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#摘要$

!

目的
!

探讨云南汉族
1

1

干扰素受体"

>]T<@

$的两个氨基酸位点
;FH!$[DE

和
<>/,$4N

A

多态性与动脉粥样硬化

"

4W

$斑块稳定性的相关性%方法
!

收集该院
2)!$

年
+

月至
2)!9

年
+

月收治的
4W

斑块不稳定的患者作为观察组!而同期入院

的
4W

斑块稳定'无斑块的患者为对照组%采集患者外周静脉血!提取基因组
3T4

!通过聚合酶链反应"

86@

$产物直接测序法检

测
>]T<@!;FHH$[DE

和
>]T<@2<H/,$4N

A

位点的基因型!采用
3T4WEFN

&

<D/D:''H

软件分析测序结果!用流式细胞术检测患者

血浆细胞因子)

1

1

干扰素"

>]T1

1

$*的水平%结果
!

2)$

例当地汉族患者列入研究!其中观察组
!)"

例!年龄"

0,*#"X!2*)#

$岁#对

照组
"9

例!年龄"

,9*""X!,*+2

$岁%

>]T<@!;FHH$[DE

位点在观察组和对照组中均未发现多态性改变%

>]T<@2<H/,$4N

A

在

观察组
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基因型频率为
9!*"9B

"
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00

$!

4<

基因型频率为
9+*),B

"

92

'

"#

$!

<<

基因型频率为
9#*,2B

"

!0

'

2"

$#对照组
44

基因型频率为
$#*)9B

"

+0

'

00

$!

4<

基因型频率为
$,*"$B

"

$,

'

"#

$!

<<

基因型频率为
$!*+#B

"

!2

'

2"

$!卡方检验
"Y)*#2$

!

>]1

T<@2

基因型
44

&

4<

和
<<

与
4W

斑块稳定性没有关系#观察组
>]T<@24

等位基因频率为
92*+#B

"

!+2

'

292

$!

<

等位基因频

率为
99*!+B

"

#,

'

!9,

$!对照组
4

等位基因频率为
$0*,2B

"

!2)

'

292

$!

<

等位基因频率为
$$*#0B

"

0)

'

!9,

$!卡方检验校正
"Y

)*,,!

!

>]T<@2

等位基因
4

和
<

与
4W

斑块稳定性没有关系%经
SFN&

Q

1\D(/PDN

A

遗传平衡检验!该样本人群该基因频率符合遗

传平衡法则%观察组血浆中
>]T1

1

水平为"

$*,)X!*"!

$

/

A

'

M=

!对照组为"

$*##X2*!)

$

/

A

'

M=

!差异无统计学意义"

"Y)*+!#

$#

血浆
>]T1

1

水平与
4W

斑块稳定性无相关性"

"Y)*+)#

$%结论
!

>]T<@

基因多态性不能作为
4W

斑块稳定性的预警指标%
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动脉粥样硬化!

FEGDN'.KHDN'.(.

#

4W

"是一种常见多发疾病#

其斑块的不稳定导致斑块破裂*血栓形成及血管阻塞#是急性

心*脑血管事件的主要原因#极大的威胁着人民群众的生命健

康#防治
4W

已成为当今医学科学研究的重大课题$

1

1

干扰素

+$,$

重庆医学
2)!,

年
!!

月第
$9

卷第
++

期



!

>]T1

1

"是多功能细胞因子#是巨噬细胞*自然杀伤!

TZ

"细

胞*血管内皮细胞的活化剂#且具有阻止胶原蛋白合成#抗纤维

化的作用$某些基因位点上的多态性会影响基因的转录效率

和&或表达产物的功能#不同细胞因子发挥生物学功能均是通

过与细胞膜表面受体相互作用最终促进靶基因的表达(

!

)

#

1

1

干

扰素表面受体复合物!

>]T<@

"基因多态性是否影响
4W

的发

生及其斑块稳定性尚不十分清楚#目前已发现的
>]T<@

多态

性位点有
>]T<@!;FHH$[DE

*

>]T<@2<H/,$4N

A

#本研究针对

本地区广大汉族人群#通过用聚合酶链反应!

86@

"产物直接测

序检测以上位点基因型#流式细胞术检测外周血浆
:G!

型*

:G2

型细胞因子#探讨炎症介质在
4W

斑块稳定性中的作用#

为明确云南汉族
>]T<@

基因多态性是否影响
4W

斑块稳定性

提供理论依据#为早期*有效评估斑块稳定性和预警急性心脑

血管事件提供有效方法$

C

!

资料与方法

C*C

!

一般资料
!

选取云南省第一人民医院内干科
2)!$

年
+

月至
2)!9

年
+

月收治的汉族患者
2)$

例#经颈动脉超声检查

和相关临床症状分为
4W

斑块不稳定组!观察组"和无斑块&

4W

斑块稳定组!对照组"$其中观察组
!!!

例#男
,9

例#女
$,

例#年龄!

0,*#"X!2*)#

"岁'对照组
"0

例#男
90

例#女
$)

例#

年龄!

,9*""X!,*+2

"岁$

诊断标准为研究对象经颈动脉超声检查#发现内膜
1

中膜

厚度!

>[:

"

)

!*+MM

者即可做出颈动脉粥样硬化斑块的诊

断$根据斑块病理类型及超声特点#将斑块分为
$

型#即硬斑*

软斑*扁平斑和溃疡斑$硬斑和扁平斑因表面有钙盐沉积#富

含纤维组织属稳定斑块#而软斑与溃疡斑富含脂质及大量的炎

性细胞#易脱落出血#属不稳定斑块$患者取头后仰卧位#检查

一侧颈动脉时头偏向对侧约
$9k

#分别检查左右颈动脉$探头

沿颈动脉走向#自下向上作连续纵*横切面扫查$检测部位包

括%颈总动脉!

664

"的远端!颈内*外动脉分叉水平连线下方

!*)

!

!*9KM

"#颈内动脉!

>64

"起始部!分叉水平上方
!*)

!

!*9KM

"和颈总动脉分叉!

_>]

"#颈外动脉!

564

"$观察颈动脉

>[:

#有无斑块#斑块的形态*大小及性质#彩色血流显像观察

血流是否通畅#色彩明暗程度#有无彩色血流充盈缺损$临床

表现中存在冠心病心绞痛*急性脑卒中患者为
4W

斑块不稳定

组!观察组"$冠心病心绞痛诊断符合
2)!2

年中国+非
W:

段

抬高型急性冠脉综合征诊断和治疗指南,#具有心绞痛典型症

状$脑卒中患者具有明确的脑梗死影像学依据$

C*D

!

仪器与试剂
!

运用
8G(H(

L

.1(I22

彩色超声诊断仪进行颈

动脉超声检查$全血基因组
3T4

提取试剂盒*

86@

扩增和电

泳所需试剂购自北京百泰克生物技术公司'细胞因子微球为

_3

公司
:S!

&

:S2K

Q

E'V(/DV(E

%

试剂盒$

6GDM(&'Ke@W

化

学发光成像系统购自
_('1@43

#

TF/'3N'

L

2)))

!

T32)))

"超微

量分光光度计购自
:GDNM'

公司#

86@

仪为
<D/D4M

L

86@

W

Q

.EDDNM"0))

#高速冷冻离心机购自日本
S(EFKG(16@22<

#

_<1

.IP[>3>

水平电泳仪购自
_F

QA

D/D

公司'测序由硕阳科技生

物技术公司完成$

C*E

!

试验方法

C*E*C

!

基因组的
3T4

提取及质量鉴定
!

依照全血基因组

3T4

提取试剂盒说明书逐步抽提基因组
3T4

$取
2

"

=

用

!*)B

琼脂糖凝胶电泳检测
3T4

的质量#其余分装冻存于
%

,)c

冰箱备用$用
!*2B

琼脂糖凝胶检测外周血
3T4

的质

量#上样
2

"

=

#

[FNVDN

为
3=2)))

$

C*E*D

!

引物设计与合成
!

从
<D/DPF/V

下载序列#用
<D/D1

:''H

软件设计引物$

>]T<@!;FHH$[DE

引物为#

]

%

9j164<

6<466<:6<<:4<64<61+j

#

@

%

9j1<6646<446:<4

<46646<4:<1+j

'扩增片段为
022P

L

$

>]T<@2<H/,$4N

A

引物为#

]

%

9j14664<:4<<<664:6:::<:4 <61+j

#

@

%

9j1:<664<:<:4<:::44<66::64<1+j

'扩增片

段为
9+!P

L

$内参引物为#

]

%

9j1<66::6664 4664::

666::41+j

'

@

%

9j1:646<<4:::6:<::<:<:::61

+j

'扩增片段为
$2,P

L

$

C*E*E

!

目的片段的
86@

扩增及其产物检测分析
!

86@

扩增

体系为
2)

"

=

#含
2b:F

h

86@ [F.EDN[(O!)

"

=

#

29

"

M'H

&

=

上游*下 游 引 物 各
)*29

"

=

#模 板
3T4 !

"

=

#

>]T<@!

;FHH$[DE

的扩增条件为
"9c

预变性
9M(/

#

"9c

变性
+).

#

,+

c

退火
$9.

#

02c

延伸
,).

#

+2

个循环'

02c

延伸
0M(/

#

$c

保存$扩增
>]T<@2<H/,$4N

A

的退火温度为
,) c

'扩增

>]T1

1

a2!)"

的退火温度为
92c

$取
2

"

=86@

扩增产物进

行
!*9B

琼脂糖凝胶电泳$其余
86@

产物送公司测序检测目

的片段序列$

C*E*F

!

86@

产物直接测序
!

测序引物与
86@

扩增引物相同$

对
86@

产物用乙醇沉淀法纯化#经
_(

A

&

Q

D

测序反应#用
4_>

+0+)e=

测序仪进行测序$测序结果采用
3T4WEFN

*

<D/D:''H

软件分析基因型$

C*E*G

!

流式细胞术检测血浆细胞因子浓度
!

按试剂盒说明书

进行流式细胞仪方案设计#绘制标准曲线$用乙二胺四乙酸

!

53:4

"抗凝管收集患者外周静脉血
!

!

2M=

#

+)))N

&

M(/

离

心
!)M(/

#取
)*9

!

!*)M=

血浆冻存备用$将
9)

"

=

血浆和

9)

"

=

微球混合液混合#

!*9G

后加入
:!

染色液#孵育
!*9G

后#加入
_IJJDN

#

!9))N

&

M(/

离心
!)M(/

#去除上清液后加入

_IJJDN

#上流式细胞仪#根据分析软件系统测定血浆中
>]T1

1

水平$

C*F

!

统计学处理
!

采用
W8WW2)*)

统计软件进行数据整理和

分析#计算各组的等位基因和基因型频率$对样本及基因型分

布频率 用
SFN&

Q

1\D(/PDN

A

遗传平衡检验'计数资料的组间

比较使用
!

2 检验#计量资料的组间比较使用
!

检验#与
4W

斑

块稳定性的相关性用相关分析#以
"

"

)*)9

为差异有统计学

意义$

D

!

结
!!

果

D*C

!

SFN&

Q

1\D(/PDN

A

遗传平衡检验
!

为了确保资料的可靠

性#对等位基因频率进行了
SFN&

Q

1\D(/PDN

A

平衡定律检验

!表
!

"$

D*D

!

目的片段的
86@

扩增产物及测序分析
!

对
2)$

例患者

的外周血
3T4

样本进行
86@

扩增#均扩增到特异性条带#其

片段大小与预期结果相符合!图
!

*

2

"$

D*E

!

>]T<@!;FHH$[DE

*

>]T<@2<H/,$4N

基因型频率及等

位基因频率的比较
!

观察组和对照组
>]T<@!;FHH$[DE

均为

野生型#位点未见突变$

D*E*C

!

>]T<@2<H/,$4N

A

44

*

4<

和
<<

基因型与
4W

斑块

稳定性分析
!

观察组
>]T<@2<H/,$4N

A

的
44

*

4<

*

<<

基因

型的频率分别为
9!*"9B

*

9+*),B

*

9#*,2B

#对照组
44

*

$$,$
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2)!,

年
!!

月第
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表
!

!!

>]T<@24

'

<

等位基因频率
SFN&

Q

1\D(/PDN

A

平衡定律检验

组别
%

基因型频率

44

!

L

2

"

4<

!

2

Lh

"

<<

!

h

2

"

等位基因频率

4

!

L

"

<

!

h

"

对照组!

"

#

)*9)

" 实际频数
"9 +0*))

!

)*+#"

"

$,*))

!

)*$#$

"

!2*))

!

)*!2,

"

!2)

!

)*,+2

"

0)

!

)*+,#

"

理论频数
"9 +0*"!

!

)*+""

"

$$*!#

!

)*$,9

"

!2*#+

!

)*!+9

"

病例组!

"

#

)*9)

" 实际频数
!)" $)*))

!

)*+,0

"

92*))

!

)*$00

"

!0*))

!

)*!9,

"

!+2

!

)*,),

"

#,

!

)*+"$

"

理论频数
!)" $)*))

!

)*+,0

"

92*!)

!

)*$0#

"

!,*")

!

)*!99

"

4<

*

<<

基因型的频率分别为
$#*)9B

*

$,*"$B

*

$!*+#B

#观

察组
>]T<@2<H/,$4N

A

的
44

*

4<

*

<<

基因型频率与对照组

比较#差异无统计学意义!

"Y)*#2$

"#见表
2

$

!!

4

%电泳检测
>]T<@!

的
86@

扩增产物'

_

%

>]T<@!;FHH$[DE

的

反向测序图 !

66

基因型#野生型"$

图
!

!!

86@

扩增产物直接测序检测
>]T<@!;FHH$[DE

!!

4

%电泳检测
>]T<@2

的
86@

扩增产物'

_

%

>]T<@2<H/,$4N

A

的

正向测序图 !

44

基因型#野生型"'

6

%

>]T<@2<H/,$4N

A

的正向测序

图 !

4<

基因型#杂合子"'

3

%

>]T<@2<H/,$4N

A

的正向测序图!

<<

基

因型#纯合子"$

图
2

!!

86@

扩增产物直接测序检测
>]T<@2<H/,$4N

A

表
2

!!

>]T<@244

)

4<

和
<<

基因型与
4W

!!!

斑块稳定性%

%

&

基因型
4W

斑块

不稳定 稳定

44 $) +0

4< 92 $,

<< !0 !2

D*E*E

!

>]T<@2<H/,$4N

A

等位基因
4

和
<

与
4W

斑块稳定

性的关系分析
!

观察组
>]T<@2<H/,$4N

A

的
4

*

<

等位基因

频率分别为
92*+#B

和
99*!+B

#对照组
4

*

<

等位基因频率分

别为
$0*,2B

和
$$*#0B

#观察组
>]T<@2<H/,$4N

A

的
4

*

<

等位基因频率与对照组比较#差异无统计学意义!

"Y)*9#"

"#

见表
+

$

D*F

!

流式细胞术检测血浆
>]T1

1

的水平
!

观察组血浆中

>]T1

1

水平为!

$*,)X!*"!

"

/

A

&

M=

#对照组血浆中
>]T1

1

水平

为!

$*##X2*!)

"

/

A

&

M=

#观察组与对照组血浆
>]T1

1

水平比

较#差异无统计学意义!

"Y)*+!#

"$

表
+

!!

>]T<@24

)

<

等位基因与
4W

斑块

!!!

稳定性%

%

&

等位基因
4W

斑块

不稳定 稳定

4 !+2 !2)

< #, 0)

D*G

!

血浆
>]T1

1

水平与
4W

斑块稳定性的关系
!

8DFN.'/

相

关分析显示#血浆
>]T1

1

水平与
4W

斑块稳定性无相关性!

"Y

)*+)#

"$

E

!

讨
!!

论

目前心血管疾病已经成为威胁人类健康的一大杀手#有研

究显示#心血管病的发病率和病死率已经超过了恶性肿瘤#每

年全国有超过
+))

万人死于心血管疾病#且发病年龄呈现低龄

化的趋势$

4W

是冠状动脉疾病*脑梗死等血管性疾病的病理

基础#因此#防治
4W

已成为防治心脑血管病的根本性战略措

施之一$

4W

的发病机制尚不十分清楚#有血栓形成学说*脂质

浸润学说*细胞因子学说*炎症
1

损伤反应学说*病毒学说*受体

缺失学说和癌基因学说等#但近年来大量的基础和临床研究支

持
4W

是一种慢性炎症和自身免疫性疾病这一新看法(

21+

)

$

>]T1

1

是由免疫细胞分泌的多功能细胞因子#能增强抗原提

呈*活化
:

淋巴细胞*巨噬细胞并促进其释放炎性因子#协同

其他致炎因子促进粥样病灶处的炎性反应#加速病变进展(

$

)

$

另外#

>]T1

1

尚有阻止胶原蛋白合成的抗纤维化的作用(

9

)

#这

些是通过与特异的细胞表面受体复合物!

>]T<@

"结合而发挥

作用$

人类
3T4

序列的变异以单核苷酸多态性!

.(/

A

HD/IKHD'1

E(&D

L

'H

Q

M'N

L

G(.M

#

WT8

"为最常见的遗传变异类型$某些位

点上的基因多态性会影响基因的转录效率和&或表达产物的功

能#并成为不同人群中一些疾病存在不同发病率或不同临床表

现*治疗反应及预后的内在机制(

,

)

$

>]T<@

是由配体结合链

!

>]T<@!

"和信号转导!

>]T<@2

"两个亚单位组成的异源二聚

体#

>]T<@!

和
>]T<@2

存在
;FH!$[DE

和
<H/,$4N

A

氨基酸

多态性#并发现它们的基因型与某些疾病!主要为传染性*免疫

学疾病"的易感性有关#但目前研究仅限于
>]T1

1

与
4W

的相

关性研究#

>]T1

1

多态性及其受体基因多态性与
4W

及其斑块

稳定性研究甚少#本研究旨在明确本地区特定人群血
>]T1

1

水

平及
>]T<@

多态性与
4W

斑块稳定性间是!下转第
$,$"

页"
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脉*肾动静脉显示差$而
+3165[@4

不依赖流空效应#避免

了涡流和湍流影#不受血流流速和方向的影响#对平行于扫描

层面的血管*血管分叉及扭曲的血管均能清晰显示$本研究结

果发现#由于
6:4

及
[@4

成像原理的差异#加之
6:4

扫描

方向是横断面扫描#而
[@4

主要是冠状面扫描#对不同走行

方向的血管显示情况不一样#根据原始数据所得重建模型显示

效果也不一样$两种成像方式对于一到四级动脉血管的显示

率并无太大差异#但
6:4

成像速度快#成像范围较
[@4

广#

能一次显示全身动脉血管#对于巨大的盆腔包块*卵巢肿瘤#需

要在术前了解包块血供来源从而评估手术时#

6:4

成像则是

首选$而对于静脉系统的显示
6:4

常常仅显示到髂内外静

脉#对于子宫静脉及髂内外静脉的其他分支则显示不佳#对于

骶前静脉几乎不显影$

651[@4

不仅能同等程度的显示
!

!

$

级的动脉血管#而且对于能显示更多的臀上下动脉的分支#且

能够显示更为丰富的静脉血管#尤其是骶前静脉的显影#对于

像妇科盆底手术需要术前了解骶前区血管网的情况#

651[@4

成像则是首选$除此#

651[@4

是在
[@>

检查的基础上成

像#鉴于
[@>

对于软组织的高分辨率#对于子宫肌瘤*子宫腺

肌病*子宫内膜癌等盆腔疾病的诊断#或者是血管内介入治疗

前后的评估#从四级血管的显示效果而言#

[@4

基本能达到

6:4

显示血管的效果#从盆腔脏器*病灶等软组织的显示效果

而言#

[@>

是明显优于
6:

的$

总而言之#面对多种影像学检查#应根据诊断病情的需要#

结合评估疾病侧重点的差异#为患者选择最佳的检查方式#既

要考虑减轻患者的医疗费用#不能什么检查都做#但又要满足

诊断评估病情的需要#则需要深入了解各类检查的侧重点#优

劣势等特点$
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否存在相互关系$经检测#研究并没有发现血浆
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水平及
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多态性位点与
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斑块稳定性有相互关系#血浆
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基因多态性尚不能作为云南汉族人群
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易损斑块

的预警指标$
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