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一步法人类 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因分型检测在临床中的应用及其意义
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摘　 要:　 目的　 探索一步实时荧光 ＰＣＲ 检测 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因分型的方法ꎮ 　 方法　 采用人类 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因

分型检测试剂盒(ＰＣＲ￣荧光探针法)对全血或人基因组进行一步法实时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬ同时采用焦磷酸测序和试

剂盒进行对比ꎮ 　 结果　 一步法检测结果准确性为 １００％ꎮ 重复性检测显示ꎬ该法对各个基因型 Ｃｔ 值进行变异系

数(ＣＶ 值)的统计学分析ꎬＣＶ 值均小于 ５％ꎬ对已知基因型的浓度的检测范围为 ０.２ ~ １２５ ｎｇꎬ对杂合突变型基因组

ＤＮＡ(１ ｎｇ)和血液样本(十倍稀释)进行 ７ 次检测ꎬ变异系数(ＣＶ 值)均小于 ５％ꎬ对特异性样品、ＥＤＴＡ 抗凝样本、
枸橼酸钠抗凝样本、乳糜血样本、血红素污染样本的基因型都有较好的检测效果ꎮ 　 结论　 一步法检测方法准确

性高ꎬ检测范围宽ꎬ重复性、特异性和灵敏度均能达到人基因组 ＤＮＡ 样本的检测的水平ꎬ满足临床对人 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基

因分型检测的目的ꎮ
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　 　 近年来随着人类基因组学( ｇｅｎｏｍｉｃｓ)的发展ꎬ
药物基因组学(ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ)领域得到了迅猛

发展ꎬ越来越多的药物基因组生物标记物及其检测

方法相继涌现ꎮ 药物基因组学已成为指导临床个体

化用药、评估严重药物不良反应发生风险、指导新药

研发和评价新药的重要工具ꎬ药物反应相关基因及
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其表达产物的分子检测是实施个体化药物治疗( ｉｎ￣
ｄｉｖｉｄｕａｌｉｚｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ)的前提ꎮ 目前美国食品药品

监督管理局 ( ＦＤＡ) 和我国食品药品监督管理局

(ＣＦＤＡ)都已批准了一系列的个体化用药基因诊断

试剂盒ꎮ
氯吡格雷是一种抗血小板药物ꎬ广泛用于急性冠

脉综合征(ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＡＣＳ)、缺血性脑

血栓 ( ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅꎬ ＡＩＳ)、闭塞性脉管炎

(ｔｈｒｏｍｂｏａｎｇｉｔｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓꎬＴＡＯ)和动脉硬化及血栓栓

塞引起的并发症ꎮ 心脏支架手术后的患者需长期服

用氯吡格雷以防止支架内再梗[１￣２]ꎮ 氯吡格雷主要经

ＣＹＰ２Ｃ１９ 代谢活化后发挥抗血小板效应[３￣４]ꎮ ２０１０
年 ３ 月ꎬ美国(ＦＤＡ)宣布氯吡格雷抵抗的“黑框警

告”ꎬ提醒应用氯吡格雷后出现心血管不良事件与

ＣＹＰ２Ｃ１９ 功能缺失的等位基因有关ꎮ ＣＹＰ２Ｃ１９ 遗传

变异可导致酶活性的个体差异ꎬ使人群出现超快代谢

者(ｕｌｔｒａｒａｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｒꎬＵＭ)、快代谢者( ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｒꎬ ＥＭ )、 中 间 代 谢 者 ( ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｒꎬＩＭ)和慢代谢者(ｐｏｏｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｒꎬＰＭ)４
种表型ꎮ ＣＹＰ２Ｃ１９∗２( ｒｓ４ ２４４＿２８５ꎬｃ􀆰 ６８１Ｇ>Ａ)和

ＣＹＰ２Ｃ１９∗３(ｒｓ４＿９８６ ８９３ꎬｃ.６３６Ｇ>Ａ)是中国人群中

存在的 ２ 种导致 ＣＹＰ２Ｃ１９ 酶缺陷的主要等位基因ꎮ
美国 ＦＤＡ 和美国心脏病学会建议ꎬ对于 ＣＹＰ２Ｃ１９ 慢

代谢基因型患者需考虑改变治疗方案[５]ꎮ
用于个体化用药基因检测的方法包括 ＰＣＲ￣直

接测序法、ＰＣＲ￣焦磷酸测序法、荧光定量 ＰＣＲ 法、
ＰＣＲ￣基因芯片法、ＰＣＲ￣电泳分析、ＰＣＲ￣高分辨率熔

解曲线法、等位基因特异性 ＰＣＲ 法、ＰＣＲ￣限制性片

段长度多态性方法、原位杂交( ＩＳＨ)等多种方法ꎮ
其中ꎬ实时荧光 ＰＣＲ 法灵敏度高ꎬ分型准确ꎬ操作简

便快捷ꎬ所用仪器容易普及ꎮ 目前 ＣＦＤＡ 已批准

ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 等多种基因多态性检测的 ＰＣＲ￣
荧光检测试剂盒ꎮ 已获批的试剂盒大多采用全血基

因组核酸提取ꎬ然后进行扩增检测的方法ꎮ 本文采

用一步法实时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬ对全血样本免核酸提

取ꎬ直接进行 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因分型检测ꎬ同时进行了

同类试剂盒的对比验证以及分析性能的验证ꎬ为临

床实现快速便捷的床边检测提供了新的思路和

方法ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 检测对象　 　 ６１ 例未知基因型的临床全血样

本(ＥＤＴＡ 或枸橼酸钠抗凝)ꎬ受试者选择标准:(１)
年龄 １８~７５ 岁ꎻ(２)男女不限ꎻ(３)心脑血管以及外

周动脉疾病患者ꎻ(４)无研究者认为的不宜参加本

试验的其他情况ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 检测方法　 采用人类 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因分型检

测试剂盒(ＰＣＲ￣荧光探针法)[卡尤迪生物科技(北
京)有限公司]ꎬ取 ４９. ８ μＬ ＰＣＲ 反应液分装到

０.２ μＬ ＰＣＲ 管ꎬ然后加入 ０.２ μＬ 待测样本(全血或

人基因组)ꎬ放入实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(Ｍｉｎｉ８ Ｐｌｕｓ)
[卡尤迪生物科技(北京)有限公司]进行检测ꎮ
１.２.２　 对照方法　 　 焦磷酸法测序(中南大学湘雅

医学检验所)及已获 ｃＦＤＡ 批准的人类 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基

因多态性检测试剂盒(武汉友芝友医疗科技股份有限

公司)ꎮ 取临床全血样本(约 ２００ μＬ)进行人基因组

提取ꎬ然后进行浓度测定ꎬ调整核酸浓度至说明书要

求的范围内ꎬ取 ２０ ｎｇ 基因组 ＤＮＡ 进行焦磷酸测序及

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ 全部检测时间约 ４~５ ｈꎮ
１.３　 性能分析

１.３.１　 准确性分析　 对 ５４ 例未知基因型的临床样

品同时进行一步法检测ꎬ以及焦磷酸测序(中南大

学湘雅医学检验所) 和已获 ｃＦＤＡ 批准的人类

ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因多态性检测试剂盒(武汉友芝友医疗

科技股份有限公司)的检测ꎬ对检测结果进行准确

性分析ꎮ
１.３.２　 重复性分析　 对三个已知基因型(分别为野

生型、杂合突变型及纯合突变型)的血液样本ꎬ一例

杂合突变型的基因组 ＤＮＡ 样本分别进行 ５ 次重复

性检测ꎬ对各位点进行 ＣＶ 值的统计分析ꎮ
１.３.３　 检测范围分析 　 对一个杂合突变型的基因

组 ＤＮＡ 进行梯度稀释ꎬ浓度分别为 １２５、２５、５、１、０.２
ｎｇꎬ分别进行检测分析ꎮ
１.３.４　 灵敏度分析　 对杂合突变型基因组 ＤＮＡ(１
ｎｇ)和血液样本(十倍稀释)ꎬ对每个样本进行 ７ 次

检测ꎬ然后进行统计学分析ꎮ
１.３.５　 特异性分析　 对三个已知基因型(分别为野

生型、杂合突变型及纯合突变型)的基因组 ＤＮＡ 样

本进行检测分析ꎮ
１.３.６　 抗干扰性分析 　 对 ４ 个未知基因型的血液

样本ꎬ分别为 ＥＤＴＡ 抗凝样本ꎬ枸橼酸钠抗凝样本ꎬ
乳糜血样本ꎬ血红素污染样本ꎬ进行一步法检测及对

比方法的检测ꎬ对检测结果进行分析ꎮ

０２４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



２　 结　 　 果

准确性分析结果显示ꎬ三种方法的检测结果完

全符合ꎬ包含了 ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ / ∗３ 的三种基因型ꎬ一
步法检测结果准确性为 １００％ꎮ 重复性分析结果见

表 １ꎬＣＶ 值均小于 ５％ꎮ 对已知基因型的不同浓度

的检测范围参考品(∗２ / ∗３ 均为 ＧＡ 基因型)进行

检测后ꎬ从 ０.２~１２５ ｎｇ 每个浓度的样品都能被正确

的检测出来(表 ２)ꎮ 杂合突变型基因组 ＤＮＡ 检测

其 ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ 的 Ｇ / Ａ 基因型的 ＣＶ 值分别为

４􀆰 ０６％ / ４.０４％ꎬＣＹＰ２Ｃ１９∗３ 的 Ｇ / Ａ 基因型的 ＣＶ
值分别为 ０.３３％ / ０.３３％ꎮ 血液样本 ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ 的

Ｇ / Ａ 基 因 型 的 ＣＶ 值 分 别 为 ２. ４６％ / ２. ４８％ꎬ
ＣＹＰ２Ｃ１９∗ ３ 的 Ｇ / Ａ 基 因 型 的 ＣＶ 值 分 别 为

３􀆰 ５６％ / ３.５１％ꎮ ＣＶ 值均小于 ５％ꎮ 对特异性样品

进行检测后ꎬ每个样品的基因型都能被正确的检测

出来ꎮ 对 ＥＤＴＡ 抗凝样本ꎬ枸橼酸钠抗凝样本ꎬ乳糜

血样本ꎬ血红素污染样本进行检测后ꎬ每个样品的基

因型都能被正确的检测出来ꎬ且与对照试剂盒检测

结果一致ꎮ 但对于血红素污染参考品ꎬ其 ＣＴ 值超

过 ４３ꎬ视为检测失败ꎮ 故初步认为本试剂盒不适用

于发生严重溶血的血红素污染样本ꎮ 由于样本量

小ꎬ还需进一步增加血红素污染样本检测数量ꎬ来判

断本方法是否适用于溶血样本ꎮ

表 １　 一步法检测重复性分析

标本基
因型

位点
重复
次数

ＣＶ 值
备注
(样本类型)

ＧＧ ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ ５ ２.５６％ 血液

ＡＡ ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ ５ １.５２％ 血液

ＧＡ ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ ５ ２.７４％ / ２.０１％ 血液

ＧＡ ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ ５ ２.４８％ / ２.５２％ 基因组 ＤＮＡ

ＧＧ ＣＹＰ２Ｃ１９∗３ ５ １.３７％ 血液

ＡＡ ＣＹＰ２Ｃ１９∗３ ５ １.１９％ 血液

ＧＡ ＣＹＰ２Ｃ１９∗３ ５ ３.５０％ / １.１４％ 血液

ＧＡ ＣＹＰ２Ｃ１９∗３ ５ ０.５３％ / ０.２４％ 基因组 ＤＮＡ

表 ２　 不同浓度 ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ 和 ＣＹＰ２Ｃ１９∗３ 检测的 Ｃｔ 值

Ｃｔ 值 ０.２ ｎｇ １ ｎｇ ５ ｎｇ ２５ ｎｇ １２５ ｎｇ

ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ ４０.６６ / ４０.１６ ３９.４２ / ３８.１２ ３８.０７ / ３６.６６ ３２.２９ / ３１.７１ ２８.６２ / ２７.９９
ＣＹＰ２Ｃ１９∗３ ３４.１２ / ３２.９１ ３１.５８ / ３０.３３ ２９.２５ / ２８.０１ ２６.７７ / ２５.５３ ２４.５４ / ２３.２４

３　 讨　 　 论

本文发现ꎬ采用实时荧光 ＰＣＲ 方法ꎬ对临床全

血样本直接进行人 ＣＹＰ２Ｃ１９∗２ / ∗３ 基因分型一步

法检测准确性高ꎬ检测范围宽ꎬ重复性、特异性和灵

敏度均能达到人基因组 ＤＮＡ 样本的检测的水平ꎬ满
足临床对人 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因分型检测的目的ꎮ 与对

比试剂盒相比ꎬ一步法检测免除了核酸提取ꎬ一方面

缩短了临床样本的检测时间ꎬ减少检测成本ꎬ有利于

检测报告的及时快速的发出ꎬ另一方面减少了临床

检验人员的操作步骤ꎬ避免了操作误差和污染的引

入ꎬ方便临床应用的推广ꎬ提高检测结果的可靠性和

准确性ꎮ 一步法检测所需样本量少(仅需 ０.２ μＬ 血

液)ꎬ静脉血及指尖血均可以满足检测的需要ꎬ患者

接受度高ꎬ临床检验人员操作方便ꎮ 综上所述一步

法个体化用药分子诊断因为耗时短ꎬ且操作简单ꎬ免
去了对人员过高经验和专业的要求ꎬ因此可以应用

于在医院科室的床旁检测(ＰＯＣＴ)ꎮ 该方案的可靠

性和有效性已经经过实验验证ꎮ 参照本文的操作和

质控规范ꎬ即可较好地保证一步法检测在床旁检测

方面的顺利开展ꎮ
Ｍｅｇａ 等[６] 研 究 结 果 显 示ꎬ 至 少 携 带 １ 个

ＣＹＰ２Ｃ１９ 功能缺失型等位基因的受试者(ＣＹＰ２Ｃ１９
∗２ 或∗３ 携带者)ꎬ导致氯吡格雷药物活性代谢物

水平降低ꎬ容易出现氯吡格雷抵抗ꎬＰＣＩ 术后支架内

血栓形成风险增高ꎮ 对于 ＰＣＩ 高危患者ꎬＣＹＰ２Ｃ１９
基因检测是有必要的ꎮ 对于“氯吡格雷抵抗”临床

上可采用增加剂量或同类药物替代或联合用药的治

疗策略[７￣８]ꎮ 因此ꎬ通过对 ＣＹＰ２Ｃ１９ 基因检测基础

上指导 ＰＣＩ 术后氯吡格雷抗血小板治疗是减少血栓

形成事件发生的有效途径之一ꎬ特别对冠心病高危

人群具有特殊意义[９]ꎮ
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