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青蒿琥酯干预大鼠胶原诱导性关节炎中
2"3

4

'
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"摘要#

!

目的
!

研究青蒿琥酯干预下表达
2"3

4

'

的调节性
6

细胞在大鼠胶原诱导性关节炎"

789

#脾淋巴细胞及滑膜中表达

及意义$方法
!

建立大鼠
789

模型!分为对照组%

789

模型组%

789

模型
:

不同浓度青蒿琥酯组%

789

模型
:

甲氨蝶呤"

;6<

#组%

789

模型
:

硫酸羟氯喹组%

789

模型
:

甲基泼尼松龙组$流式检测脾淋巴细胞中
2"3

4

'

表达!免疫组化检测
2"3

4

'

在大鼠踝关

节滑膜细胞中表达$结果
!

789

模型
:1%=

>

&

?

>

@$

&

!

@$青蒿琥酯组中
2"3

4

'

在脾淋巴细胞及滑膜组织中的表达明显高于其

他浓度青蒿琥酯组%

789

模型
:

硫酸羟氯喹组"

!

$

%&%5

#!与
789

模型
:

甲基泼尼松龙组在脾淋巴细胞表达中有差异"

!

$

%&%5

#!

与
789

模型
:

甲氨蝶呤组无差异"

!

%

%&%5

#$结论
!

青蒿琥酯可上调
6

淋巴细胞及滑膜中
2"3

4

'

的表达!且与剂量呈正相关!

当剂量在
1%=

>

&

?

>

@$

&

!

@$时效果最明显$
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%是一种慢性*对

称性*持续性致残率极高的一种全身反应性自身免疫性疾病#

其病变特点是血管翳形成*自身抗体产生以及骨与软骨的损

伤#常伴有心血管*肺*心理等系统性症状&

$

'

+在骨侵蚀破坏过

程中新生血管形成与细胞外基质降解是其两个至关重要的环

节+目前临床中以中和炎性因子及减少炎性因子的释放取得

了很好的疗效+

7N0

:调节性
6

细胞在抑制自身抗原应答以

及维持免疫平衡和免疫耐受方面起到关键的作用&

1

'

+在动物

模型与人类中#调节性
6

细胞的突变与缺失都会引起自身免

疫性疾病的发生#证实调节性
6

细胞在维持外周免疫耐受以

及保持免疫平衡中起到重要作用+

2"3

4

'

是
7N0

: 调节性
6

淋巴细胞的特异性标志&

'

'

#在调控
7N0

:调节
6

细胞的发育*

表达及功能中发挥了决定性作用&

0.5

'

+目前大量试验证实青蒿

琥酯为一种低毒*高效的潜在免疫抑制剂&

)

'

#先前研究表明#青

蒿琥酯不仅能通过对
V2.

!

W

通路的调节抑制脂多糖$

XTM

%对

滑膜细胞的刺激#减少肿瘤坏死因子$

6V2

%

.

"

的释放&

-./

'

#还

可抑制白细胞介素$

8X

%

.$-

*

6V2.

"

的分泌#最终两者的协同作

用使滑膜细胞分泌炎症因子减少#从而减少血管翳的形成及骨

与软骨的侵蚀&

(.$%

'

+本课题拟从
6

淋巴细胞转录因子角度探

讨青蒿琥酯是否通过上调翼状螺旋"叉头转录因子$

2"3

4

'

%而

起免疫调节作用)明确青蒿琥酯确切治疗靶位#为以后临床实

际中应用青蒿琥酯治疗
A9

提供坚实的理论依据+

@

!

材料与方法
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实验动物
!

MN

大鼠#雄性#

-%

只#体质量
$%%

>

左右#鼠

龄
0

周+桂林医学院实验动物中心提供+

@&A

!

主要试剂
!

天然牛
#

型胶原!

7F",!GC3

公司$美国%#每

瓶
5=X

)弗氏完全佐剂$

L"=

4

JCDC2GCI,!Y+E!

*

IBE,D

#

829

%!

M#

>

.

=E

公司$美国%#每瓶
$%=X

)淋巴细胞激活剂#含高尔基体阻

(1-$

重庆医学
1%$)

年
5

月第
05

卷第
$'

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$$)%'-)

*

/$')%0)1

%)广西自然科学基金资助项目$

1%$'Z<VM299%$($$$

%+

!

作者简介!洪学

志$

$(/(@

%#硕士#住院医师#主要从风湿病学研究+

!

#

!

通讯作者#
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!
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)
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="FE,
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$

F"D=E#J&L"=

+



断剂$

WN

%!

WNTFEG=#,

>

C,

公司$美国%)抗大鼠
2"3

4

'

抗体

$

T[

%#抗大鼠
7N0

抗体$

9T7

%#大鼠
8

>

Z1E

同型对照$

T[

%#

2"3

4

'

转录因子染色缓冲液!

CW#"+L#C,LC

$美国%)青蒿琥酯 桂

林南药股份有限公司)甲氨蝶呤 $

=CDF"DGC3EDC

#

;6<

%#每片

1&5=

>

#上海信谊制药厂)甲基泼尼松龙 $

TGC!,#+",C

#

TGC!

%#

每支
1%=

>

#湖北远成药业有限公司)硫酸羟氯喹$

F

K

!G"3

K

.

LFJ"G"

Q

I#,C

#

R7S

%#每片
%&$

>

#上海中西制药有限公司+

9,.

D#.2"3

4

'

抗体$

9PL"=

公司#美国%+

@&B

!

方法

@&B&@

!

789

动物模型的制备
!

实验前在冰上将牛
#

型胶原缓

慢滴加至等体积的弗氏完全佐剂$

729

%中并用注射器充分乳

化#使得胶原终浓度为
$=

>

"

=X

+将制备好的胶原和佐剂混

合物置于冰上保存备用+初次免疫!戊巴比妥钠$

%&$=X

"

$%%

>

%麻醉大鼠#并将尾根部鼠毛用手术刀刮除#

789

模型组大鼠

给予
%&1=X

的胶原乳化液尾根部皮内注射#对照组健康大鼠

尾根部给予等量的生理盐水皮内注射)加强免疫!于第
-

天给

予模型组对侧尾根部加强免疫
%&$=X

的乳化液#对照组给予

对侧尾根部等量的生理盐水+最终采用
98

评分&

$$

'

)

分以上

的动物模型来进行实验#有
5)

只造模成功+

@&B&A

!

实验分组
!

将关节炎评分达到
)

分以上的
789

模型

大鼠随机分为
-

组$每组
/

只%并与健康对照大鼠$

(

只%共分

为
/

组#分别给予不同的药物观察+具体如下!健康大鼠对照

组$

9

组%)

789

模型对照组$

W

组%)

789

模型
:

青蒿琥酯$

5

=

>

(

?

>

@$

(

!

@$

%为
7

组)

789

模 型
:

青 蒿 琥 酯 $

$%

=

>

(

?

>

@$

(

!

@$

%为
N

组)

789

模型
:

青蒿琥酯$

1%=

>

(

?

>

@$

(

!

@$

%为
[

组)

789

模型
:

硫酸羟氯喹$

0%=

>

(

?

>

@$

(

!

@$

%为
2

组)

789

模型
:

甲氨蝶呤$每周
1&-=

>

"

?

>

%为
Z

组)

789

模型
:

甲基泼尼松龙 $

5=

>

(

?

>

@$

(

!

@$

%为
R

组+

!!

根据先前的研究&

$1

'

#设初次免疫为第
%

天#灌胃给药开始

于初次免疫后第
$0

天#灌胃过程持续
$/

周#到大鼠全部处死

历时
1%

周#

'

周为
$

个疗程+青蒿琥酯*甲氨蝶呤*硫酸羟氯

喹*甲基泼尼松龙采用灌胃给药法#

9

*

W

组分别予等量蒸馏水

灌胃及等量生理盐水注射+

@&B&B

!

流式细胞术具体步骤
!

取
1

管细胞#分别加入
%&5

%

X

淋巴细胞激活剂+混匀后#

'-\

#

5] 7̂

1

培养箱中孵育
)F

+

加入
$=X

流式缓冲液$

297MPIHHCG

%#离心
$5%%G

"

=#,

#

5

=#,

#弃上清液+细胞表面染色!将细胞用
1%%

%

X297MPIHH.

CG

进行重悬#重悬后于各染色管中加入
7N0.9T7

表面染色试

剂
5

%

X

#混匀后于室温暗处孵育
'%=#,

+固定与破膜!分别加

入
$=X2"3

4

'

"

6GE,+LG#

4

D#",2ELD"G

#在
0\

暗处条件下孵育

0%=#,

+细胞内染色!每管加入
$%%

%

X

破膜剂
PIHHCG

#而后在

胞内染色管中分别加入
5

%

X

大鼠
8

>

Z1E

同型对照$

T[

%和
5

%

X2"3

4

'.T[

荧光抗体#充分混匀后于
0\

暗处孵育
'%=#,

+

取出后加入
$=X

破膜剂
PIHHCG

#

$5%%G

"

=#,

离心
5=#,

#弃上

清液)将细胞重悬于
1%%

%

X297MPIHHCG

中#上机分析+流式

细胞术结果分析!用
7N0

设门#选定
7N0

:

6

淋巴细胞)绘制散

点图#在此基础上确定
7N0

:

H"3

4

'

:调节
6

细胞百分比+然后

利用上诉的统计方法进行分析+

@&B&C

!

免疫组化检测步骤
!

踝关节取材!腹腔注射适量的水

合氯醛#然后采用脱颈椎脱臼法处死大鼠#截取右下肢#切除脂

肪等软组织后#切取后肢胫骨下端*腓骨下端并分离踝关节#用

TWM

冲洗后浸泡于
TWM

中+留取踝关节常规脱钙*石蜡包埋+

按照试剂说明书步骤检测大鼠踝关节滑膜组织
2"3

4

'

水平+

@&C

!

统计学处理
!

MTMM$-&%

统计学软件用于对所得数据分

析#计量资料采用
B_>

来表示#单因素方差分析用于组间比

较#两样本之间的比较采用两独立样本
7

检验#以
!

$

%&%5

为

差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

789

大鼠的临床表现
!

本研究采用尾根部皮内注射的方

法免疫大鼠#初次免疫后
(

&

1$!

#有
5)

只造模成功$

5)

"

)$

%+

初次免疫
(!

后开始出现关节炎症#表现为足小趾或踝关节出

现红肿$图
$

%#部分大鼠后腿不能爬行或出现肘关节红肿+在

免疫后第
01

天左右
789

模型组关节炎指数达到高峰以后逐

渐转为慢性期+初次免疫后第
$%

周#

7

组关节炎指数在
(&%

分左右#

N

组关节炎指数在
-&%

分左右#

[

组关节炎指数在
5&%

分左右#

R

关节炎指数在
'&%

分左右#

Z

组关节炎指数在
5&%

分左右#

2

组关节炎指数在
-&5

分左右#

W

组关节炎指数在
$%&5

分左右+初次免疫后第
1$

周#

7

组关节炎指数在
-&%

分左右#

N

组关节炎指数在
5&%

分左右#

[

组关节炎指数在
'&%

分左右#

R

组关节炎指数在
'&%

分左右#

Z

组关节炎指数在
5&%

分左右#

2

组关节炎指数在
-&5

分左右#

W

组关节炎指数在
$$&%

&

$0&%

分

左右#由此可见
[

组在改善关节症状方面疗效显著+

!!

9

!

9

组大鼠)

W

!

W

组大鼠+

图
$

!!

大鼠踝关节的比较

A&A

!

脾淋巴细胞表达
2"3

4

'

流式细胞学检测
!

9

&

R

组

2"3

4

'

表达百分比$

]

%分别为
$&$-$_%&$($

*

%&51(_%&$'/

*

%&-1(_%&%(5

*

1&'01_%&1$-

*

'&0-$_%&$1'

*

1&'-$_%&$)1

*

'&--$_%&$%(

*

0&%$0_%&1-$

+与
9

组比较#

2"3

4

'

在
W

组中

表达降低$

!

$

%&%5

%)在
7

*

N

*

[

各组比较中发现
2"3

4

'

表达

呈剂量依赖性增长#

[

组中
2"3

4

'

表达最高#且组间差异有统

计学意义$

!

$

%&%5

%)其中
N

组与
2

组间差异无统计学意义

$

!

%

%&%5

%#但
[

组与
2

组间差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%)

Z

组与
[

组比较差异有统计学意义$

!

%

%&%5

%)

R

组中
2"3

4

'

表

达量最高#与
[

组*

Z

组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%+

流式细胞学检测
7N06

淋巴细胞中
2"3

4

'

的表达见图
1

+

A&B

!

免疫组织化学法检测大鼠踝关节滑膜组织中
8X.$-

"

2"3

4

'

的表达
!

免疫组织化学分析结果显示#

2"3

4

'

除了表达

于滑膜细胞层及血管周围外#在软骨表面也有表达#其主要定

位于细胞核及胞浆中#为棕褐色颗粒+

9

&

R

组
2"3

4

'

值分别

为!

%&%0/-_%&%%/)

*

%&%$/0_%&%%0'

*
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*
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*

%&%)$-_%&%%-1

*

%&%'0' _%&%%/0

*

%&%50'_%&%%/1

*

%&%)5(_%&%%/1

#方差分析显示
W

组

2"3

4

'

表达明显低于其他组$

!

$

%&%5

%#

[

组
2"3

4

'

表达与
Z

组*

7

组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%+各组大鼠关节滑

膜
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4

'

免疫组化染色见图
'

+

%'-$

重庆医学
1%$)

年
5

月第
05

卷第
$'

期



!!

9

!

2"3

4

'

同型对照)

W

!

9

组)

7

!

W

组)

N

!

7

组)

[

!

N

组)

2

!

[

组)

Z

!

2

组)

R

!

Z

组)

8

!

R

组+

图
1

!!

流式细胞学检测
7N06

淋巴细胞中
2"3

4

'

的表达

!

9

!

9

组)

W

!

W

组)

7

!

7

组)

N

!

N

组)

[

!

[

组)

2

!

2

组)

Z

!

Z

组)

R

!

R

组+

图
'

!!

各组大鼠关节滑膜
2"3

4

'

免疫组化染色$

1̀%%

%

$'-$

重庆医学
1%$)

年
5

月第
05

卷第
$'

期



B

!

讨
!!

论

A9

是以小关节病变为主要临床表现可以累及全身的系

统性自身免疫性疾病+

A9

的病因*发病机制尚未明确阐明#

目前
789

模型是研究
A9

常用的最经典动物模型&

$'

'

+青蒿素

及其衍生物被临床认为是治疗恶性和氯喹抵抗的疟疾最有效

和安全的药物+青蒿琥酯是青蒿素的一种半合成衍生物+最

近研究提示#青蒿素及其衍生物可能还具有抗炎和免疫调节作

用+前期研究发现#青蒿琥酯除调节
V2.

!

W

信号途径抑制

XTM

诱导的
A9

滑膜细胞分泌
6V2.

"

外#其尚可下调
8X.$-

的活性而发挥作用&

$0

'

+本文拟从
6

淋巴细胞转录因子角度探

讨其是否通过上调转录因子
2"3

4

'

的表达进而发挥其免疫调

节作用+

本文采用体外培养不同药物干预的
789

大鼠滑膜细胞及

体内
7N06

淋巴细胞研究发现#青蒿琥酯能明显抑制类风湿

关节炎成纤维样滑膜细胞的增生#并且呈剂量依赖性+经过青

蒿琥酯的干预#无论是
5

*

$%

*

1%=

>

(

?

>

@$

(

!

@$均可上调大鼠

滑膜细胞蛋白及大鼠体内
6

淋巴细胞对
2"3

4

'

的表达+其中

以
1%=

>

(

?

>

@$

(

!

@$最为显著#且优于传统治疗类风湿关节

炎用药羟氯喹#但与甲氨蝶呤作用相当#略低于甲泼尼龙组+

结合以往实验予大鼠体外胃饲青蒿琥酯可明显减轻大鼠关节

肿胀及前期发现其可抑制
8X.$-

*

6V2.

"

*

;;T'

等+本研究认

为青蒿琥酯在控制及缓解
789

大鼠的症状有明显作用#其抑

制
8X.$-

*

6V2.

"

*

;;T'

及炎性因子的主要机制可能是通过上

调
2"3

4

'

的基因及蛋白表达#从而达到抑制炎性因子*治疗类

风湿关节炎的目的&

$5

'

+

本研究揭示了青蒿琥酯通过调控
6

淋巴细胞转导信号通

路#诱导
7N0

:

6

细胞高表达
2"3

4

'

#进而调控
7N0

:

2"3

4

'

:

6GC

>

+

细胞的生长*分化与繁殖#调控身体多个生物学过程以

及对机体的免疫功能进行调节+本研究分析了青蒿琥酯可能

的治疗靶点#为青蒿琥酯在干预人滑膜细胞提供试验基础并为

其用于
A9

临床治疗的深入研究提供理论依据&
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基因多态性与中国南方人群精神分裂症的关联性研究"

罗旭东$

!符家武1

!梁爱萍'

!殷静雯$

#

"广东医科大学附属医院(
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精神心理科'

1&

神经内科'

'&

血液透析中心!广东湛江
510%%$

#

!!

"摘要#

!

目的
!

采用中国南方汉族人群样本对
=#A.$'-

基因多态性与精神分裂症的相关性进行研究$方法
!

收集
(00

例精

神分裂症患者"精神分裂症组#及
('/

例健康对照者"对照组#外周血液!采用
M,ET+F"D

技术对
G+$)155-(

位点进行基因分型!比较

该位点等位基因频率分布在精神分裂症组和对照组!以及在精神分裂症患者临床变量分组中的差异$结果
!

在精神分裂症组和

对照组中基因型分布差异有统计学意义"

!

1

f0&01)

!

!f%&%'5

#!等位基因分布差异有统计学意义"

!

1

f0&/$'

!

!f%&%1/

#$按

性别分组后!女性精神分裂患者和对照组之间基因型分布差异有统计学意义"
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1

f'&(1/

!

!f%&%0-

#!等位基因分布差异有统计

学意义"
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!
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#$结论
!

研究结果证实了
=#A.$'-

基因多态性与精神分裂症的相关性!同时发现了
=#A.$'-

在精

神分裂症发病调控过程中的性别特异性$

"关键词#

!

多态现象!遗传'基因'精神分裂症'
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>

,#H#LE,DJ

K

!#HHCGC,DPCDOCC,

4

ED#C,D+E,!L",DG"J+

$

!

1

f0&01)

#

!f%&%'5

)

!

1

f0&/$'

#

!f%&%1/

%

&ZC,!CG.+DGED#H#C!E,EJ

K

+#+GCBCEJC!DFC+#

>

,#H#LE,D!#HHCGC,LC#,

>

C,"D

K4

CE,!EJJCJC

!#+DG#PID#",+#,HC=EJC

4

ED#C,D+

$

!

1

f'&(1/

#

!f%&%0-

)

!

1

f'&(5-

#

!f%&%0-

%

&<()./3&'()

!

6FCGC+IJD+"H"IG+DI!

K

BCG#H#C+DFED

=#A.$'-

>

C,C

4

"J

K

="G

4

F#+=#+E++"L#EDC!O#DF+LF#g"

4

FGC,#E&8D#+!#+L"BCGC!DFED=#A.$'-FE+DFC

>

C,!CG+

4

CL#H#L#D

K

#,DFCGC

>

IJE.

D#",

4

G"LC++"H+LF#g"

4

FGC,#E

4

EDF"

>

C,C+#+&

&

=%

>

?($2&

'

!4

"J

K

="G

4

F#+=

#

>

C,CD#L

)

>

C,C+

)

+LF#g"

4

FGC,#E

)

=#A.$'-

)

G+$)155-(

4
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K

="G

4

F#+=

)

RE,,ED#",EJ#D

K

!!

精神分裂症是由多基因参与的多表型疾病&

$

'

#是由易感基

因失调的,积累-而导致的神经系统功能障碍&

1

'

+在神经系统

中#

=#AV9

通过级联效应调控多个神经发育信号通路和多个

靶基因的表达进而精细地调节胚胎期及成年期的神经发生*突

触发育*树突蛋白的合成*轴突导向和神经元塑形等过程+

=#AV9

表达失调会引起神经结构和功能异常&

'.5

'

#导致精神分

裂症异常表型的产生&

)

'

+近年来
=#A.$'-

与精神分裂症的关

系成为研究热点#

=#A.$'-

调控的靶基因参与大脑结构发育和

功能成熟的各个环节#包括对神经细胞的增殖*分化*成熟#突

触可塑性及神经细胞间信号传递&

-.$%

'

+同时其多个靶基因已

被证实与精神分裂症相关#包括
6

细胞因子
0

$

6LCJJHELD"G.0

#

672.0

%

&

$$

'

*

X

型钙通道
"

$7

亚基$

LEJL#I=LFE,,CJ

#

B"JDE

>

C.!C.

4

C,!C,D

#

XD

K4

C

#

EJ

4

FE$7+IPI,#D

#

797V9$7

%

&

$1.$0

'

*锌指蛋白

/%09

$

g#,LH#,

>

CG

4

G"DC#,/%09

#

cV2/%09

%

&

$5

'

*

7M;N$

$

7hW

E,!+I+F#=IJD#

4

JC!"=E#,+$

%和
7$%"GH1)

$

F"="+E

4

#C,+LFG".

="+"=C$%"

4

C,GCE!#,

>

HGE=C1)

%

&

$$

'等+因此#

=#A.$'-

可能

作为精神分裂症基因调控网络的核心因子#在精神分裂症的发

病过程中起着重要的作用+

=#A.$'-

基因位于
$

号染色体
$

4

11

#存在多个单核苷酸多

态性位点+其中#

G+$)155-(

在全基因组关联性研究$

ZU9M

%

被发现是与精神分裂症关联性最强的位点&

$)

'

+但是在随后的

研究中#该位点与精神分裂症的关系研究出现不一致的结果#

在部分欧洲的人群样本中未显示出差异&

$-.$(

'

+而在中国人群

样本中#前期研究发现该位点与精神分裂症存在关联性&

1%

'

+

但由于在不同种族人群中等位基因频率的差异易导致研究结

果的异质性#特别是
G+$)155-(

位点等位基因
Z

频率较低+为

了保证统计效力#本研究进一步扩大样本量#在中国南方人群

中验证
G+$)155-(

与精神分裂症的相关性#现报道如下+

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

精神分裂症组血液样本采自
1%$'

年
(

月至

1%$0

年
$$

月本院精神心理科*解放军第
011

医院*深圳市南

山区慢性病防治院
(00

例+其中男
)%'

例#女
'0$

例#平均年

龄$

'5&'-_$'&-(

%岁+纳入标准!$

$

%符合美国精神障碍诊断

与统计手册第
0

版$

NM;.

'

%精神分裂症的诊断标准#采取结

构式 临 床 访 谈 $

+DGILDIGC!LJ#,#LEJ#,DCGB#COH"GNM;.

'

#

M78N

%#由两名主治职称以上精神科医师共同完成)$

1

%生物学

父母均为汉族)$

'

%发病年龄
$/

&

55

岁+排除标准!$

$

%符合

NM;.

'

诊断标准的分裂情感障碍*心境障碍*精神发育迟滞*

''-$

重庆医学
1%$)

年
5

月第
05

卷第
$'

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'$$-$1$(

%+

!

作者简介&罗旭东$

$(/%@

%#主治医师#硕士#主要从事精神分裂症的临床与基础

研究+

!

#

!

通讯作者#

[.=E#J

!

E=

K

+E

K

+

$

J#BC&L"=

+



谵妄*痴呆等其他精神障碍)$

1

%物质滥用所致精神障碍)$

'

%患

有严重的不稳定躯体疾病)$

0

%妊娠或哺乳期妇女+对照组血

液样本采用本院体检中心同期间的体检者
('/

例+其中男

5)5

例#女
'-'

例#平均年龄$

')&1(_$1&55

%岁+纳入标准!

$

$

%身体健康)$

1

%个体间无血缘关系)$

'

%生物学父母为汉族+

排除标准!$

$

%有精神疾病史或精神疾病家族史及家族性遗传

病史)$

1

%患有严重躯体和神经系统疾病*长期物质滥用史)$

'

%

妊娠或哺乳期妇女+精神分裂症组和对照组的年龄和性别分

布差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%+所有病例签署知情同意书#

本研究已通过本院伦理委员会审查+

@&A

!

方法

@&A&@

!

血液样本采集
!

在患者知情同意后#抽取外周静脉血

1=X

#乙二胺四乙酸$

[N69

%抗凝#

@1% \

保存备基因组

NV9

提取+

@&A&A

!

基因组
NV9

提取
!

应用
689VE=

4

WJ""!NV9 e#D

$天根生化科技有限公司#中国%提取基因组
NV9

+应用紫外

分光光度计检测基因组
NV9

的浓度+

@&A&B

!

基因分型
!

MVET+F"DMVT

分型技术进行
G+$)155-(

位

点分型+引物设计采用在线
TG#=CG'

软件+

G+$)155-(2

!

5i.666

9Z6799796 66Z796 66ZZ99Z7.'i

)

G+$)155-(A

!

5i.

79979Z96677999ZZ676769Z6Z6Z7.'i

+

T7A

反

应体系$

1%

%

X

%包含
$`Z7WIHHCG8

#

'&%=="J

"

X ;

>

1:

#

%&'

=="J

"

X

脱氧核糖核苷三磷酸$

!V6T

%#

$h R"DMDEG6E

Q

聚合酶

$

S#E

>

C,8,L&

#德国%#

$

%

X

样本
NV9

和
1

%

XT7A

引物+

T7A

循环程序!

(5\1=#,

)

$$L

K

LJC+̀

&

(0\ 1%+

#$

)5\_%&5

\

%"

L

K

LJC0%+

#

-1\(%+

')

10L

K

LJC+`

$

(0\1%+

#

5(\'%

+

#

-1\(%+

%)

-1\1=#,

+

T7A

产物经虾碱酶和外切酶
(

纯

化后#用
MVET+F"D ;IJD#

4

JC3?#D

$

9

44

J#C!W#"+

K

+DC=+7"&

#

XD!&

#美国%进行延伸反应+延伸引物序列为
5i.666 666

666666666666666999799ZZZ9996Z6699

679799 669.'i

+延伸产物用虾碱酶纯化#在
9W8'$'%3J

$

9

44

J#C!W#"+

K

+DC=+7"&

#

XD!&

#美国%上样+用
ZC,C ;E

4

.

4

CG0&$

$

9

44

J#C!W#"+

K

+DC=+7"&

#

XD!&

#美国%进行
MVT

分型+

@&B

!

统计学处理
!

采用
MTMM$/&%

统计软件分析#计量资料

用
B_>

表示#组间比较采用
7

检验)计数资料用率表示#组间

采用
!

1 检验+并进行哈迪
.

温伯格平衡$

RU[

%检测+应用相

对危险度$

I:

%及
(5]0J

计算和评估相对风险+采用
Sh9V.

6̂ $&1

软件进行统计检验力计算#检验水准
"

f%&%5

#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

=#A.$'-

多态位点
G+$)155-(

在精神分裂症组和对照组中

基因型和等位基因频率的分布见表
$

+两组分布均符合哈迪

温伯格平衡定律#在总体样本中
66

*

Z6

*

ZZ

基因型分布分别

为
$)55

$

/-&(0]

%#

1$)

$

$$&0/]

%#

$$

$

%&5/]

%)在精神分裂症

组中
66

*

Z6

*

ZZ

基因型分别为
/05

$

/(&5$]

%#

(5

$

$%&%)]

%#

0

$

%&01]

%)对 照 组 中
66

#

6Z

#

ZZ

基 因 型 分 别 为
/$%

$

/)&'5]

%#

$1$

$

$1&(%]

%#

-

$

%&-5]

%+由于等位基因
Z

频率

较低#因此合并
ZZ

和
Z6

组与
66

进行比较+结果显示#在

精神分裂症组和对照组中基因型分布差异有统计学意义$

!

1

f

0&01)

#

!f%&%'5

%#等位基因分布差异有统计学意义$

!

1

f

0&/$'

#

!f%&%1/

%+按性别分组后#女性精神分裂患者和对照

组之间基因型分布差异有统计学意义 $

!

1

f'&(1/

#

!f

%&%0-

%#等位基因分布差异有统计学意义$

!

1

f'&(5-

#

!f

%&%0-

%+在男性精神分裂症患者和对照组中#基因型分布与等

位基因分布差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%+对精神分裂症的

临床变量与
G+$)155-(

的基因型间的差异进行统计#结果显

示#

66

基因型患者和
Z

等位基因携带患者年龄*发病年龄*家

族史等临床变量差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%#见表
1

+

表
$

!!

=#A.$'-

基因
G+$)155-(

多态性在精神分裂症组和对照组的基因型及等位基因频率分布

项目
$

基因型&

$

$

]

%'

66 Z6:ZZ

!

1

!

等位基因&

$

$

]

%'

6 Z

!

1

!

RU[

!

1

!

I: (5]0J

总体
0&01) %&%'5 0&/$' %&%1/ $&'00 $&%'$

&

$&-5$

!

精神分裂症组
(00 /05

$

/(&5$

%

((

$

$%&0(

%

$-/5

$

(0&50

%

$%'

$

5&0)

%

%&5)0 %&05'

!

对照组
('/ /$%

$

/)&'5

%

$1/

$

$'&)5

%

$-0$

$

(1&/%

%

$'5

$

-&1%

%

$&%(- %&1(5

男
$&0-- %&110 $&--0 %&$/' $&10) %&(%$

&

$&-10

!

精神分裂症组
)%' 5''

$

//&'(

%

)-

$

$$&)$

%

$$''

$

('&(5

%

-'

$

)&%5

%

%&'1$ %&5-$

!

对照组
5)5 0/)

$

/)&%1

%

-0

$

$'&(/

%

$%0)

$

(1&5-

%

/0

$

-&0'

%

$&'$/ %&15$

女
'&(1/ %&%0- '&(5- %&%0- $&5(5 $&%%'

&

1&5'5

!

精神分裂症组
'0$ '$1

$

($&5%

%

1(

$

/&5%

%

)51

$

(5&)%

%

'%

$

0&0%

%

%&$(1 %&))$

!

对照组
'-' '10

$

/)&/)

%

0(

$

$'&$0

%

)(5

$

('&$)

%

5$

$

)&/0

%

%&%00 %&/'5

表
1

!!

=#A.$'-

基因
G+$)155-(

多态性与精神分裂症患者临床变量的关联性分析

变量
样本量

$

66

"

Z6:ZZ

%

基因型

66 Z6:ZZ

!

1

"

7 !

年龄$

B_>

#岁%

/05

"

(( '5&$%_$'&-0 '-&))_$0&%- $&-$5 %&%/(

发病年龄$

B_>

#岁%

/1(

"

(( 15&$%_(&$% 1)&%)_$%&$/ %&(%1 %&')-

0'-$

重庆医学
1%$)

年
5

月第
05

卷第
$'

期


