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个位点基因多态性与缺血性脑卒中发病风险$疾病

严重程度的相关性%评价同型半胱氨酸"

'0

1

#作为脑卒中血清危险因子的可行性%方法
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选取初发缺血性脑卒中患者
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例作

为病例组!健康体检者
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例作为健康对照组%采用实时荧光定量
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位点基因
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的分布频率比较"
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#&且随梗死面积增大!突变型所占比例明显增大%

-!./$*

位点的突变频率在
.

组之间差异无统计学意义"
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#%病例组血清
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)!且以大梗死组为最高%单一位点的突变与血清
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水平未发现显著的相关性%
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联合突变的比例!病例组显著高于对照组"
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#!且随梗死面积增大!联合突变者所占比例明

显增大%在病例组内!
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血清
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1

水平升高会加大缺血性脑卒中的发病风险%

%&'()*+,,&

基因发生突变可能是缺血性

脑卒中的独立危险因素!且与疾病严重程度呈正相关%
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位点单独发生突变时与缺血性脑卒中的发生未发现相关性!但与
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存在明显的协同作用!即
.

位点同时发生突变时!缺血性脑卒中的患病风险概率增加%
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缺血性脑卒中$

OP

%以其高致残率及高致死率#已逐渐成为

世界范围内严重危害人类健康的主要疾病之一'血清同型半

胱氨酸$

'0

1

%水平轻至中度升高是诱发
OP

的独立危险因素#

亚甲基四氢叶酸还原酶$
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%是
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代谢过程中的关键
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的基因存在多个突变位点#以
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和
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最为常见(
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'这
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种基因突变均会导致
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活

性显著下降#从而使
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代谢障碍#最终造成血清
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1

水平升

高#增大
OP

的发病风险(
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'本研究通过检测
%&'()

基因型

及
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1

水平#探讨
%&'()*+,,&

及
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个位点基因

多态性与缺血性脑卒中发病风险*疾病严重程度的相关性#评

价
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作为脑卒中危险因子的可行性'
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资料与方法
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一般资料
!

选取
."!7

年
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月至
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年
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月在解放军总

医院第一附属医院神经内科住院治疗的初发
OP

患者
!2"

例作

为病例组#经临床检查$病史*体征*生化检验*
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或
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%确

诊#诊断标准参照
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制定的各类脑血管疾病诊断要点'
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排除糖尿病#高血脂#高血压#心源性脑栓死#严重感染#肝肾功

能异常#恶性肿瘤#甲状腺#血液系统疾病等'并根据头颅
*&

或
%)O

结果所示病灶大小将病例组进一步分为
2

组!梗死灶

直径大于
209

累计
.

个以上脑解剖部位为大梗死组#脑梗死

灶直径
!57

#

209

累计
!

个以上脑解剖部位为小梗死组#小于

!5709

为腔隙性脑梗死组'另选取该院同期健康体检者
!""

例作为健康对照组'
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检测方法
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基因组
ZX-

的提取
!

采集外周静脉血
.9<

#

YZ&-

抗凝'使用离心柱法进行血液基因组
ZX-

的提取#血液基因

组提取试剂盒$

&O-XD9

@

[;::KZX-\EB

#

Z32!$

%购自天根生

化科技$北京%有限公司&提取所得
ZX-

标本置
!

$"]

保存

备用#检测前完全恢复至室温'

$5/5/

!

%&'()*+,,&

和
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位点基因型检测
!

采用

3*)

荧光探针法#所用相关基因检测试剂盒购自武汉友芝友

医疗科技有限公司'反应条件为
2,]!"9EF

#

/7]79EF

#之

后进行
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个循环的扩增$

/7]!7G

#
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%#并在每个循

环结束时采集荧光信号'根据荧光强度曲线#利用荧光定量
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分析仪$
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M
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#德国%分析软件确定各个

标本基因分型结果'特异性引物及
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探针序列#见表
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试剂盒特异性引物及探针序列

基因多态位点
目的基因引物序列
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血清
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1

水平检测
!

空腹采集外周静脉血
79<

#
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9

离心
."9EF

#置
!

$"]

保存备用#检测前完全恢复

至室温'使用日立
,+""

全自动生化分析仪#采用循环酶法完

成血清
'0

1

水平检测#试剂购自苏州博源医疗科技有限公司'
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统计学处理
!

应用
P3PP."5"

统计软件进行数据分析#

计量资料以
E8"

表示#组间比较使用
:

检验#多组间比较采用

单因素方差分析#计数资料组间比较用
!

. 检验#

$
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异有统计学意义'
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结
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果

/5$
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.

组研究对象一般资料结果比较
!

.

组研究对象的性别*

年龄等一般资料比较#差异无统计学意义$

$
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"5"7

%#具有可

比性'见表
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组不同基因型及等位基因分布频率结果比较
!

*+,,&

及
-!./$*

位点的
PX3

均可产生纯合野生型*杂合突变型*纯

合突变型
2

种基因型#

.

组不同基因型及等位基因分布频率结

果比较#病例组
*+,,&

突变型$

*&4&&

%高达
$/5.26

#而对

照组仅为
7+5""6

#差异有统计学意义$

$

$

"5"7

%&突变型等位

基因
&

的分布频率在
.

组之间差异也有统计学意义$

$

$

"5"7

%&且随梗死面积增大#

&

等位基因分布频率也逐渐增大#

与腔隙性脑梗死组比较#大梗死组和小梗死组的突变基因型

$

*&4&&

%及突变型等位基因
&

的分布频率均显著升高$

$
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%'但各组
-!./$*

位点的基因型分布频率比较#差异无

统计学意义$
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组患者一般资料结果比较

组别 例数$
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年龄

$

E8"

#岁%

性别(
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$
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%)

男性 女性

病例组
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水平结果比较
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%&不同梗死面积的
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%#且以大梗死组为最高($

!$5.$8!!52+

%

!

9:;

"

<

)'

见表
7

'

表
2

!!
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基因型分布频率结果比较#
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分别表示纯合野生型*杂合突变型*纯合突变型'

D表示
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种基因型在各组分布频率的结果比较&
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表
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各组
%&'()-!./$*

基因型分布频率结果比较#

0

$

6

%&

组别 例数$

0

%

基因型频率

** *& &&

-*4**

等位基因频率

* &

病例组
!2" /$

$

,752$

%

2.

$

.#5+.

%

"

$

"

%

2.

$

.#5+.

%

..$

$

$,5+/

%

2.

$

!.52!

%

!

大梗死组
++ #$

$

,.5,2

%

!$

$

.,5.,

%

"

$

"

%

!$

$

.,5.,

%

!!#

$

$+52+

%

!$

$

!25+#

%

!

小梗死组
2+ 2"

$

$2522

%

+

$

!+5+,

%

"

$

"

%

+

$

!+5+,

%

++

$

/!5+,

%

+

$

$522

%

!

腔隙性脑梗死组
.$ ."

$

,!5#2

%

$

$

.$57,

%

"

$

"

%

$

$

.$57,

%

#$

$

$75,!

%

$

$

!#5./

%

健康对照组
!"" +$

$

+$5""

%

2.

$

2.5""

%

"

$

"

%

2.

$

2.5""

%

!+$

$

$#5""

%

2.

$

!+5""

%

!

.

25+# 25+# 25"$

$ "5#7, "5#7, "57#7

表
7

!!

各组血清
'0

1

水平结果比较$

E8"

'

!

9:;

(

<

%

项目 健康对照组 病例组 大梗死组 小梗死组 腔隙性脑梗死组

例数$

0

%

!"" !2" ++ 2+ .$

'0

1

!.5+$8#5"! !+5!78/5,! !$5.$8!!52+ !25!,8+5", !#5$78$5!!

:

"

? :_2527.

D

?_25++.

H

$ "5""!

D

"5".$

H

!!

注!

D表示病例组与对照组的结果比较&

H表示大梗死组*小梗死组*腔隙性脑梗死组
2

组的结果比较

表
+

!!

%&'()

不同基因型血清
'0

1

水平结果比较$

E8"

'

!

9:;

(

<

%

项目
*+,,&

** *& &&

-!./$*

-- -*

例数$

0

%

!# +. 7# /$ 2.

'0

1

!+5228,5,/ !75"28,5.+ !/5!78!25"/ !75..8/5$, !$5/#8$5,$

?

"

: ?_.5#"/ :_!5$/7

$ "5"/# "5"+

表
,

!!

各组
*+,,&

与
-!./$*

联合突变者$即
+,,*&

(

!./$-*

型%结果比较#

0

$

6

%&

项目

健康对照组

+,,**

"

!./$--

+,,*&

"

!./$-*

病例组

+,,**

"

!./$--

+,,*&

"

!./$-*

大梗死组

+,,**

"

!./$--

+,,*&

"

!./$-*

小梗死组

+,,**

"

!./$--

+,,*&

"

!./$-*

腔隙性脑梗死组

+,,**

"

!./$--

+,,*&

"

!./$-*

百分率
!/

$

!/5""

%

/

$

/5""

%

.

$

!57#

%

.!

$

!+5!7

%

"

$

"5""

%

!#

$

.!5.!

%

"

$

"5""

%

7

$

!25$/

%

.

$

,5!#

%

.

$

,5!#

%

!

.

!$5.7 +52,7

$

$

"5"! "5".#

/51

!

病例组不同基因型
'0

1

水平结果比较
!

*+,,&

的纯和

突变型及
-!./$*

的杂合突变型$纯合突变型病例数为
"

%血清

'0

1

水平虽然均高于纯合野生型#但差异均无统计学意义

$

$

%

"5"7

%'见表
+

'

/52

!

%&'()

的
.

个
PX3

位点
*+,,&

与
-!./$*

的协同作

用
!

各组
-!./$*

位点的基因型分布频率结果比较#差异无统

计学意义$

$

%

"5"7

%#且在单一位点的突变与血清
'0

1

也无显

著相关性'但
*+,,&

与
-!./$*

联合突变结果显示#

.

位点同

时发生杂合突变$即
+,,*&

"

!./$-*

型%的个体所占百分比#

病例组显著高于对照组$

!+5!76!"#/5""6

#

$

$

"5"7

%#且随

梗死面积增大#逐渐增大$

$

$

"5"7

%'病例组内
.

位点同时发

生杂合 突 变 时 血 清
'0

1

显 著 高 于 仅
*+,,&

杂 合 突 变

($

.!5!28$5#,

%

!

9:;

"

<!"5

$

!!57.8#52+

%

!

9:;

"

<

#

$

$

"5"7

)'

见表
,

*

$

'

表
$

!!

联合突变与单一突变血清
'0

1

结果比较

!!!

$

E8"

'

!

9:;

(

<

%

基因型
*&4-- *&4-*

例数$

0

%

#. .!

'0

1

!!57.8#52+ .!5!28$5#,

: 75/+$

$

$

"5"!

'

!

讨
!!

论

!!

中国每年的脑卒中患者
,76

#

$76

为
OP

(

#

)

'血清
'0

1

水

平轻至中度升高是诱发
OP

的独立危险因素#

%&'()

是
'0

1

代谢过程中的关键酶#其主要生理功能是催化
7

#

!"=

亚甲基四

氢叶酸$

7

#

!"=%&'(

%转化为
7=

甲基四氢叶酸$

7=%&'(

%#后

者是体内重要的甲基供体#在
'0

1

复甲基化生成蛋氨酸的过

+

/#$!
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程中参与其代谢(

7

)

'当编码该酶的基因发生突变#酶活性下降

时引起
'0

1

代谢障碍#导致
'0

1

在体内的水平升高'目前发

现
%&'()

基因至少存在
+7

个多态性位点#其中最常见的
.

种突变为
*+,,&

和
-!./$*

'前者是指
%&'()

第
#

个外显

子第
+,,

位碱基发生
*

至
&

的突变#丙氨酸被缬氨酸所代替#

使酶的热稳定性下降#酶活性降低(

+

)

'这一突变位点产生的基

因型有野生型$

**

型%*杂合突变$

*&

型%*纯合突变$

&&

型%

2

种'纯合和杂合突变的酶活性分别下降为野生型的
2.6

和

+#6

(

,

)

'

-!./$*

是指
%&'(),

号外显子第
!./$

位碱基
-

至
*

置换#产生
;̂L#./-;L

错义突变'由于这一突变位点位

于酶的
P=

腺苷蛋氨酸$

P-%

%调节域#

P-%

与
%&'()

结合

可通过构象的转变抑制酶活性#同样可使酶活性下降(

$

)

'当以

上
.

个位点同时发生杂合突变时#

%&'()

的酶活性仅为野生

型的
2+6

(

,

)

'

本研究结果表明#病例组
*+,,&

突变型高达
$/5.26

#而

健康对照组仅为
7+5""6

$

$

$

"5"7

%&突变型等位基因
&

的分

布频率分别为
+752$6

和
##5""6

#差异有统计学意义$

$

$

"5"7

%'与国内外的研究结果基本一致(

/=!"

)

'表
2

结果显示#

随梗死面积增大#

&

等位基因分布频率也逐渐增大#与腔隙性

脑梗死组比较#大梗死组和小梗死组的突变基因型$

*&4&&

型%及突变型等位基因
&

的分布频率均显著升高$

$

$

"5"7

%'

证实
%&'()*+,,&

基因发生突变可能是
OP

的独立危险因

素#且与疾病严重程度呈正相关'而
-!./$*

基因多态性与
OP

的相关性一直存在争议#本研究未发现两者具有显著的相

关性'

本研究同时对各组血清
'0

1

水平进行分析#病例组显著

升高#并以大梗死组为最高#说明
'0

1

水平的升高是诱发
OP

的独立危险因素'分析基因多态性与血清
'0

1

水平的相关

性#未发现单一位点的突变与血清
'0

1

改变存在显著的相关

性'但
*+,,&

与
-!./$*

有明显的协同作用#

.

位点同时发生

杂合突变$即
+,,*&

"

!./$-*

型%的个体所占百分比#病例组

显著高于对照组#且随梗死面积增大#逐渐增大$

$

$

"5"7

%'

病例组内
.

位点同时发生杂合突变时血清
'0

1

显著高于仅

*+,,&

杂合突变者$

$

$

"5"7

%'

(>NEC=%AEGGD

等(

!!

)也曾有类

似报道'

本研究还存在一些问题#对病例组不同基因型血清
'0

1

水平的比较发现#突变型患者血清
'0

1

虽然高于纯合野生型#

但差异无统计学意义$

$

%

"5"7

%#虽有研究报道
*+,,&

突变与

血清
'0

1

水平不相关#但该结果与以往绝大多数研究不一

致(

!.

)

'可能由于中国人群叶酸摄入量普遍偏低#

%&'()

是

通过代谢体内的叶酸#间接为
'0

1

的复甲基化提供甲基供体#

从而参与
'0

1

代谢'当叶酸摄入不足时#即使
%&'()

未发

生基因突变#酶活性正常#仍有可能造成
'0

1

代谢障碍'另

外#本研究存在样本量小*代表性不足等局限性#今后需扩大样

本量#综合考虑更多影响因素#进一步探讨
%&'()

基因多态

性*血清
'0

1

水平及缺血性脑卒中三者之间的相关性'
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