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α内收蛋白基因 ｒｓ４９６３多态性与脑出血的关系

司江华１，彭小兰１，范红燕２，严雯１，谢守嫔１，范彩霞１

１．兰州市第一人民医院神经内科，甘肃省兰州市　７３００５０
　　　　　　　　　　 ２．兰州市第一人民医院干部病房，甘肃省兰州市　７３００５０

摘　要：目的　研究 α内收蛋白基因 ｒｓ４９６３多态性与脑出血的关系。方法　对甘肃地区２３８例脑出血患者和 ２４０例健
康对照者应用血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒方法检测 α内收蛋白基因 ｒｓ４９６３多态性，分析比较脑出血病例组和对照组

ｒｓ４９６３多态性的分布差异。结果　病例组和对照组 α内收蛋白基因 ｒｓ４９６３基因型分布、等位基因频率差异均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。按性别分层后，病例组与对照组基因型分布和等位基因频率差异仍无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

结论　甘肃地区 α内收蛋白基因 ｒｓ４９６３多态性与脑出血无关联。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是一种
多因素疾病，严重威胁人类的生命健康，受遗传和

环境因素共同作用的影响。流行病学研究表明遗

传因素在 ＩＣＨ发病机制中发挥了重要作用［１，２］，一

些候选基因多态性与 ＩＣＨ的关联性在不同人群中
也被验证［３５］。α内收蛋白基因（αａｄｄｕｃｉｎｇｅｎｅ，
ＡＤＤ１ｇｅｎｅ）是目前研究较多的钠离子转运调控基
因，研究多聚焦于其与高血压的关联性［６，７］。ＡＤＤ１
基因 ｒｓ４９６３作为该基因的一个标签单核苷酸多态

性（ｔａｇＳＮＰ），已被证实与癌症等疾病相关［８，９］，但

其与 ＩＣＨ的关联尚不明确。本研究探寻 ＡＤＤ１基
因 ｒｓ４９６３多态性与 ＩＣＨ的关联，并讨论基因与环
境因素之间的相互作用对 ＩＣＨ发病的影响。
１　对象与方法
１．１　对象

收集 ２０１３年 １月至 ２０１５年 １２月在兰州市第
一人民医院、兰州大学第一医院和兰州军区兰州总

医院神经内科就诊的病人及部分正常体检人员的
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临床资料及外周血标本。在此基础上再次进行抽

样，以性别和年龄（±３岁）为匹配因素成组匹配。
根据资料情况，确定脑出血组 ２３８例，对照组 ２４０
例。对象祖籍均为中国甘肃地区（居住 ３代以
上），均为汉族，并签署知情同意书。所有病例均

经头颅 ＣＴ和／或 ＭＲ确诊（参照第四届全国脑血管
病学术会议诊断标准［８］）。排除标准：①混合型脑
血管病（梗死后出血或出血后梗死）病例；②外伤、
动脉炎、肿瘤、动静脉畸形、动脉瘤或药物引起的

脑出血病例；③严重肝肾功能障碍、甲状腺疾病、
自身免疫疾病、血液病、妊娠。所有对象均无脑血

管疾病家族史。对照组除上述排除标准外，还需无

脑血管疾病及家族史。

１．２　主要试剂与仪器
实时荧光定量聚合酶链反应仪（德国 Ｒｏｃｈｅ公

司）、ＡＵ２７００型生化检测仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）、
ＤＮＡ提取试剂盒（北京康为世纪生物有限公司）、
引物合成（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）及相关配套试剂。
１．３　方法
１．３．１　调查问卷和辅助检查　采用统一调查表
进行流行病学的问卷调查，内容主要包括性别、年

龄、吸烟饮酒史、既往疾病史和家族史等。辅助检

查主要包括身高、体重、血 压、血 糖、甘 油 三 酯

（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）和高
密度脂蛋白（ＨＤＬ）等。
１．３．２　ＳＮＰ选取、ＤＮＡ提取和单核苷酸多态性检
测　通过国际人类基因组计划数据库中 ｔａｇＳＮＰ
ｄａｔａ选项，进行检索获取 ＡＤＤ１基因 ｔａｇＳＮＰ。配置
如下：选择中国汉族人群（ＣＨＢ），ＰａｉｒｗｉｓｅＭｅｔｈｏｄｓ
选择为 ＴａｇｇｅｒＰａｉｒｗｉｓｅ，ＲＳｑｕａｒｅｃｕｔｏｆｆ设为 ０．８，
最小等位基因频率设为 ０．１。检索 ＡＤＤ１基因获
得 ｔａｇＳＮＰｒｓ４９６３。将提取 ＤＮＡ样本浓度稀释到
１０ｎｇ／μｌ，进行荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增。镁
离子浓度 ２ｍｍｏｌ／Ｌ，特异性长引物短引物比为 １∶
１，ＰＣＲ总反应体系１２．５μｌ。不同 ｔａｇＳＮＰ，实验前
均需摸索特异性长引物和短引物的合适比例，进而

确保获取准确的分型结果。

为使产物的 Ｔｍ值差异更易区分，在其 ５’端
添加富含 ＧＣ的尾巴，通常在３’末端为 Ｇ／Ｃ碱基
的 特 异 性 引 物 上 加 入 １４ｂｐ的 长 尾 巴 （５’
ＧＣＧＧＧＣＡＧＧＧＣＧＧＣ３’），而在 ３’末端为 Ａ／Ｔ碱
基的特异性引物上添加 ８ｂｐ的短尾巴（５’ＧＡＴ
ＴＡＣＣＧ３’），分别命名为长引物、短引物。上游长

引物序列：５’ｇｃｇｇｇｃａｇｇｇｃｇｇｃＧＡＧＡＧＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＧＣ
ＴＧ３’，短 引 物 序 列：５’ｇａｔｔａｃｃｇＧＡＧＡＧＧＡＡＧ
ＣＡＧＡＡＧＧＧＣＴＣ３’，下游引物序列：５’ＧＴＧＣＣＣＡＧ
ＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＣ３’。

ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ缓冲液（１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ）１．２５ μｌ、ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ 染 色 剂 （４×）
０．６２５μｌ、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，１０％）１．２５μｌ、三磷
酸脱氧核苷（ｄＮＴＰ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ、ＡＳＰ长引
物（ＡＳＰｌｏｎｇｐｒｉｍｅｒ，１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５μｌ、ＡＳＰ短引
物（ＡＳＰｓｈｏｒｔｐｒｉｍｅｒ，１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５μｌ、共同引
物（Ｃｏｍｍｏｎｐｒｉｍｅｒ）０．２５μｌ、ＤＮＡ模板 １μｌ、Ｔａｑ
ｇｏｌｄ酶（５Ｕ／μｌ）０．０６μｌ，添加超纯水（ｄｄＨ２Ｏ）至
１２．５μｌ。

ＰＣＲ扩增程序：①９５℃预变性 １５ｍｉｎ；②９５℃
变性 ２０ｓ，引物 Ｔｍ值复性 ４５ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，总
计 ３５个循环；③７２℃延伸 ７ｍｉｎ，４℃保存。

进入熔解曲线分析程序：９５℃５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，
以 ０．１１℃／ｓ的速度将温度上升至 ９０℃，连续采
集荧光信号，后４０℃冷却。溶解曲线数据由 Ｒｏｃｈｅ
公司提供的软 件 进 行 聚 类 分 析。根 据 ｔａｇＳＮＰ
ｒｓ４９６３特异性引物的设计，结合熔解曲线峰形分
型结果，峰值在前的熔解曲线所对应的基因型为短

引物 ３’末端相应碱基的纯合子，峰值在后为长引
物 ３’末端相应碱基的纯合子，具有 ２个峰值的溶
解曲线为该 ｔａｇＳＮＰｒｓ４９６３的杂合子基因型。
１．４　统计学分析

运用遗传分析软件 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．１１对 ｒｓ４９６３基
因型分布是否符合哈迪 －温伯格平衡定律（Ｈａｒｄｙ
ＷｅｉｎｂｅｒｇＥｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＨＷＥ）进行检验。运用 ＳＰＳＳ
１６．０统计软件对数据组间差异进行分析，计量资
料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较使用 ｔ
检验；计数资料组间比较使用 χ２检验。脑出血影
响因素分析用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归，赋值情况如表 １所示。
用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．２软件对 ＡＤＤ１基因 ｒｓ４９６３位点进
行连锁不平衡分析。运用多因子降维法（ＭＤＲ）
２．０软件分析基因和环境因素的交互作用对脑出血
的影响。检验水准 α＝０．０５。
２　结果
２．１　研究对象基本情况

病例组和对照组性别、年龄、饮酒、ＢＭＩ、ＴＣ、
ＴＧ差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而高血压、吸
烟、ＨＤＬ、ＬＤＬ差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见表 ２。
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２．２　脑出血相关危险因素的 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析
高血压患者发生脑出血的风险是血压正常者

的 ７．０８１倍（９５％ＣＩ：３．８２６～１３．２９７）；吸烟者发
生脑出血的风险是非吸烟者的 １．６２１倍（９５％ＣＩ：
０．９８２～２．４１６）；ＨＤＬ降低者发生脑出血的危险
是正常者的 １．２４８倍（９５％ＣＩ：０．８７９～１．９７０）。
见表 ３。
２．３　ＡＤＤ１基因 ｒｓ４９６３多态性与脑出血的关联
分析

２．３．１　ＨＷ遗传平衡检验　结果显示，ＡＤＤ１基
因 ｒｓ４９６３基因型分布符合 遗传平衡定律（Ｐ＞
０．０５），说明样本抽样可靠，群体代表性较好。对
照组和病例组 ＡＤＤ１基因 ｒｓ４９６３的基因型分布、
等位基因频率差异均无统计学意义（χ２值分别为

０．９８和 ０．７６，Ｐ＞０．０５），见表 ４。

表１　脑出血影响因素的赋值

因素 赋值

性别 ０＝男性；１＝女性
年龄（岁） 按连续型变量分析

高血压 ０＝ＳＢＰ＜１４０ｍｍＨｇ且ＤＢＰ＜９０ｍｍＨｇ；
１＝ＳＢＰ≥１４０ｍｍＨｇ和（或）ＤＢＰ≥９０ｍｍＨｇ

吸烟 ０＝不吸烟；１＝吸烟
饮酒 ０＝不饮酒；１＝饮酒
ＢＭＩ ０＝＜２５；１＝≥２５
ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０＝＜５．７；１＝≥５．７
ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０＝＜１．７；１＝≥１．７
ＨＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０＝＜２．０；１＝≥２．０
ＬＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０＝＜３．１２；１＝≥３．１２

注：ＳＢＰ：收缩压；ＤＢＰ：舒张压；ＢＭＩ：体重指数；ＴＣ：总胆固醇；ＴＧ：甘

油三酯；ＨＤＬ：高密度脂蛋白；ＬＤＬ：低密度脂蛋白。

表２　对照组与病例组基础资料　（ｘ±ｓ）

组别 例数
性别

男 女
年龄（岁）

ＢＭＩ
（ｋｇ／ｍ２）

ＴＣ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＧ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＬＤＬ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

高血压

是 否

吸烟

是 否

饮酒

是 否

对照组 ２４０１２８ １１２ ５９．３±６．５２５．１１±２．３６５．３８±１．０５１．６６±０．５８１．５１±０．４０３．２９±０．５７ ５８ １８２ ４３ １９７ ３６ ２０４
病例组 ２３８１２９ １０９ ６０．５±７．０２５．９４±２．９６５．４４±１．０８１．６６±０．７８１．１８±０．４７３．０１±０．７６ １６６ ７２ ５９ １７９ ４０ １９８
ｔ值或χ２值 χ２＝０．２８ ｔ＝０．５８ ｔ＝０．７４ ｔ＝０．８１ ｔ＝０．７７ ｔ＝３．０１ ｔ＝２．１３ χ２＝３２．１７ χ２＝１９．４７ χ２＝０．３５
Ｐ值 ０．５８ ０．６１ ０．７０ ０．４２ ０．４６ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ０．６６
　　注：ＢＭＩ：体重指数；ＴＣ：总胆固醇；ＴＧ：甘油三酯；ＨＤＬ：高密度脂蛋白；ＬＤＬ：低密度脂蛋白。

表３　脑出血影响因素的ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

因素 β值 ｓｘ! Ｗａｌｄχ２值 Ｐ值 ＯＲ值（９５％ＣＩ）
性别 ０．１６２ ０．１２６ １．７６３ ０．１９７ １．１７２（０．９６２－１．４７３）
年龄 ０．００１ ０．０１６ ０．００２ ０．９４１ １．０２２（０．９７１－１．１２１）
高血压 １．９６２ ０．３６０ ２８．９８４ ＜０．０５ ７．０８１（３．８２６－１３．２９７）
吸烟 ０．５２１ ０．２２３ ３．７４８ ＜０．０５ １．６２１（０．９８２－２．４１６）
饮酒 －０．０８３ ０．２９１ ０．０８４ ０．７３６ ０．９１８（０．５１２－１．７８１）
ＢＭＩ ０．３６２ ０．４３８ ０．６８７ ０．３９３ １．４１２（０．７９８－２．９１５）
ＴＣ ０．５１２ ０．３７９ １．３１２ ０．２１４ １．４８０（０．７５３－３．０１１）
ＴＧ ０．４５２ ０．４０１ ０．９９２ ０．２５９ １．３８３（０．８１０－２．７１９）
ＨＤＬ ０．２１２ ０．０３０ ４４．３１６ ＜０．０５ １．２４８（０．８７９－１．９８０）
ＬＤＬ －０．３６５ ０．４４２ ０．６８１ ０．４０９ ０．６９２（０．２８７－１．６７１）
常数 －８．５２７ １．４９２ ３８．１６３ ＜０．０５ ０．０００

注：ＢＭＩ：体重指数；ＴＣ：总胆固醇；ＴＧ：甘油三酯；ＨＤＬ：高密度脂蛋

白；ＬＤＬ：低密度脂蛋白。

表４　ＡＤＤ１基因ｒｓ４９６３基因型分布及等位基因频率的比较　［ｎ（％）］

组别
基因型频率

ＣＣ ＣＧ ＧＧ
等位基因频率

Ｃ Ｇ
对照组 ５８（２４．２％）１２１（５０．４％）６１（２５．４％） ２３７ ２４３
病例组 ６２（２５．９％）１１７（４９．２％）５９（２４．９％） ２４１ ２３５
χ２值 ０．９８ ０．７６
Ｐ值 ０．５７ ０．６３

２．３．２　按性别分层后对照组和病例组的基因型
分布及等位基因频率的比较　ＨＷ 遗传平衡检验
结果显示，不同性别中 ＡＤＤ１基因的基因型分布仍
符合遗传平衡定律（Ｐ＞０．０５），对照组与病例组
的基因型分布（男：χ２ ＝５．０１，Ｐ＝０．０８；女：χ２ ＝
０．６３，Ｐ＝０．５２）差异无统计学意义；对照组与病例
组的等位基因频率（男：χ２＝３．４６，Ｐ＝０．１５；女：χ２

＝２．９９，Ｐ＝０．０８）差异无统计学意义。见表 ５。

表５　性别分层后ＡＤＤ１基因ｒｓ４９６３基因型分布和等位基因频率的

比较

组别
基因型频率

ＣＣ ＣＧ ＧＧ
等位基因频率

Ｃ Ｇ
男性对照组 ２７ ６６ ３５ １２０ １３６
男性病例组 ３２ ５８ ３９ １２２ １３６
χ２值 ５．０１ ０．６３
Ｐ值 ０．０８ ０．５２
女性对照组 ３１ ５７ ２４ １１９ １０５
女性病例组 ３４ ５８ １７ １２６ ９２
χ２值 ３．４６ ２．９９
Ｐ值 ０．１５ ０．０８

·２７３·
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２．４　ＡＤＤ１基因 ｒｓ４９６３多态性与环境因素的相
互作用分析

使用 ＭＤＲ对基因与环境的相互作用对脑出血
的影响进行分析。将高血压、吸烟、饮酒、ＢＭＩ、ＴＣ、
ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ和 ｒｓ４９６３基因型检测结果纳入 ＭＤＲ

模型。运用 ＭＤＲ２．０软件对变量进行拟合，采用
十重交叉验证法对模型的拟合优度进行检验。在

拟合的 ４个模型中，选取 ３阶相互作用模型为最优
模型，即在脑出血高危因素中，ＢＭＩ、ＨＤＬ和吸烟情
况三者之间存在交互作用。见表 ６。

表６　环境与基因相互作用ＭＤＲ拟合模型

拟合模型 预测准确度 预测敏感性 ＯＲ值（９５％ＣＩ） χ２值 Ｐ值 交叉验证一致性

高血压 ０．６５ ０．５３ ２．８１（０．８９－５．６２） ３．７７ ０．０５ １０／１０
高血压、吸烟 ０．６３ ０．４８ ３．１６（１．３６－６．３５） ５．０１ ０．０２ １０／１０
高血压、ＨＤＬ、吸烟 ０．６２ ０．５１ ３．９０（１．２８－１０．０３） ６．２２ ０．０１ １０／１０
高血压、ＨＤＬ、ｒｓ４９６３ ０．６２ ０．５３ ２．８１（０．９５－５．４１） ３．８６ ０．０５ ５／１０

３　讨论
内收蛋白是 １９８６年 Ｇａｒｄｎｅｒ等在红细胞中发

现的一种细胞膜骨架蛋白，参与细胞膜骨架网状结

构的构建及维持、细胞膜离子转运、细胞信号转导

等多项生理功能。内收蛋白由 α亚基和 β亚基或

α亚基和 γ亚基构成的异源二聚体，３种亚基分别
由 ＡＤＤ１、ＡＤＤ２、ＡＤＤ３３种基因编码。目前关于
ＡＤＤ１基因与高血压的关系的研究较多，结论却不
一致。有两项研究报道发现 ＡＤＤ１基因 Ｇｌｙ４６０Ｔｒｐ
多态性与原发性高血压无相关性，且这两项研究均

包含一个荟萃分析，分析结果仍为阴性，按人种的

亚组分析后也未发现相关性，推测原因有可能是未

能收入当前所有的关于 ＡＤＤ１基因 Ｇｌｙ４６０Ｔｒｐ多态
性与高血压的关联研究［６，９］。龚敏莉等［１０］进行了

一项大规模的社区抽样研究，涉及 ２０４０例受试
者，对照组和病例组个 １０２０例，结果显示，ＡＤＤ１
基因 ｒｓ４９６３多态性与高血压无相关性。而日本学
者 Ｗａｔａｎａｂｅ等［１１］对正常血压的日本人群进行了 １２
年的随访研究，发现 Ｇｌｙ４６０Ｔｒｐ与高血压的发生相
关，且经过 ｌｏｇｉｓｔｉｃ多元回归校正后，发现 Ｇｌｙ４６０Ｔｒｐ
仍能独立预测高血压的进展风险。高血压是脑出

血的独立危险因素，脑出血又是一种受遗传和环境

双重影响的多基因复杂疾病，因此，我们采用病例

对照研究方法分析遗传和环境因素以及两者之间

的相互作用与脑出血的关联性。

脑出血病例组与对照组的基础资料比较，发现

高血压、吸烟、ＨＤＬ和 ＬＤＬ水平与脑出血的发病相
关。将研究因素纳入 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型进行相互校
正，发现高血压、吸烟和 ＨＤＬ降低仍与脑出血有
关，但 ＬＤＬ不再与脑出血相关。高血压仍然与脑
出血密切相关，高血压患者发生脑出血的风险是血

压正常者的 ７．０８１倍，这与目前认识一致。吸烟
以及低 ＨＤＬ水平者发生脑出血概率也明显升高，
这与其他研究基本一致［１２］。因此，戒烟、控制血

压、合理膳食、适度运动、维持正常 ＨＤＬ水平可以
有效降低脑出血发病的风险。

本研究未发现 ＡＤＤ１基因 ｒｓ４９６３多态性与脑
出血存在关联性，有关该位点与脑出血的关联也鲜

有报道。进一步以性别为分层因素分析 ｒｓ４９６３基
因位点与脑出血的相关性，结果仍然为阴性。尽管

结果为阴性。我们也不能就此完否定 ＡＤＤ１基因
ｒｓ４９６３多态性与脑出血的相关性。因为脑出血是
一个复杂性疾病，是多个基因和环境因素共同作用

的结果，故而每个基因所起的作用相对较小，所以

在验证某个基因与疾病的关系时很难得到统计学

差异；也有可能与样本量不足，样本量所含信息量

不足有关；此外还有环境因素的影响。

ＭＤＲ作为一种非参数检验方法，对遗传模式没
有特定要求，适合在样本量较小的情况下对复杂疾

病进行基因与基因、基因与环境的高阶交互作用分

析［１３］。本研究运用 ＭＤＲ软件分析基因与环境的
交互作用对脑出血的影响，结果提示脑出血发病风

险中 ｒｓ４９６３基因与环境因素之间无交互作用，但
高血压、吸烟和 ＨＤＬ降低对脑出血的发病存在交
互影响。

疾病的遗传学研究是目前的研究热点，由于疾

病的复杂性以及研究方法的局限性，目前研究结论

多不相同。脑出血是多个基因和环境因素共同作

用的复杂性疾病，所以，下一步继续扩大样本量，

并且针对多个基因位点进行联合分析，并充分考虑

环境因素的影响，才能进一步明确脑出血的遗传学

病因。

·３７３·
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