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目的
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探讨基质金属蛋白酶
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"
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$启动子区
U.$2)1E

的基因多态性与急性脑梗死的关系%

方法
!

运用多聚酶链反应
.

限制性内切酶片段长度多态性"

VUC.CX9V

$技术检测
'%%

例急性脑梗死患者"病例

组$和
'%%

例同期健康体检者"对照组$

??V.(

启动子区的
$2)1U

'

E

的基因多态性!并进行基因测序!检测

??V.(U.$2)1E

的基因型!并将病例组分为大动脉粥样硬化型"

9DD

$&小动脉闭塞型"

@DA

$和其他原因型

"

@A;

$%结果
!
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启动子区的
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E

各种基因型频率及等位基因频率在病例组和对照组之间差异无

统计学意义"
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$%进一步对脑梗死进行亚型分组发现!

??V.(

启动子区的
$2)1U

'

E

各种基因型频率及

等位基因频率在脑梗死亚型间差异亦无统计学意义"
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$%多因素
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回归分析结果显示!在调整传

统危险因素后!

??V.(

启动子区的
$2)1U

'

E

基因多态性并不增加脑梗死的发病风险%结论
!

??V.(

启动子

U.$2)1E

的基因多态性与急性脑梗死无明显相关性%
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脑卒中是世界范围内导致残疾和死亡的重要原

因#以其高发病率)高致残率和高病死率受到普遍关

注*随着人类平均寿命的逐渐延长#其发病率还在逐

年上升*流行病学研究资料表明#我国脑卒中发病率

为
$-%&'

"

$%

万#其中
/%Z

为缺血性脑卒中*一些研

究显示脑梗死有明显的家族聚集倾向#一级亲属发病

率增高和双生子女发病一致性的研究结果也提示遗

传因素与脑梗死发病密切相关*目前从分子遗传学

水平解释脑梗死的发病本质和遗传规律是国内外脑

血管病研究的热门课题'

$.0

(

*本课题通过检测中国河

南汉族人基质金属蛋白酶
(

$

7GIL#R74IG88"

5

L"I4#,.

G+4

#

??V.(

&

.$2)1U

"

E

位点的基因多态性#探索

??V.(

基因多态性与急性缺血性脑卒中的关系#为

精准预防和个体化干预提供理论依据*

=

!

资料与方法

=&=

!

一般资料
!

选取
1%$2

年
0

月到
1%$)

年
-

月在

郑州市第一人民医院神经内科住院的急性脑梗死

$

GOHI4O4L4KLG8#,NGLOI#",

#

DUW

&患者
'%%

例#男
$)'

例#女
$'-

例#平均年龄$

2(&)(_$1&22

&岁%对照组为

同期门诊体检的健康者
'%%

例#男
$02

例#女
$22

例#

平均年龄$

2/&)(_$$&-$

&岁#其性别)年龄与病例组

相比差异均无统计学意义$

!

%

%&%2

&#具有可比性*

病例组的纳入标准!$

$

&发病
1

周内的急性脑梗死患

者#

DUW

的诊断符合+

1%$0

年中国急性缺血性脑卒中

诊断标准,#经临床检查$体征)病史)

UE

"

?CW

&确诊*

$

1

&

7C@

评分
%

%

$

分患者%$

'

&患者签署知情同意书*

本研究获得医院伦理委员会的批准*

DUW

根据

EAD@E

分型#分为如下
'

个亚组!大动脉粥样硬化型

$

9DD

&)小动脉闭塞型$

@DA

&及其他原因型$

@[;

#包

括心源性栓塞)烟雾病及无明确原因型&*其中大动

脉粥样硬化型脑梗死
$$-

例#小动脉闭塞性脑梗死

$)/

例#其他原因型
$2

例#包括心源性栓塞
/

例#烟雾

病
1

例#不明原因型
2

例%均为无血缘关系的河南地

区汉族人群#无脑卒中家族史*排除标准!$

$

&出血性

脑梗死)陈旧性或无症状性脑梗死患者%$

1

&合并其他

精神疾病无法合作或不能合作者%$

'

&以上两组均排

除严重感染)癫痫)恶性肿瘤)血液或其他系统严重或

进行性疾病及肝肾功能不全者*

=&>

!

方法
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!

引物
!

引物设计参照文献'

2

(#上游引物!

2̀.

6UUE66UDUDED6ED66UUU.'̀

%下游引物!

2̀.UEEUUED6UUD6UU66UDEU.'̀

*

=&>&>

!

基因组
:<D

提取
!

采集所有患者外周静脉

血
179

#采用
;:ED

抗凝及酚)氯仿法提取人基因组

:<D

#无水乙醇沉淀后#加
)%79!!3

1

A

溶解*

=&>&?

!

基因型分析
!

以多聚酶链反应限制性内切酶

长度多态性$

VUC.CX9V

&分析
??V.($2)1

基因型

=&>&?&=

!

??V.($2)1

基因特定片段
VUC

扩增
!

VUC

反应体系为
2%

!

9

!

@ECTHNN4L

$包含
?

=

1h

#

!<EV

#

$%̂ THNN4L

&

1&2

!

9

#上)下游引物各
$&%

!

9

#

EG

S

酶
%&'

!

9

#模板
:<D1

!

9

#

!!3

1

A'-&-

!

9

*

VUC

扩增条件!$

$

&

(2]

预变性
27#,

%$

1

&

'%

个循环

扩增
(0]$7#,

#

)']$7#,

#

-1]$7#,

%$

'

&

-1]

延伸
$%7#,

*

VUC

产物经
1Z

琼脂糖凝胶电泳#溴乙

锭$

;T

&染色检验扩增结果*

=&>&?&>

!

限制性内切酶酶切
VUC

扩增产物
!

酶切

反应体系为
1%

!

9

#包括
VUC

扩增产物
)

!

9

#

@

5

JW$

!

9

#

$%̂ THNN4LC1&%

!

9

#

!!3

1

A$$

!

9

*酶切产物

在
'-]

水浴锅中温浴
0J

*

=&>&?&?

!

电泳检测
!

酶切产物经
1Z

琼脂糖凝胶电

泳分析#取
)

!

9

扩增产物加入
1Z

琼脂糖凝胶负极端

的加样孔#以溴酚蓝为指示剂#

;T

为染色剂#在
$%%a

电压下电泳
'% 7#,

#在凝胶成像仪下观察带型并

照相*

=&>&?&@

!

准确性
!

为检验基因分型结果的准确性#

本试验随机抽取已分型的
'

种基因型的部分样本进

行基因测序*

=&?

!

统计学处理
!

采用
@V@@$(&%

统计软件进行处

理*计量资料用
<_C

表示#组间比较采用
J

检验%计

数资料采用率表示#进行
!

1 检验*采用
@3;+#+

软件

进行
3GL!

M

.Y4#,K4L

=

遗传平衡检验*疾病发生的相

对危险度研究采用非条件
9"

=

#+I#O

回归分析所得的

相对风险度$

TN

&及
(2Z":

表示#以
!

$

%&%2

为差异

有统计学意义*

>

!

结
!!

果

>&=

!

病例组和对照组的一般临床资料
!

传统的危险

因素如糖尿病)高血压等在病例组的比例均高于对照

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见表
$

*

表
$

!!

病例组和对照组临床特征的比较

项目
病例组

$

)B'%%

&

对照组

$

)B'%%

&

!

1

"

J !

性别$男"女#

)
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&

$)'

"

$'- $02

"

$22 1&$)1 %&$01

年龄$岁#

<_C

&

2(&)(_$1&22 2/&)(_$$&-$ $&%%1 %&'$-

总胆固醇$

77"8
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9

#

<_C

&

0&0-_$&$2 0&01_%&/0 %&)'/ %&210

三酰甘油$
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9

#

<_C

&

$&-%_$&'1 $&-)_$&)$ %&21- %&2(%

血糖$

77"8

"

9

#
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&

)&'-_1&)2 2&2$_$&-1 0&)(%

$

%&%$

高密度脂蛋白$

77"8

"

9

#

<_C

&

$&%2_%&0' $&$(_%&'2 0&0%1

$

%&%$

低密度脂蛋白$

77"8

"

9

#

<_C

&

1&)1_$&%) 1&)-_%&($ %&20) %&2/)

同型半胱氨酸$
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#

<_C

&

$-&(2_(&%( $2&21_)&1( '&/%)

$

%&%$

高血压'

)

$

Z

&(

(-

$

'1&'

&
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$

-&%
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2(&'0

$
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??V.(.$2)1

位点的凝胶电泳图
!

VUC

扩增产

物大小为
0'2K

5

的片段#

$2)1U

"

E

突变后被
@

5

JW

识

别#野生型
UU

基因型只有
0'2K

5

一个片段*杂合子

产生
'

个片段!

0'2

)

10-

)

$//K

5

#纯合子突变
EE

基因

型产生
10-K

5

和
$//K

5

两个片段#电泳图见图
$
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图
$
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??V.(.$2)1U

(

E

突变电泳图谱

>&?

!

??V.(.$2)1

位点测序结果
!

实验结果显示#

基因分型结果与测序结果完全一致#图
1

为该位点的

'

种基因型测序图*

图
1

!!

'

种基因型测序图

>&@

!

??V.(.$2)1

位点多态性分型结果
!

运用

@3;+#+

软件检测发现#

??V.(

基因位点
.$2)1

多态

性基因型分布在病例组和对照组中处于
3GL!

M

.

Y4#,K4L

=

平衡#具有群体代表性*病例组
??V.(.

$2)1

的基因型和等位基因频率分布结果见表
1

#结果

显示病例组中的
UE

)

EE

基因型频率与对照组比较差

异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#病例组
E

等位基因分布与

对照组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*在显性和

隐性模式中#病例组中的
UEhEE

基因型和
EE

基因

型频率与对照组相比#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*

表
1

!!

基因型频率与等位基因频率在两组间的比较"

)

$

Z

%#

项目 病例组 对照组
! TN

$

(2Z":

&

基因型

!

UU 1%$

$

)-&%

&

11$

$

-'&)

&

!

UE (2

$

'$&-

&

-)

$

12&'

&

%&%/% $&'-0

$

%&()1

%

$&()0

&

!

EE

!

0

$

$&'

&

!

'

$

$&%

&

%&)$- $&0))

$

%&'10

%

)&)'%

&

等位基因

!

U 0(-

$

/1&/

&

2$/

$

/)&'

&

!

E $%'

$

$-&1

&

/1

$

$'&-

&

%&%(' $&'%(

$

%&(22

%

$&-(0

&

显性模式

!

UU 1%$

$

)-&%

&

11$

$

-'&)

&

!

UEhEE ((

$

''&%

&

-(

$

1)&'

&

%&%-0 $&'-/

$

%&()(

%

$&(2(

&

隐形模式

!

UUhUE 1()

$

(/&-

&

1(-

$

((&%

&

!

EE

!

0

$

$&'

&

!

'

$

$&%

&

%&-%0 $&''/

$

%&1(-

%

)&%1(

&

>&A

!

??V.(.$2)1

位点多态性与
DUW

亚型的相关性

!

DUW

亚型中
??V.(.$2)1

基因型频率及
E

等位基

因频率差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见表
'

*

表
'

!!

病例组各亚型基因型频率与等位基因频率比较

基因型"等位基因
9DD

$

)B$$-

&

@DA

$

)B$)/

&

@[;

$

)B$2

&

UU -/

$

))&-

&

$$$

$

))&$

&

$1

$

/%&%

&

UE '/

$

'1&2

&

20

$

'1&$

&

'

$

1%&%

&

EE $

$

%&/

&

'

$

$&/

&

%

$

%

&

UEKC&UU

!

TN

$

(2Z":

&

$&0$-

$

%&///

%

1&1)%

&

$&0$2

$

%&(''

%

1&$0)

&

%&-1-

$

%&1%%

%

1&)02

&

!

! %&$0' %&$%1 %&)1-

EEKC&UU

!

TN

$

(2Z":

&

%&(00

$

%&%(-

%

(&1$0

&

$&(($

$

%&'(2

%

$%&%12

&

1&2'$

$

%&$10

%

2$&-0$

&

!

! %&()$ %&'(2 %&)/-

E

等位基因$

Z

&

$-&$ $-&( $%&%

!

TN

$

(2Z":

&

$&'%1

$

%&/)1

%

$&()-

&

$&'-'

$

%&(22

%

$&(-2

&

%&-%1

$

%&1%/

%

1&'))

&

!

! %&1%/ %&%/) %&-//

表
0

!!

脑梗死危险因素的多元逐步
9"

=

#+I#O

回归分析

项目
B 5$ YG8!

!

1

! ;R

5

$

T

&

(2Z":

??V.(.U$2)1E

多态性
\%&'12 %&$(' 1&/1% %&%(' %&-1' %&0(0

%

$&%20

总胆固醇
\%&')0 %&%($ $)&$1- %&%%% %&)(2 %&2/$

%

%&/'$

血糖
%&1'( %&%0/ 12&%/- %&%%% $&1-% $&$2)

%

$&'(2

3O

M

%&%2( %&%$2 $)&%1( %&%%% $&%)$ $&%'%

%

$&%(1

高血压
$&/00 %&1)( 0-&$$1 %&%%% )&'12 '&-'$

%

$%&-$$
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>&D

!

??V.(.U$2)1E

位点多态性基因型与脑梗死的

关系
!

采用
9"

=

#+I#O

回归模型进行多因素分析#脑梗

死是否发生作为因变量#将
??V.(.U$2)1E

多态性)

3O

M

水平)高血压)糖尿病)高脂血症作为自变量#结

果显示高脂血症)高血压)糖尿病)

3O

M

水平可以增加

脑梗死的发病风险#而
??V.(.U$2)1E

基因多态性

不增加脑梗死的发病风险#见表
0

*

?

!

讨
!!

论

!!

动脉粥样硬化是心脑血管疾病的病理学基础*

动脉粥样硬化是由多因素导致的慢性炎症#动脉粥样

斑块破裂可以导致急性心肌梗死或急性脑梗死的发

生*易损斑块很薄)炎性且含有高水平的胶原纤维

帽#而这些纤维帽的形成与基质金属蛋白酶 $

??V+

&

的浓度有关'

2

(

*

??V+

通过对细胞外机制的降解和

重塑#从而促使单核细胞和平滑肌细胞迁移#最终导

致斑块纤维帽的降解和斑块的破裂'

)./

(

*研究表明!

基质金属蛋白酶的水平和它的活性与心脑血管疾病

密切相关#其中
??V.1

和
??V.(

$分别为明胶酶
D

和明胶酶
T

&在缺血时变化更明显'

(

(

#因此#推测遗传

基因多态性存在#编码
??V+

的基因可能会影响其循

环水平#使患者更易于罹患心脑血管疾病*

??V.(

又称明胶酶
T

是
??V

家族中最重要的

成分#参与了血管的再生)炎症反应等病理过程#在动

脉粥样硬化)脑缺血及再灌注损伤时
??V+

表达增

加'

(

(

#导致大量细胞外基质降解#削弱了斑块纤维帽#

促进了斑块的形成#也加速了动脉粥样硬化的发生与

发展'

$%.$1

(

*

??V.(U$2)1E

是
??V(

基因转录启动子上游

$2)1

位点处存在的一个重要调控元件*国外有研究

报道#当此位点
U

(

E

后#可从转录水平影响基因表

达调控酶蛋白合成的数量#最终引起启动子活性相对

增强#蛋白质表达数量相对增加*

周军等'

$'

(研究发现
??V.(U$2)1EUE

基因型

频率和
E

等位基因频率高于对照组#差异有统计学意

义#并且携带
UE

"

EE

基因型者血浆
??V.(

水平较

高#显示中国人中
??V.(U$2)1EUE

等位基因与脑

梗死发病相关*刘筱洁等'

$0

(通过对
$%-

例动脉粥样

硬化性脑梗死患者与
(/

例健康对照者检测基因型发

现#脑梗死组
UEhEE

基因型频率为
1/&%0Z

#对照

组
UEhEE

基因型频率为
1(&1-Z

#

E

等位基因频率

在两组中分别为
$0&%%Z

和
)&)'Z

#两组差异显著#

提示
??V.(U$2)1E

基因多态性与动脉粥样硬化性

脑梗死相关#

E

等位基因是动脉粥样硬化性脑梗死的

易感基因*然而#有研究表明
??V.(U$2)1E

基因

多态性与心肌梗死)缺血性脑卒中不存在相关性'

$2

(

*

本研究应用
VUC.CX9V

技术对
'%%

例急性缺血性脑

卒中患者和
'%%

例对照组分别进行了
??V.(.$2)1

位点基因型分析*发现
UEhEE

基因型频率及
E

等

位基因频率在两组之间差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*根据
EAD@E

分型#将
DUW

组分为
9DD

组)

@DA

组)

@A;

组#分别研究
??V.(.$2)1

位点多态性

与不同脑梗死亚型的相关性*结果发现在脑梗死亚

型中
??V.(.$2)1

基因型频率及
E

等位基因频率差

异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*在调整传统危险因素

后#

9"

=

#+I#O

回归分析显示#高血压)糖尿病)

3O

M

水平

可以增加脑梗死的发病风险#而
??V.(.U$2)1E

基

因多态性不增加脑梗死的发病风险*提示
??V.(.

U$2)1E

位点基因突变与急性缺血性脑卒中无明显相

关#

??V.(.U$2)1E

位点突变可能不足以构成脑梗死

发病中的一个独立遗传性危险因子*与既往研究报

道相一致'

$2

(

*

脑梗死发病机制复杂#环境因素和遗传因素共同

参与脑梗死的发生)发展*仅仅控制传统危险因素还

不能很好地减少脑梗死的新发或复发风险#因为一些

遗传性危险因素可能会改变其他已知危险因素#从而

在脑梗死的发生)发展中发挥重要的作用*因此#需

要扩大样本量#同时检测基质金属蛋白酶的水平#进

一步探索
??V(

基因多态性与脑梗死的关系#明确

??V(

基因多态性在脑梗死发生)发展过程中确切的

分子遗传机制*
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患者
012

与
0234"!

表达水平明显高于乳腺良性肿

瘤患者&提示两种血清标志物在临床乳腺癌的筛查中

都具有一定的价值&反映了患者的病情(

!

种方法联合

检测与单一方法对比敏感度"特异度及准确率方面等

都明显提高&提示在临床中乳腺癌检测中联合使用
!

种参考数值可以明显提高患者阳性诊断率&分析其原

因可能是因为
!

种检测方法各有优势&而联合使用后

互补了单一方法的不足&同时也给乳腺癌的早期诊断

提供了一定的参考依据!本研究联合使用
!

种检测

方法证实明显提高了乳腺癌阳性诊断率&对乳腺癌的

早期诊断提供了一定的依据!由于本研究中病例数

的限制及研究时间的局限性&研究数据可能会有部分

的偏差&本课题组将会进一步在乳腺癌的早期诊断方

法深入研究!

综上所述&

?1

联合检测
012

与
0234"!

能够提

高乳腺癌诊断灵敏度与准确率及阴性预测值&具有重

要的临床使用价值!
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