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目的
"

研究还原型辅酶
%
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#氧化酶
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S0D

亚基
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基因多态性与上海松江地区汉

族人群大动脉粥样硬化型脑梗死"

Q88*+

#的相关性$方法
"

采用聚合酶链反应
6

限制性片段长度多态性分析

"

E*767FQE

#&基因测序等技术对
!"%

例上海松江地区汉族人群
Q88*+

患者"

Q88*+

组#和
!!%

例对照组的

*,$,O

基因多态性位点进行基因型&等位基因频率检测!分析
*,$,O

基因多态性与
Q88*+

的相关性$结果
"

Q88*+

组丙二醛"

JL8

#水平&

N8LEP

氧化酶活性明显高于对照组"

!

$

%2%-

#%

Q88*+

组吸烟率&饮酒率&高

血压率&收缩压&舒张压!以及血糖&总胆固醇"

O*

#&三酰甘油"

OY

#&低密度脂蛋白胆固醇"

QLQ6*

#&氧化高密度

脂蛋白"

0D6PLQ

#&氧化低密度脂蛋白"

0D6QLQ

#水平均比对照组高"

!

$

%2%-

#!

PLQ6*

水平比对照组低"

!

$

%2%-

#%

Q88*+

组较对照组有更高的杂合子"
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#

d

纯合子"

OO

#基因型频率及
O

等位基因频率"

!

$
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Q06
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回归分析显示!吸烟&血糖&高血压&收缩压&舒张压&脂蛋白
?
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0D6PLQ

水平&

JL8

水平&

N8L6

EP

氧化酶活性&基因型是
Q88*+

的独立危险因素$结论
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氧化酶
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亚基
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基因多态性

与
Q88*+

有相关性!可能是高血压&吸烟和脂氧化之外的另一个独立危险因素$

#关键词$
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N8LEP

氧化酶%
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基因多态性%动脉粥样硬化%脑梗死
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脑梗死是神经科常见的急'危'重症之一%具有很 高的致残率和病死率)
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%颅内外大动脉粥样硬化是脑
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梗死最主要的原因之一$高血压'糖尿病'血脂代谢

异常和吸烟均是大动脉粥样硬化型脑梗死"
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Q88*+

#的常

见危险因素$近年来%大量研究发现还原型辅酶
%
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#氧化酶
A
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A

S0D

亚基
*,$,O

基因多态性

也与
Q88*+

密切相关)

,

*

$该基因
*,$,O

多态性可

致第
.,

位组氨酸被酪氨酸取代%改变了
N8LEP

氧

化酶的活性%导致活性氧增加'血管壁自由基代谢紊

乱)

!

*

&过多的活性氧可促进动脉粥样硬化斑块内平滑

肌细胞的增殖%低密度脂蛋白氧化%加速动脉粥样斑

块形成)

$6-

*

$但也有研究认为%该基因多态性与脑梗

死无显著相关性%究其原因可能与人种'地域差异%以

及研究方法不同有关$本课题组前期研究结果提示

*,$,O

基因多态性与未按病因分型'分组的全因脑梗

死有一定的相关性%但与高血压'糖尿病'饮酒和吸烟

等传统危险因素相比%

*,$,O

基因多态性对全因脑梗

死的影响并不显著)

#

*

$本研究旨在通过检测本院

Q88*+

患者的
N8LEP

氧化酶活性'基因型等%探讨

*,$,O

基因多态性与
Q88*+

之间有无相关性%以及

它们之间的相关性强度%从而为
Q88*+

的病因及基

因治疗途径提供理论依据$

!

"

资料与方法

!2!

"

一般资料
"

选择
,%"$

年
",

月至
,%"-

年
",

月

在本院神经内科住院的
Q88*+

患者
!"%

例"

Q88*+

组#%其中男
"."

例%女
"!&

例%平均年龄"

##2#.g

""2&"

#岁$纳入标准!头颅
*O

和"或#磁共振成像

"

J7+

#明确诊断&符合
"&&#

年第
$

届全国脑血管病

会议修订的诊断标准$排除标准!最近有颅脑损伤'

肿瘤'手术'创伤'自身免疫性疾病及严重心'肺'肾等

疾病&有严重肝肾疾病'血液病及自身免疫性疾病$

另选择同期本院体检中心健康体检人员
!!%

例"对照

组#%其中男
".&

例%女
"-"

例%平均年龄"

#-2.#g

"%2,-

#岁%与
Q88*+

患者无血缘关系%无脑梗死家族

史$所有研究对象均为上海松江地区汉族人群$高

血压病的诊断标准为血压"

ME

#

'

"$%

(

&%>> P

I

或

正在服用降压药物&糖尿病的标准为空腹血糖大于或

等于
.2%>>0@

(

Q

或已服用降血糖药物治疗&吸烟的

标准为正在吸烟或有吸烟史$本研究为病例对照研

究%已获得医院伦理委员会批准%全部受试者均知情

同意$

!2"

"

方法

!2"2!

"

临床资料采集
"

所有研究对象进行临床资料

采集%分别记录性别'年龄'血糖'血压'饮酒史'吸烟

史'高血压史&总胆固醇"

O*

#'三酰甘油"

OY

#'低密度

脂蛋白胆固醇"

QLQ6*

#'高密度脂蛋白胆固醇"

PLQ6

*

#及脂蛋白
?

)

Q

A

"

?

#*水平$

!2"2"

"

N8LEP

氧化酶活性测定
"

采集入院患者次

日清晨空腹肘静脉血
,>Q

%采用密度梯度离心法对

新鲜血提取单个核白细胞$采用细胞
N8LEP

氧化

酶活性光度法定量检测酶活性"

N8LEP

氧化酶活性

光度法定量检测试剂盒%美国
Y;5>;/

公司#$步骤

严格按照说明书进行$

!2"2#

"

检测指标
"

采用酶联免疫吸附试验"

GQ+)8

#

试剂盒"武汉
*H4?K10

公司#测定所有受试者血浆氧化

高密度脂蛋白"

0D6PLQ

#'极低密度脂蛋白"

WQLQ

#及

丙二醛"

JL8

#水平$采用
GQ+)8

试剂盒"瑞典
J;=6

C0/1?

公司#测定所有受试者血浆氧化低密度脂蛋白

"

0D6QLQ

#水平$严格按照试剂盒说明书进行检测$

!2"2$

"

联合聚合酶链反应
6

限制性片段长度多态性分

析"

E*767FQE

#

"

采用美国
XJGY8

公司生产的基

因提取试剂盒%提取所有实验者红细胞中的基因组

LN8

%置于
'(%c

冰箱保存备用$引物序列"由上海

生工生物工程股份有限公司合成#!上游
-a6OY*OO6

YOYYYO888**88YY**YYOY6!a

%下游
-a6886

*8*OY8YYO88YOYYYYYOYY*O**OYO6!a

$

E*7

反应体系
-%

!

Q

!模板
LN8"-

!

Q

%引物
,

!

Q

%

,bE*7

反应混合物
,-

!

Q

%双蒸水
(

!

Q

$

E*7

反应

条件!预变性
&-2%c!>15

%变性
&-2%c!%4

%退火

#-2-c!%4

%延伸
.,2%c$-4

%共
!%

个循环&末次延

伸!

.,2% c "%>15

%反应管冷却至
$2% c

$

"-

!

Q

E*7

产物加
!

!

Q

上样缓冲液%在
,9

琼脂糖凝胶上

电泳
!%>15

%

M1067?/

凝胶成像系统观察$取
E*7

产物
"%

!

Q

%利用
74?

#

限制性内切酶酶切%酶切反应

体系共
,%

!

Q

%

!.2%c

恒温孵育
"#S

%取
"-

!

Q

酶切

产物加
!

!

Q

上样缓冲液$酶切产物在
,9

琼脂糖凝

胶上电泳
!%>15

%

M1067?/

凝胶成像系统检测电泳结

果%分析基因型$

!2"2B

"

基因测序
"

对
E*7

产物进行核苷酸序列测

序进一步验证%由上海生工生物工程股份有限公司

完成$

!2#

"

统计学处理
"

采用
)E))"&2%

统计软件对资料

进行统计分析$计量资料用
HgA

表示%组间比较采

用
:

检验&计数资料用率表示%组间采用
"

, 检验%基因

型和等位基因频率的差异用
"

, 检验或有关校正方

法%按
P?=/

R

6̂ ;15K;=

I

平衡法检验样本的群体代表

性$采用
Q0

I

14<1C

回归分析筛选
Q88*+

的危险因

素%检验水准
!

e%2%-

%以
!

$

%2%-

为差异有统计学

意义$

"

"

结
""

果

"2!

"

两组一般临床资料'血脂水平'

N8LEP

氧化酶

活性比较
"

Q88*+

组与对照组的年龄'性别比较差

异无统计学意义"

!

%

%2%-

#$

Q88*+

组
JL8

水平'

N8LEP

氧化酶活性明显高于对照组"

!

$

%2%-

#&吸

烟率'饮酒率'高血压率'收缩压'舒张压%以及血糖'

O*

'

OY

'

QLQ6*

'

0D6PLQ

'

0D6QLQ

水平在
Q88*+

组

均比对照组高"

!

$

%2%-

#%

PLQ6*

水平比对照组低
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$
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#%见表
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



表
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两组基本临床资料%血脂水平%

N8LEP

氧化酶活性比较

项目 对照组"

,e!!%

#

Q88*+

组"

,e!"%

#

:

(

"

,

!

男性)

5

"

9

#*

".&

"

-$2,$

#

"."

"

--2"#

#

"2"&! %2,.-

饮酒)

,

"

9

#*

-$

"

"#2!#

#

-#

"

"(2%#

#

!2$.& %2%%,

吸烟)

,

"

9

#*

$.

"

"$2,$

#

#.

"

,"2#"
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#%通过限制性内切酶
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酶切后电泳%在凝胶成像系统可见
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种不同条

带!纯合子"
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氧化酶不仅是体内重要的氧化还原酶

来催化体内的氧化还原反应%也是体内活性氧的重要

来源$
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A

S0D

亚基是血管
N8LEP

氧化酶的重要

组成部分%由
*_M8

"

C
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<0CS=0>;K,$-?@
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S?

#基因编

码$研究显示%

*,$,O

基因多态性对
N8LEP

氧化酶

活性改变的影响较大%与高血压'颈动脉粥样硬化'脑

梗死等多种疾病相关$国外学者认为%

N8LEP

氧化

酶
A

,,

A

S0D

亚基
*,$,O

基因
O

等位基因的突变会增

加脑梗死的发病风险%在脑梗死患者
*OdOO

基因型

频率明显高于正常对照&且在
Q88*+

患者中频率最

高)
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$研究还发现%

*,$,O

基因多态性与脑梗死之

间不仅存在显著的相关性%而且具有明显的种族差

异%欧洲人种较亚洲人种更为显著)
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$国内学者张晨

等)

"%

*对青岛地区人群的研究显示%

*,$,O

基因多态

性可能是颈动脉粥样硬化的危险因素之一$本课题

组针对上海松江地区汉族人群
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相关性

进行研究%发现
Q88*+

患者
*OdOO

基因型频率及

O

等位基因频率明显高于对照组%与以往的研究结果

一致$但也有学者报道
*,$,O

基因多态性与脑梗死

无关)
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%可能与研究人群种族差异'研究方法'研究者

的认识水平及样本量大小等因素相关$
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年一项纳入
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个关于
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基因多态性与

脑梗死相关性研究"包括
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例缺血性脑血管病患

者和
,!-.

例健康对照者#的
J;<?

分析显示%
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基因多态性与全因缺血性脑梗死无相关性%但与

Q88*+

具有显著相关性)
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$本研究组前期的研究也

显示
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基因多态性与未按病因分型'分组的全因

脑梗死无显著的相关性)
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$但在本研究中发现%

A

,,

A

S0D

亚基
*,$,O

基因发生突变是
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个独立危险因素$

研究证实%动脉粥样硬化与血脂代谢异常密切相

关%
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'

PLQ

经氧化修饰成
0D6QLQ

和
0D6PLQ

后

可进一步使致动脉粥样硬化效应增强%加速动脉粥样

硬化斑块形成'进展%导致动脉粥样硬化性心脑血管

疾病发生)

"!6"-

*

$研究还发现%

N8LEP

氧化酶是中性

粒细胞和血管系统中活性氧的主要来源%活性氧通过

诱导血管内皮炎性反应%影响脂质蛋白氧化'平滑肌

细胞增生%使动脉粥样硬化斑块形成)

"#6".

*

$

*,$,O

基

因多态性影响了
N8LEP

氧化酶的活性%通过改变血

管系统中氧化还原状态%升高了血清氧化脂蛋白水

平%促进动脉粥样硬化及斑块形成%同时也导致体内

脂质过氧化产物
JL8

水平升高)

"(6"&

*

$本研究也发

现
Q88*+

患者的
OY

'
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水平高于对照组%而
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水平低于对照组$另外%
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患者的脂蛋白氧化

水平明显高于对照组%具有更高的
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及
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水平$揭示
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基因多态性可能通过脂蛋白氧化

修饰参与了大动脉粥样硬化斑块的形成及进展%与

Q88*+

发病密切相关$

综上所述%

N8LEP

氧化酶亚基
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,,ES0D*,$,O

基因多态性与
Q88*+

的发生相关$推测
*,$,O

基

因多态性可能通过改变
N8LEP

氧化酶的活性%影响

脂蛋白氧化修饰%参与了动脉粥样硬化斑块的发生和

进展%是
Q88*+

的发病机制之一$因此%降低
N8L6

EP

氧化酶的活性%抑制脂质氧化%减轻动脉粥样斑块

内的氧化应激甚至基因治疗等每一环节将来均有可

能成为
Q88*+

患者治疗和预防潜在的药物靶点和技

术手段)
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*

%这仍需进一步研究证实$
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