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脑淀粉样血管病$
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%又称

脑嗜刚果红物质血管病#是一种以大脑皮质及软脑膜的中小血

管壁内异常的淀粉样物质沉积为特征的颅内血管病'该病多

散发于
#%

岁以上的老年人#临床上以痴呆(精神症状(反复或

多发性脑叶出血为主要特征#且发病率随年龄增加而增高#是

老年人脑叶出血的常见原因#日益受到临床的重视)
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蛋白酶系统$
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%是

体内异常蛋白的降解体系之一)
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%作为
e,.

重要的去泛素化酶#对异常蛋白的清除起着重要作用'在不同

的种族人群中均已发现#

e!O*V$

基因外显子
'

上第
53

位胞

嘧啶突变为腺嘌呤$

!53<

%#相应
$&

个密码子酪氨酸取代丝氨

酸所产生的变异$

.$&d

多态性%对神经系统有异常蛋白沉积的

疾病有保护作用)

'

*

'为探讨中国汉族人群
e!O*V$

基因多态

性在
!<<

病因学中的作用#本研究利用病例
*

对照相关性分析

的方法#初步研究
e!O*V$

基因
.$&d

多态性在
!<<

发病过

程中的作用'
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资料与方法
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一般资料
!

收集
/%%&

年
&

月至
/%$$

年
/

月期间#在黄

石市中心医院神经外科行小骨窗血肿清除术或微创血肿引流

术的自发性脑叶出血患者#根据
W@AA;FA@

H

等)
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*制定出的,可

能的
!<<

相关出血-诊断标准#初筛出不合并有高血压(高脂

血症(糖尿病等引起脑动脉硬化危险因素的病例'术中收集清

出的血肿#用生理盐水淘洗#收集其中的脑组织碎块#迅速投入

到多聚甲醛溶液中固定#以石蜡包埋#进行常规
OP

染色和刚

果红染色'参照改良刚果红染色法)

5

*

#组织病理学观察以盲法

由病理医生光镜下读片'血管壁上的淀粉样物在
OP

染色下

呈均一无结构的嗜伊红组织&刚果红染色为阳性的切片可见微

小血管壁内呈鲜红色#细胞核呈蓝色$图
$

%#偏振光显微镜下

观察呈黄绿色双折光现象'刚果红染色为阳性的患者
3%

例#

为病理学证实的
!<<

组#其中男
/3

例#女
$#

例#年龄
#%

!

8'

岁$中位年龄
0#

岁%&

$3

例额叶#

3

例颞叶#

$/

例顶叶#

$%

例顶

枕叶出血'对照组
3%

例#其中男
/'

例#女
$0

例#年龄
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!
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岁$中位年龄
05

岁%为来自本院门诊健康体检的老人#均排除

+
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期
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其他遗传性疾病及心血管和神经系统疾病'
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组
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例患

者中#男性占
#%̂

#对照组
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例健康者中#男性占
5045̂

#两

组间性别比较差异均无统计学意义$

"

/

6%43$5

#

!6%455

%'

所有受试者均为汉族#并知情同意#经黄石市中心医院伦理委

员会同意'
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!和刚果红染色$箭头所示血管壁上的淀粉样物在
OP

染色下呈

均一无结构的嗜伊红组织%&

T

!所见$箭头所示血管壁上的淀粉样物质

刚果红染色呈鲜红色#
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#引物由上海生工生物有限公司合成'
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基因组
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提取
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肘静脉血
5MV

$
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枸橼酸钠抗

凝%#碘化钾法从白细胞中提取基因组
1]<

'紫外分光光度法

测定
1]<

浓度#
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保存'
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1]<

扩增
!
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反应体系
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V

#
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)
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的上下游引物
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V
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8#b

预变性
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#$
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#
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#

0/b$M:;
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个循环#最后
0/b

延伸
$%M:;

#终止反应'
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扩增后用
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琼脂糖凝胶电泳检测是否有特异性的扩增产物'
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限制性内切酶酶切和电泳
!

取
5

)
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产品#

5

)

V
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缓冲液#
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)

V

限制性酶$

$%e

"

)

V

%

C?(

$

#在
'0b

消化
/

(

'取
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)

V

酶切产物加入
'̂

琼脂糖凝胶的负极端加样孔

中#以溴化乙锭$

PT

%为染色剂#于
$%%\

电泳
/5M:;

后取出#

在
'%%;M

紫外灯下观察带型'携带
.$&d

多态性野生型等位

基因的
,!+

产物本身含有一个限制性内切酶
C?(

$

的酶切位

点#经
C?(

$

内切酶消化后#产生
5%'

(

$8F

E

两个片断#携带变

异性等位基因的
,!+

产物会增加一个
C?(

$

酶的酶切位点#

经
C?(

$

酶消化后会产生
/0%

(

/''

(

$8F

E

'

个片断'

B4D

!

统计学处理
!

采用
.,..$'4%

统计软件对数据进行处

理#基因型和等位基因频率采用直接计数法统计'研究对象基

因型和等位基因频率的组间比较采用四格表
"

/ 检验#并通过

比值比$

UC

%的计算对帕金森病$

,1

%与各等位基因和基因型

进行关联分析#以
!

#

%4%5

为差异有统计学意义'

C

!

结
!!

果

C4B

!

琼脂糖凝胶电泳结果显示的基因型
!

见图
/

'

C4C

!

e!O*V$

基因
.$&d

多态基因型频率和等位基因频率比

较结果
!

!<<

组
dd

基因型频率$

//45̂

%与对照组$

$/45̂

%

相比有增加#但差异无统计学意义$

"

/

6$4'&5

#

!6%4/%5

%&

!<<

组
.d

基因型频率$

3045̂

%与对照组$

/54%̂

%相比亦有

增加#差异有统计学意义$

"

/

634'&$

#

!6%4%''

%'总体#

!<<

组携带
d

等位基因频率$

3#4/̂

%与对照组$

/54%̂

%相比增高

明显#差异有统计学意义$

$

/

6&4/8&

#

!6%4%%'

%'携带
.d

基

因型频率与散发性
!<<

呈正相关$

UC6$48%%

#

85̂ 8N

!

$4%'#

!

34585

%#携带
d

等位基因频率也与
!<<

呈正相关

$

UC6$4&5%

#

85̂ 8N

!

$4$3'

!

/4$3%

%#见表
$

'

!!

MD@Q

!间隔
$%%F

E

的标记&

$

(

3

(

#

(

$%

!

..

基因型&

/

(

&

(

8

!

dd

基因

型&

'

(

5

(

0

!

.d

基因型'

图
/

!!

'̂

琼脂糖凝胶电泳显示
e!O*V$

基因

.$&d

多态性不同的基因型

表
$

!!

!<<

组与对照组中
e!O*V$

基因
.$&d

多态基因型

!!

频率和等位基因频率分布(

%

#

^

$)

组别
%

基因型

dd .d ..

等位基因频率

d .

!<<

组
3% 8

$

//45̂

%

$8

$

3045̂

%

$/

$

'%4%̂

%

'0

$

3#4/̂

%

3'

$

5'4&̂

%

对照组
3% 5

$

$/45̂

%

$%

$

/54%̂

%

/5

$

#/45̂

%

/%

$

/54%̂

%

#%

$

054%̂

%

D

!

讨
!!

论

!<<

是老年人一种独立的脑血管病#其病理特征为大脑

皮质及软脑膜的小血管壁内的中层和弹力层被特殊染色的透

明样嗜刚果红物质所沉着#从而导致血管壁坏死(出血'

!<<

患者血管壁所沉积的淀粉样物质为
'8

至
3'

个氨基酸组成的
,

淀粉样蛋白$

<

,

%多肽链#与阿尔茨海默病患者的老年斑的形

成成分相同'

!<<

发病机制被认为血管平滑肌细胞产生的

<

,

在细胞外聚集成纤维样#促使平滑肌细胞进一步变性#如果

血管中层平滑肌被淀粉样物质完全代替便可造成血管破裂和

血管动力学变化'

<

,

清除减少#可能是
<

,

聚集和产生
!<<

的原因之一)

0*&

*

'随着人口老龄化#

!<<

已成为老年人原发

性(非外伤性(非高血压性脑出血的重要原因之一#其发病率还

会随年龄增长而有上升趋势)

8

*

'

e!O*V$

最早是作为
e,.

的一种去泛素化酶而被发现

的'它能将多聚泛素链水解成游离的泛素单体#从而能使泛素

进一步的再循环利用'目前#主要认为
e!O*V$

有
'

种功能!

去泛素化(连接泛素单体和底物)

$%

*

(稳定泛素单体)

$$

*

'特别

是
e!O*V$

的第三个功能#即增加泛素单体的稳定性#对异常

蛋白的清除及重要功能蛋白的降解有着十分重要的作用'

e!O*V$

的
.$&d

多态性是指
e!O*V$

的
'

号外显子上存在

.$&d

的多态性#这种多态性分布存在种族性和地域性差别'

曾有
ZD@D

H

D;=@A

等)

$/

*的研究认为
.$&d

多态可能对某些老年

退行性疾病具有一定的保护作用#例如能降低
,1

发病率'

+

0''/

+

国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
!

-;B[VDFZAL

!

1AKAMFA@/%$$

!

\=C4'/

!

]=4/%



在本研究中#

!<<

组
dd

基因纯合型频率与对照组相比

有增加#但差异无统计学意义&而
!<<

组
.d

基因杂合型频率

和携带
d

等位基因频率与对照组相比也有增加#差异有统计

学意义'且
.d

基因型频率和携带
d

等位基因频率也与
!<<

发病相对危险度呈正相关#说明
e!O*V$

基因的
.$&d

多态性

的杂合子
.d

可能是
!<<

的遗传易感性基因型#

d

等位基因

携带者也对
!<<

有较高的遗传易感性'而
dd

纯合基因型频

率与对照组相比虽有增加#但差异无统计学意义#说明
e!O*

V$

的
.$&d

多态性与
!<<

之间的关系与
d

等位基因的量有

关#间接印证了
dd

纯合基因型
e!O*V$

对异常蛋白
<

,

的清

除作用增强#可能对
!<<

具有一定的保护作用#可能降低

!<<

发病率'

综上所述#本实验研究了中国汉族人群
e!O*V$

基因

.$&d

多态性与脑淀粉样血管病的关系'由于本实验样本量较

小以及单一位点研究#不能全方位了解
e!O*V$

基因
.$&d

多

态性对
!<<

的影响#这是本研究的不足#将来可继续扩大样

本#做深一步的研究'另外#鉴于
e!O*V$

基因在
e,.

系统

中的重要功能#应该对该基因的其他可能位点和外显子多态位

点大样本量联合分析#以分析其单倍型及与
!<<

的相关性#

将更有可能揭示
e!O*V$

基因与
!<<

关系'
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