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血管性认知功能障碍与雄激素受体基因

启动子区甲基化状态、同型半胱氨酸水平的相关性研究
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摘　要：目的　检测血管性认知功能障碍（ＶＣＩ）患者的雄激素受体（ＡＲ）基因启动子区 ＣｐＧ岛甲基化状态和同型半胱氨
酸（ＨＣＹ）水平，从分子水平探讨ＶＣＩ与ＡＲ基因启动子高甲基化、ＨＣＹ的关系。方法　采用病例对照研究方法，选取脑卒

中慢性期的 ＶＣＩ患者４６例组成病例组，随机选取年龄相同的健康人９２例组成对照组。ＭＳＰ法和 ＲＴＰＣＲ法检测研究对

象 ＡＲ启动子区 ＣｐＧ岛的甲基化状态及 ｍＲＮＡ表达水平，采用酶转换免疫法检测 ＨＣＹ水平。结果　ＶＣＩ患者中甲基化率

为７１．７４％，对照组患者中甲基化率为１９．５７％，病例组与对照组甲基化率相比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＶＣＩ

组患者较对照组患者 ＡＲ基因 ｍＲＮＡ表达缺失 ５．２４倍，两组患者 ＡＲ基因 ｍＲＮＡ表达缺失率比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。病例组 ＨＣＹ水平为 １４．７３±５．３１，对照组为 ７．１２±４．１９，病例组显著高于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。ＡＲ基因启动子区甲基化程度与 ＨＣＹ相关系数为 ｒ＝０．５３４，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；随 ＨＣＹ水平

升高，病例组甲基化程度亦递次升高。结论　ＡＲ基因启动子区高甲基化与ＶＣＩ发病相关；高ＨＣＹ水平与ＡＲ基因启动子

区高甲基化相关。
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·１１５·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１６年　第 ４３卷　第 ６期　　 　



ｈｉｇｈｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｏｆＡＲｇｅｎｅｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＶＣＩ，ａｎｄａｈｉｇｈＨｃｙｌｅｖｅｌｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｏｆＡＲｇｅｎｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖａｓｃｕｌａｒｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ；ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ；ＣｐＧｉｓｌａｎｄ；ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ

　　血管性认知功能障碍（ｖａｓｃｕｌａｒｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒ
ｍｅｎｔ，ＶＣＩ）是最常见的认知功能障碍类型之一，是
指由于各种血管性因素引起的不同程度认知功能

障碍综合征，是在对血管性痴呆不断研究的基础上

提出来的，其内涵比血管性痴呆更为广泛［１］。血管

性认知功能障碍是由于血管性因素引起的认知功

能损害，其损害的程度还没有达到痴呆的标准，是

界于正常和痴呆之间的一种状态。目前普遍认为

ＶＣＩ的发病机制为急性缺血使脑组织软化坏死、慢
性缺血引起脑白质的损伤、小血管病变、脑血流量

下降［２］。研究发现，雌激素受体与 ＶＣＩ的发生密切
相关［３］。雌激素受体与雄激素（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＡＲ）同属于性激素受体，ＡＲ基因的低表达是否与
ＶＣＩ相关？本课题组研究发现脑梗死患者 ＡＲ基因
启动子存在高甲基化状态，而脑梗死是 ＶＣＩ的重要
病因之一［４］。同时，Ｈａｉｎｓｗｏｒｔｈ等［５］研究发现同型

半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＨＣＹ）与 ＶＣＩ直接相关。
故本研究旨在探明 ＶＣＩ与 ＡＲ基因启动子高甲基
化、ＨＣＹ的关系。
１　材料与方法
１．１　研究对象

随机选取 ２０１４年 ８月至 ２０１６年 ６月期间就
诊于包头医学院第一附属医院神经内科的脑卒中

慢性期的患者 ４６例作为病例组，脑卒中发病时间
为（４１２．３１±２２０．２６）ｄ，所有入选对象需经颅脑
ＭＲＩ确诊，并经简易智能状态检查量表（ＭｉｎｉＭｅｎ
ｔａｌＳｔａｔｅＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎ，ＭＭＳＥ）及蒙特利尔认知评估
量表（ＭｏｎｔｒｅａｌＣｏｇｎｉｔｉｖｅＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ＭｏＣＡ）评定符
合认知功能障碍的诊断标准［６］。排除标准：①既往
有抑郁症、精神分裂、帕金森病、癫痫病史；②近 １
个月来服用可影响同型半肌氨酸水平的各种类型

的药物，如多巴胺类药物、叶酸、维生素 Ｂ类、避孕
药和抗癫病药等；③因年龄、低文化或失明、聋哑
等其他因素不能配合行量表检查者；④严重心肝肾
功能障碍；⑤妊娠期或哺乳期妇女。在病例组中按

卒中性质划分，脑梗死病例 ３０例，脑出血病例为
１６例；根据病变部位划分，基底节卒中 １９例，皮质
卒中 １８例，大面积脑卒中 ９例。

选取经头 ＭＲＩ诊断无明显异常的健康人 ９２例
作为对照组。

两组间性别、年龄、ＢＭＩ等基本资料进行统计
学检验，差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２　采集标本

空腹 １２ｈ后采集全血并分离淋巴细胞、采用
酶转换免疫法测定法检测 ＨＣＹ水平。
１．３　基因组 ＤＮＡ提取

ＤＮＡ的提取使用试剂盒 ＴｉａｎｇｅｎＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ
（Ｔｉａｎｇｅｎ，北京天为时代），按产品说明书提供的方
法提取细胞 ＤＮＡ，用 ３０μｌ无菌双蒸水溶解。用核
酸蛋白仪监测其浓度及纯度。

１．４　亚硫酸氢钠修饰基因组 ＤＮＡ
取每份基因组 ＤＮＡ样品约 １μｇ，按修饰试剂

盒 ＺｙｍｏＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＫｉｔ（ＺＹＭＯ，美国）说明书
进行修饰，主要步骤：加含氢氧化钠的稀释缓冲液

使 ＤＮＡ变性，使其保持单链状态，再在含亚硫酸氢
钠的修饰试剂 ５０℃水浴 １６ｈ，使用试剂盒中纯化
试剂进行 ＤＮＡ脱硫，清洗回收，最后溶于 １０μｌＴＥ
缓冲液（ｐＨ８．０）中，将搜集的修饰 ＤＮＡ于 －２０℃
保存或立即进行甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰ）反应。
１．５　甲基化特异性 ＰＣＲ
１．５．１　引物设计　实验中使用甲基化 ＰＣＲ引物
设计软件 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ设计 ２对引物 Ｍ、Ｕ，扩增目的
片段位于 ＡＲ基因启动子 ５’端 ３６０～５１８序列，引
物 Ｍ、Ｕ的设计均用于经修饰试剂处理后的 ＤＮＡ
模板扩增，其中 Ｍ引物用于扩增甲基化 ＤＮＡ，引物
Ｕ用于扩增未甲基化 ＤＮＡ，野生型引物 Ｗ 以设计
Ｍ、Ｕ引物的相应位点设计，用于未经修饰试剂处
理的 ＤＮＡ序列的扩增，以检测 ＡＲ基因启动子序列
是否发生改变或突变。引物相关数据见表 １。引
物核苷酸由北京赛百盛公司合成。
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表１　所需的ＰＣＲ反应引物及条件

引物名称 序列（５’＞３’） 变性 退火 延伸 周期

ＡＲＮｆ ＡＧＣＡＡＧＣＣＣＡＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＡＧＧＣ ９４℃，５ｍｉｎ ６４℃，３０ｓ ７２℃，６０ｓ ４０
ＡＲＮｒ ＣＧＧＧＣＧＧＣＧＧＣＴＴＣＧＡＡＧＣ
ＡＲＵｆ ＡＧＴＡＡＧＴＴＴＡＴＡＧＧＴＡＧＡＧＧＡＧＧＴＧ ９４℃，３０ｓ ５５℃，３０ｓ ７２℃，６０ｓ ４０
ＡＲＵｒ ＣＡＡＡＣＡＡＣＡＡＣＴＴＣＡＡＡＡＣＣＡＣＣＡＣ
ＡＲＭｆ ＡＧＴＡＡＧＴＴＴＡＴＡＧＧＴＡＧＡＧＧＡＧＧＣＧ ９４℃，３０ｓ ５７℃，４５ｓ ７２℃，６０ｓ ４０
ＡＲＭｒ ＣＧＡＡＣＧＡＣＧＡＣＴＴＣＧＡＡＡＣＣＧ
ＲＴＡＲＡｆ ＡＡＧＧＣＴＡＴＧＡＡＴＧＴＣＡＧＣＣＣＡ ９５℃，３０ｓ ９５℃，５ｓ ６０℃，３０ｓ ４０
ＲＴＡＲＡｒ ＣＡＴＴＧＡＧＧＣＴＡＧＡＧＡＧＣＡＡＧＧＣ
βＡｃｔｉｎｆ ＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴ ９５℃，３０ｓ ９５℃，５ｓ ６０℃，３０ｓ ４０
βＡｃｔｉｎｒ ＴＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧ

１．５．２　甲基化特异性 ＰＣＲ　在 ２５μｌＭＳＰ反应体
系中，含１μｌ亚硫酸氢钠修饰基因组 ＤＮＡ模板，１０
×缓冲液２．５μｌ，上、下游引物各１０ｐｍｏｌ，２５０μｍｏｌ／
Ｌ的 ４种 ｄＮＴＰ２．５μｌ，１ＵＴａｑＨＳＤＮＡ聚合酶。于
ＰＣＲ仪上 扩 增，反 应 循 环 条 件 为：９５℃ 预 变 性
５ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，相应退火温度退火 ４０ｓ，
７２℃延伸 ６０ｓ，扩增 ４０个循环，然后 ７２℃延伸
５ｍｉｎ。反应结束后取上述 ＰＣＲ产物 ６μｌ经 ２．０％
琼脂糖凝胶１００Ｖ电泳４０ｍｉｎ，凝胶图像分析系统
记录图像。

１．６　组织 ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ合成
组织总 ＲＮＡ按照 ＴＲＩＺＯＬ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）操作说明书进行，用紫外分光光度计检测其含

量和纯度。以提取的总 ＲＮＡ为模版，按照 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒（ＴＡＫＡＲＡ公司）操作说
明合成单链 ｃＤＮＡ。

反应条件：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，１个循环。
反应体系为：５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ（ｆｏｒＲｅａｌＴｉｍｅ）
２μｌ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘＩ０．５μｌ，ＯｌｉｇｏｄＴ
Ｐｒｉｍｅｒ（５０μＭ）０．５μｌ，Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ（１００μＭ）
０．５μｌ，ＴｏｔａｌＲＮＡ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏｕｐｔｏ１０μｌ。
１．７　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ基因表达

所需引物均由上海英俊生物技术有限公司提

供，ＰＣＲ反应试剂盒为 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（大连宝生公
司），所需引物见表１。分别制备 ＡＲ和 βＡｃｔｉｎ的反
应体系，具体为１２．５ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩμｌ，取
ｃＤＮＡ２μｌ，上下游引物各 １μｌ（１０ｐｍｏｌ／μｌ）。ＰＣＲ
扩增条件为：９５℃预变性 ３０ｓ，９５℃变性 ５ｓ，６０℃
退火３０ｓ，循环 ４０个周期。每个样品 ３个复孔，取
ＣＴ平均值，采用２－△△ＣＴ法进行结果分析。
１．８　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件。经正态性检验及方
差齐性检验后，计数资料比较用卡方检验，计量资

料应用两组均数的 ｔ检验。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析
甲基化程度与 ＨＣＹ水平的相关关系。以 Ｐ＜０．０５
为具有统计学意义。

２　实验结果
２．１　ＡＲ基因启动子甲基化分析

扩增产物中出现甲基化条带，表明该位点发生

甲基化，未出现甲基化条带则表明该位点未发生甲

基化，均出现甲基化条带表明该位点发生半甲基化

（图 １）。４６例 ＶＣＩ患者中，３３例 ＡＲ基因启动子
发生甲基化，甲基化率为 ７１．７４％；９２例对照组患
者中，１８例 ＡＲ基因启动子甲基化，甲基化率为
１９．５７％。病例组与对照组甲基化率比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图 １　ｎＭＳＰ法检测 ＡＲ基因甲基化电泳图。

注：Ｍ：用 ＡＲｐＭ特异性引物进行扩增；Ｕ：用 ＡＲｐＵ

特异性引物进行扩增；１：甲基化血标本；２：非甲基化

血标本；３：半甲基化血标本。

２．２　ＡＲ基因 ｍＲＮＡ表达
计算各组的相对△Ｃｔ值（△Ｃｔ＝Ａｖｇ．ＡＲＡｖｇ．

βＡｃｔｉｎ）和△△Ｃｔ值（△△Ｃｔ＝Ａｖｇ．△ＣｔＶＣＩ组一
Ａｖｇ△Ｃｔ对照组）。ＡＲ在 ４６例病例组患者中，ΔＣｔ
值为 １０．７３±１．２９；９２例对照组健康人中，ΔＣｔ值
为１３．１２±１．５６。运用 Ｌｉｖａｋ方法计算出病例组患
者基因表达缺失为对照组的 ５．２４倍，且两组患者
ＡＲ基因 ｍＲＮＡ表达缺失率间差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见表 ２。
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表２　ＡＲ基因ｍＲＮＡ表达水平　（ｘ±ｓ）

组别 例数 βＡｃｔｉｎ ＡＲ ΔＣｔ ΔΔＣｔ ２ΔΔＣｔ
病例组 ４６ ８．７８±０．７４ １９．９１±０．８４ １０．７３±１．２９ －２．３９±１．２９ ５．２４
对照组 ９２ ９．６９±０．８１ ２０．６８±１．０３ １３．１２±１．５６ ０．００±１．５６ １

２．３　ＨＣＹ与 ＡＲ基因甲基化程度的关系
病例组 ＨＣＹ水平为 １４．７３±５．３１，对照组为

７．１２±４．１９，病例组显著高于对照组，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。经 ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，
ＡＲ基因启动子区甲基化程度与 ＨＣＹ相关系数为
ｒ＝０．５３４，差异具有统计学意义，并且随 ＨＣＹ升高，
病例组甲基化程度亦递次升高。

３　讨论
以往研究认为，性激素受体变化主要与一些肿

瘤的发生相关，如乳腺肿瘤、膀胱癌、前列腺癌、子

宫内膜癌等［７］。近年来，研究发现雄激素与学习记

忆能力和认知功能有关［８］。ＡＤ患者血清睾酮水平
明显下降，经睾酮替代治疗后认知功能获得不同程

度的改善［９］。睾酮缺乏可导致海马神经元疏松紊

乱、变性肿胀，凋亡数目增加，结构形态受损，神经

元大量丢失；雄激素补充治疗后能减轻神经元丢

失，并改善病理损伤［８］。

表观遗传学是指在 ＤＮＡ核酸序列不发生改变
的情况下，从染色质水平研究生物体如何对基因的

表达实现调控［１０］。其内容包括 ＤＮＡ甲基化、组蛋
白修饰、ＲＮＡ干扰等。ＤＮＡ甲基化是指 ＤＮＡ在甲
基转移酶的作用下，生成甲基嘌呤或嘧啶。对真核

生物而言，甲基化位点只发生在５’ＣｐＧ３’二核苷
酸上，从而形成 ５甲基胞嘧啶。ＣｐＧ二核苷酸主
要存在于 ＣｐＧ岛。ＣｐＧ岛甲基化后一方面可直接
干扰转录因子与 ＤＮＡ的调控区域结合；另一方面
则可与甲基结合蛋白相结合，占据转录因子在

ＤＮＡ上的结合位点，影响基因的转录和表达。这
样基因就可能通过对 ＣｐＧ位点，特别是 ＣｐＧ岛的
甲基化状态的调控而实现对基因转录和蛋白质表

达水平的调控。而 ＣｐＧ岛主要集中在基因的启动
子及第一外显子区域［１１］。

ＡＲ属于配体依赖的转录因子超家族，人类 ＡＲ
由 ９１７个氨基酸组成，整个分子可分为 ３个功能
区：具有转录活性的 Ｎ端区（ＮＴＤ），与靶基因上雄
激素反应元件特异结合的 ＤＮＡ结合域（ＤＢＤ）以及
Ｃ末端的配体结合域（ＬＢＤ）。ＡＲ基因位于 Ｘｑ１１
１２，总长度大于９０ｋｂ，包括８个外显子和７个内含
子。起始部第一外显子编码受体 Ｎ端区，第二、三

外显子编码 ＤＢＤ，其余 ５个外显子编码 ＬＢＤ［１２］。
ＡＲ通过与雄激素结合形成复合物，再与核中

特定 ＤＮＡ序列结合，调节靶基因的表达并发挥其
生理作用。Ｋｉｎｏｓｈｉｔａ等［１３］认为 ＡＲ启动子区存在一
个 ＣｐＧ甲基化的热点，它是基因沉默的 标 志。
Ｓａｓａｋｉ等［１４］在研究 ＡＲ基因 ＣｐＧ岛甲基化时发现，
ＡＲ表达缺失的子宫内膜癌组织占 ７９％（７０／８９），
ＡＲ基因发生甲基化的子宫内膜癌组织占 ７２％（６４
／８９），用去甲基化试剂 ５’ＡｚａＤＣ处理子宫内膜癌
细胞株，使 ＡＲ基因在所有细胞中重新表达，因此，
推测 ＡＲ基因失活的机制可能是通过 ＡＲ基因 ＣｐＧ
岛的甲基化来实现的。

ＨＣＹ是一种含硫氨基酸，ＨＣＹ与 ５甲基四氢
叶酸共同合成蛋氨酸，继而转化成 Ｓ腺普甲硫氨
酸（Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，ＳＡＭ），ＳＡＭ是体内活性甲
基供体，直接参与 ＤＮＡ甲基化反应，将其甲基基团
供给细胞中 ８０多个生物甲基化反应，对细胞分
裂、增殖和组织生长具有极其重要的作用［１５］。高

ＨＣＹ是 ＡＤ、轻度认知功能损害和血管性痴呆的独
立危险因素，目前普遍认为 ＨＣＹ的致老年痴呆作
用与表观遗传学改变相关［１６，１７］。

在本研究中发现 ＶＣＩ患者 ＡＲ基因启动子区高
甲基化与 ＶＣＩ发病相关；高 ＨＣＹ水平与 ＡＲ基因启
动子区高甲基化相关。ＨＣＹ会导致体内甲基供应
增加，基因组总甲基化水平和特定基因的甲基化水

平应该是升高的。Ｈｕａｎｇ等［１８］发现 ＨＣＹ可导致雌
激素受体基因高甲基化。推测可能存在 ＨＣＹ水平
升高引起 ＡＲ基因启动子区高甲基化导致 ＡＲ基因
沉默，引起 ｍＲＮＡ转录水平下降，从而引起 ＡＲ表
达水平下降，可能间接通过促进脑血管疾病的发生

而促进 ＶＣＩ的发展，也可能直接引起认知功能的变
化。总之 ＨＣＹ对 ＤＮＡ甲基化水平的影响是极其复
杂的，在不同位点是不同的，有待于深入研究。还

需要对 ＶＣＩ的表观遗传学发病机制进一步研究，本
研究可能为其提供了一个新方向，同时 ＡＲ启动子
ＣｐＧ岛的异常甲基化有可能成为 ＶＣＩ的参考标记
物，为临床诊断检测 ＶＣＩ提供了一个新的分子生物
学上的标记。
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