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$血小板聚集率在缺血性脑血管病组明显高于对照组"
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$%相关性分析结果显示!缺血性
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等位基因%

"

?

$血小板聚集率增高与缺血性脑血管病的发病有很大相关性%"
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复合物高表达导致了血小板聚集率的增高%
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脑血管病已经成为当今社会成年人致残的主要原因#也是 当今发达国家致死的第
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位原因#缺血性脑血管病是包括遗传
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及环境在内的多因素疾病+

"!#
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)血小板在维持血液凝固过程中

发挥着举足轻重的作用#已有研究发现缺血性脑血管病与编码

凝血级联反应蛋白和血小板膜糖蛋白$

YS

&受体上的基因多态

性有关+

?

,

)

YS

作为介导血小板功能的关键效应分子#其表达

水平明显影响着血小板的功能和活化状态)其介导血小板黏

附于受损的血管壁#而
YS

$

K
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复合物是血小板黏附

的主要因素)
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$

K<)

+

L<X8a<X

序列
1

"

A

多态性在密码子

GAY

上游
2

个碱基处
1

等位基因的表达通过基因剂量依赖的

方式增加了
YS

$

K

"
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*

复合物在血小板表面的表达#这

预示着高水平的受体表达能够增加血小板的黏附和血栓的风

险+

5

,

)本研究旨在观察
YS

$

K<)

+

L<X8a<X

位点基因多态性的

等位基因和基因型在辽宁沈阳地区汉族人群中的分布规律#探

讨
YS

$

K<)

+

L<X8a<X

位点基因的多态性与缺血性脑血管疾病

之间的关系#应用研究
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$

K

"
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*

复合物的表达与
YS

$

K<)

+

L<X8a<X

位点基因的多态性以及与缺血性脑血管疾病的

关系这条新思路#进一步为缺血性脑血管病的病因诊断提供

帮助)
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资料与方法

$$$

!

一般资料
!

选取
#%"#

年
?

"

&

月本院收治的缺血脑血管

病住院患者
#5%

例#祖籍沈阳#汉族人#首次发病)缺血性脑血

管病定义为有急性梗死的临床相关依据#经头部
1A

和$或&核

磁共振成像证实#严格分析缺血性脑血管病患者的人口统计学

特征和危险因素)所有患者符合全国第四届脑血管病学术会

议修订的诊断标准#神经功能的缺损程度按此次会议的标准评

分)对照组另取
"6%

例同期无脑血管疾病的健康体检者)血

样的采集及用途已征得研究对象的同意#并由当地伦理委员会

许可)
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仪器与试剂
!

本研究使用的仪器设备为实时荧光
S1C

仪$美国
G0W

公司
HI%%

型号&#

90k!\A5

血小板聚集仪$北京

普利生公司&)所用主要试剂为
YS
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K

"
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复合物

'9WTG

检测试剂盒$上海继锦生物工程有限公司&#人全血

/\G

提取试剂盒$宝生物工程有限公司#大连&#

S1C

反应试

剂*引物*探针$上海基康生物工程有限公司&)

$$'

!

方法

$$'$$

!

标本收集
!

采集清晨空腹肘静脉血#操作过程中避免

任何细胞刺激#取
239

枸橼酸钠抗凝管中$

?$&F

枸橼酸钠

"=I

抗凝&#离心$

?%%%;

"

3*D

#

"%3*D

&分离血清置于
7#%`

冰箱内待用#用于检测
YS

$

K

"
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*

复合物的表达)取部

分血液于
'S

管中放置于
7H%`

冰箱中待提取
/\G

)
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复合物表达的检测
!

血清中
YS
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K
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复合物的测定采用
'9WTG

法#应用上海继锦化学生物

工程有限公司的
YS

$

K

"
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复合物检测试剂盒)所有操

作严格按照说明书进行)
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全血基因组
/\G

提取
!

按照人全血试剂盒提取要求

及步骤提取全血基因组
/\G

)并置于
7H%`

冰箱内保存备

用)按照所需凝胶浓度配制
"F

的琼脂糖凝胶备用#以检测所

提取的
/\G

浓度及质量)

$$'$1

!

S1C

扩增引物和探针设计与合成
!

引物探针设计采

用
S;*3-;S;-3*-;2$%

设计软件#

)̂*

E

86

检测其设计并分析二

级结构#本实验选用普通
A<

O

3<D

探针#引物和探针的合成工

作委托上海基康公司#最终的
S1C

产物目的片段长度为
"?H

K

+

)上游引物为!

2h!GAY1AYAAA1AYYGGY1YGGY!?h

#下

游引物为!

2h!Y1GY1GYYGY1GY1GGYGY!?h
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实时荧光
S1C

扩增对
X8a<X

位点基因型的检测
!

使

用
S1C

反应预混试剂对基因组
/\G

进行实时荧光
S1C

扩

增)使用美国
G0W!HI%%

实时荧光
S1C

仪#预变性
I2 `

*

"%

3*D

#进入
I2`

*

"2,

#

6%`

*

6%,

#

5%

个循环#荧光信号检测温

度为
6%`

)

?2`

冷却
"%,

#反应结束后用
G0WHI%%

的基因分

型软件判断各基因型#并对
S1C

产物进行琼脂糖凝胶检测)
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血小板聚集率的测定
!

采用血浆比浊法#二磷酸腺苷

$

G/S

&诱导血小板聚集实验#采集静脉血
2$539

#用枸橼酸钠

抗凝#标本
&%%;

"

3*D

#离心
2 3*D

#分离富含血小板血浆

$

SCS

&)剩余的标本
5%%%;

"

3*D

#离心
"%3*D

#分离贫血小板

血浆$

SSS

&)将血小板数目调至
#2%4"%

I

"

9

左右#

SCS

混匀

后#注入
?%%

!

9

#以自身的
SSS

调零#上机加入
G/S

诱导剂#

反应
"%3*D

后#记录各样本血小板聚集率)

$$1

!

统计学处理
!

采用
TSTT"H$%

软件对数据进行处理及统

计学分析#计量资料采用
JcE

表示#符合正态分布的计量资料

采用
9->-D-

法进行方差齐性检验#方差齐者的组间比较采用

独立样本的
?

检验#方差不齐者采用
?h

检验#符合偏态分布者

采用多个样本的秩和检验)样本超过
#

个的用方差分析%数据

为计数资料的基因型和等位基因频率采用百分率表示#组间比

较采用
&

# 检验#相关性分析采用
S-<;,8D

相关检验)以
(

_
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为检验水准#

#

%

%$%2

为差异有统计学意义)
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结
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果
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缺血性脑血管病组与对照组
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复合物的

表达水平的比较
!

缺血性脑血管病组血清
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实时荧光
S1C

检测
X8a<X

位点多态性结果
!

根据所检

测到的荧光信号将
X8a<X

位点分为
11

基因型*

1A

基因型*

AA

基因型)由
G0WHI%%

软件进行基因的自动分型)对扩增产物

进行电泳#目的片段长度为
"?HK
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#见图
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分布比较
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(

X8a<X

基因型

分布符合
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Q

!i-*DK-;

E

平衡定律#各等位基因均达到遗传

平衡#具有群体代表性)由于
11

组例数过少故将
1

等位基因

携带者$

A1b11

&归为一组与
AA

基因型频率进行比较)缺血

性脑血管病组
A1b11

*

AA

基因频率分别为
??$H2F

*
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复合物表达水平高于对照组#由于
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基因

型例数较少#与
A1

基因型合并后再与
AA

基因型比较)缺血

性脑血管病组
11bA1

型与
AA

型比较#差异有统计学意义
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&)对照组
11bA1

型与
AA

型比较#差异有统计学

意义$

#

%

%$%2

&)缺血性脑血管病组与对照组
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基因

型血清
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缺血性脑血管病组和对照组血小板聚集率的比较
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缺
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基因型例数较少#比较时与
A1

基因型合并后

再与
AA

基因型比较#缺血性脑血管病组
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型与
AA
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&)对照组
11bA1
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AA

型比较#差异有统计学意义$
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&)缺血性脑血管病

组与对照组
11bA1

基因型血小板聚集率高于
AA

基因型#差

异有统计学意义$
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&)相关性分析结果显示#缺血性脑

血管病组血小板聚集率与血清
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复合物的表达

水平呈正相关$

>_%$6&5
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讨
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血小板通过黏附于受损的血管壁#导致进一步的血小板聚

集和血栓形成#是缺血性脑血管病的发病危险因素之一)在最

初的黏附过程中#

YS

$

K

"

$)
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复合物介导了血小板与血

管壁受损位点的结合+
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)本研究中缺血性脑血管病的
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复合物的表达高于对照组#由此提示了血清
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复合物表达的增加与缺血性脑血管病的发病密切相

关)
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位点基因存在
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多态性#位于起始蛋氨

酸密码子上游
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个碱基处胸腺嘧啶或胞嘧啶的多态性#其影响

了
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的转录和血小板表面
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K
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的表达数量)最近
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基因
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位点
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已被证实#
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等位基因增加了
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复合物在血小板表面的表达#高水平的表达能够增

加血小板的黏附能力和血栓性疾病形成的风险+

6

,

)

0<X-;
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,通过对维也纳地区大样本脑血管病的统计证实了
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基

因型患缺血性脑血管病的风险是
AA

或
A1

基因型患者的
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倍#并发现在缺血性脑血管病组
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X8a<X

位点
1

等位基

因的频率高于对照组#且研究证实
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位点基因多

态性是缺血性脑血管病的独立危险因素)

本研究显示#
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位点基因型和等位基因在缺

血性脑血管病组和对照组存在差异)其中
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等位基因携带者

的基因型频率及
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等位基因频率均高于对照组#由此进一步

证实
1

等位基因是缺血性脑血管病的发病易感基因)本研究

中
1

等位基因频率为
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#高于葡萄牙人$

"%$6F
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,及土
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本研究显示缺血性脑血管病组和对照组
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(

X8a<X

位

点
11bA1

基因型血清
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复合物表达水平均高

于
AA

基因型)
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位点
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等位基因突变是
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复合物表达水平升高的关键因素)且
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等位基因

可能通过增加
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复合物的表达量#而使血小板

更易于黏附于受损血管壁#从而增加了缺血性脑血管病的

风险+

"%!""

,

)

综上所述#缺血性脑血管病是多因素共同作用的严重的

脑血管病)血小板
YS

$

K

(

X8a<X

位点的基因突变作为发病

的危险因素#其
1

等位基因的表达增加了
YS

$

K
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$)
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复

合物的表达#进而使血小板容易黏附于受损的血管壁#使血
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发病)
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以
16HHA

和
G"#I&1

多见)

f<3-,

等+

I

,研究发现#

16HH

基因

的
1A

杂合型突变可使酶的活性下降
?2F

#

AA

纯合型突变更

可使酶的活性下降
H%F

%而
G"#I&1

中纯合型
11

的酶活性也

有明显降低)

BARZC

活性降低将导致
R(

Q

向蛋氨酸转化受

阻#

R(

Q

在体内蓄积#形成高
R(

Q

血症+

"%

,

)本研究发现#

16HH

AA

纯合突变基因携带者血清
R(

Q

水平均明显高于野合型和

杂合型携带者#

G"#I&11

纯合突变基因携带者血清
R(

Q

水平

明显高于
GG

野合型基因携带者#差异均有统计学意义$

#

%

%$%2

&#提示
BARZC

基因突变可以引起血清
R(

Q

水平升高)

'$'

!

BARZC

基因多态性与先兆流产
!

BARZC

基因多态性

是否可以增加流产的发生风险#观点尚不一致)宋绿茵等+

""

,

通过比较
2%

例习惯性流产者和
26

例健康孕妇的基因分布频

率#发现
BARZC16HHA

的纯合突变与习惯性流产有明确的

相关关系#韩红敬等+

"#

,的结论与之相同%刘宇岩等+

"?

,通过
B-!

J<

分析了
##

篇文献发现#

BARZC16HHA

与国内人群复发性

流产相关#但在其他国家人群中并未发现同样结果)

BARZC

基因多态性是否可以用于解释先兆流产的发生#目前尚未见报

道)本研究发现#研究组
BARZC16HH

的
AA

基因型频率虽

较对照组高#但差异无统计学意义$

#

'

%$%2

&#说明
16HHA

突

变不是构成先兆流产的遗传风险因子#与上述研究有所差异#

分析其原因可能为!$

"

&不同地区人群中
BARZC

基因分布频

率不同#本研究样本仅来自中山市#结果可能受不同地区和种

族因素影响%$

#

&不同人群的饮食习惯不同#使得通过食物来源

的叶酸摄入量不同#最终导致体内
R(

Q

浓度不同%$

?

&补充叶

酸后
AA

基因型携带者
R(

Q

浓度较其他基因型携带者下降更

快#本研究并未排除孕妇于孕前或孕期补充叶酸+

"5

,

)以上因

素可能影响了
BARZC

活性下降升高
R(

Q

的效果#而使得不

同人群中
BARZC

基因多态性与先兆流产的相关性发生改

变)本研究还发现#研究组
BARZCG"#I&

的
11

纯合型基因

频率明显高于对照组#差异有统计学意义$

#

%

%$%2

&)

G"#I&

11

纯合突变可能是导致先兆流产的一个遗传危险因素#而杂

合突变并未观察到可增加先兆流产的发生%

G"#I&11

纯合突

变可能通过升高血
R(

Q

水平而增加先兆流产的发生风险)补

充叶酸是已证实的降低血
R(

Q

的有效手段#对
BARZC

携带

者额外补充叶酸#可能有助于降低先兆流产的发生率#但其具

体剂量及用药时机尚待进一步研究)

综上所述#

R(

Q

升高是先兆流产的重要危险因素%

BAR!

ZCG"#I&1

基因多态性可能通过影响血清
R(

Q

水平而与先兆

流产相关)通过基因型分析筛选先兆流产高危人群#个性化补

充叶酸#对高危人群提前预防和监测#将有助于进一步降低先

兆流产的发生率)
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ÛN8;M

#

'D

E

)<DM

&#

#%%%

#

"2

$

5

&!

I25!I6%$

+

H

,

TaJ-D(T$R

Q+

-;L838(

Q

,J-*D-3*<<DM

+

;-

E

D<D(

Q

(83

+

)*(<!

J*8D,

+

f

,

$Y*D-X8)S8)

#

#%%5

#

H2

$

5

&!

?"H!?#2$

+

&

, 邓旭#贾得志
$

血同型半胱氨酸检测的临床意义+

f

,

$

检验

医学与临床#

#%"?

#

"%

$

"2

&!

#%?H!#%?I$

+

I

,

f<3-,Tf

#

S8

E

;*KD<B

#

S8

E

;*KD

Q

WS

#

-J<)$GKD8;3<)N8)<J-

3-J<K8)*,3<DM3PJ<J*8D*DJL-3-JL

Q

)-D-J-J;<L

Q

M;8N8)<J-

;-MP(J<,-

E

-D-3<

Q

K-3<J-;D<);*,XN<(J8;,N8;/8VD

,

Q

DM;83-

+

f

,

$G3f1)*D\PJ;

#

"III

#

H%

$

5

&!

5I2!2%"$

+

"%

,

B<DM<>*

Q

<SC

#

TJ8)X9

#

R-*)TY$R838(

Q

,J-*D-<DM/\G

3-JL

Q

)<J*8D

!

<;->*-V8N<D*3<)<DMLP3<D)*J-;<JP;-

+

f

,

$

B8)Y-D-JB-J<K

#

#%"5

#

""?

$

5

&!

#5?!#2#$

+

""

,宋绿茵#戚潜辉#佘达贤#等
$

同型半胱氨酸代谢相关酶基

因多态性与习惯性流产关系的研究+

f

,

$

中华围产医学杂

志#

#%%2

#

&

$

?

&!

"6%!"65$

+

"#

,韩红敬#沈浣#王艳槟#等
$

亚甲基四氢叶酸还原酶基因

6HH

位多态性*高同型半胱氨酸血症与复发性流产+

f

,

$

生

殖与避孕#

#%"#

#

?#

$

H

&!

5&6!5&I$

+

"?

,刘宇岩#杨博逸#李永芳#等
$2

#

"%!

亚甲基四氢叶酸还原

酶
16HHA

基因多态性与原因不明复发性流产关联的

B-J<

分析+

f

,

$

中国全科医学#

#%"?

#

"6

$

?"

&!

#II#!#IIH$

+

"5

,邢金芳#贾莉婷#袁恩武#等
$

育龄女性基因多态性对补充

叶酸降低
R1k

的影响+

f

,

$

医药论坛杂志#

#%"5

#

?2

$

2

&!

"%!""$

$收稿日期!

#%"2!%H!#2

!!

修回日期!

#%"2!%I!#2

&

$上接第
55#

页&

!! E

)

Q

(8

+

;8J-*DWK<)

+

L<:8a<X<DM

+

,-)-(J*D

E

)

Q

(8

+

;8J-*D

)*

E

<DM")8(*

+

f

,

$1-))0*8(L-3ZPD(J

#

#%%2

#

#?

$

"

&!

22!2&$

+

"%

,张爱琴#郑敏#郝跃伟#等
$

脑梗死患者血小板膜糖蛋白
$

K

(

基因
RSG!#

*

:8a<X

位点多态性分析+

f

,

$

山东医药#

#%"%

#

2%

$

?&

&!

#?!#5$

+

""

,魏伟明#叶加建#邵美英
$

血浆
S!

选择素和血小板聚集功

能与急性脑梗死的相关性探讨+

f

,

$

咸宁学院学报!医学

版#

#%"#

#

#6

$

"

&!

#2!#H$

$收稿日期!

#%"2!%H!%2

!!

修回日期!

#%"2!"%!"%

&

-

255

-

检验医学与临床
#%"6

年
#

月第
"?

卷第
5

期
!

9<KB-M1)*D

!

Z-K;P<;

Q

#%"6

!

[8)$"?

!

\8$5




