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ＡＴ１Ｒ基因多态性与高血压脑出血后脑组织中ＡＴ１Ｒ表达的相关性研究
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　　摘　要：目的　探索血管紧张素Ⅱ１型受体（ＡＴ１Ｒ）基因多态性与高血压脑出血后 ＡＴ１Ｒ表达水平及其与脑水肿的相关性。

方法　收集重庆医科大学附属永川医院神经外科２０１１年１２月至２０１２年８月住院的高血压脑出血手术患者４５例为观察组，对

照组选取难治性癫痫手术患者４５例，每组患者均采集静脉血后检测ＡＴ１Ｒ的基因多态性，术中取被出血毁损挫伤的脑组织，分别

采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定脑组织中ＡＴ１ＲｍＲＮＡ及蛋白水平，于术后第１、３、５天行头颅ＣＴ检查，通过ＣＴ值反映脑

水肿程度。结果　观察组ＡＣ／ＣＣ基因型与 ＡＡ基因型 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ水平表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＡＣ基因型术区

ＣＴ值比ＡＡ基因型更低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；对照组各基因型ＡＴ１ＲｍＲＮＡ、蛋白水平和脑水肿程度差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。结论　ＡＴ１Ｒ基因多态性与脑组织中ＡＴ１ＲｍＲＮＡ的表达无明显相关性，ＡＴ１Ｒ蛋白水平和脑水肿程度有相关性。
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　　高血压脑出血是原发性高血压的最为严重的并发症之一，

其发病的原因主要是由于颅内动脉长期处于高压状态下，动脉

内膜增厚，伴微小动脉瘤形成，血压波动时，变性的血管壁或动

脉瘤壁破裂出血。动脉血管的变性与肾素血管紧张素系统

（ＲＡＳ）有密切的关系，特别是与该系统中血管紧张素Ⅱ（Ａｎｇ

Ⅱ）及其受体关系最为紧密，目前已发现的血管紧张素受体有

４个亚型，分别命名为 ＡｎｇⅡ１型受体（ＡＴ１Ｒ）、ＡｎｇⅡ２型受

体（ＡＴ２Ｒ）、ＡｎｇⅡ３型受体（ＡＴ３Ｒ）、ＡｎｇⅡ４型受体（ＡＴ４Ｒ）。

ＡＴ１Ｒ的生理作用主要是血管收缩，水潴留和血管平滑肌细胞

增殖［１］。在高血压患者的血管病理变化中，ＡＴ１Ｒ的作用最为

明显。

人类体内的 ＡＴ１Ｒ是由 ＡＴ１Ｒ基因编码合成的，ＡＴ１Ｒ

基因具有５种基因多态性，但研究最多的是 Ａ１１６６Ｃ变种，位

于３′非翻译区中发生Ａ／Ｃ颠倒，共产生３种基因型 ＡＡ、ＡＣ、

ＣＣ。目前已经发现ＡＴ１Ｒ基因Ａ１１６６Ｃ多态性同原发性高血

压、动脉粥样硬化、脑卒中、过敏性紫癜等血管性疾病具有相关

性［２６］。脑组织已证实的存在局部ＲＡＳ，作为ＲＡＳ中重要的

组成部分，ＡＴ１Ｒ在脑出血后脑组织的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均

出现明显上调［７］。ＡＴ１Ｒ与ＡｎｇⅡ结合，通过发挥调节血管内

皮的炎症因子［８］，调节血管通透性等作用［９］，使神经细胞凋亡、

水肿。

但是，ＡＴ１Ｒ基因多态性与脑出血后ＡＴ１Ｒ的表达水平是

否有相关性呢？作者在临床工作中发现，不同基因型的脑出血

患者即使出血的部位、出血量大小、年龄、手术时间等指标基本

相同，手术预后及出现脑水肿的程度差异也很大。因此，作者

推测，既然ＡＴ１Ｒ基因多态性与血管性疾病具有明显的相关

性，那么ＡＴ１Ｒ基因多态性与高血压脑出血后 ＡＴ１Ｒ的表达

水平应该同样具有相关性。本研究旨在探讨 ＡＴ１Ｒ基因多态

性与高血压脑出血后ＡＴ１Ｒ的表达水平及其与脑水肿的相关

性，现报道如下。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１２月至２０１２年８月重庆医科

大学附属永川医院神经外科住院的高血压脑出血患者４５例

（观察组），其中男２９例，女１６例，年龄５０～８０岁，平均６０．５

岁，发病至就医时间为１～１０ｈ，平均３．５ｈ。纳入标准：（１）收

缩压大于或等于１４０ｍｍ Ｈｇ或舒张压大于或等于９０ｍｍ

Ｈｇ；（２）出血部为基底节区，有手术指征并行手术的患者；（３）

无冠心病、糖尿病、心肌病，排除继发性高血压。健康人群的脑

组织由于伦理学限制无法采集，因此对照组选用难治性癫痫行

颞叶切除手术患者，切除颞叶是作为难治性癫痫的治疗方法，

没有肿瘤、炎症、血管性疾病等因素影响的颞叶组织中 ＡＴ１Ｒ

表达同正常脑组织无明显差异［１０］，可以视为正常脑组织。收

集２０１０～２０１２年重庆医科大学附属永川医院神经外科难治性

癫痫行颞叶切除手术患者，排除肿瘤、炎症、血管性疾病等继发

性因素后共有４５例患者（对照组），其中男２１例，女２４例，年

龄２３～５６岁，平均３７．６岁。所有患者术前均由家属或本人签

署知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　ＡＴ１Ｒ（Ａ１１６６Ｃ）的基因多态性检测　所有患者在术前

先测量血压，再采集静脉外周血５ｍＬ，用饱和盐析法提取外周

血白细胞ＤＮＡ；运用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）方法检测

ＡＴ１Ｒ（Ａ１１６６Ｃ）的基因多态性；酶切后可产生３种基因型：未

突变纯合子ＡＡ型，仅有３６０ｂｐ片段１条带；突变杂合子 ＡＣ

型，有３６０、２２０、１４０ｂｐ片段３条带；突变纯合子ＣＣ型，有２２０、

１４０ｂｐ片段２条带。

１．２．２　用ＲＴＰＣＲ测定脑组织中 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ水平　观察

组术中取被出血毁损挫伤的脑组织，对照组术中取切除的颞叶

脑组织，标本取出后立即用生理盐水反复冲洗脑组织内残留血

凝块及血液，分两份放入灭酶冻存管置于－８０℃低温冻存备

用；异硫氰酸胍酚氯仿一步法提取总ＲＮＡ，紫外分光光度计

测定犃值，总ＲＮＡ的Ａ２６０／Ａ２８０比值均大于１．８。引物设计参

照文献［１１］设计：反义链５′ＣＡＡＧＡＣＧＣＡＧＧＣＴＴＴＴＴＧ

ＧＣＣ３′，正义链 ５′ＡＴＡ ＣＣＧ ＣＴＡ ＴＧＧ ＡＧＴ ＡＣＣ ＧＣＴ

ＧＧＴ３′。βａｃｔｉｎ引物设计：正义链５′ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧ

ＧＧＴＴＡＣＧＣ３′，反义链５′ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ

ＴＴＣ３′。其扩增产物分别为２５５、１５０ｂｐ。ＰＣＲ反应结束后进

行稳压电泳，在凝胶成像分析系统进行观察并拍摄电泳图像，

用Ｑｕａｎｔｉｔｙ图像分析软件分析，以βａｃｔｉｎ为内参照，计算各目

的条带及其比值，作为各基因的相对表达量。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定脑组织中ＡＴ１Ｒ蛋白水平　取－

８０℃保存的脑组织５０～１００ｍｇ提取总蛋白。根据 ＡＴ１Ｒ蛋

白相对分子质量为４１×１０３ 选择并灌制１０％分离胶，测定蛋

白水平后，上量约４０μｇ。经电泳后转膜，封闭后加入一抗、二

抗、ＥＣＬ液，在凝胶成像分析系统进行观察并拍摄图像，用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ图像分析软件分析，以 ＧＡＰＤＨ 作为内参照，计算各

目的条带与其比值，作为各蛋白的相对表达量。

１．２．４　检测术后脑水肿程度　每例手术患者术后第１、３、５天

分别复查ＣＴ，选取手术部位附近层面周围半径２ｃｍ区域，分

别在３、６、９、１２点方向各取一点测ＣＴ值，取各点ＣＴ值的平均

值作为脑水肿程度的判定标准，ＣＴ值越低，脑水肿程度越重。

１．３　统计学处理　数据分析采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统

计分析，数据用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组患者一般情况比较　４５例高血压脑出血患者和４５

例癫痫患者均接受手术治疗，成功获取血浆标本和损伤脑组织

标本，观察组有３例患者于术后２４ｈ内放弃治疗出院，未获得

术后脑水肿系数和ＣＴ结果；有３例患者于术后４８ｈ内再次出

血重新手术退出实验，有３例患者于术后４８ｈ内放弃治疗出

院，未获得术后３、５ｄＣＴ结果，对照组４５例患者均获得ＣＴ

结果。

２．２　两组患者基因型及等位基因频率　观察组 ＡＡ基因型

３６例，ＡＣ基因型９例，无ＣＣ纯合子基因型，Ａ等位基因频率

９０．０％，Ｃ等位基因频率１０．０％。对照组 ＡＡ基因型３３例，

ＡＣ基因型１０例，ＣＣ基因型２例，Ａ等位基因频率８４．４％，Ｃ

等位基因频率１５．６％。ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡定律检验，

犘＝０．３０１，符合遗传平衡定律，由于ＣＣ基因型样本量少，且与

ＡＣ基因型具有相似的生理作用，为便于统计，将ＣＣ基因并入

ＡＣ基因型中共同统计。见图１。

　　Ｍ：ＰＣＲ标记物；１、２：ＡＣ基因型；３：ＡＡ基因型；４：ＣＣ基因型。

图１　　ＡＴ１Ｒ基因扩增产物酶切后Ａ１１６６Ｃ多态性电泳图谱

２．３　两组患者脑组织中 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ水平比较　观察组和

对照组的ＡＣ／ＣＣ基因型 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ水平同 ＡＡ基因型比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１、图２。

　　Ｍ：ＰＣＲ标记物；１：观察组ＡＣ基因型；２：观察组ＡＡ基因型；３：对

照组ＡＣ基因型；４：对照组 ＡＡ基因型；５：对照组ＣＣ基因型；６：βａｃ

ｔｉｎ。

图２　　ＡＴ１ＲｍＲＮＡ扩增产物电泳图谱

　　１：对照组ＣＣ基因型；２、３：试验组ＡＣ基因型；４：试验组 ＡＡ基因

型；５：对照组ＡＡ基因型；６：对照组ＡＣ基因型。

图３　　ＡＴ１Ｒ蛋白定量检测
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２．４　两组患者脑组织中ＡＴ１Ｒ蛋白水平比较　观察组ＡＣ基

因型ＡＴ１Ｒ蛋白水平均数同 ＡＡ基因型比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），ＡＣ基因型 ＡＴ１Ｒ蛋白水平在脑组织中的表

达明显高于ＡＡ基因型。对照组 ＡＣ／ＣＣ基因型 ＡＴ１Ｒ蛋白

水平同ＡＡ基因型比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表

１、图３。

２．５　患者术后脑水肿系数及ＣＴ值结果　观察组的 ＡＣ基因

型在术后第１、３、５天 ＣＴ 值均低于 ＡＡ 基因型患者（犘＜

０．０５）。对照组各基因型患者的脑水肿系数和ＣＴ值在各时段

无明显差异（犘＞０．０５）。见表２。

表１　　两组患者脑组织中ＡＴ１ＲｍＲＮＡ和蛋白

　　　水平比较（狓±狊）

组别
ＡＴ１ＲｍＲＮＡ

ＡＡ ＡＣ／ＣＣ

ＡＴ１Ｒ蛋白

ＡＡ ＡＣ／ＣＣ

观察组１．１３０±０．１１０１．１５０±０．１００ ０．８２５±０．０２７０．８５１±０．２５５ａ

对照组１．０７０±０．０８０１．０４０±０．０８０ ０．８０７±０．００７０．８１１±０．００７

　　ａ：犘＜０．０５，与同组ＡＡ比较。

表２　　两组患者术后术区ＣＴ值比较（狓±狊）

组别
术后第１天

ＡＡ ＡＣ／ＣＣ

术后第３天

ＡＡ ＡＣ／ＣＣ

术后第５天

ＡＡ ＡＣ／ＣＣ

观察组 ２２．９４±１．３７ ２１．７３±０．８２ａ １９．６４±１．２４ １８．３７±０．９６ａ １８．１１±１．１５ １７．００±０．８７ａ

对照组 ２４．０１±１．０７ ２４．００±１．１６ １９．３０±０．８５ １９．５０±０．９５ １８．０３±１．０７ １８．５４±１．２３

　　ａ：犘＜０．０５，与同组ＡＡ比较。

３　讨　　论

ＡＴ１Ｒ基因多态性对疾病的影响包括原发性高血压、心肌

梗死、左心室肥厚、先兆子痫等血管相关性疾病，同时也影响代

谢特征，Ｃ等位基因携带者患糖尿病风险明显增高。有文献报

道ＡＴ１Ｒ的不同基因型的三酰甘油和胆固醇的水平有明显差

异性。ＡＴ１Ｒ对血管相关性疾病的影响主要有两个方面：（１）

ＡＴ１Ｒ激动后，也可激活酪氨酸激酶，此酶与血管生长分化相

关蛋白有关；它还激活丝裂霉素激活的蛋白激酶，与血管生长

分化有关，这种机制已被证明是增加内膜中层厚度和动脉僵硬

度的主要原因［３］，而这种效应在Ｃ等位基因携带者中表现更

为活跃［６］。（２）ＡＴ１Ｒ还参与了脑血流的调节，已有报道在

ＡＴ１Ｒ基因中，Ｃ等位基因携带者 ＡｎｇⅡ水平较高，这很可能

是由于ＡｎｇⅡ受体激活并导致内皮细胞介导的血管舒张功能

下降［１１１２］。国外已有研究证实脑组织中 ＡＴ１Ｒ来源于神经胶

质细胞和神经元细胞［１３］，而不是靠外周循环中摄取获得。因

此，ＡＴ１Ｒ基因多态性对脑组织中ＡＴ１Ｒ生理作用具有同外周

循环中同样的影响，而不是取决于血脑屏障对该蛋白分子的通

透性。国外最近的研究发现，大鼠的脑组织中，在颅脑损伤后

４ｈ就可以发现ＡＴ１Ｒ的明显上调，而通过对实验组使用小剂

量的坎地沙坦后，脑水肿程度、炎症反应和预后均明显好于对

照组［１４］。分析其原因，可能是因为通过抑制 ＡＴ１Ｒ后诱使脑

组织内ＡＴ１Ｒ介导的细胞凋亡反应向ＡＴ２Ｒ介导的神经再生

和分化反应转化。而本课题组在同期已做相类似的研究［１５］，

在自发性脑出血模型大鼠中使用ＡＴ１Ｒ拮抗剂抑制ＡＴ１Ｒ的

表达后，对神经功能障碍有明显的改善作用，同时减轻了脑水

肿程度。高血压脑出血对脑组织的损伤机制同颅脑创伤类似。

而由于高血压对脑动脉壁和脑血流量的影响更重，ＡＴ１Ｒ基因

多态性产生差异的可能性更大。

在本研究结果中，发病至就医时间为１～１０ｈ，平均３．５ｈ，

对人脑组织出血后脑组织中ＡＴ１Ｒ上调的时间目前尚无准确

数值参考，根据动物模型证实的时间为４ｈ
［１４］。因此，在本研

究中的标本采集时间与动物模型较接近，换言之，标本采集时

脑组织中ＡＴ１Ｒ应该已出现上调。由于伦理学限制无法采集

健康人群的脑组织，脑组织中 ＡＴ１Ｒ表达上调与肿瘤、炎症、

血管性疾病相关，与癫痫局灶发作没有相关性。因此，在本研

究中将癫痫患者切除的颞叶组织作为正常脑组织对照组，对照

组患者行 ＨＷ检验，犘＞０．０５，符合遗传学平衡定律。从检测

结果分析，观察组患者中 ＡＴ１ＲｍＲＮＡ在 ＡＡ基因型中表达

略低ＡＣ／ＣＣ基因型，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而在蛋

白层面的表达，Ｃ基因携带者的 ＡＴ１Ｒ水平明显增高，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），这是由于Ａ１１６６Ｃ位于 ＡＴ１Ｒ的３′侧

翼区５′端，属非编码区，并不影响 ｍＲＮＡ的剪接和加工，因此

该位点不对ｍＲＮＡ的水平发生影响，但它可能调控 ｍＲＮＡ转

录或翻译过程，因而影响了 ＡＴ１Ｒ的蛋白水平表达和生理作

用［１６］。在颅脑ＣＴ结果中，观察组两种基因型在术后第１、３、５

天３个时间段，ＡＣ基因型患者脑水肿系数比ＡＡ基因型更高，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。由此可以推断，由于 ＡＴ１Ｒ基

因的多态性，导致高血压脑出血后 ＡＴ１Ｒ蛋白水平表达的差

异，造成血管炎症反应的程度不同，进一步影响脑出血后脑水

肿的程度不同，Ｃ等位基因携带者由于 ＡＴ１Ｒ蛋白水平更高，

脑水肿更重。而在对照组中，两种基因型患者的 ＡＴ１ＲｍＲ

ＮＡ和蛋白表达，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；虽然术后同样

出现脑水肿，但脑水肿程度也差异无统计学意义（犘＞０．０５），

说明ＡＴ１Ｒ基因多态性对 ＡＴ１Ｒ表达的影响发生在脑出血

后，而在正常脑组织中各基因型的 ＡＴ１Ｒ表达无差异。当然，

脑水肿的影响因素很多，并非是由 ＡＴ１Ｒ这单一因素决定的，

但从本研究结果显示，ＡＴ１Ｒ是影响脑水肿的一个重要因素。

综上所述，ＡＴ１Ｒ基因多态性对高血压脑出血患者存在明

显不同的影响，由于不影响 ｍＲＮＡ的剪接和加工，所以不对

ｍＲＮＡ的水平发生影响，但它可能调控 ｍＲＮＡ转录或翻译过

程，使Ｃ等位基因携带者脑组织中ＡＴ１Ｒ蛋白水平明显增高，

而后期脑水肿的程度更重。目前，对于高血压性脑出血的预后

评估，基因遗传因素没有引起足够的重视，通过本课题的研究，

对于高血压性脑出血的预后，特别是脑水肿和继发性神经功能

损伤的预判和基因治疗提供了一个新的思路。
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