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·论著·

ｐ４７ｐｈｏｘ基因第６外显子多态性与长沙市汉族人群脑出血的关联研究

黄晓松１，杨期东２，刘运海２，谭李红１，杨松林１，汤清平１，王艳１

１．湖南省脑科医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００７
　２．中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　探讨 ｐ４７ｐｈｏｘ基因第６外显子 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态性与湖南省长沙市汉族人群脑出血的关系。方法
　采用 ＰＣＲ单链构象多态技术和 ＤＮＡ直接测序法检测湖南省长沙市汉族人群１１０例脑出血患者、１０个脑出血家系成员

１１０例和１００名健康对照者的 ｐ４７ｐｈｏｘ基因第６外显子 Ａ５６６Ｇ多态性，同时检测血脂水平。结果　脑出血组及脑出血家

系组 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态基因频率分布与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。脑出血家系组中患病组和未

患病组及脑出血组的 Ａ５６６Ｇ多态分布与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。脑出血组中各基因型血脂水平与

对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　湖南省长沙市汉族人群 ｐ４７ｐｈｏｘ基因 Ａ５６６Ｇ多态性可能与脑出血的

易患性无关。
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　　湖南省长沙市社区人群脑出血连续 １５年中
平均发病率达 １２８．５／１０万，为世界脑出血的高发
区［１］。目前流行病学研究表明，遗传基因在脑卒中

发病中发挥了重要作用［２］。ｐ４７ｐｈｏｘ（嗜中性粒细胞
胞质因子 １）在活性氧的产生过程中发挥了重要作
用，与动脉粥样硬化的形成和高血压等血管性疾病

密切相关。目前研究表明，ｐ４７ｐｈｏｘ基因编码区第 ６
外显子的 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态性与活性氧的
产生密切相关。目前对该多态位点与脑出血关系

的研究国内外尚未见报道。本研究探讨 ｐ４７ｐｈｏｘ基
因第 ６外显子 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态性与长沙
市汉族人群脑出血的相关性。
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１　资料与方法
１．１　研究对象
１．１．１　脑出血组（ｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＣＨ）　无血
缘关系的脑出血患者１１０例，祖籍均为中国湖南省
长沙市，均为汉族，为中南大学湘雅医院和湖南省

脑科医院神经内科２００６年１月至２００８年１２月住
院和门诊病人。所有病例均符合１９９５年全国第四
次脑血管疾病学术会议修订的诊断标准［３］，经头颅

ＣＴ或 ＭＲＩ确诊。不包括心源性、动脉炎、外伤、血
液病、药物、肿瘤、脑血管畸形或动脉瘤等引起的

脑出血；排除患有严重肝肾疾病、甲状腺疾病、血

液病和最近 ３个月服用雌激素患者，近 ２周均未服
用降血脂药和抗凝药。共 １１０例，男 ５９例，女 ５１
例，最大年龄 ８２岁，最小年龄 ２８岁，平均年龄
（５８．１３±１４．２２）岁。有高血压的脑出血组（ＨＢＰ
＋ＣＨ）及无高血压的脑出血组（非 ＨＢＰ＋ＣＨ）分别
为 ７９例和 ３１例；有糖尿病的脑出血组（ＤＭ＋ＣＨ）
及无糖尿病的脑出血组（非 ＤＭ＋ＣＨ）分别为 ９例
和 １０１例。
１．１．２　脑出血家系组　脑出血家系定义为先证
者一级亲属中至少有 １人为脑出血患者。共收集
以脑出血为主的家族聚集现象的家系 １０个，家系
分布在中国湖南省长沙市，先证者为中南大学湘雅

医院和湖南省脑科医院神经内科同期住院和门诊

病人，１０个以脑出血为主的家系共包括成员 １１０
例，祖籍均为中国湖南省长沙市，均为汉族，男 ６０
例，女 ５０例，最大年龄 ７９岁，最小年龄 １６岁，平
均年龄（５６．１±１３．２）岁，其中患病者 ７４例，未患
病者 ３６例。
１．１．３　正常对照组　无血缘关系的正常健康人
共 １００例，祖籍均为中国湖南省长沙市，均为汉
族，其中男 ５４例，女 ４６例，最大年龄 ７５岁，最小
年龄 １８岁，平均年龄（５７．３１±１３．３３）岁，为中南
大学湘雅医院和湖南省脑科医院健康体检人员，病

史询问无脑卒中家族史，无肝、肾、血液病、自身免

疫性疾病和甲状腺病史。

１．２　方法
１．２．１　人基因组 ＤＮＡ样品的制备　抽取研究对
象外周静脉血 ４ｍｌ，肝素抗凝，用常规酚／氯仿抽
提法提取 ＤＮＡ，并在 ４℃冰箱保存备用。
１．２．２　ｐ４７ｐｈｏｘ基因型检测　扩增 ｐ４７ｐｈｏｘ基因第 ６
外显子的引物经 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设计，并进行
同源性分析（ＢＬＡＳＴ）确定其特异性高，然后由上海

英骏公司合成，引物序列为：上游：Ｓ５’ＣＡＣＴＣＡＣ
ＣＣＴＧＣＣＣＴＣＣＣＴＣＴＴ３’；下 游：Ａ５’ＡＣＧＧＴＣＣＣＡＴ
ＡＣＣＣＡＴＣＣ３’，扩增片段：４０２ｂｐ。反应在 ＰＥ４８００
型 ＰＣＲ仪（美国 ＰＥ公司）上进行，反应条件为：预
变性：９４℃ ５ｍｉｎ；循环程序：９３℃变性 ４０ｓ→复性
温度 ６７℃复性 ３０ｓ→７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环；
循环结束后，将反应管在 ７２℃充分延伸 １０ｍｉｎ；反
应管冷却至 ４℃。

单链构象多态（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）分析：取 ４μｌＰＣＲ产物经 ８％非变性
聚丙烯酰胺凝胶电泳检测产物，如特异性好，则将

ＰＣＲ产物加等量 ２ｘ变性载样液，混合后 ９９℃变性
１０ｍｉｎ，然后立即置冰上 ５ｍｉｎ，取 ８μｌ上样于含
５％甘油的 ８％ ４９∶１的中性聚丙烯酰胺凝胶中，
１８０Ｖ电压 ４℃电泳 １０ｈ，电泳结束后采用银染法
染色并拍照。选取中性聚丙烯酰胺凝胶电泳中有

异常泳带的阳性样本进行正反向测序。测序结果

在 Ｇｅｎｂａｎｋ和 ＳＮＰ数据库中进行比较分析。
１．３　统计学分析

所有资料在 Ｄｂａｓｅ软件中建立数据库，采用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析。等位基因频
率 ＝（２×纯合子 ＋杂合子）／（２×受检人数），基
因型频率和等位基因频率的差异用 χ２检验或有关
校正方法。按 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡法检验样本的群
体代表性。组间血脂比较用 ｔ检验，不同基因型亚
组间血脂比较采用 ＡＮＯＶＡ方差分析及 ＬＳＤｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　脑出血组和对照组的临床特点

脑出血（ＣＨ）组和脑出血家系组中有高血压病
史、糖尿病病史及冠心病史者高于对照组（Ｐ＜
０．０１），脑出血（ＣＨ）组和脑出血家系组间差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；３组在年龄、性别构成、体
重指数、吸烟及饮酒史上差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），见表 １。
２．２　ｐ４７ｐｈｏｘ基因第 ６外显子 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）
多态性分析

ＰＣＲＳＳＣＰ分析显示，ｐ４７ｐｈｏｘ基因第 ６外显子有
３种不同的电泳图谱，经测序后证实为 Ａ５６６Ｇ
（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ），分别为 ＡＡ（Ａｓｎ／Ａｓｎ）、ＡＧ（Ａｓｎ／
Ａｓｐ）、ＧＧ（Ａｓｐ／Ａｓｐ）３种基因型，见图 １、图 ２、
图３。
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表１　脑出血组、脑出血家系组和对照组临床资料比较　　％（ｎ）

例数 年龄（岁） 性别（男／女） 体重指数 吸烟人数 饮酒人数 高血压病史 糖尿病病史 冠心病史

脑出血组 １１０ ５８．１±１４．２ ５９／５１ ２４．３±２．６ ９．１（１０） ７．３（８） ７１．８（７９）△ ８．２（９）△ １７．３（１９）△

脑出血家系组 １１０ ５６．１±１３２ ６０／５０ ２３．３±２．５ ８．２（９） ８．２（９） ７１．８（７９）△ ８．２（９）△ １７．３（１９）△

对照组 １００ ５７．３±１３．３ ５４／４６ ２３．８±２．３ ７．０（７） ６．０（６） ４．０（４） ２．０（２） ３．０（３）

　　注：△为与对照组相比，Ｐ＜０．０１。

图１　Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）ＡＡ基因型反向测序图（箭头所指）。

图２　Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）ＡＧ基因型反向测序图（箭头所指）。

图３　Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）ＧＧ基因型反向测序图（箭头所指）。

２．３　 湖 南 省 长 沙 市 汉 族 人 群 的 ｐ４７ｐｈｏｘ基 因
Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态分布

脑出血组及对照组基因型及等位基因频率分

布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验（Ｐ＞０．０５）；脑
出 血 组 及 不 同 亚 型 组 与 对 照 组 Ａ５６６Ｇ

（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态基因频率分布比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５），见表 ２；脑出血家系组中患病
组和未患病组及脑出血组的 Ａ５６６Ｇ多态分布与对
照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表 ２。

·９１２·
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表２　各组ｐ４７ｐｈｏｘ基因６号外显子Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态分布

　　组别 例数 　　　　　　　　　　基因型［例（％）］ 　　　　　　　　　　　等位基因频率
ＣＣ ＣＴ＋ＴＴ Ｃ Ｔ

脑出血组 １１０ １００（９０．９） ８＋２（９．１） ０．９４６ ０．０５４
　ＨＢＰ＋ＣＨ组 ７９ ７２（９１．１） ７（８．９） ０．９４９ ０．０５１
　非ＨＢＰ＋ＣＨ组 ３１ ２８（９０．３） ３（９．７） ０．９５２ ０．０４８
　ＤＭ＋ＣＨ组 ９ ８（８８．９） １（１１．１） ０．９４４ ０．０５６
　非ＤＭ＋ＣＨ组 １０１ ９１（９１．１） １０（８．９） ０．９５０ ０．０５０
脑出血家系组 １１０ １００（９０．９） ８＋２（９．１） ０．９４６ ０．０５４
　患病组 ７４ ６９（９３．２） ２＋３（６．８） ０．９４６ ０．０５４
　未患病组 ３６ ３３（９１．７） ２＋１（１３．９） ０．９４４ ０．０５６
对照组 １００ ９１（９１．０） ７＋２（９．０） ０．９４５ ０．０５５

２．４　ｐ４７ｐｈｏｘ基因 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态性对
血脂、脂蛋白水平的影响

脑出血组和对照组两组的血脂、脂蛋白水平差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表 ３。

表３　ｐ４７ｐｈｏｘ基因６号外显子Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态不同等位基因对血脂和脂蛋白水平的影响

　　组别
　　基因型

　　（例数）

ＴＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＬＤＬＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＡｐｏＡＩ

（ｇ／Ｌ）

ａｐｏＢ１００

（ｇ／Ｌ）

ＬＰ（ａ）

（ｇ／Ｌ）
脑出血组 １１０ ４．４８±１．０３ １．５８±０．７６ １．１４±０．３５ ２．５３±０．９２ １．０７±０．２１ ０．９９±０．３５ ０．２６±０．２７

ＡＡ（９３） ４．３８±０．９１ １．５５±０．８５ １．１８±０．３３ ２．４３±０．７８ １．０２±０．３５ ０．９７±０．３１ ０．２３±０．１６
ＡＧ或ＧＧ（１７） ４．５５±０．８３ １．６４±０．６９ １．０７±０．４７ ２．５７±０．８５ １．１１±０．３４ １．１０±０．４２ ０．３１±０．１８

对照组 １００ ４．３０±０．８５ １．３０±０．６３ １．２３±０．３２ ２．２６±０．７３ ０．９９±０．２８ ０．９７±０．２１ ０．２１±０．１３
ＡＡ（８８） ４．２９±０．９５ １．２９±０．６１ １．２６±０．３７ ２．２９±０．７６ ０．９３±０．３３ ０．９４±０．３７ ０．１９±０．１０
ＡＧ或ＧＧ（１２） ４．３３±０．８９ １．３４±０．４６ １．２０±０．４９ ２．２０±０．５８ １．０１±０．２５ １．０５±０．４５ ０．２３±０．１２

３　讨论
ｐ４７ｐｈｏｘ是 Ｌｏｍａｘ等于 １９８９年克隆，是 ＮＡＤ（Ｐ）

Ｈ氧化酶系统的一个主要成份，位于 ７ｑ１１．２３，含
有１１个外显子，其功能区由５个功能域组成，其翻
译产物是一个长度为 ３９９个氨基酸的片段［４，５］。

目前研究表明，在活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）的产生过程中，ｐ４７ｐｈｏｘ发挥了始动功能［６］，而

ＲＯＳ与动脉粥样硬化的形成和高血压等血管性疾
病密切相关，是血管性疾病的危险因素［７，８］。可

见，ｐ４７ｐｈｏｘ与高血压病、动脉粥样硬化形成和缺血

性卒中等血管性疾病和糖尿病密切相关。若编码

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶亚单位的基因多态性或基因突
变使 ＲＯＳ生成增加，就可通过直接氧化作用和间
接作为第二信使参与信号转导加速动脉粥样硬化

形成、高血压病和糖尿病的发生与发展，从而使其

对脑卒中的易感性增加。ｐ４７ｐｈｏｘ在 ＲＯＳ产生过程

中的功能与 ＰＸ区和两个 ＳＨ３区密切相关，而第 ６
号外显子是编码 ＰＸ区和两个 ＳＨ３区的外显子，
Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ，天冬酰胺 １６６天冬氨酸）多态
是第 ６号外显子的一个多态位点。Ｙｕｚａｗａ等［９］研

究发现 ５６６Ａ位点位于 ｐ４７ｐｈｏｘ富含脯氨酸的 Ｎ

ＳＨ３结构域，是与 ｐ２２ｐｈｏｘ在胞质尾区的 Ｃ末端有

一个富含脯氨酸的 ＳＨ３结构域与细胞色素 ｂ５５８结

合部位。Ｇｒｏｅｍｐｉｎｇ等［１０］研究发现，ｐ４７ｐｈｏｘ的 １５６

３４０氨基酸位点和 ｐ４７ｐｈｏｘ生理功能密切相关，而 Ｎ

ＳＨ３结构域位于该区域。我们研究结果表明，在中
国湖 南 省 长 沙 市 汉 族 人 群 ＮＣＦ１基 因 Ａ５６６Ｇ
（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态位点有 ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ三种基因
型，Ａ等位基因频率为 ０．９３０，Ｇ等位基因频率为
０．０７０。目前，此多态位点在不同人种的分布情况
国内外尚未见报道。脑出血组、脑出血家系组和正

常对照人群 Ａ５６６Ｇ多态的基因型和等位基因频率
分布无显著性差异。将脑出血组根据脑出血亚型

进行分类后再比较，也未发现某种类型的脑出血组

与对照组有明显差别。在脑出血家系组中，患病组

和未患病组与对照组相比较，差异无统计学意义。

脑出血家系组与脑出血组相比较，差异无统计学意

义。以上结果提示 ｐ４７ｐｈｏｘ基因 Ａ５６６Ｇ多态可能与

脑出血易患性无关。

近年来的研究表明血管壁的活性氧能引起低

密度脂蛋白（ＬＤＬ）的氧化修饰，产生氧化型低密度
脂蛋白（ｏｘＬＤＬ），ｏｘＬＤＬ能导致泡沫细胞的形成

·０２２·
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和发展，并能促进胆固醇在细胞内的聚集，引起动

脉粥样硬化［１１］；过量的活性氧在脂质过氧化过程

中产生的 Ｈ２Ｏ２可直接损伤内皮细胞，增加中性粒
细胞的黏附性或促进损伤过程。可见，活性氧是高

脂血症和动脉粥样硬化发生发展的主要诱因之

一［１２］。血管壁的活性氧的主要来源是 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ
氧化酶系统，因此，ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶 ｐ４７ｐｈｏｘ与高
脂血症和动脉粥样硬化发生发展密切相关。我们

分 析 长 沙 市 汉 族 人 群 ｐ４７ｐｈｏｘ 基 因 Ａ５６６Ｇ
（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态位点不同基因型对血脂、脂蛋白
水平的影响，发现脑出血组和对照组差异无统计学

统计学差异，以上结果提示长沙市汉族人群 ｐ４７ｐｈｏｘ

ＮＣＦ１基因 Ａ５６６Ｇ（Ａｓｎ１６６Ａｓｐ）多态可能与血脂
代谢无关。

我们认为上述结果可能机制是 ｐ４７ｐｈｏｘ基因第 ６
号外显子第 ５６６位点密码子突变（Ａ→Ｇ），发生非
同义突变，导致相应的１６６位氨基酸由天冬酰胺置
换为天冬氨酸，而 Ａｓｎ是位于与 ｐ２２ｐｈｏｘＣ末端 ＳＨ３
结构相结合的 ＮＣＦ１富含脯氨酸的 ＮＳＨ３结构域，
导致 ｐ４７ｐｈｏｘ富含脯氨酸的 ＮＳＨ３结构域改变，可
能引起脑出血患者 ｐ４７ｐｈｏｘ分子结构改变，但对 ＮＡＤ
（Ｐ）Ｈ氧化酶活性氧的产生功能可能无影响。综
上所述，长沙市汉族人群 ｐ４７ｐｈｏｘ基因 Ａ５６６Ｇ多态
可能与脑出血及血脂代谢易患性无关。这也许可

能与我们研究的种群、方法和研究的样本量不够大

等有关，尚需进一步研究。
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