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单管 PCR-Pyrosequencing 快速检测华法林代谢酶基因
多态性方法的建立 

施宏, 虞闰六, 马金飞, 任绪义 

杭州迪安医学检验中心, 杭州 310030 

摘要: 文章旨在建立一种单管、快速及高通量的华法林药物代谢酶相关基因多态性的检测方法。通过抽取人外

周血DNA, 应用带有生物素标记的扩增引物, 经PCR扩增并制备焦磷酸测序单链模板, 于PyroMark ID焦磷酸

测序仪上进行焦磷酸测序, 以Sanger测序法测序结果为对照, 观察分析的准确性。结果显示, 华法林药物代谢酶

的 3 个相关基因多态性(CYP2C9*2、CYP2C9*3、VKORC1(-1693))于单管中可被同时检测, 一次可获得 96 份DNA
的华法林药物代谢相关多态性位点检测结果。经与Sanger测序方法比较, 符合率为 100%。结果表明本方法可准

确、高通量、快速检测华法林药物代谢酶相关基因多态性, 与单管检测一个位点的焦磷酸测序方法相比, 能有

效降低检测成本, 节省检测时间。该方法在个性化医疗上有较大的推广应用价值, 也可以将该平台运用于其他

疾病相关基因多态性检测。 
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Development of a single-tube PCR-pyrosequencing method for si-
multaneous and rapid detection of the genetic polymorphism of 
warfarin metabolizing enzymes 
SHI Hong, YU Run-Liu, MA Jin-Fei, REN Xu-Yi 
Research and Development Centre, Hangzhou D. A. Medical Laboratory, Hangzhou 310030, China 

Abstract:  The purpose of this article is to develop a new high throughput method for detecting genetic polymorphism of 
warfarin metabolism-related genes rapidly in a single tube. Genomic DNA from human peripheral blood was extracted, and 
amplified with biotinylated primer to obtain single-stranded templates for pyrosequencing. Then, the single-stranded tem-
plates were subjected to Pyrosequencing analysis using PyroMark ID instrument. Simultaneously, Sanger  sequencing was 
also applied to sequence the products as a control to check the reliability of the pyrosequencing result.. The results dis-
played that three variants of the warfarin metabolism-related genetic polymorphism (CYP2C9*2, CYP2C9*3, and 
VKORC1(-1693)) could be simultaneously detected using three different sequencing primers in a single-tube (one test), and 
96 tests could be carried out each time. Repeat test and reliability test indicated that the agreement between the pyrose-
quencing and the Sanger sequencing methods was 100%. . All of these demonstrated that pyrosequencing could accurately 
and rapidly detect the genetic polymorphism of the warfarin drug metabolism-related genes with high throughput. Compar-
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ing with simplex pyrosequencing, the method established in the present study was much more economical and timesaving. 
It has a great value in personalized medical treatment and could be extended to the other genetic diseases. 

Keywords: CYP2C9; VKORC1; warfarin; pyrosequencing 

华法林是临床常用治疗血栓性疾病的一种香豆

素类口服抗凝药, 具有抗凝和溶栓的双重作用。华
法林的抗凝治疗指数范围狭窄, 如果剂量不足则达
不到治疗效果, 剂量稍过量则会引起出血, 重者危
及病人生命。然而, 华法林血浆药物浓度和疗效存
在明显的个体差异和种族差异, 有研究表明, 不同
患者使用抗凝血药物华法林的剂量可以相差 20 倍[1], 
亚洲人的维持剂量比白种人要低 30%~40%[2, 3]。因

此, 如何在临床上安全、合理使用华法林长期以来
是许多研究者关注的重点和难点。 

近年来, 随着药物基因组学的发展和华法林药
理作用分子机制的阐明, 单核苷酸基因多态性在华
法林用量个体差异中的作用越来越受到人们的重

视。目前, 已知与华法林的药效学和药动学相关的
基因达 30 余种 , 其中细胞色素 P4502C9 基因
(Cytochrome P4502C9, CYP2C9)和维生素K环氧化
物还原酶复合体亚单位 1 基因(Vitamin K epoxide 
reductase complex subunit 1, VKORC1)的基因多态性
是影响华法林用量个体差异最主要的两个遗传因 
素[4~6]。CYP2C9 即是华法林最主要的代谢酶。到目
前为止, 已发现的CYP2C9 的等位基因有 30 种, 其
中以*l(野生型)、*2(Argl44Cys, SNP rs1799853)、
*3(Ile359Leu, SNP rs1057910)最为常见。携带有变异
性等位基因的患者, 其华法林代谢酶的活性明显低
于野生型, 并且其出血的危险性增加 2~3倍[5]。维生

素K环氧化物还原酶 (VKOR)是华法林作用的靶蛋
白。华法林通过抑制VKOR, 使无活性的氧化型(环氧
化物型)VK无法还原为有活性的还原型(氢醌型)VK
而起到抗凝作用。多个VKORC1 的SNP位点被发现
与华法林用量个体差异相关, 该基因目前主要研究
的位点是-1639A>G (SNP rs9923231), 携带-1639G的
患者, 其对华法林的需求量较携带-1639AA的患者高
[6]。Geisen等[7]研究表明, VKORC1-1639G/A基因多态
性存在民族差异, 其基因多态性是民族之间华法林
剂量差异的主要原因。 

目前检测基因单核苷酸基因多态性的技术方法

有限制性片段长度多态性分析(Restriction fragment 
length polymorphism, RFLP)、变性高效液相色谱
(Denaturing high performance liquid chromatography, 
DHPLC)、等位基因特异性寡核苷酸(Allele-specific 
oligonucleotide, ASO)杂 交 、 寡 核 苷 酸 微 阵 列
(Oligonucleotide microarrays), 等位基因特异性荧光
探针及Sanger测序等 , 其中以Sanger测序法最为普
遍。然而, 这些方法耗时耗力或成本较高。本文采
用新一代DNA序列分析技术——Pyrosequencing(焦
磷酸测序)技术。该技术无须进行电泳, DNA片段也
无须荧光标记 , 操作极为简便 , 可以直接读出SNP
的序列信息[8, 9]。同时, 通过设计测序引物, 在一管
中同时检测CYP2C9 及VKORC1 多个基因多态性位
点[10]。本研究旨在建立一种基于焦磷酸测序技术的

快速、准确和高通量的华法林代谢酶相关基因多态

性检测方法。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

96 份样本为本实验室−20℃保存的外周静脉血
标本, 采自无亲缘关系的本单位门诊部体检人群。
DNA标本提取采用全血基因组DNA提取试剂盒
QIAmp DNA Blood Mini Kit(购自德国QIAGEN公
司 ); 焦磷酸测序采用SNP通用试剂盒PyroMark® 
Gold Q96 Reagents(购自德国QIAGEN公司); PCR反
应体系试剂, 包括PCR Buffer、MgCl2、dNTP、Taq 
DNA Polymerase (购自美国Fermantas公司); Strepta-
vidin Sepharose beads链亲和素磁珠 (购自美国GE 
healthcare公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  人外周血 DNA 提取及目的基因片段 PCR 扩增 

EDTA-K2抗凝全血 300 μL, 置于 1.5 mL EP管中, 
按试剂盒操作说明抽提 DNA, −20℃保存备用。运用
Genamics Expression 软件设计用于华法林代谢相关
基因 PCR 扩增引物(表 1)及焦磷酸测序的引物(表 2),  
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表 1  PCR 扩增引物 

引物名称 引物序列(5′→3′) 扩增片段长度(bp) 

CYP2C9*2-5′ GAAGAGGAGCATTGAGGA 
CYP2C9*2-3′(生物素标记) CAGGAGAACATGGGATTA 

312 

CYP2C9*3-5′ GCTAAAGTCCAGGAAGAGATTG 
CYP2C9*3-3′(生物素标记) AAACATGGAGTTGCAGTGTAG 

225 

VKORC1(-1639)-5′ CAAGTGGTTCTCGTGCCTCAG 
VKORC1(-1639)-3′(生物素标记) ATCACAGACGCCAGAGGAAGAG 

302 

 
表 2  焦磷酸测序引物 

引物名称 引物序列(5′→3′) 

CYP2C9*2-测序引物 AAGAGGAG CATTGAGGAC 

CYP2C9*3-测序引物 GG TGCACGAGGT CCAGAGAT

VKORC(-1639)-测序引物 CCTGAA AAACAACCAT TGGC

注：PCR 扩增引物中的 CYP2C9*2-3′、CYP2C9*3-5′、VKORC1 
(-1639)-3′亦为 Sanger法的测序引物。 
 

濰由上海英 捷基贸易(Invitrogen Trading)有限公司
合成引物。PCR扩增采用 50 μL体系, 其中DNA模板
2 μL, 10×PCR buffer 5 μL, MgCl2(25 mmol/L) 4 μL, 
dNTP(10 mmol/L) 3 μL, 10 μmol/L浓度上下游引物
每对各取 0.15 μL混合于一管, Taq 酶(5 U/μL)0.3 μL, 
甘油 2.5 μL, 加水补充至 50 μL。反应条件 94  5℃  min; 
94  30℃  s, 60  30℃  s, 72  30℃  s, 35个循环; 72  10℃  
min。2%琼脂糖胶电泳检测PCR产物, 凝胶成像仪观
察电泳结果。 

1.2.2  PCR 产物的焦磷酸测序 

测序采用 Qiagen公司的 PyroMark ID系统。在
PCR产物中加入 3 μL磁珠(sepharose beads)和 47 μL 
Binding buffer, 室温下震荡混匀 10 min。打开系统
真空泵, 将 Prep Tool在双蒸水中清洗 30 s, 转移至
前述混合物中(3 μL Beads+47 μL Binding Buffer+50 
μL PCR 产物)抓取其中的磁珠, 待磁珠基本抓取完
毕后将携带有磁珠的 Prep Tool分别在 70%乙醇、变
性缓冲液(0.2 mol/L NaOH)以及洗涤缓冲液中各清
洗 30 s, 再将其移至事先准备好的 PSQ96孔板正上
方(每孔已加有 10 pmol 相应的测序引物及 45 μL 
annealing buffer ), 关掉真空泵后迅速将 Prep Tool放
入 PSQ96 孔板中, 轻轻摇动使磁珠充分掉落。将
PSQ96 孔板置于 80℃烘箱中 2 min, 取出冷却至室
温。测序程序采用 SNP 模式, 根据软件给出的剂量
在试剂仓中加入 SNP通用试剂盒中的底物混合物、
酶混合物和 4种 dNTP, 将 PSQ96孔板和试剂仓放入

测序仪中运行 SNP Analysis 软件进行测序。 

1.2.3  突变类型分析  

与华法林代谢相关的基因主要有 3 个 SNP 位 
点, 其突变型为 CYP2C9*2(g.C430T)、CYP2C9*3(g. 
A1075C)、VKORC1(g.G -1639A)。可以由 SNP Analysis 
软件直接读出结果。 

2  结果与分析 

2.1  焦磷酸测序片段的扩增 

分别取 96例外周血DNA扩增产物(5 μL)和上样
缓冲液(1 μL)混合液 6 μL, 电压 100 V、15 min, 在
2%琼脂糖电泳, 可获得清晰的扩增产物, 大小与目
的片段一致(图 1)。 

 

 
 

图 1  单管 PCR 产物电泳图 
1为 CYP2C9*2, 312 bp; 2为 CYP2C9*3, 225 bp; 3为 VKORC1 
(−1639), 302 bp; M：DL2000分子量标准。 
 

2.2  突变位点的检测 

分离纯化后的单链扩增产物 , 经过 PyroMark 
ID 系统测序, 所得焦磷酸测序结果信噪比极高, 能
清晰显示出所检测片段的DNA序列, 按照基因片段
的序列, 可以准确识别突变类型。以试剂空白作为
阴性对照, 焦磷酸测序与 Sanger 测序结果均为无序 
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图 2  焦磷酸测序与 Sanger 测序比较图 
A：CYP2C9*2 焦磷酸测序与 Sanger测序图(Sanger测序图第 270位点, 此序列为反向测序), 测序序列为：C/T GTGTT; B：CYP2C9*3 
焦磷酸测序与 Sanger 测序图(Sanger 测序图第 95 位点), 测序序列为：A/C T TGA; C：VKORC1(-1693) 焦磷酸测序与 Sanger 测序图
(Sanger测序图第 169位点, 此序列为反向测序), 测序序列为：C A/G GGTG。 
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列信号的基线, 96例样本经与 Sanger测序的结果作
比较, 结果完全一致(图 2为 96例中的一例)。 

2.3  单管同时多个 SNP位点检测 

将上述 96 例样本 CYP2C9*2、CYP2C9*3 与
VKORC1(-1639)一管进行的多重 PCR产物 50 μL, 用
于焦磷酸测序, 可在同一管中清晰的检测出 3 个不
同的 SNP 位点。理论上包含正常的 SNP 位点在内, 
突变的情况可存在 27种, 示意图(图 3)显示这 3个位
点相互之间不存在着干扰。 

对上述 96例标本CYP2C9*2C/T、CYP2C9*3A/C、
VKORC1(-1639)*A/G单管同时多个SNP位点检测与
分别进行的焦磷酸测序及Sanger测序结果比较, 符
合率为 100%。如图 4 所示, 于一管内进行的多重
PCR产物中成功检测出CYP2C9*2C/C、CYP2C9* 
3A/A、VKORC1(-1639)*A/A 3个SNP位点。何震宇等
[11]针对广东人群的研究中CYP2C9*2 和CYP2C9* 3
突变等位基因发生频率为 0和 0.03, 马心超等[12] 研
究发现, 江苏地区汉族人群VKORC1(-1639)突变基因
型频率为 0.82。我们在对 96 例浙江地区检测标本 

 

 
 

图 3  测序结果示意图 
CYP2C9*2、CYP2C9*3、VKORC1(-1639)3个目的基因片段单管 PCR扩增后焦磷酸测序的理论测序结果图。 
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图 4  华法林药物代谢相关基因测序图 
左边 4幅图从上往下依次为 CYP2C9*2C/C、CYP2C9*3A/A、VKORC1(-1639)*A/A及 CYP2C9*2C/C+CYP2C9*3A/A+VKORC1(-1639)*A/A
于一管中同时焦磷酸测序理论测序示意图, 右边 4幅分别为相对应的焦磷酸测序图。 
 
中, 未发现 CYP2C9*2C>T及 CYP2C9*3A>G的突变, 
VKORC1(-1639)*G>A的突变频率 89.54% (86/96)。 

3  讨 论 

Bodin等 [ 4 ] 研究发现VKORC1 -1639G>A和
CYP2C9 基因多态性解释了 50%华法林的个体剂量, 
测定这两个基因可以指导临床用药。目前国内外已

设计出针对上述 3 个等位基因不同基因型组合同时结
合临床因素情况下华法林的日维持剂量公式[13~15]。如 
Sconce模型[13]的变量包括CYP2C9*2、*3、VKORC1- 
1639、年龄及身高, Zhu模型 [16]以CYP2C9*2、*3、
VKORCl-1639、年龄、性别及体重作为变量。高菲
等 [17]研究表明患者用药前进行CYP2C9 和VKORC1
基因型检查, 预测华法林用药剂量, 可减少抗凝过 
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量的发生, 缩短剂量调整的时间。William等[18]的研

究结果显示, 将个体化基因检测引入到华法林的常
规剂量调整中, 每年约可减少 85 000例严重出血事
件和 17 000例卒中事件, 从而节省约 11亿美元的卫
生保健费用。 

早在 2007 年, 美国食品和药物管理局已建议, 
对于防止房颤患者应用华法林过量而引发的出血 , 
在开始服用华法林抗凝药时, 要先检测基因。不过, 
经过一年多的应用以后, 研究人员发现：这样通过
检测基因来调节华法林的用量, 是一种高成本, 但
效益不高的检测方法。 

本次研究结果表明：我们可以于单管PCR产物
中明确检测出 3个不同的SNP位点, 且 3个位点相互
之间不存在着干扰(图 3和图 4)。焦磷酸测序是一种
准确、可靠及高通量的检测技术, 15 分钟可检测 96
个样品, 并可同时测定多态性位点附近的多个碱基。
虽然, 传统的Sanger测序方法仍然是序列确定的金
标准, 然而, 其繁琐费时的操作步骤与较高的试剂
成本限制了其临床应用。有文献报道, 应用焦磷酸测
序技术分别检测CYP2C9*2、CYP2C9*3等位基因多态
性[19, 20]。本文建立的单管PCR-Pyrosequencing同时检
测CYP2C9*2、CYP2C9*3及 VKORC1(-1693)多态性, 
较文献报道方法更具有节省操作时间与成本的优势; 
而且可以根据基因分型指导华法林初始剂量的选择, 
将减少患者反复抽血检测、降低抗凝出血的风险。

在个性化医疗上有较大的推广应用价值, 也可以将
该平台运用于其他疾病相关基因多态性检测。 
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•综合信息• 
 

中国遗传学会教育教学委员会、黑龙江省遗传学会学术研讨会通知 

中国遗传学会教育教学委员会、黑龙江省遗传学会定于 2012年 2月 15~16日在哈尔滨医科大学召开学术研讨会, 会
议将邀请国内知名专家围绕人类与医学遗传学、动物遗传学、植物遗传学、微生物遗传学、发育生物学、基因组与生

物信息学等领域的教学科研新进展作专题报告, 同时组织与会代表进行交流。大会组委会诚挚邀请广大遗传学及其相关
领域科研教学人员参加本次年会。现将会议相关事项通知如下： 
一、组织机构 

1. 主办单位： 中国遗传学会教育教学委员会、黑龙江省遗传学会 
2. 承办单位： 哈尔滨医科大学 
3. 协办单位： 《国际遗传学杂志》、《遗传》编辑部 
4. 支持媒体：中国遗传网(http://www.Chinagene.cn) 

二、会议征文 
征稿范围：人类与医学遗传学(临床遗传学、复杂疾病遗传学、肿瘤遗传学、表遗传学、群体遗传学和遗传流行病

学、遗传病动物模型、基因诊断和基因治疗)、动物遗传学、植物遗传学、微生物遗传学、发育生物学、基因组与生物
信息学及其相关领域教学科研内容。 

本次会议以“大会专题报告”和“分组交流”两种形式进行, 征文格式按《国际遗传学杂志》的论文格式撰稿(见
附件, 全文 1500~3500字(含摘要、图表、文献)。录用征文中优秀稿件可以推荐到《国际遗传学杂志》、《国际免疫学杂
志》或《遗传》发表, 并且从录用征文中遴选大会及分组会报告人。同时会议将统一制作论文汇编。 

征文请发送至：hmugenetics@126.com, 注明邮件主题“会议征文”。截稿日期：2011年 12月 15日 
三、交流形式 

请专题报告专家和论文交流代表自制多媒体幻灯片(报到时将电子版交给会务组)。 
四、会议注册 

中国遗传学会会员 600元(凭会员证, 可以现场办理入会手续), 非会员 700元, 学生 400元(凭学生证)。 
五、会议时间 

2012年 2月 15日下午报到, 16日开会。 
六、住宿地址：具体住宿信息第二轮通知确定。 
七、会议地点  哈尔滨医科大学主楼三楼讲演厅。 
八、会议参展  

本次会议将提供近 10个展台供厂商展示产品。展位收费具体协商, 免 2人会议注册费。 
九、联系方式 

电  话：0451-86674798  E-mail：hmugenetics@126.com 
联系人：关荣伟 13644604688  白静 13936391852 
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