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囊泡相关膜蛋白８基因多态性与动脉粥样硬化性脑梗死相关性研究

宋冰鑫，夏健

中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　探讨囊泡相关膜蛋白８（ＶＡＭＰ８）基因 ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０６６６６１２多态性与动脉粥样硬化性脑梗死（ＡＣＩ）
的相关性。方法　采用聚合酶链反应 －限制性片段长度多态性技术，对动脉粥样硬化性脑梗死组和正常对照组 ＶＡＭＰ８

基因 ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０６６６６１２位点进行基因分型。结果　两位点基因型分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验。

ＶＡＭＰ８基因 ｒｓ１３４２６０３８位点 ＣＣ／ＧＧ基因型频率在 ＡＣＩ组和对照组分别为２０．５％／３５．９％和１５．０％／３６．０％，Ｃ／Ｇ等位

基因频率为４２．３％／５７．７％和３９．５％／６０．５％；两组间基因型及等位基因频率差异比较无统计学意义（Ｐ＝０．０８，Ｐ＝

０．２５）。ＶＡＭＰ８基因 ｒｓ１０１６６６１２位点 ＡＡ／ＧＧ基因型频率在 ＡＣＩ组和对照组分别为 ９２．７％／０．５％和 ９１．８％／０％，Ａ／Ｇ

等位基因频率为９６．１％／３．９％和９５．９％／４．１％；两组间基因型及等位基因频率分布比较亦无统计学差异（Ｐ＝０．１６，Ｐ

＝０．４６）。结论　ＶＡＭＰ８基因 ｒｓ１３４２６０３８Ｃ／Ｇ和 ｒｓ１０１６６６１２Ａ／Ｇ多态性可能与 ＡＣＩ发生无关。
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　　脑卒中是一种常见的心脑血管疾病，具有高
发病率、高致残率、高死亡率及高复发率等特点，

是当前严重危害人类健康的世界性公共卫生问

题［１］，脑梗死占脑卒中发生率的第一位，也是脑卒

中死亡的第一位原因［２］。动脉粥样硬化是其最常

见的病因。囊泡相关膜蛋白 ８（ｖｅｓｉｃａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ８，ＶＡＭＰ８）基因是一个参与血小
板脱颗粒的基因，通过编码血小板致密核颗粒，α
颗粒和溶菌体分泌所必须的囊泡停靠蛋白，调控血

小板活化并参与动脉粥样硬化的发生发展［３］。因

此，进一步研究 ＶＡＭＰ８基因多态性分布，对动脉粥
样 硬 化 性 脑 梗 死 （ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＣＩ）早期预警有重要意义。本研究采用病例对照方
法，通过对 ＶＡＭＰ８基因 ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０６６６６１２
基因型频率和等位基因频率进行分析，旨在探讨湖

南 地 区 汉 族 人 群 ＶＡＭＰ８基 因 ｒｓ１３４２６０３８和
ｒｓ１０６６６６１２多态性与 ＡＣＩ的相关性。
１　对象与方法
１．１　研究对象

病例组为 ２００９年至 ２０１２年到中南大学湘雅
医院神经内科住院的脑梗死患者，并均经临床表

现、ＣＴ和（或）ＭＲＩ确诊（依照第四届全国脑血管
病学术会议诊断标准），根据 ２００７年韩国改良的
ＴＯＡＳＴ分型标准筛选出动脉粥样硬化性脑梗死患
者作为 ＡＣＩ组。

对照组成员为随机收集的中南大学湘雅医院

健康体检者，且相互之间无血缘关系，性别与年龄

与 ＡＣＩ组相配。
两组均为湖南地区汉族人，均排除：心源性、动

脉炎、外伤、血液病、药物、肿瘤、脑血管畸形或动

脉瘤等引起的脑梗死；有严重肝、肾功能疾病的病

例及自身免疫性疾病、妊娠者、甲状腺疾病，半年

内曾降脂治疗者和最近 ６个月服用雌激素患者。
每位入组者均签署知情同意书，并经中南大学

湘雅医院伦理委员会批准同意。

１．２　研究方法
１．２．１　一般资料收集　收集所有受试者的资料，
包括性别、年龄、吸烟史、饮酒史、糖尿病史、高血

压病史、冠心病病史、高脂血症史；其空腹血糖

（ｆａｓｔｉｎｇｐｌａｓｍａｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＰＧ）和血脂检测由医院检
验科完成。

１．２．２　基因组 ＤＮＡ提取及基因多态性检测　所
有受试者均抽取空腹 １２ｈ静脉血约 ５ｍｌ，ＥＤＴＡ抗
凝，常规酚／氯仿抽提法提取 ＤＮＡ。根据 ＮＣＢＩ数
据库，本研究主要选择 ＶＡＭＰ８两个位于启动子区
多态性位点（ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０１６６６１２）进行检
测。

１．２．３　ＰＣＲ扩增及基因型鉴定　从 ＮＣＢＩ的 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．Ｇｏｖ／Ｇｅｎ
ｂａｎｋ／，ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒＮＴ００７８１９）中检索 ＶＡＭＰ８
基因序列，利用专业引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ５设计引
物（表 １），由上海生工生物技术有限公司合成。
ＰＣＲ总反应体系 １５μｌ，包含 ＤＮＡ模板 １μｌ，上下
游引物各 ０．２５μｌ，２ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ７．５μｌ
（含缓冲液、ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ和 ＭｇＣＬ２），加双蒸
水至 １５μｌ；ＰＣＲ扩增条件：冷启动，９５℃预变性
３ｍｉｎ，９４℃ 变 性 ３０ ｓ，退 火 ５０ ｓ（退 火 温 度
ｒｓ１３４２６０３８５７℃；ｒｓ１０１６６６１２５９．２℃），７２℃延
伸 ５０ｓ，共 ３９个循环，最后 ７２℃延伸 ４ｍｉｎ，４℃终
止反应．；用限制性内切酶 ＢｃｌＩ（ｒｓ１３４２６０３８）、Ａｌｕ
（ｒｓ１０１６６６１２），分别在 ５５℃、３７℃酶切相应的 ＰＣＲ
扩增产物，然后用 ２％的琼脂糖凝胶电泳分离酶切
产物，用凝胶分析系统观察电泳结果（图１、图２）。

表１　ＳＮＰ位点的ＰＣＲ引物序列和片段长度

ＳＮＰ 位置 引物序列（５’３’）
片段长度

（ｂｐ）
ｒｓ１３４２６０３８启动子区 正向：ＴＧＴＴＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＡＣＡＴＴＴＣＣＴ ２４０

反向：ＡＣＣＧＣＡＧＡＧＧＧＴＡＡＴＴＧＡＴＣＣＣ
ｒｓ１０１６６６１２启动子区 正向：ＴＡＡＧＣＡＴＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＡＡＣ ２０４

反向：ＣＴＣＡＣＡＧＧＧＡＡＡＣＡＡＡＡＴＧＣＡＧ

图 １　 ｒｓ１３４２６０３８位点 ＰＣＲＲＦＬＰ产物电泳图 （ＣＣ

２４０ｂｐ，ＧＧ１４１＋９９ｂｐ，Ｍａｋｅｒ为 １００ｂｐ）
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图 ２　 ｒｓ１０１６６６１２位点 ＰＣＲＲＦＬＰ产物电泳图 （ＡＡ

２０４ｂｐ，ＧＧ１３２＋７２ｂｐ，Ｍａｋｅｒ为 １００ｂｐ）

１．２．４　基因型鉴定　ｒｓ１３４２６０３８位点经 ＢｃｌＩ酶切
后测 序 验 证，鉴 定 出 ＣＣ、ＣＧ、ＧＧ３种 基 因 型；
ｒｓ１０１６６６１２位点经 ＡｌｕⅠ酶切后测序验证，鉴定出
ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ３种基因型。
１．３　统计学分析

所有数据统计分析采用 ＳＰＳＳ１８．０软件。以基
因计数法计算基因型和等位基因频率，采用 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡法检测样本的群体代表性，组间基因
型和等位基因频率比较用 χ２检验；计量资料数据用
均数 ±标准差（ｘ±ｓ）描述，并进行正态性检验，符
合正态分布的两组间计量资料的比较采用独立 ｔ检
验，病例组和对照组基因型频率与等位基因频率的

比较并计算比值比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）及其 ９５％的置
信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＣＩ）。Ｐ＜０．０５为具有统
计学意义。

２　结果
２．１　ＡＣＩ组与对照组临床数据比较

本研究的两个 ＳＮＰ位点所纳入的动脉粥样硬化
性脑梗死（ＡＣＩ）组和对照组在年龄、性别、ＢＭＩ、饮
酒史、ＴＣ上差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＡＣＩ
组中有吸烟史者与对照组相比有统计学差异（Ｐ＜
０．０５）；ＡＣＩ组收缩压、舒张压、ＬＤＬＣ、ＦＰＧ显著高
于对照组（Ｐ＜０．０５）。对照组 ＨＤＬ水平明显高于
ＡＣＩ组（Ｐ＜０．０５）。见表 ２、表 ３。

表２　ｒｓ１３４２６０３８位点两组人群临床特征比较

特征 ＡＣＩ组（ｎ＝３９０） 对照组（ｎ＝４５３） ｔ（χ２） Ｐ
性别（男／女） ２６９／１２１ ２９６／１５７ １．２５１ ０．２６３
年龄（岁，ｘ±ｓ） ６１．０９±１１．２８ ５９．９２±１０．４２ １．５６３ ０．１１８
ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２，ｘ±ｓ） ２３．６９±３．４４ ２３．９１±３．３１ －０．８２８ ０．４０８
吸烟史（有／无） １５６／２３５ １３２／３２１ １０．８０６ ０．００１

饮酒史（有／无） ８４／３０６ １０１／３５４ ０．０５３ ０．８１７
收缩压（ｍｍＨｇ，ｘ±ｓ） １４８．２４±２４．０４ １２２．８８±１３．４５ １９．２１ ０．０００

舒张压（ｍｍＨｇ，ｘ±ｓ） ８７．０１±１４．０９ ７６．３２±９．０１ １３．２７ ０．０００

ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） ６．１７±２．０７ ５．２１±１．４７ ７．７００ ０．０００

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） ４．６７±１．０１ ４．７５±０．９５ －１．０３０ ０．３０３
ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） １．６１±１．１３ １．９８±２．２５ －２．８５２ ０．００４

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） ２．８６±０．８９ ２．５７±０．７９ ４．７５８ ０．０００

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） １．１３±０．３０ １．２６±０．３１ －５．７０５ ０．０００

　　注：为ＡＣＩ组与对照组相比较，Ｐ＜０．０５。吸烟史定义为每天吸烟＞１０支；饮酒史定义为每天饮酒＞１ｄｒｉ（换算为ｍｌ）。

表３　ｒｓ１０１６６６１２位点两组人群临床特征比较

特征 ＡＣＩ组（ｎ＝５７２） 对照组（ｎ＝５６０） ｔ（χ２） Ｐ
性别（男／女） ３９０／１８２ ３５２／２０８ ３．５５３ ０．０５９
年龄（岁，ｘ±ｓ） ６０．９３±１１．８０ ５９．６８±１３．０８ １．５８２ ０．１１４
ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２，ｘ±ｓ） ２４．０７±３．９９ ２３．９３±３．３５ ０．３４８ ０．７２８
吸烟史（有／无） ２１４／３５８ １６２／４１８ １１．７７６ ０．００１

饮酒史（有／无） １２６／４４６ １４３／４１７ １．９２２ ０．１６６
收缩压（ｍｍＨｇ，ｘ±ｓ） １４６．３３±２３．８９ １２２．９４±１２．９８ ２０．１４ ０．０００

舒张压（ｍｍＨｇ，ｘ±ｓ） ８６．１１±１３．８２ ７６．１６±８．９２ １４．１８ ０．０００

ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） ６．０９±２．１１ ５．２０±１．３７ ７．９４４ ０．０００

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） ４．６９±１．０５ ４．７１±０．９６ －０．４５９ ０．６４６
ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） １．６６±１．１４ ２．０９±２．４８ －２．０３５ ０．０４２

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） ２．８３±０．９０ ２．５７±０．７９ ４．８５７ ０．０００

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ） １．１６±０．３１ １．２６±０．３０ －５．０８６ ０．０００

　　注：为ＡＣＩ组与对照组相比较，Ｐ＜０．０５。吸烟史定义为每天吸烟＞１０支；饮酒史定义为每天饮酒＞１ｄｒｉ（换算为ｍｌ）。
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２．２　基因多态性分析
中国湖南地区汉族人群中存在 ＶＡＭＰ８基因

ｒｓ１３４２６０３８Ｃ／Ｇ和 ｒｓ１０１６６６１２Ａ／Ｇ多态性，且基
因型分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验。

ＶＡＭＰ８基因 ｒｓ１３４２６０３８位点 ＣＣ、ＣＧ和 ＧＧ
基因型频率在 ＡＣＩ组 分 别 为２０．５％、４３．６％ 和
３５．９％，等位基因 Ｃ和 Ｇ的频率分别为 ４２．３％和
５７．７％；对照组 ｒｓ１３４２６０３８ＣＣ、ＣＧ和 ＧＧ基因型
频率分别为 １５．０％、４９．０％和 ３６．０％；Ｃ和 Ｇ等
位基因频率分别为 ３９．９％和 ６０．５％；两组间基因

型及等位基因频率分布比较差异无统计学意义 （Ｐ
＞０．０５）。见表 ３。
ＶＡＭＰ８基因 ｒｓ１０１６６６１２位点 ＡＡ、ＡＧ和 ＧＧ

基因型频率在 ＡＣＩ组分别为 ９２．７％、６．８％ 和
０．５％，Ａ和 Ｇ等位基因频率分别为 ９６．１％ 和
３．９％；对照组分别为９１．８％、８．２％和０％，Ａ和 Ｇ
等位基因频率分别为 ９５．９％和 ４．１％；两组间基
因型及等位基因频率分布比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。见表 ４。

表３　 两组人群ＶＡＭＰ８ｒｓ１３４２６０３８位点基因型频率和等位基因频率比较

ｒｓ１３４２６０３８ ｎ
基因型频率

ＣＣ ＣＧ ＧＧ
Ｐ

ＭＡＦ
Ｃ

Ｐ

ＡＣＩ组 ３９０ ２０．５％（８０） ４３．６％（１７０） ３５．９％（１４０） ０．０８ ４２．３％（３３０） ０．２５
对照组 ４５３ １５．０％（６８） ４９．０％（２２２） ３６．０％（１６３） ３９．５％（３５８）

表４　两组人群ＶＡＭＰ８ｒｓ１０１６６６１２位点基因型频率和等位基因频率比较

ｒｓ１３４２６０３８ ｎ
基因型频率

ＣＣ ＣＧ ＧＧ
Ｐ

ＭＡＦ
Ｃ

Ｐ

ＡＣＩ组 ５７２ ９２．７％（５３０） ６．８％（３９） ０．５％（３） ０．１６ ３．９％（４５） ０．４６
对照组 ５６０ ９１．８％（５１４） ８．２％（４６） ０％ （０） ４．１％（４６）

３　讨论
动脉粥样硬化是脑梗死最常见的病因及重要

的病理生理学基础［４，５］，众多研究表明，血小板活

化与 动 脉 粥 样 硬 化 的 发 生 发 展 密 切 相 关［６，７］。

ＶＡＭＰ８是一种血小板内涵体的囊泡可溶性黏附蛋
白受体，是血小板致密核颗粒，α颗粒和溶菌体分
泌所必须的囊泡停靠蛋白，参与血小板颗粒包膜和

开放小管系统间的直接融合以及颗粒间的混合融

合［８］。Ｇｗｅｎｄａ等［９］ 通 过 研 究 ＶＡＭＰ８基 因 缺 失

（ＶＡＭＰ８－／－）的大鼠模型，发现 Ｖａｍｐ８基因缺失的
血小板在所有 ３个颗粒（致密颗粒、α颗粒和溶菌
体）释 放 的 动 力 学 上 有 明 显 的 缺 陷，以 及

ＶＡＭＰ８－／－的大鼠血管损伤后血栓形成延迟并减

弱。Ｋｏｎｄｋａｒ等［１０］ 研 究 发 现 高 活 化 性 血 小 板

ＶＡＭＰ８ｍＲＮＡ表达及 ＶＡＭＰ８蛋白水平分别高于低
活化性血小板 ４．８倍和 ２．５倍。这些研究均提示
ＶＡＭＰ８在血小板活化和促凝物质的释放起着重要
的调节作用。

ＶＡＭＰ８基因位于 ２号染色体中一个宽度为
６８Ｍｂｐ的尖端区域中，含有 ３０３ｂｐ的开放读码框，
编码 １０１个氨基酸的蛋白质（ＶＡＭＰ８）。目前对于

ＶＡＭＰ８基因多态性与冠心病的研究较多，段成城
等发现冠心病患者 ＶＡＭＰ８ｒｓ１０１０等位基因频率显
著高于对照组［１１］。Ｓｈｉｆｆｍａｎ等［１２］也在研究心肌梗

死病例组 １２００例和正常对照组 ２６２名实验中，发
现 ＶＡＭＰ８多态性与心肌梗死显著相关。目前，尚
未有 ＶＡＭＰ基因多态性与脑梗死的研究，鉴于心脑
血管疾病有相似发病机制及危险因素［１３］，ＶＡＭＰ８

可能为脑梗死重要的致病候选基因。本研究首次

进行 ＶＡＭＰ８多 态 性 与 脑 梗 死 研 究，选 取 位 于
ＶＡＭＰ８启动子区两个多态性位点 ｒｓ１３４２６０３８和
ｒｓ１０１６６６１２，对 ＡＣＩ和正常对照组人群进行检测，
发现都存在 ３种基因型，分别为 ＣＣ、ＣＧ、ＧＧ和
ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ，提 示 湖 南 汉 族 人 群 中 存 在

ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０１６６６１２多态性，且符合 Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验，说明样本具有较好的代表
性。但是通过统计学分析显示，ＡＣＩ组与对照组间
ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０１６６６１２的基因型与等位基因
频率 分 布 比 较 均 无 显 著 性 差 异，提 示 ＶＡＭＰ８
ｒｓ１３４２６０３８和 ｒｓ１０１６６６１２多态性可能与湖南汉
族人群动脉粥样硬化性脑梗死无关。我们考虑，未

发现关联性的原因除了可能与样本数量、选择及

·２４·
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分类偏倚性有关，还可能和脑梗死发病因素多样

性有关，脑梗死的发生发展是多位点、多基因及

多种环境因素共同作用的结果，且各因素间存在

交互作用，下一步我们可选择更多位点、更多基

因，或进行基因连锁研究，来探索脑梗死的发病

遗传学机制。
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