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摘!要!为研究载脂蛋白J!’/0""基因多态性与中国东北汉族!型糖尿病合并脑梗死的关系$采用聚合酶链反

应K限制性片段长度多态性!BMEKE=NB"技术$检测了!$’例个体的’/0"基因多态性$其中对照!MO7"组I+例$!
型糖尿病无大血管病变!H!)P"组I"例和!型糖尿病合并脑梗死!H!)PMQ"组"!例)同时测定了其中"$例

H!)PMQ患者的血脂含量(MO7组等位基因频率为#!!+1I2*!%’!1(2*!(’1#2$基因型频率为#!!!%#%1!2*

!%!%I"RI2*!%!(#I1!2)H!)P组等位基因频率为#!!#$1&2*!%’(1%2*!(&1!2$基因型频率为#!!!%#+1(2*

!%!%"$1#2*!%!(+2)H!)PMQ组等位基因频率为#!!##1’2*!%’(1"2*!(%1&2$基因型频率为#!!!%#&1!2*

!%!%"&2*!%!((1!2(%组间等位基因和基因型频率的差异经检验无统计学意义(H!)PMQ患者中各基因型之间

的血浆总胆固醇 !HM"*甘油三酯 !HS"*高密度脂蛋白胆固醇!?)NKM"和低密度脂蛋白胆固醇!N)NKM"水平亦无显

著性差异(在中国东北汉族人群中$未发现’/0"基因多态性与H!)PMQ之间存在关联$亦未发现’/0"基因多态

性与H!)PMQ患者的HM*HS*?)NKM和N)NKM水平之间存在关联(

关键词!载脂蛋白J)基因多态性)!型糖尿病)脑梗死
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!!!型糖尿病!H5.2!3;84212FG299;1-F#H!)P"
患者脑梗死的发病率明显高于普通人群#其发病后
的复发率&致残率和死亡率明显升高’#(#发病机理至
今尚未阐明)国外研究’!(表明#载脂蛋白J!8./9;K

./.0/12;<J#T./J"表型调控H!)P患者大血管&微
血管并发症的危险性)而’/0"基因多态性与!型
糖尿病合并脑梗死!H!)P\;16:2024089;<>80:1;/<#

H!)PMQ"关系的研究#迄今尚未见国内外报道)我
们采用BMEKE=NB技术#对此进行了探讨#旨在寻找

H!)PMQ可能的遗传风险因子)

#!材料和方法

?@?!研究对象
受检者共!$’例#全部为无血缘关系的东北地

区汉族人群#来自哈尔滨医科大学附属第二医院住
院患者或门诊就诊者#均排除T9L62;G20病和血管
性痴呆#共分成%组)H!)P患者#%+例#其诊断和
分型依照#+++年 _?O制定的标准#其中无大血管
病变的H!)P患者!H!)P组"I"例#按照第四届全
国脑血管病学术会议拟定的诊断标准#经脑MH或

PEQ确诊#合并急性缺血性脑梗死的患者!H!)PMQ
组""!例!病前未用过影响纤溶和凝血方面的药
物")对照!M/<10/9#MO7"组I+例#为健康体检和
住院患者#经检查均排除糖尿病&冠心病&脑血管疾
病#且均无糖尿病家族史)性别&年龄和体重指数在

%组间比较均无显著性差异!E"$D$&")

?@;!实验方法

#D!D#!标本的采集与处理
所有受试者在上午I!’时空腹抽取肘静脉血

!D"GN#注入含枸橼酸钠抗凝的真空管#置*"$‘
保存)采用酚K氯仿法提取基因组)7T#*!$‘保存
至分析用)

#D!D!!’/0"基因的BME扩增
以基因组)7T为模板#BME扩增’/0"基因第

(外显子片段)反应引物按 _2<68G 等’%(报道设
计#由上海,8<@/<公司合成)上游引物序列为$&aK
HMMTTSSTSMHSMTSSMSSMSMTK%a%下游引物序

列 为$&aKTMTSTTHHMSMMMMSSMMHSSHTMTMHK
SMMTK%a)BME扩增在#$#N反应体系中进行#其
中包括基因组)7T##N!#$!!$<@*#N"##$bZ->>20
##N#(b37HB$DI#N!!D&GG/9*N"#引物各$D(#N
!#$#G/9*N"#二甲亚砜##N#&5F)7T聚合酶$R&
V)先进行+(‘#$F&I’‘#$F&"!‘%$F共(个
循环#再进行+(‘#$F&I!‘#$F&"!‘%$F共%$
个循环#最后置于"!‘延伸"G;<)BME产物经

!]琼脂糖凝胶电泳#JZ染色检测扩增结果)

#D!D%!限制性内切酶消化
限制性酶切反应在!$#N反应体系中进行#其

中 包 括 BME 产 物 I #N#!+-IQ 内 切 酶 I V
!#$V*#N"及相应Z->>20!#N)轻轻混匀后置%"‘
消化过夜)酶切产物经’]中性聚丙烯酰胺凝胶电
泳#)7T快速银染#电泳图谱按文献’%(的方法鉴
定’/0"基因型)

#D!D(!血脂测定
用TJEO,JH全自动生化分析仪检测"$例

H!)PMQ患者的血脂)血浆总胆固醇!HM"和甘油三
酯!HS"测定采用氧化酶法#高密度脂蛋白胆固醇
!?)NKM"和低密度脂蛋白胆固醇!N)NKM"测定采用
一步法)

?@A!统计方法
用$! 检验进行等位基因和基因型频率分布的

比较#用方差分析进行组间均数的比较#数值用"c
8表示)E#$D$&具统计学意义)所有统计学分析
均采用,T,ID$统计软件系统进行)

!!结!果

;@?!;型糖尿病患者的一般情况

H!)PMQ组除血压&血浆总胆固醇和低密度脂
蛋白胆固醇显著高于H!)P 组&糖化血红蛋白显著
低于H!)P组外#其他各项指标!病程&空腹血糖&餐
后!6血糖&HS&?)NKM"在两组之间比较均无显著性
差异!E"$D$&")

;@;!!.#2基因型鉴定
采用本实验的引物可扩增’/0"基因第(外显
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子包含编码第##!位和#&’位氨基酸残基的序列在
内!长度为!!"4.的)7T片段"根据’/0"第##!
位和#&’位氨基酸因碱基替换产生的!+-IQ识别位
点#SMSM$的有无!用特异的限制性内切酶!+-IQ消
化’/0" 基因BME产物!将产生不同的特异性片
段"!! 等位基因含+#%’#4.&!% 等位基因含+#%(’
4.&!( 等位基因含"!%(’4."根据%种等位基因特
异性片段的不同!可在电泳图谱上鉴定’/0" 基因
不同的基因型#图#$"

;@A!A组人群!.#2等位基因和基因型频率的分布
经$! 检验显示!!%!% 和!( 等位基因频率在

MO7组%H!)P组和H!)PMQ组间分布均无显著性
差异&!!!%%!%!%和!%!(基因型频率在%组间分布亦
无显著性差异!%组人群中’/0"基因型分布相似!
均以!%!% 多见!均未见!(!(#表#$"

图?!载脂蛋白2基因47BCBDE4电泳结果

#%’’!!!(&!%%’!!!!&(%&’!%!%&I’!%!(&"’!!!%&

P’%b#"(!5* &3;@2F1分子量标准"

D%F@?!2/1$’0#.601’%$01"*/’#-!.#28,47BCBDE4
#!’’!!!(&!!%’!!!!&(!&’!%!%&I’!%!(&"’!!!%&

P’%b#"(!5* &3;@2F1G80d20D

表?!A组人群!.#2等位基因及基因型频率分布

:&8/1?!<%"’0%8*’%#(#-F1(#’,.1"&(+&//1/1"#-!.#2F1(1%(’6011F0#*."

组别

S0/-.F

例数

<

等位基因频率#]$$

=02̂-2<:5/>899292F#]$$

!! !% !(

基因型频率#]$$$

=02̂-2<:5/>@2</15.2F#]$$$

!!!! !!!% !!!( !%!% !%!( !(!(

MO7 I’ +DI##%$ ’!D(###!$ ’D####$ !D+#!$ #%D!#+$ $#$$ I"DI#(I$ #ID!###$ $#$$

H!)P I" #$D&##($ ’(D%###%$ &D!#"$ $#$$ #+D(##%$ #D&##$ "$D##("$ +#I$ $#$$

H!)PMQ "! ##D’##"$ ’(D"##!!$ %D&#&$ !D’#!$ #&D!###$ !D’#!$ "&#&($ (D!#%$ $#$$

!!$’"!e%1##%!E"$D$&&$$’!!!%$!e$D+((!!%!%"!e$D+&&!!%!("!e&1’(!E"$D$&D

;@G!!.#2基因多态性与:;<H79患者血脂水平
的关系

!!将H!)PMQ患者中各基因型之间的HM%HS%

?)NKM和N)NKM水平分别进行比较!经方差分析显
示!各基因型间的HM%HS%?)NKM和N)NKM水平均
无显著性差异#表!$"
表;!:;<H79组!.#2基因多态性与血脂水平

的关系!"I8"55#/#E

:&8/1;!B1/&’%#("6%.81’>11(’61.#0/,5#0.6%"5"#-

!.#2F1(1&(+./&"5&/%.%+%(:;<H79F0#*.
基因型

S2</15.2F

例数

<
M6 HS ?)NKM N)NKM

!!!! ! ID%&c$DI(!D!%c$D&!$D+&c$D##(D$&c$D$!
!!!% + ID$&c#D(%#D+#c$DI"$D’"c$D##%D’+c$D+’
!%!% &( ID"(c#D(I%D$#c!D#+#D$%c$D!&(D#!c$D+&
!%!( % ID%#c#D#’!D&&c#D(% #D$c$D!& %D’"c$D#"
!!!( ! "D$"c!D’!%D!+c!D"+#D!+c$D"’(D&’c#DI’

!!7/12’M6’Ge$D&!’!HS’Ge$DI(&!?)NKM’Ge#D%I’!N)NK

M’Ge$D!+!&E"$D$&D

%!讨!论

’/0" 基 因 位 于 #+ 号 染 色 体 长 臂 上
##+̂#%$(()!其结构基因位点存在多态性"主要有%
种异构体’J!%J%和J(!分别由%个等位基因!!%!%
和!( 编码(&)!这%种等位基因呈共显性表达!在人
群中组成了I种不同的基因表型!即!!!!%!%!%%

!(!(%!!!%%!!!( 和!%!("这种多态性的分子基础
源于多态链第##’位和##!位单个氨基酸的替
换(I)’J!的这两个位置均为半胱氨酸#M5F$!J(的
这两个位置均为精氨酸#T0@$!而J%的##!位是

M5F%#&’位是T0@"国内对汉族人’/0" 等位基因
频率的分布作过研究("!’)!结果显示等位基因!% 的
频率最高!!! 和!( 相对较少!与本研究结果一致"

!% 被认为是*野生基因+!!! 和!( 是由它变异得来"
近年来对缺血性脑血管病的’/0"基因多态性

的研究日趋增多!但结果不一"有研究认为!( 等位

#"!#期!!!!!!!!!!!!!周!君等’载脂蛋白J基因多态性与!型糖尿病脑梗死的关系



基因是缺血性脑血管病发作的易感因子!+"#但是#也
有研究并未发现’/0"基因多态性与缺血性脑血管
病相关!#$"$类似的不一致的结论也引起国内学者
的进一步研究!####!"$本研究以东北地区汉族人群
为背景#未发现!!!%%!%!%和!%!(基因型在 MO7
组%H!)P组和H!)PMQ组间有显著性差异&亦未发
现等位基因!!%!% 和!(在%组间有显著性差异$提
示’/0"基因多态性与H!)PMQ之间并无直接的相
关关系$也显示了H!)PMQ致病因素的复杂性#可
能是由于H!)PMQ的危险因子是多元的所致$
近年的研究表明糖尿病与缺血性卒中相关而与

出血性卒中无关!#"$高浓度的胆固醇主要增加缺血
性卒中的危险性!#%"$与该结论一致#本实验中

H!)PMQ组的HM和N)NKM水平明显高于H!)P组#
两组间有显著性差异$提示 H!)PMQ与 HM 和

N)NKM升高有关联$
大多数学者认为#!! 等位基因降低 HM 和

N)NKM水平#!( 等位基因升高 HM 和 N)NKM 水
平!#("$我们进一步探讨了’/0" 基因型对血脂水
平的影响与 H!)PMQ之间的关系#结果未发现

H!)PMQ患者中 ’/0" 各基因型与HM%HS%?)NKM
和N)NKM水平之间存在相关关系$本研究的无相
关性可能是!!!!%!%!(%!!!( 基因型例数太少引起
的#也可能还存在其他原因#有必要进行深入研究$
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