位基因频率（%）

与云南汉族群比较，* ＜0.05，** ＜0.01.
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以检测获得的 PCR 产物和酶切产物是不是目的

DNA片段．测序结果与从基因 Bank上查找的目的

片段进行对比，检测到 PCR扩增的产物和酶切产

物均为目的片段．

1.3 统计学处理

全部资料采用 SPSS和 Arlequin软件进行统计

处理，计算目的基因的基因型和等位基因频率，

进行 Hardy-Weinberg定律的遗传平衡吻合度检验，

群体间比较采用方差分析， ＜0.05为差异有统计

学意义．

2 结果

2.1 基因型检测

所有样本共检出两种等位基因：等位基因 C

（10%）和等位基因 T（90%）；两种基因型：纯合

子 TT 240例（80%） 和杂合子 CT 60 例（20%），

未检测到 CC基因型．

2.2 基因多态性及男女情况分析

所检测 300 例样本中，男 138 例 （46.0%），

其中 CT 基因型 41 例 （13.7%）， TT 97 例

（32.3%）；C等位基因频率为 6.8%，T为 39.2%．

女性 162 例 （54.0%），其中 CT 基因型 55 例

（18.3%），TT基因型 107（35.7）；C等位基因频率

为 9.2%，T为 44.8%．经检验，云南地区汉族人群

VKORC11173 基因型频率与期望值差异无统计学

意义（ ＝0.387），表明其符合 Hardy-Weinberg平

衡分布，基因频率分布已达遗传平衡，具有群体代

表性．男女之间基因多态性分布经检验，差异无统

计学意义（ ＝0.470）．TT基因型个体所需华法林

维持剂量较低（3.12±1.17） mg/d，CT基因型所需

华法林维持剂量较高（3.62±1.35） mg/d，见表 1.

2.3 不同民族、国家或地区间基因多态性分布情

况比较

VKORC1 1173C/T基因型与华法林维持剂量的

关系，见图 1.

本实验结果与高加索人、意大利人等国外 8个

人群[7-12]基因多态性分布进行比较，见表 2.

表 1 VKORC1 1173C/T基因型频率分布、所需华法林剂量及比较（x±s）
Tab.1 Comparison of wafarin requiement and VKORC1 1173C/T genotype distribution（x±s）
组 别 n CT TT

每日剂量（mg,M±SD） 3.62±1.35* 3.12±1.17

年龄（岁,M±SD） 44.12±12.22 45.23±13.55

INR（M±SD） 1.86±0.89 1.94±0.65

性别［n（％）］
男 138 41（13.7） 97（32.3）

女 162 55（18.3） 107（35.7）

与 TT组每日剂量（mg,M±SD）比较，* ＜0.05.



图 1 VKORC1 1173C/T基因型与华法林维持剂量的关系

Fig. 1 Relationship between VKORC1 1173C/T

genotypes and warfarin dose requirment

3 讨论

近年来，随着药物基因组学的研究进展和华

法林药理作用分子机制的逐步阐明，遗传因素在

华法林用量个体差异中的作用越来越受到重视．

美国 FDA建议，对接受华法林治疗的个体在服药

前进行基因型检测，以估计其用量[13]．近来，已

有研究表明，VKORC1基因在华法林的代谢中起

着重要作用[9]，比较常见的是 VKORC1基因启动子

区域 SNP （-1639G >A），该位置碱基由野生型 G

变异为突变型 A，编码蛋白质的氨基酸发生了变

化，导致相应酶活性改变，进而影响了华法林的
代谢．因此，VKORC1 -1639G/A基因多态性导致

了华法林维持剂量的个体差异．最近有研究还发

现[7]，VKORC1 -1639G/A多态性在华法林代谢中可

以解释导致华法林维持剂量个体差异基因因素的

49.4%．本课题组以往的研究也发现，云南汉族人

群中 VKORC1 -1639G/A基因型以突变纯合子 AA

型最为常见（68%），其次为 AG型（29%）和 GG

型（3%）．而且在云南汉族人群中，AA基因型个

体与 AG、GG 相比所需华法林抗凝维持剂量

（mg/d）最小，GG基因型个体所需维持剂量最大，

二者相比有统计学意义（ ＜0.05）．有学者通过

研究[14]发现，VKORC1-1639A/G中，G碱基可使该

基因启动子活性增加近 50%，从而使得 VKORC1

mRNA 表达增加，VKORC1 蛋白因而相应增加，

引起 VKORC1 活性增高， 生成了更多的凝血因

子，这就需要更大剂量的华法林来抵抗凝血作用，

由于 VKORC1蛋白是华法林作用靶点，所以，基
因型为 AA的个体对华法林敏感，而基因型为 AG

和 GG的个体对华法林相对抵抗．

与 VKORC1-1639A/G 基因相比， VKORC1

1173C/T 是另一个对华法林代谢有较重要影响的

SNP，位于 VKORC1基因 3'端非编码区域，在第

1173碱基位置上发生了碱基 C和 T的互换，编码

蛋白质的氨基酸发生了改变，导致相应酶活性改

变，进而影响了华法林的代谢．本课题研究发现，

在云南汉族群体中，VKORC1 1173C/T SNP共检出

C和 T 2种等位基因，纯合子 TT和杂合子 CT两种

基因型， 基因多态性分布在性别和年龄上无差

异．本研究的云南汉族群体与其他群体比较发现，

云南汉族 VKORC1 1173C/T CC、CT 和 TT基因型

分布与高加索人、意大利人、美国白人、印度人

差异非常显著，而与日本人及东南亚国家人群如

印度尼西亚人、菲律宾人、泰国人和越南人差异

不很明显，与国内江苏汉族相比无差异．但是总

体来说，云南汉族 VKORC1 1173C/T 有自己相对
独特的基因多态性分布．本课题研究还发现，在

云南汉族人群中，CT基因型个体所需华法林抗凝

维持剂量最高，其次是 TT基因型个体，与国外针

对高加索人、意大利人和美国人的研究结果相一

致 [8-11]．根据以上文献报道，在 VKORC1 1173C/T

CC、CT和 TT 3种基因型个体中，CC基因型个体

所需华法林剂量最高，但本次实验未在云南汉族

群体中检测到 CC基因型个体，是否是由于云南地

区少数民族众多、与汉族之间基因交流等所致也

是本课题组目前正在针对国内其他地区汉族群体

及云南少数民族从事的研究工作．

总之，在云南汉族群体中，VKORC1 1173C/T

TT基因型频率最高，其次为 CT，未检测到 CC基

因型．TT基因型个体华法林抗凝维持剂量最小，

其次为 CT基因型个体．目前课题组正在对 VKO-

RC1、GGCX和 CYP2C9等与华法林的剂量关系密

切的基因进行研究，同时对云南特有少数民族人
群相关基因多态性进行检测，以期最终以基因和

非基因因素为依据，制定华法林维持剂量参考量

表，在测定患者基因信息基础上，为华法林的个
体化用药提供可行依据．
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