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  摘 要:目的 探讨三磷酸腺苷结合盒转运体A1(ABCA1)基因多态性与阿尔茨海默病相关神经丝蛋白

(AD7c-NTP)的关系。方法 选择2019年1月至2022年1月于延安大学咸阳医院就诊的阿尔茨海默病(AD)
患者214例(AD组),选择同期该院健康体检者214例(对照组),收集两组一般资料,比较两组认知功能[简易

精神状态量表(MMSE)评分]、血脂、尿AD7c-NTP水平,测定两组ABCA1基因多态性。结果 AD组 MMSE
评分、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)水平均低于对照组,尿AD7c-NTP、总胆固醇(TC)水平以及高脂血症史患

者比例均高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);两组RR、RK、KK基因型频率比较,差异均有统计学意

义(P<0.05);AD组中RR基因型患者 MMSE评分低于RK+KK型,尿AD7c-NTP水平高于RK+KK型,
差异均有统计学意义(P<0.05);多因素Logistic回归分析结果显示,高脂血症史、TC、HDL-C、尿AD7c-NTP、

MMSE评分、RK+KK基因型是AD的影响因素(P<0.05)。结论 AD的发生与血脂、尿AD7c-NTP水平及

ABCA1基因多态性有关,同时ABCA1基因多态性与患者AD7c-NTP水平存在一定关系,通过检测ABCA1基

因型及尿AD7c-NTP水平可能为AD患者个体化治疗提供新的思路。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

polymorphisms
 

of
 

adenosinetriphosphate
 

(ATP)-binding
 

cassette
 

transporter
 

A1
 

(ABCA1)
 

gene
 

and
 

Alzheimer-associated
 

neuronal
 

thread
 

protein.
Methods A

 

total
 

of
 

214
 

patients
 

with
 

Alzheimer's
 

disease
 

(AD)
 

treated
 

in
 

the
 

Xianyang
 

Hospital
 

of
 

Yan'an
 

University
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2022
 

(AD
 

group)
 

and
 

contemporaneous
 

214
 

healthy
 

persons
 

under-
going

 

physical
 

examination
 

(control
 

group)
 

were
 

enrolled.The
 

general
 

data
 

in
 

both
 

groups
 

were
 

collected.The
 

cognition
 

function
 

[Mini-Mental
 

State
 

Examination
 

(MMSE)
 

score],blood
 

lipid
 

and
 

urinary
 

AD7c-NTP
 

level
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.The
 

polymorphisms
 

of
 

ABCA1
 

gene
 

in
 

both
 

groups
 

were
 

detected.
Results The

 

MMSE
 

score
 

and
 

level
 

of
 

high
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

(HDL-C)
 

in
 

the
 

AD
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,while
 

the
 

urinary
 

AD7c-NTP,total
 

cholesterol
 

(TC)
 

levels
 

and
 

propor-
tion

 

of
 

the
 

cases
 

with
 

hyperlipidemia
 

history
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

differences
 

in
 

the
 

distribution
 

of
 

RR,RK
 

and
 

KK
 

genotypes
 

be-
tween

 

the
 

two
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).In
 

the
 

AD
 

group,the
 

MMSE
 

score
 

in
 

the
 

pa-
tients

 

with
 

RR
 

genotype
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

RK+KK
 

genotype,while
 

the
 

level
 

of
 

urinary
 

AD7c-NTP
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

RK+KK
 

genotype,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

hyperlipidemia
 

history
 

TC,HDL-C,urinary
 

AD7c-NTP,MMSE
 

score
 

and
 

RK+KK
 

genotype
 

were
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

AD
 

(P<0.05).Conclusion The
 

AD
 

occurrence
 

is
 

related
 

to
 

the
 

blood
 

lipid,urinary
 

AD7c-NTP
 

and
 

polymor-
phisms

 

of
 

ABCA1
 

gene.Meanwhile
 

there
 

is
 

certain
 

relationship
 

between
 

the
 

polymorphisms
 

of
 

ABCA1
 

gene
 

and
 

AD7c-NTP
 

level
 

of
 

the
 

patients.Detecting
 

the
 

genotypes
 

in
 

ABCA1
 

and
 

urinary
 

AD7c-NTP
 

level
 

may
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

individualized
 

treatment
 

of
 

AD
 

patients
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  阿尔茨海默病(AD)是一种神经变性疾病,临床

表现为进行性记忆衰退、语言和认知能力障碍,是老

年人群痴呆的主要原因[1]。随着我国人口老龄化进

程的加快,AD患病人数呈上升趋势,而其尚无法治

愈,因此早发现、早诊断,争取更多干预时间延缓 AD
的进展十分关键[2]。有研究显示,胆固醇代谢紊乱、β
淀粉状蛋白(Aβ)沉积均与AD的发生及发展密切相

关[3]。三磷酸腺苷结合盒转运体A1(ABCA1)是一种

膜蛋白,在脑胆固醇代谢过程中起重要作用,并能影

响Aβ代谢,从而参与AD发展[4]。ABCAl基因位于

9号染色体上,与 AD致病位点紧密相邻,而 ABCAl
基因多态性和突变型与帕金森病及 AD等发病均相

关[5]。阿尔茨海默病相关神经丝蛋白(AD7c-NTP)是
一种跨膜磷脂蛋白,大量存在于AD患者大脑中的神

经元纤维缠结(NFTs),早期诊断 AD的灵敏度及特

异度均在90%以上[6]。基于此,本研究探讨了 AB-
CA1基因多态性与 AD7c-NTP的关系,以期为临床

早期诊治AD患者提供参考依据,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年1月至2022年1月来

延安大学咸阳医院就诊的 AD患者214例作为 AD
组。纳入标准:(1)符合AD[7]诊断标准;(2)彼此间无

血缘关系;(3)患者依从性好。排除标准:(1)伴有恶

性肿瘤患者;(2)伴心、肾、肝等重大疾病患者;(3)伴
有严重脑血管疾病患者;(4)抑郁症、癫痫患者;(5)存
在反复脑损伤患者。并选择同期该院健康体检者214
例作为对照组,均认知功能正常,并排除中枢神经系

统疾病、脑血管疾病、先天性痴呆等病例。本研究经

医学伦理委员会审核同意,且患者均知情同意参与本

研究。

1.2 方法

1.2.1 ABCA1基因型检测 (1)模板DNA提取:采
集受试者空腹肘静脉血3~5

 

mL,置于EDTA抗凝真

空采血器中,采用德国 QIAGEN公司生产的全血基

因组DNA提取试剂盒提取人全血基因组DNA。(2)
聚合酶链反应(PCR)扩增:引物设计参考文献[8]。
上 游 引 物,5'-GTATTTTTGCAAGGCTACCAGT-
TACATTTGACAA-3';下游引物,5'-GATTGGCT-
TCAGGATGTCCATGTTGGAA-3'。PCR 反 应 体

系:总体积20.0
 

μL,含有基因组DNA
 

2.0
 

μL,Taq酶

(5
 

U/μL)0.2
 

μL,10×PCR
 

buffer
 

2.0
 

μL,dNTP
 

1.2
 

μL,上下游引物(10
 

μmmol/L)各2.0
 

μL,MgCl2 2.0
 

μL,加去离子水至20.0
 

μL。反应条件:94
 

℃预变性

15
 

min,94
 

℃变性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸40
 

s,循环35次,72
 

℃延伸10
 

min。用2%琼脂糖凝胶

电泳PCR产物,并用紫外灯观察结果。(3)限制性酶

切及电泳鉴定:限制性酶切体系20.0
 

μL。样本PCR
扩增产物10.0

 

μL,10×NEB
 

buffer(含牛血清清蛋

白)2.0
 

μL,限制性内切酶EcoNⅠ
 

5
 

U,加去离子水

至20.0
 

μL,37
 

℃水浴箱过夜。用2%琼脂糖电泳,紫
外灯下观察结果,进行ABCA1基因型判读。基因型

片段长度:RR型177
 

bp;RK型177、107、70
 

bp;KK
型107、70

 

bp。

1.2.2 生化指标检测 受试者入院后取其晨起中段

尿5~10
 

mL,采用 NRM411-TS全自动化学发光测

定仪检测尿AD7c-NTP水平,试剂盒由南京诺尔曼生

物技 术 股 份 有 限 公 司 提 供,尿 AD7c-NTP≥1.5
 

ng/mL为阳性。取清晨空腹静脉血5
 

mL,采用罗氏

Cobas501全自动生化分析仪测定血清中甘油三酯

(TG)、总胆固醇(TC)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-
C)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)水平,试剂盒由德

国罗氏诊断有限公司提供。以上检测均严格遵循试

剂说明书进行操作。

1.3 观察指标 (1)收集受试者一般资料,包括性

别、年龄、吸烟史、饮酒史、高脂血症等。(2)认知功

能:受试者入院后采用简易精神状态(MMSE)量表[9]

进行评估。MMSE量表主要包括定向力(10分)、注
意力和计算力(5分)、记忆力(3分)、回忆能力(3分)、
语言能力(9分),总分为30分。MMSE得分≥27分

为正常,21~<27分为轻度认知功能受损,10~<21
分为中度认知功能受损;<10分为重度认知功能

受损。

1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行统

计分析。计量资料以x±s 表示,两组间比较采用t
检验;计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用

χ2 检验;采用二元Logistic回归分析 AD的影响因

素。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组一般资料比较 两组年龄、性别、吸烟史患

者比例、饮酒史患者比例,以及 TG、LDL-C水平比

较,差异均无统计学意义(P>0.05),AD组 MMSE
评分、HDL-C水平均低于对照组,尿 AD7c-NTP、TC
水平以及高脂血症史患者比例均高于对照组,差异均

有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 Hardy-Weinberg平衡吻合度检验 经 Hardy-
Weinberg平衡验证,两组实际频数与理论频数比较,
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差异均无统计学意义(P>0.05),两组样本具有群体

代表性。见表2。
表1  一般资料在两组间比较[x±s或n/n或n(%)]

项目
AD组

(n=214)

对照组

(n=214)
t/χ2 P

年龄(岁) 68.59±6.31 67.42±6.56 1.880 0.061

男/女(n/n) 119/95 108/106 1.135 0.287

MMSE评分(分) 11.65±2.23 29.06±0.82 107.192<0.001

尿AD7c-NTP(ng/mL) 1.61±0.42 0.59±0.16 33.199<0.001

TC(mmol/L) 4.47±0.71 4.13±0.89 4.369<0.001

TG(mmol/L) 1.34±0.35 1.30±0.26 1.342 0.180

HDL-C(mmol/L) 1.31±0.28 1.44±0.33 4.394<0.001

LDL-C(mmol/L) 2.43±0.65 2.38±0.59 0.833 0.405

高脂血症史 89(41.59) 57(26.64) 10.645 0.001

吸烟史 55(25.70) 61(28.50) 0.426 0.514

饮酒史 32(14.95) 28(13.08) 0.310 0.576

表2  Hardy-Weinberg平衡稳定吻合度检验

   [实际频数(理论频数)]

组别 n RR型 RK型 KK型 χ2 P

AD组 214 96(102) 104(92) 14(20) 1.9800.372

对照组 214 62(66) 113(105) 39(43) 0.6100.736

2.3 两组ABCA1基因型频率和等位基因携带率比

较 两组RR、RK、KK基因型频率比较,差异均有统

计学意义(P<0.05);两组等位基因携带率比较,差异

无统计学意义(P>0.05)。见表3。

2.4 不同基因型 AD患者 MMSE评分及尿 AD7c-
NTP水平比较 AD组中RR基因型患者 MMSE评

分低于 RK+KK 基因型,尿 AD7c-NTP水平高于

RK+KK型,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

表4。

2.5 Logistic回归分析 以是否为 AD(非 AD=0,

AD=1)作为因变量,将单因素分析中差异有统计学

意义的因素(高脂血症史、RK+KK 基因型、TC、

HDL-C、尿AD7c-NTP、MMSE评分)作为自变量并

赋值,高脂血症史(否=0,是=1),RK+KK基因型

(RR=0,RK+KK=1),TC(<4.30
 

mmol/L=0,≥
4.30

 

mmol/L=1)、HDL-C(≥1.35
 

mmol/L=0,<
1.35

 

mmol/L=1)、尿AD7c-NTP(<1.00
 

ng/mL=
0,≥1.00

 

ng/mL=1)、MMSE评分(≥27分=0,<
27分=1),将其纳入Logistic回归模型中,回归方程

为Logit(P)=0.927×高脂血症史-0.754×(RK+
KK基 因 型)+0.816×TC+0.943×HDL-C+
0.825×尿 AD7c-NTP+0.791× MMSE 评 分 +
0.049。结 果 显 示,高 脂 血 症 史、TC、HDL-C、尿

AD7c-NTP、MMSE评分、RK+KK基因型是 AD的

影响因素(P<0.05)。见表5。
表3  ABCA1基因型频率和等位基因携带率在两组间

   比较[n(%)]

因素 AD组(n=214) 对照组(n=214) χ2 P

基因型

 RR 96(44.86) 62(28.97) 19.480 <0.001

 RK 104(48.60) 113(52.80)

 KK 14(6.54) 39(18.22)

等位基因

 R 296(69.16) 237(55.37) 0.119 0.731

 K 132(30.84) 191(44.63)

表4  不同基因型的 MMSE评分及尿AD7c-NTP
   水平比较(x±s)

组别 n 基因型
MMSE评分

(分)

尿AD7c-NTP
(ng/mL)

AD组 96
 

RR 10.32±2.17#* 1.69±0.34#*

118 RK+KK 12.73±2.89* 1.54±0.12*

对照组 62 RR 29.14±0.73 0.61±0.18

152 RK+KK 29.03±0.65 0.58±0.17

  注:与同组RK+KK基因型比较,#P<0.05;与对照组同基因型

比较,*P<0.05。

表5  Logistic回归分析

相关因素 β SE Wald OR(95%CI) P

高脂血症史 0.927 0.216 18.418 2.527(1.655~3.859) <0.001

RK+KK基因型 -0.754 0.187 16.258 0.470(0.326~0.679) <0.001

TC 0.816 0.234 12.160 2.261(1.430~3.577) 0.001

HDL-C 0.943 0.361 6.824 2.568(1.265~5.210) 0.009

尿AD7c-NTP 0.825 0.194 18.084 2.282(1.560~3.338) <0.001

MMSE评分 0.791 0.257 9.473 2.206(1.333~3.650) 0.002

3 讨  论

  AD 的核心病理特征为异常堆积的老年斑及

NFTs,患者通常起病隐匿,并逐渐发展为认知功能障

碍,给患者及家庭带来沉重经济负担及心理负担[10]。
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有研究 表 明,65岁 以 上 人 群 AD 患 病 率 为5%~
10%[11],而治疗通常也只能起到缓解疾病进展的作

用,因此早期发现及诊断对 AD患者来说十分重要。
已有研究表明,胆固醇对 AD的进展起到重要作用,
而Aβ沉积是 AD 患者大脑的特征性病理改变之

一[12]。ABCA1编码基因对胆固醇外流调控起着重要

作用,能利用ATP转运胆固醇和磷脂给载脂蛋白E
(ApoE)及载脂蛋白A1(ApoA-1),形成高密度脂蛋白

(HDL),而其在 AD中的研究较少[13]。AD7c-NTP
是一种跨膜磷蛋白,相对分子质量为41×103,在神经

元中表达,与神经炎症和细胞凋亡密切相关[14]。有研

究表 明,在 AD 患 者 的 脑 组 织、脑 脊 液 及 尿 液 中

AD7c-NTP表达水平均升高,提示其可能涉及AD病

理机制[15]。因而本研究分析了 ABCA1基因多态性

与AD患者AD7c-NTP的关系。

ABCA1基因多态性可改变ABCA1蛋白活性,并
由此引起 HDL-C水平变化[16]。R129K 是 ABCA1
常见的变异位点,为7号外显子第1

 

051位核苷酸G
突变为A,使编码蛋白第219位精氨酸(R)变成赖氨

酸(K)[17]。本研究发现,AD的发生与血脂水平有关,
且患者认知功能多受到影响,与前人研究[18]具有一致

性。同时,两组RR、RK、KK基因型频率比较,差异

有统计学意义(P<0.05),而等位基因携带率比较,差
异均无统计学意义(P>0.05)。两组中RK基因型频

率最高,其次为 RR,AD组中 R等位基因携带率为

69.16%,K 等位基因携带率为30.84%,与前人研

究[19]具有一致性。同时本研究多因素Logistic回归

发现,RK+KK基因型是 AD的保护因素,可能是:
(1)K等位基因携带可产生有益的临床血脂谱;(2)

ABCA1基因位于9q31.1,与AD致病位点毗邻,因而

对AD发病可能有保护作用[20]。

AD7c-NTP属于神经丝蛋白家族,在疾病早期阶

段,脑脊液中AD7c-NTP水平与痴呆严重程度呈显著

相关性,而尿液检测与脑脊液具有相同的结果[21]。本

研究中 AD组尿 AD7c-NTP水平高于对照组,说明

AD的发生与尿AD7c-NTP水平有关。同时,多因素

Logistic回归发现,尿AD7c-NTP是AD的独立危险

因素,分析其中原因主要是由于:(1)AD7c-NTP过度

表达与磷酸化tau蛋白异常堆积密切相关,后者会引

起细胞骨架损伤,引起神经炎性增生及脑细胞死亡;
(2)AD7c-NTP与胰岛素受体共存,胰岛素信号通路

损伤会导致AD7c-NTP水平升高[22]。同时,AD组中

RR基因型患者 MMSE评分低于RK+KK基因型,
尿AD7c-NTP水平高于 RK+KK型,提示 ABCA1
基因多态性与尿AD7c-NTP水平有关。已有研究证

明,ABCA1蛋白与ApoE存在交互作用,而ApoE基

因会影响磷酸化tau蛋白生成,对尿AD7c-NTP水平

造成一定影响,因而 ABCA1蛋白可能通过 ApoE影

响AD7c-NTP;另一方面,ABCA1诱导剂(NLAIs)会
对胰岛素信号转导产生一定影响,故RR基因型患者

表现出更高的尿AD7c-NTP水平及更为严重的认知

功能障碍[23-24]。
综上所述,本研究发现,AD的发生与ABCA1基

因多态性及尿AD7c-NTP水平均有关,且ABCA1基

因多态性对尿AD7c-NTP水平变化也存在一定影响,
通过检测 ABCA1基因型及尿 AD7c-NTP水平可能

为AD患者个体化治疗提供新的思路。当然本研究

还存在一定不足,样本纳入较少,同时,对ABCA1基

因多态性与AD7c-NTP的分子生物学机制的研究还

不够深入。后期将扩大样本量,深入进行研究。
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