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"

和肿瘤坏死因子3

!

基因多态性
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"临床研究#

豫北地区急性脑梗死患者白细胞介素>$

"

和肿瘤坏死因子>

!

基因

多态性
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"新乡医学院第二附属医院神经内科%河南1新乡1/0'"",#

摘要!1目的1探讨白细胞介素3!

"

"AN3!

"

#)肿瘤坏死因子3

!

"UB_3

!

#基因多态性与急性脑梗死的相关性& 方法

选择 ,"!% 年 / 月至 ,"!$ 年 & 月新乡医学院第二附属医院神经内科收治的 &% 例脑梗死患者为研究对象"脑梗死组#%

另选择同期健康体检者 -,例为对照组& 采用序列特异性引物和聚合酶链式反应"RCE#)限制性内切酶酶切技术检测

,组受试者血液中AN3!

"

" .0!!#C(U)UB_3

!

" .,'&#Y(F基因多态性& 结果1, 组受试者AN3!

"

" .0!!#位点基因型频

率和UB_3

!

" .,'&#位点基因型频率均符合 5̀JM*3eH69+HJ:遗传平衡定律"6g"#"0#& 脑梗死组患者AN3!

"

" .0!!#位

点UU基因型频率高于对照组"?Bj,#"0-% -0m可信区间!!#"&$ S'#&--% 6h"#"0#$脑梗死组患者AN3!

"

" .0!!#位点C

等位基因频率低于对照组"?Bj"#/&%%-0m可信区间!"#,0% S"#-,"%6h"#"0#& , 组受试者UB_3

!

" .,'&#位点基因型

频率和等位基因频率比较差异无统计学意义"6g"#"0#& 其中FF基因型在全部研究对象中未检出%Y等位基因见于全

部研究对象& 结论1 AN3!

"

" .0!!#C(U多态性可能与脑梗死有关%UB_3

!

" .,'&#Y(F多态性可能与脑梗死无关&

关键词!1白细胞介素3!

"

$ 肿瘤坏死因子3

!

$基因多态性$脑梗死
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"UB_3
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ĤJHKH7H<GHM 5KGPH<=9GJ=7:J=8L#UPHL=7*4=JLP6K4K=XAN3!

"

" .0!!# C(U59M UB_3

!

" .,'&# Y(F:H9HK69 GPH+7==M =XGPH

K8+IH<GK69 GPHĜ=:J=8LK̂ HJHMHGH<GHM +*KHc8H9<HKLH<6X6<LJ64HJK%L=7*4HJ5KH<P569 JH5<G6=9 "RCE# 59M JHKGJ6<G6=9 H9d*4H

M6:HKG6=9#F./@45/1UPH:H9=G*LHXJHc8H9<*=XAN3!

"

" .0!!# 7=<8K59M UB_3

!

" .,'&# 7=<8K69 GPHĜ=:J=8LK̂ HJH<=9K6KGH9G

6̂GP 5̀JM*3eH69+HJ::H9HG6<Hc8676+J68475̂ "6g"#"0##UPHUU:H9=G*LHXJHc8H9<*=XAN3!

"

" .0!!# 69 GPH<HJH+J57

69X5J<G6=9 :J=8L 5̂KP6:PHJGP59 GP5G69 GPH<=9GJ=7:J=8L "?Bj,#"0-%-0mCA! !#"&$ .'#&--%6h"#"0##UPHC577H7H

XJHc8H9<*=XAN3!

"
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11目前研究表明%脑梗死的病因较多%高血压)糖

尿病)遗传)环境)炎症反应等因素在脑梗死的发生)

发展中均起重要作用'!(

& 动物及临床实验发现%脑

梗死的病理生理过程中有大量炎性细胞因子的出

现',(

%其中白细胞早期浸润和脑组织水肿是缺血所

致炎症的重要特征''(

& 白细胞介素3!

"

"69GHJ7H8W693

!

"

%AN3!

"

#和肿瘤坏死因子3

!

"G84=J9H<J=K6KX5<G=J3

!

%UB_3

!

#作为具有多种生物效应的促炎性因子%其

基因多态性在脑梗死发生)发展中的意义尚存争

论'/30(

& 本研究旨在探讨AN3!

"

)UB_3

!

基因多态性在

豫北地区急性脑梗死患者发病中的作用及临床意义&

$%资料与方法

$+$%一般资料1选择 ,"!% 年 / 月至 ,"!$ 年 & 月

新乡医学院第二附属医院神经内科收治的 &% 例脑

梗死患者为研究对象"脑梗死组#& 另选择同期健

康体检者 -, 例作为对照组& 研究对象均为汉族%祖

籍河南省豫北地区%彼此无亲缘关系& 脑梗死组!男

/0 例%女 /! 例%年龄 00 S&""%0#!0 i!!#-"#岁$对

照组!男 0, 例%女 /" 例%年龄 00 S&" "%,#-% i

-#!$#岁& , 组受试者性别)年龄比较差异无统计学

意义"6g"#"0#%具有可比性& 本研究经医院医学

伦理委员会审核批准%受试者均签署知情同意书&

$+*%纳入标准与排除标准1纳入标准'%(

!"!#有明

确的突发性神经功能障碍病史$",#头颅CU或核磁

共振成像证实为脑梗死& 排除标准!"!#心源性)脑血

管畸形或动脉瘤)动脉炎)外伤)血液病)药物)肿瘤引

起的脑梗死患者$",#伴有支气管哮喘)YJ5QHK病)糖

尿病)炎症性肠病)多发性硬化)严重肝肾疾病的脑梗

死患者&

$+,%主要试剂与仪器1全血基因组提取试剂盒)聚

合酶链式反应"L=7*4HJ5KH<P569 JH5<G6=9%RCE#引物

购自北京天根生化科技有限公司%U5c?BF聚合酶)

限制性内切酶)?BF45WHJ)脱氧核糖核苷三磷酸购

自上海生工生物工程股份有限公司$实时荧光定量

RCE仪购自上海枫岭生物技术有限公司%eAZ3

2R'"" 电泳仪购自中元和生物技术有限公司%凝胶

图像分析系统"YFO$""!a#购自英国\VA公司&

$+8%实验方法

$+8+$%基因组!'B提取1采集 , 组受试者肘静脉

血 , 4N%乙二胺四乙酸二钾抗凝% .$" l保存& 采用

血液基因组?BF小量抽提试剂盒提取?BF% .," l

冰箱保存%备用$操作步骤严格按照试剂盒说明书

进行&

$+8+*% #S>$

"

$ Ò$$&和 N'J>

!

$ *̀,Y&位点的引

物设计1在单核苷酸多态性数据库中查得 , 个位点

的核酸序列%用 RJ64HJ0#" 软件设计引物%用 @76:=

%#" 软件进行检验%引物由北京天根生化科技有限

公司合成& AN3!

"

" .0!!#上游引物序列为 0p3UY3

YCFUUYFUCUYYUUCFUC3'p%下游引物序列为 0p3

YUUUFYYFFUCUUCCCFCUU3'p& UB_3

!

" .,'&#等

位基因特异型RCE"577H76<KLH<6X6<6G*RCE%FORCE#引

物!上游引物序列为 0p3UUCCUYCFUCCUYUCUY3

YFFYUUFYFF3'p$下游引物有 , 条%! 条引物序列为

0p3FYYFUFCCCCUCFCFCUCCCCFUCCUCCCUYCUCC3

'p"R:#%'p端碱基为C%用于Y等位基因扩增%另 ! 条

引物序列为 0p3FYYFUFCCCCUCFCFCUCCCCFUC3

CUCCCUYCUCU3'p"R#%'p端碱基为 U%用于 F等位基

因扩增& 内对照 RCE引物的上游引物序列"

"

!#为

0p3YFFYFYCCFFYYFCFYYUFC3'p%下游引物序列

"

"

,#为 0p3CFFCUUCFUCCFCYUCC3'p&

$+8+,%#S>$

"

$ Ò$$&位点基因型检测1参照文献

'$(进行操作& 取适量 ?BF行 RCE扩增%-/ l预

变性 / 469%-/ l变性 ! 469%0" l复性 ! 469%$, l

延伸 ! 469%', 个循环$$, l延伸 / 469%温度降至

/ l$RCE产物 !"

&

N%限制性内切酶 5F# A/ \%

!" k酶切反应缓冲液 !#0

&

N%反应体系在 '$ l水

浴保温 !% S!& P 过夜%转到 %0 l水浴保温 !" 469

终止酶切反应$将酶切反应产物置于质量分数

,#"m琼脂糖凝胶中电泳%在 \9Q6GH<凝胶成像系统

中成像&

$+8+8%N'J>

!

$ *̀,Y&位点基因型检测1参照文献

'&(进行操作& 取适量 ?BF行 FORCE扩增%-0 l

预变性 0 469%-0 l变性! 469%%$ l复性 ! 469%

$, l延伸 ! 469%0 个循环$-0 l变性 ! 469%%, l复

性 ! 469%$, l延伸 ! 469%," 个循环$-0 l变性

! 469%0& l复性 ! 469%$, l延伸 ! 469%0 个循环$

$, l再延伸 !" 469%降至 / l恒温$RCE扩增产物

在质量分数 ,#"m琼脂糖凝胶中电泳%在 \9Q6GH<凝

胶成像系统中成像&

$+O%统计学处理1应用 OROO,0#" 软件进行统

计分析& 基因型和等位基因频率采用直接计数

法& 5̀JM*3eH69+HJ:平衡检测采用
!

, 检验%组间

基因型和等位基因频率的差异采用
!

, 检验& 采

用比值比"=MMKJ5G6=%@E#及 -0m可信区间"<=93

X6MH9<H69GHJQ57%CA#评估脑梗死发病风险& 检验

水准
!

j"#"0&

*%结果

*+$%M(A?3>P.90C.AI 平衡检验1, 组受试者

AN3!

"

" .0!!#位点基因型频率和 UB_3

!

" .,'&#

位点基因型频率均符合 5̀JM*3eH69+HJ:遗传平
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衡定律"6g"#"0# %证实 , 组受试者均为遗传平

衡群体&

*+*%#S>$

"

$ Ò$$&和 N'J>

!

$ *̀,Y&位点基因型

分析1结果见图 ! 和图 ,& AN3!

"

" .0!!#共有 ' 种

基因型!CC"!-" +L#)UU"'"/ +L#和 CU"'"/)!-")

!!/ +L#& UB_3

!

" .,'& # 共有 , 种基因型!YY

"!-,),%& +L#和YF",%& +L#&

图 $% #S>$

"

Q)F产物琼脂糖凝胶电泳图

J9I+$%&4.15A:=2:A./9/:;(I(A:/.I.4:;#S>$

"

=A:?@1.?C3

Q)F

图 *%N'J>

!

B7Q)F产物琼脂糖凝胶电泳图

J9I+*%&4.15A:=2:A./9/:;(I(A:/.I.4:;N'J>

!

=A:?@1.?

C3 B7Q)F

*+,%* 组受试者 #S>$

"

$ Ò$$&位点基因型及等位

基因频率比较1结果见表 !& 脑梗死组患者 AN3!

"

" .0!!#位点UU基因型频率高于对照组%差异有统

计学意义"?Bj,#"0-% -0mCA!!#"&$ S'#&--% 6h

"#"0#$脑梗死组患者 AN3!

"

" .0!!#位点 C等位基

因频率低于对照组%差异有统计学意义 "?Bj

"#/&%%-0mCA!"#,0% S"#-,"%6h"#"0#&

表 $%* 组受试者#S>$

"

$ Ò$$&位点基因型及等位基因频率比较

N(C+$%):-=(A9/:0:;#S>$

"

$ `O$$& I.0:53=91(0?(44.491;A.b@.019./C.5H..052.5H: IA:@=/

组别 &

基因型(例"m#

CC CU UU

等位基因(例"m#

C U

对照组 -, '""',#%# '-"/,#/# ,'",0#"# --"0'#&# &0"/%#,#

脑梗死组 &% !$"!-#&# '/"'-#0# '0"/"#$# %&"'-#0# !"/"%"#0#

?B "#0"- "#&&- ,#"0- "#/&% !#-%/

-0mCA "#,0% S!#"!, "#/&- S!#%!% !#"&$ S'#&-- "#,0% S"#-," "#-&& S'#-"'

6 "#"0, "#%-- "#",% "#",% "#"0,

*+8%* 组受试者N'J>

!

$ *̀,Y&位点基因型及等位

基因频率比较1结果见表 ,& , 组受试者 UB_3

!

" .,'&#位点基因型频率和等位基因频率比较差异

无统计学意义"6g"#"0#& FF基因型在全部研究

对象中未检出%Y等位基因见于全部研究对象&

表 *%* 组受试者N'J>

!

$ *̀,Y&位点基因型及等位基因频率比较

N(C+*%):-=(A9/:0:;N'J>

!

$ *̀,Y&I.0:53=91(0?(44.491;A.b@.019./C.5H..052.5H: IA:@=/

组别 &

基因型(例"m#

YY YF FF

等位基因(例"m#

Y F

对照组 -, $&"&/#&# !/"!0#,# """#"# !$""-,#/# !/"$#%#

脑梗死组 &% $0"&$#,# !!"!,#&# """#"# !%!"-'#%# !!"%#/#

?B !#,,/ "#&!$ . . "#&!$

-0mCA "#,0% S!#"!, "#/&- S!#%!% . . "#'/- S!#-!/

6 "#"0, "#%-- . . "#%/!

11注!+ .,表示无数据&

,%讨论

通过对AN3!

"

" .0!!#多态性与脑梗死相关性

的研究%国内外学者有不同的结论& E2bT等'-(针

对埃及人群研究发现%携带 AN3!

"

" .0!!U(U# 及

AN3!

"

" .0!!C(U# 基因型的患者%脑梗死后 $ M和 !

个月神经功能损伤有加重倾向& 而在韩国人群)波

兰人群)意大利人群中未发现 AN3!

"

" .0!!#多态性

与脑梗死有关'!"(

& ]FBY等'!!(通过对 /0 岁以下脑

梗死患者的研究发现%AN3!

"

" .0!!#UU(CC基因型

通过影响核因子
(

a" 98<7H5JX5<G=JW5LL5a%

B_3

(

a#)诱导型一氧化碳合成酶 "69M8<6+7H96GJ6<

=)6MHK*9GP5KH%6B@O#及基质金属蛋白酶 , "45GJ6)

4HG577=LJ=GH695KH,%[[R3,#发挥作用%是年轻脑梗

*-'!!*第 !, 期111111111王旭生%等!豫北地区急性脑梗死患者白细胞介素3!

"

和肿瘤坏死因子3

!

基因多态性



死患者的独立危险因素& 而NFA等'!,(研究发现%脑

梗死患者AN3!
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" .0!!#基因型及等位基因分布与

正常对照比较无明显差异&

研究认为%AN3!
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" .0!!#等位基因频率在不同

种族)不同地域人群中的分布不一致'!'(

& 本研究

中%豫北地区汉族正常人群 AN3!
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" .0!!#C等位基

因频率为 "#0'&)U等位基因频率为 "#/%,%U等位基

因频率稍低于韩国人""#0!#
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%而美国和意大利白

种人U等位基因频率分别为 "#!-)"#'0

'!0(

& 这种差

异可能是不同地区和不同种族人群所处环境不同%

造成人类基因发生突变或飘移%使同一基因座的基

因型和等位基因频率在不同种族和不同地区的人群

中分布特点不一致'!%(

& 这种差异可能造成疾病关

联分析的结论不一致&

本研究发现%脑梗死组患者 C等位基因频率低

于对照组$UU基因型频率高于对照组%表明UU纯和

型与脑梗死的发病有相关性%携带 UU基因型比例

越高其脑梗死发病风险越高& 脑梗死组患者 CC)

CU基因型频率与对照组比较差异无统计学意义%提

示其与脑梗死的发病无相关性&

AN3!
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" .0!!#C(U多态性影响脑梗死易感性的

机制可能与 AN3!

"

" .0!!#U等位基因影响 AN3!

"

)

AN3!EBF转录进而增加 AN3!

"

的产生有关'0(

& 此

外%也存在AN3!

"

" .0!!#U等位基因与 , 号染色体

上其他脑梗死易感基因连锁不平衡引起脑梗死发病

风险增高的可能性'!/(

&

国外尚未见UB_3

!

" .,'&#多态性与脑梗死相

关性研究的报道& 国内刘丹等'!$(对内蒙古人群的

研究发现%UB_3

!

基因U!"'!C的CC基因型有增加

动脉粥样硬化性脑梗死的发病风险%认为 C等位基

因是脑梗死的遗传易感基因之一& 而本研究未发现

UB_3

!

" .,'&#等位基因频率和基因型频率分布在

脑梗死组和对照组之间有显著性差异%因此推测

UB_3

!

" .,'&#Y(F多态性可能与脑梗死无相关性&

脑梗死是一种多因素疾病%本研究仅探讨了AN3

!

"

" .0!!#和 UB_3

!

" .,'&#基因多态性与急性脑

梗死的相关性%认为AN3!

"

" .0!!#C(U多态性与脑

梗死有关%UB_3

!

" .,'&#Y(F多态性可能与脑梗死

无关&
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