
!论
!!

著!

纤维蛋白原基因多态性位点与血浆纤维蛋白原
,
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水平

及缺血性脑卒中的关系研究"
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#

!!

摘
!

要"目的
!

研究纤维蛋白原"

h>Q

#

,

基因多态性位点
h331-$%.

%

'

"

J?)%$1<-<

#与血浆
h>Q

,

]

水平及缺血性脑卒中"

,(

#易

感性的相关性$方法
!

采用病例
5

对照研究方法!患者组选取华东地区
,(

患者
$&)

例!男
&X-

例%女
)-X

例!年龄
$%

!

XX

岁!均为

汉族!无亲缘关系&选取性别%年龄与患者组相匹配的个体
$&)

例作为对照组&应用双抗夹心酶联免疫吸附测定"

02,(!

#检测两组

人群血浆
h>Q

,

]

水平$应用聚合酶链式反应
5

连接酶检测反应"

7'652"6

#的方法检测
J?)%$1<-<

位点基因型$结果
!

患者组血浆

h>Q

,

]

水平'"

)918$\1+8$

#

*

)

D2

(明显高于对照组'"

))$8&\+-8%

#

*

)

D2

(!差异有统计学意义"

!

$

%8%%)

#&不论是在患者组还是

在对照组!

h>Q

基因
J?)%$1<-<'

等位基因均与高水平的血浆
h>Q

,

]

相关&但
J?)%$1<-<

各基因型及等位基因的分布在患者组和对

照组间比较!差异均无统计学意义"

!:%8%++

!

%8)%<

#$结论
!

血浆
h>Q

,

]

可以增加中国人群
,(

的易感性!

h33

基因多态性位点

J?)%$1<-<'

等位基因虽与血浆
h>Q

,

]

水平相关!但可能与中国人群
,(

的发病无关$

关键词"缺血性脑卒中&

!

纤维蛋白原
,

]

&
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单核苷酸多态性
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%
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M
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%
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M

@>O>KH@BD>OOGJG@KG

$

!

$

%8%%)

%

8(>@

M

LG@CKLGAB>DG

N

AL

E

IAJ

N

F>?I

$

(/7

%

H@HL

E

?>??FASGDBFHBJ?)%$1<-<'HLLGLG

SH??>

M

@>O>KH@BL

E

H??AK>HBGDS>BF

,
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G@LGPGL

#
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#
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!
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!

?>@
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!!

缺血性脑卒中$

,(

%是目前危害人类健康及生活质量的最

主要的心脑血管疾病之一#其发病危险因素越来越受到关注'

纤维蛋白原$

h>Q

%即凝血因子
$

#是血浆中水平最高的凝血因

子#对血流动力学指标*血管内皮细胞的屏障功能*血管平滑肌

细胞的增生或迁移功能都有重要的影响#该因子的升高是血栓

性疾病发病的独立危险因素(

)

)

'正常血浆中
h>Q

的水平为
&

!

$

M

"

2

#分子由
-

对多肽链组成#由二硫键连结#形成对称的二

体结构#通常用$

!

)

&

*

Y

%

&

*

,

&

%表示#分别由
h>Q

)

$

h3!

%#

h>Q

%

$

h3Y

%及
h>Q

,

$

h33

%基因编码(

&5$

)

'由于
I6/!

剪切方式的

不同#其中的
,

可以是普通的
,

!

链或者
,

]

链'而与普通的

h>Q

,

相比#

h>Q

,

]

所参与形成的凝块具有截然不同的空间结构

并可阻止纤溶的作用#或更加不稳定#易从板块处脱落从而可

能在血栓性疾病的发病过程中具有重要作用(

95+

)

#其编码基因

的单核苷酸多态性$

(/7

%所致
h>Q

结构或功能的异常与多种

血栓性疾病如心肌梗死*脑卒中等的易感性密切相关(

X51

)

'本

次研究中重点关注
h>Q

,

的编码区基因
(/7

位点
h331-$%.

%

'

$

J?)%$1<-<

%与血浆
h>Q

,

]

水平的相关性#并研究其与中国

人群
,(

发病的相关性'

?

!

资料与方法

?8?

!

一般资料
!

本研究纳入的患者选自
&%))

!

&%)$

年#就诊

于上海市东方医院的
,(

患者#共
$&)

例#其中男
&X-

例$占

<+8&_

%*女
)-X

例$占
-&8X_

%#年龄
$%

!

XX

岁#所有病例均按

中华神经科学会第四届全国脑血管病学术会议修订的,各类脑

血管疾病诊断要点$

)119

%-和,中国急性缺血性脑卒中诊治指

南
&%)%

-

(

)%

)作为诊断标准#并经临床及
'.

或
#6,

确诊#并排

除各类其他疾病如肿瘤*自身免疫病*血液病等引发的继发性

脑卒中&排除严重感染*二线肿瘤*结缔组织病及
$

H

期内的组

织损伤疾病$如心肌梗死%#重大外科手术及接受免疫抑制剂治

疗者'对照组人群选自来本院体检#按年龄相差小于
9

岁#性

别*民族与患者组匹配#无心脑血管*血液*肿瘤*肝肾疾病且无

+

&-1&

+

国际检验医学杂志
&%)9

年
)%

月第
-<

卷第
&%

期
!

,@BV2HQ#GD

!

UKBAQGJ&%)9

!

WAL8-<

!

/A8&%

"

基金项目!上海市浦东新区卫生和计划生育委员会科技发展专项基金资助项目$

7̂ &%)-Y59

%&国家自然科学基金面上项目$

X)-+-&%-

%&

国家自然科学基金青年项目$

X)$%)-%-

%'

!

作者简介!虞珊珊#女#检验技师#主要从事心脑血管疾病与临床检验的研究'

!

#

!

通讯作者#

05

IH>L

!

OL>G

E

>@

M"

FABIH>L8KAI

'



血缘关系的个体共
$&)

例'详细询问对照组人群既往病史#包

括吸烟史*高血压*糖尿病史等'本研究获得上海市东方医院

医学伦理委员会审核通过#参与者均签署了知情同意书'

?8@

!

方法

?8@8?

!

血样采集
!

受检者空腹
)&

!

)9F

#于次日早
X

!

%%

抽静

脉血
-I2

#枸橼酸钠抗凝#

-%%%J

"

I>@

#离心
)%I>@

#分离血浆

及血细胞#分别冻存
;X%Z

冰箱待测'

?8@8@

!

血浆
h>Q

,

]

水平的检测
!

参考
*>BBGDG >̂LL>

M

G

等(

))

)报

道的方法#通过酶联免疫吸附测定$

02,(!

%检测血浆
h>Q

,

]

的

水平'具体方法如下!收集
)%%

例健康体检者$男女各
9%

例#

年龄
&%

!

$9

岁%血浆标本#将上述标本混合作为标准品#其

h>Q

,

]

水平定为
)%%*

"

D2

&用磷酸盐缓冲液$

7Y(

%作
)b)%%%

倍稀释后#再作倍比稀释#如下做
02,(!

试验#以获得标准曲

线'

02,(!

!包被一抗#

1<

孔板中每孔加入
))%

#

27Y(

稀释

的鼠源抗人
h>Q

,

]

抗体$

#>LL>

N

AJG

公司产品#原浓度为
)I

M

"

I2

#使用终浓度
&

#

M

"

I2

#故抗体作
)b9%%

稀释%#

$Z

孵育

过夜'用
7Y(.

洗板
-

次#每次
-I>@

'每孔中加入
&%%

#

2

封

闭液$

7Y(

"

)_Y(!

%#

-+Z

孵育
)F

'用
7Y(.

洗板
-

次#每次

-I>@

'每孔加入
)%%

#

2

用稀释液$

%8)_7Y(

#

%8)_Y(!

#

.J>BA@d5)%%

%

)b)%%%

倍稀释后的血浆#

-+ Z

孵育
)F

'用

7Y(.

洗板
-

次#每次
-I>@

'加入
)%%

#

2

#

%8)_ 7Y(

*

%8)_

Y(!

*

.J>BA@d5)%%

稀释
&%%%%

倍的辣根过氧化物酶$

467

%标

记的抗
h>Q

二抗$

!QKHI

公司产品%#

-+Z

孵育
)F

'用
7Y(.

洗板
-

次#每次
- I>@

'每孔加入
)%%

#

2

四甲基联苯胺

$

.#Y

%显色液#避光显色
)9I>@

'每孔加入
9%

#

2)IAL

"

2

4

&

(U

$

#于
$9%@I

波长检测吸光度$

!

%'

?8@8A

!

基因组
"/!

提取
!

采用血液基因组
"/!

提取试剂

盒及
"/!

提取仪$复兴公司产品%#严格按照产品说明书操

作'

"/!

提取后于
;&%Z

保存'

?8@8E

!

基因多态性分析
!

基因组
"/!

由复兴公司通过聚合

酶链式反应
5

连接酶检测反应$

7'652"6

%方法进行检测'

?8A

!

统计学处理
!

采用
(7(()<8%

统计软件检验患者组与对

照组间的差异'连续变量以
B\-

表示#分类变量用具体数值

及百分比表示'正态分布的连续变量比较时采用独立样本
5

检验#偏态资料变量比较应用非参数检验$

#H@@5̂ F>B@G

E

?

检

验%'

-

& 检验用于患者组与对照组间基因型和等位基因频率

的比较'

!

$

%8%9

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@8?

!

患者组和对照组一般资料的比较
!

心血管病的危险因素

包括吸烟*高血压和糖尿病#患者组中以上
-

项的阳性率都高

于对照组$

!

$

%8%%)

%#患者组血浆
h>Q

,

]

水平高于对照组$

!

$

%8%%)

%#见表
)

'

表
)

!!

患者组和对照组一般资料比较

指标 患者组$

&:$&)

% 对照组$

&:$&)

%

!

年龄$

B\-

#年%

<981\18X <98X\18+ )8%

性别$男"女#

&

"

&

%

&X-

"

)-X &X-

"

)-X )8%

高血压$

_

%

+$8X -<81

$

%8%%)

糖尿病$

_

%

&98& +8+

$

%8%%)

吸烟率$

_

%

-%8& )98-

$

%8%%)

饮酒率$

_

%

))8+ ))8+ )8%

h>Q

,

]

$

B\-

#

*

"

D2

%

)918$\1+8$ ))$8&\+-8%

$

%8%%)

@8@

!

J?)%$1<-<

基因型与血浆
h>Q

,

]

水平的相关性
!

所有研究

对象的
J?)%$1<-<

在抽样人群中的分布符合
4HJD

E

5̂ G>@QGJ

M

平衡$

!

%

%8%9

%#说明所选取的样本具有人群代表性#适合做

遗传分析'基因型分析结果显示
J?)%$1<-<

基因型与血浆

h>Q

,

]

水平密切相关#见图
)

'不论是在对照组还是在患者组#

J?)%$1<-<

等位基因
..

型平均血浆
h>Q

,

]

水平最低#

.'

型平

均血浆
h>Q

,

]

水平居中#而
''

型血浆
h>Q

,

]

水平最高#差异均

有统计学意义$

!

$

%8%9

%'

图
)

!!

J?)%$1<-<

基因型与
h>Q

,

]

水平的相关性分析

@8A

!

两组
J?)%$1<-<

基因型与等位基因频率分布
!

患者组和

对照组的
J?)%$1<-<

基因型*等位基因频分布比较#差异均无

统计学意义$

!

%

%8%9

%#见表
&

'提示
J?)%$1<$<

多态性位点

的基因型和基因频率可能与中国人群
,(

发病无相关性'

表
&

!!

患者组及对照组
J?)%$1<-<

基因型及等位基因频率的分布与比较

组别
&

基因型(

&

$

_

%)

.. .' '' !

等位基因频率(

&

$

_

%)

. ' !

对照组
$&) &++

$

<98X

%

)&9

$

&18X

%

)1

$

$89

%

%8%++ <+1

$

X%8<

%

)<-

$

)18$

%

%8)%<

患者组
$&) &$X

$

9X81

%

)9<

$

-+

%

)+

$

$

%

<9&

$

++8$

%

)1%

$

&&8<

%

A

!

讨
!!

论

本研究发现
h>Q

的异构体
h>Q

,

]

水平与
,(

的易感性呈正

相关#患者组和对照组人群中携带
J?)%$1<-<'

等位基因者较

..

纯合子血浆含有更高的
h>Q

,

]

水平#此结果与既往国外的

研究报道结果相同'由于种族与地域的差异#在不同种族正常

人群中#

h>Q

基因
(/7

分布也存在差异'目前在不同人群如高

加索人群*非洲人群等均有
h>Q

基因多态性与血栓性疾病相关

性的报道#亚洲人群的报道较少'

#H@@>LH

等(

X

)报道
h33

1-$%.

及
h3!&&&$3

等位基因能够增强
h>Q

,

]

在增加心肌梗

死易感性中的作用&

*>BBGDG >̂LL>

M

G

等(

)&

)报道
h331-$%'

等

位基因与高水平的
h>Q

,

]

相关#并能够降低美国黑人及高加索

人种静脉血栓栓塞的发病风险'有意思的是#

2APGL

E

等(

)-

)通

过全基因组关联研究$

3^!(

%#发现
$9

个与
h>Q

,

]

高度相关的

(/7

位点#其中最相关的是
J?+<X)$&-

和
J?)%$1<-<

#但是
$9

个
(/7

位点无一与心脑血管疾病相关'而在本研究中也并未

发现
J?)%$1<-<

基因型与中国人群
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的相关$下转第
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具有较高的早期诊断价值'此外#本研究对上述
$

项指标绘制

6U'

曲线#发现
7'.

*

Ŷ'

*

/

和
F?5'67

对重症脑损伤后感

染均有较高的预测价值'一般认为
!*'

$

%89

为无诊断价

值#

!*'

!

%89

!$

%8+

为诊断价值较低#

!*'

!

%8+

!$

%81

为

诊断价值较高#

!*'

)

%81

表示诊断价值最高'本研究中

7'.

*

Ŷ'

和
F?5'67

的
!*'

均达到或超过
%8X

#

/

的
!*'

接近
%8X

#可认为以上指标均具有较高的诊断价值'将以上指

标进行组合检验#发现
7'.i Ŷ'iF?5'67

的
!*'

达
%8

X+

#在所有组合中诊断价值最高'因此#

7'.i Ŷ'iF?5'67

能够很好地预测重症脑损伤患者发生感染#可应用于临床早期

诊断脑损伤患者是否会继发感染#对临床预处理具有指示作

用'最后#本研究分别以
7'.

%

%89@

M

"

I2

*

Ŷ'

%

)%j)%

1

"

2

*

F?5'67

%

)%I

M

"

2

为标准诊断脑损伤合并感染#计算以上

各指标的诊断灵敏度和特异度#发现
7'.

*

Ŷ'

和
F?5'67

对

重症脑损伤合并肺部感染的灵敏度*特异度和阳性预测值均较

高#提示
7'.

*

Ŷ'

和
F?5'67

在脑损伤合并肺部感染早期均

有一定的预测价值'其中#

7'.

的诊断准确性高于
Ŷ'

和

F?5'67

'

7'.

对感染性疾病的诊断价值已得到公认'本研究取重

症脑损伤患者#将其
7'.

值与临床目前常用的感染诊断指标

Ŷ'

*

/

和
F?5'67

进行比较#证明
7'.

是重症脑损伤合并肺部

感染的一个快速*准确的早期诊断参考指标'此外#

7'.i Ŷ'

iF?5'67

组合的诊断灵敏度*特异度均较单项检测及其他组合

更高#预测价值也较高#对临床工作具有一定的实际意义'
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位点基因多态性与中国人

群
,(

的相关性'

本研究存在局限性!$

)

%

,(

是受多因素影响的复杂疾病#

某一基因的多态性与疾病的阳性关联对疾病的发生*发展仅起

微弱的作用#可能需要对与疾病可能相关的多个位点多个基因

进行联合分析'$

&

%若要找到一种数目多*分布广泛且相对稳

定的与疾病相关的遗传基因#还需大样本的验证'目前这方面

的大样本研究尤其是中国人群的大样本研究尚少#有待进一步

加强调查#以丰富人类基因库#为研究
h>Q

基因
(/7

相关的疾

病提供基础资料'
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