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目的
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研究重庆地区脑卒中患者血浆同型半胱氨酸"
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%水平及亚甲基四氢叶酸还原酶"

S4Rh7
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基因多

态性的分布&方法
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选取
1%$2

年
0

&

$$

月在该院神经内科住院并诊断为脑卒中的患者共
1(1

例!其中排除
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例未检测
RG

=

水

平的患者!选取剩余的
10%

例"男
$$)

例!女
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例%作为本次研究对象&采用酶循环法检测患者
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=

水平&提取患者全血
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采用基因芯片技术检测其
S4Rh7:)--4

基因的多态性&结果
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共检测出
'
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基因型#
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型'

:)--4
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型!频率分别为
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!其中
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等位基因频率为
)2Y

!

4

等位基因频率为
'2Y

&

::

基因型在男女之间的

分布比较!差异有统计学意义"

! %̀&%%'
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:

等位基因在男性患者中的频率明显高于女性患者"

!

$
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%&重庆地区与河南豫北

地区脑卒中患者
S4Rh7:)--:

基因型与
4)--4

基因型分布比较!差异有统计学意义"
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型的
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水平与
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型比较差异有统计学意义"
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%&结论
!

重庆地区脑卒中患者
S4Rh7:)--4

基因存在多态性分布!且与河南豫北地区存

在差异$

S4Rh7:)--4

基因多态性与
RG
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水平相关!
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基因型的
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水平明显高于
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脑卒中又叫脑血管意外#是指脑血管疾病的患者因各种诱

发因素引起的脑内动脉狭窄)闭塞或破裂#而造成急性脑血液循

环障碍#临床上表现为一过性或永久性的脑功能障碍#具有高发

病率)高病残率)高病死率和高并发症发生率等特点#严重危害

人类健康*据文献报道#我国每年新发脑卒中$

$&2%

&

1&%%

%

_

$%

) 例#病死率为$

2/

&

$01

%"

$%

万#是全国城乡居民首要死亡原

因#也是全球第二大死亡原因&

$

'

*因此#近年来关于脑卒中病

因)治疗和预后等方面的研究一直是医学领域的重点*

目前#高同型半胱氨酸血症已被确认为是脑卒中的独立危

险因子&

1

'

*同型半胱氨酸$

RG

=

%属于含硫氨基酸#是蛋氨酸循

环的重要中间产物*蛋氨酸代谢过程中所涉及的酶及因子缺

乏发生缺陷时#均可导致高同型半胱氨酸血症*

62

#

6$%.

亚甲

四氢叶酸还原酶$

S4Rh7

%为蛋氨酸代谢中的一个关键酶*

S4Rh7

基因突变是引起此酶缺乏或活性降低的主要机制#

其中
:)--4

位碱基突变最常见&

'

'

*目前国内外已有不少关于

此研究的文献报导#本文就重庆地区脑卒中患者
RG

=

水平及

S4Rh7:)--4

基因多态性的分布进行如下研究*

D
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资料与方法

D&D

!

一般资料
!

选取
1%$2

年
0

&

$$

月在本院神经内科住院

并诊断为脑卒中的患者共
1(1

例#脑卒中患者经过头颅磁共振

成像$

S7A

%和$或%

:4

扫描明确诊断#符合
$((2

年第四届全国

脑血管病会议修订的诊断标准#并排除脑出血和占位性病变*

排除其中
21

例没有检测
RG

=

水平的患者#选择剩余的
10%

例

患者作为本次研究对象#其中男
$$)

例#女
$10

例#年龄
1/

&

('

岁*所有患者为无血缘关系的重庆汉族人*

D&E

!

仪器与试剂

D&E&D

!

RG

=

检测仪器与试剂
!

美国贝克曼
;g:/%%

全自动生

化分析仪#

RG

=

诊断试剂盒$循环酶法%*

1'(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$$%$$((

%(国家传染病重大专项资助项目$

1%$'dg$%%%'%%).%%'.%%1

%*
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作者简介!范超

$

$(/(U

%#初级检验师#本科#主要从事分子诊断和其他临床检验研究*

!

#

!

通讯作者#
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D&E&E

!

S4Rh7:)--4

基因检测仪器与试剂
!

全血基因组

;69

提取试剂盒)

S4Rh7:)--4

基因检测试剂盒)

B.R

=

H

全

自动杂交仪)

851&%

生物芯片识读仪均为上海百傲科技有限

公司产品#

3:7

仪#干式恒温器#离心机#涡旋振荡器等*

D&F

!

方法

D&F&D

!

标本采集
!

用紫头管&乙二胺四乙酸二钾$

5;49.a

1

%

抗凝'采集患者清晨空腹静脉血各
1CW

#充分混匀#

$F

内送本

院检验科生化室和分子生物室进行检测*

D&F&E

!

血浆
RG

=

检测
!

血浆
RG

=

采用循环酶法#其检测原理

为氧化型
RG

=

被转化成游离
RG

=

#游离
RG

=

在胱硫醚
.

$

.

合成

酶$

:8@

%催化下和丝氨酸反应生成
W.

胱硫醚*

W.

胱硫醚在胱

硫醚
.

$

.

裂解酶$

:8W

%催化下又生成
RG

=

)丙酮酸和
6R

'

*该

循环反应生成的丙酮酸可以用乳酸脱氢酶
W;R

和还原型辅

酶
(

$

69;R

%检测到#

69;R

转变成氧化型辅酶
!

$

69;

%的

速率与样品中
RG

=

水平成正比*

D&F&F

!

;69

提取
!

将紫头管采集好的静脉血
1CW

#按照血

液基因组
;69

提取试剂盒说明书操作提取基因组
;69

*

;69

样品
U1%\

保存#冻融不超过
'

次*

D&F&G

!

3:7

扩增
!

将
S4Rh7

扩增液分装到
%&1CW3:7

反应管中#扩增反应体系为
12

#

W

#包括!

S4Rh7

扩增液

$(

#

W

)反应液
$

#

W

)

;69

模板
2

#

W

*扩增条件!

(0\

预变性

$%C#,

(然后
(2 \ '%+

#

2- \ 02+

#

-1\ 02+

#

'2

个循环(

-1\2C#,

终止反应*将扩增产物置于
1

&

/\

保存*

D&F&H

!

杂交显色
!

取出杂交显色试剂盒#吸取
$%

#

W

加入杂

交缓冲液瓶中混匀*临用前取出
$

支抗体#低速离心#加入

$CW

抗体稀释液#振荡混匀#制成抗体使用液*取出基因芯

片#做好标记#将
S4Rh7

基因芯片放入杂交仪片架中#旋紧

杂交舱盖*将各试剂按要求分装到
1CW

离心管中#插入试管

架中*取
$/%

#

W

杂交缓冲液于离心管中#再分别加入
$%

#

W

扩增产物#混匀#放入试管架中*将试管架放入杂交仪中#运行

杂交程序*取出芯片#放入生物芯片识读仪中#用百傲基因芯

片图像分析软件进行图像扫描和数据分析#输出检测结果*

D&G

!

统计学处理
!

用
@3@@$(&%

统计软件进行统计分析*用

频数计数法计算各基因型及等位基因频率#用
!

1 检验比较基

因型多态性在性别间的差异(各种基因型对应的
RG

=

水平用

0V=

表示#通过单因素方差分析进行比较*以
!

$

%&%2

为差

异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

S4Rh7:)--4

基因型检测结果
!

S4Rh7

扩增产物

经基因芯片分析后各种基因型生物芯片识别图#见图
$

*

!!

9

!

:)--:

基因型检测结果图(

8

!

4)--4

基因型检测结果图(

:

!

:)--4

基因型检测结果图*

图
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S4Rh7:)--4

基因型检测结果
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各基因型频率及等位基因频率
!
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例
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型$

:)--4
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$%)
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00&1Y

%#

44

型$

4)--4

%

'$

例$

$1&(Y

%*其中
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等位基因频率为
)2Y

#

4

等位基因频率

为
'2Y

*

::

基因型在男性患者与女性患者之间的分布比较#

差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#而
:4

型与
44

型分布比较#差

异无统计学意义$

!

%

%&%2

%(

:

等位基因在男性患者的频率明

显高于女性患者$

!

$

%&%2

%*见表
$

*

表
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脑卒中患者
S4Rh7:)--4

基因

!!!

多态性的分布"
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不同地区脑卒中患者
S4Rh7:)--4

基因多态性的比

较
!

重庆地区与河南豫北地区脑卒中患者
:)--:

基因型与

4)--4

基因型的分布比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%(而

:)--4

基因型分布差异无统计学意义$

!

%
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%#见表
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不同地区脑卒中患者
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基因多态性的比较"
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S4Rh7:)--4

基因型与血浆
RG

=

水平的关系
!

44

型

的
RG

=

水平与
::

)

:4

型比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#

见表
'

*

表
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'

种不同
S4Rh7:)--4

基因型的血浆

!!!

RG

=

水平比较%

0V=

&

基因型
& RG

=

$

#

C"D

"

W

%

::

型
$%' $'&2'V)&02

:4

型
$%) $0&1)V2&-2

44

型
'$ $(&'-V$1&%$

合计
10% $0&)$V-&'0
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讨
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论
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脑血管疾病以其高发病率)高病死率)高致残率严重危害

着人类的健康#是目前人类最常见的死因之一&

2.)

'

*因此#探求

脑血管病的病因及针对病因的治疗预防措施是国内外研究的

重要课题*而基因突变是脑血管病的危险因素之一#因此脑血

管疾病基因方面的研究对控制脑血管病的发病水平#探讨基因

诊断)治疗及预防的措施都有非常重要的意义&

-./
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*

近年来#高同型半胱氨酸血症作为一种新的脑卒中独立危

险因素逐渐引起人们的重视*

S4Rh7

是
RG

=

在人体内代谢

途径中的关键酶#其水平不足或活性下降将直接导致
RG

=

在

体内的蓄积#引起高同型半胱氨酸血症*有研究表明#

:)--4

多态性引起的高同型半胱氨酸血症可损伤内皮细胞和血管平

滑肌细胞#诱导内皮细胞激活促凝因子#促进纤溶酶原激活物

抑制剂的表达#从而促进血小板黏附聚集功能和组织因子活

性#激活凝血酶
.

)

/

等#使机体处于高凝状态#从而促进血栓

形成&

(.$%

'

*本次研究共检测出
'

种不同的
S4Rh7

基因型别!
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型)

:)--4

型)
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型#频率分别为
01&(Y

)

00&1Y

)

$1&(Y

#其中
:

等位基因频率为
)2Y

#

4

等位基因频率为

'2Y

#与其他文献报道结果大体一致*统计$下转第
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将
T#

<
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基因特异性沉默*本研究结果显示#

T#

<

.$+#769

组

5::.$

细胞和
aW5

细胞在转染后
10

)

0/

)

()F

细胞存活率均

低于
+#769

对照组和空白对照组#说明特异性沉默
T#

<

.$

基

因可抑制子宫内膜癌
5::.$

和
aW5

细胞增殖能力*

4I,

等&

$1

'利用
+#769

技术靶向沉默人子宫颈瘤细胞
RBWI

细胞中

T#

<

.$

基因#亦发现可减弱细胞增殖能力*本研究显示#

T#

<

.$

+#769

组
5::.$

细胞和
aW5

细胞
[

%

X[

$

期比例均高于
+#7.

69

对照组和空白对照组#而
@

期和
[

1

XS

期比例均低于

+#769

对照组和空白对照组#

T#

<

.$+#769

组
5::.$

细胞和

aW5

细胞凋亡比率均高于
+#769

对照组和空白对照组#说明

特异性干扰
T#

<

.$

基因#可通过影响细胞周期而加速子宫内膜

癌
5::.$

和
aW5

细胞凋亡*多项研究指出#

T#

<

.$

可能参与

了核因子
.

+

8

$

6h.

+

8

%)

T,E

等信号通路过程#而这些信号通路

与细胞增殖)周期改变及凋亡等密切相关&

$'.$0

'

*

综上所述#

T#

<

.$

在子宫内膜癌组织中呈高表达#与病理

分期)病理分级)淋巴结转移)

<

2'

阴性有关#特异性干扰
T#

<

.$

基因可对子宫内膜癌
5::.$

和
aW5

细胞增殖)凋亡及细胞周

期产生影响#提示
T#

<

.$

参与了子宫内膜癌细胞增殖)凋亡等

生物学过程*
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结果可见#
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型在男女之间的分布差异有统计学意义$

!`

%&%%'

%#男性患者明显多于女性患者#但其余两种基因型并无

明显差异*本文将重庆地区与豫北地区脑卒中患者
S4Rh7

基因型的多态性分布做了简单的比较#结果表明
:)--:

与

4)--4

两种基因型的分布存在明显差异$

!

$

%&%2

%*本次研

究中
44

型的
RG

=

水平明显高于
::

)

:4

型#这说明
S4Rh7

:)--4

基因多态性与
RG

=

水平相关*

作者建议脑卒中患者#尤其是男性患者#在条件允许的情

况下都能同时检测自身
S4Rh7:)--4

基因类型及
RG

=

水

平#以利于医生更早)更好地采取预防及治疗措施#制订良好的

个体化用药方案#从而降低疾病带来的不良后果*
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