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  摘 要:目的 分析血小板内皮聚集受体1(PEAR1)基因多态性与缺血性脑卒中复发的相关性,为防治缺

血性脑卒中复发提供依据。方法 选取该院神经内科门急诊和住院确诊为急性缺血性脑卒中的150例患者作

为研究对象,根据是否为脑卒中复发分为初发脑卒中组(127例)和复发脑卒中组(23例)。应用聚合酶链反应-
限制性片断长度多态性(PCR-RFLP)方法分析PEAR1基因rs12041331位点单核苷酸多态性,并测序验证基因

型。结果 初发脑卒中组和复发脑卒中组PEAR1基因rs12041331G>A位点GG、GA、AA基因型和G、A等

位基因频率比较,差异有统计学意义(P<0.05);复发脑卒中组的年龄较初发脑卒中组高,差异有统计学意义

(P<0.05)。Logistic回归分析显示,年龄、PEAR1基因rs12041331位点AA基因型与缺血性脑卒中复发有

关,是缺血性脑卒中复发的危险因素(P<0.05)。结论 PEAR1基因rs12041331G>A位点多态性与缺血性

脑卒中复发相关。PEAR1基因纯合突变可能是缺血性脑卒中复发的危险因素,PEAR1基因可能是缺血性脑

卒中复发风险预测的候选基因。
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Abstract:Objective Analyzing

 

the
 

correlation
 

between
 

platelet
 

endothelial
 

aggregation
 

receptor
 

1
 

(PEAR1)
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

recurrence
 

of
 

ischemic
 

stroke,providing
 

a
 

basis
 

for
 

preventing
 

and
 

treating
 

recurrence
 

of
 

ischemic
 

stroke.Methods A
 

total
 

of
 

150
 

patients
 

with
 

acute
 

ischemic
 

stroke
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

Department
 

of
 

Neurology
 

in
 

the
 

hospital,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

initial
 

stroke
 

group
 

(127
 

cases)
 

and
 

the
 

recurrent
 

stroke
 

group
 

(23
 

cases)
 

based
 

on
 

whether
 

they
 

had
 

recurrent
 

stroke.A
 

polymerase
 

chain
 

re-
action-restriction

 

fragment
 

length
 

polymorphism
 

(PCR-RFLP)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

single-nucleotide
 

poly-
morphism

 

at
 

rs12041331
 

in
 

PEAR1
 

gene.The
 

genotypes
 

were
 

verified
 

by
 

sequencing.Results The
 

distribu-
tion

 

of
 

GG,GA,AA
 

genotypes
 

and
 

allele
 

frequency
 

of
 

G,A
 

on
 

PEAR1
 

gene
 

rs12041331G>A
 

polymorphism
 

site
 

had
 

significant
 

difference
 

between
 

initial
 

stroke
 

group
 

and
 

recurrent
 

stroke
 

group
 

(P<0.05).The
 

age
 

of
 

recurrent
 

stroke
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

initial
 

stroke
 

group
 

(P<0.05).Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

age
 

and
 

AA
 

genotype
 

at
 

rs2041331
 

in
 

PEAR1
 

gene
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

ischemic
 

stroke
 

recur-
rence

 

(P<0.05).Conclusion The
 

polymorphism
 

of
 

PEAR1
 

gene
 

rs12041331G>A
 

site
 

is
 

associated
 

with
 

is-
chemic

 

stroke
 

recurrence.The
 

homozygous
 

mutation
 

of
 

PEAR1
 

gene
 

is
 

a
 

risk
 

factor
 

for
 

ischemic
 

stroke
 

recur-
rence,and

 

PEAR1
 

gene
 

may
 

be
 

a
 

candidate
 

gene
 

for
 

predicting
 

the
 

risk
 

of
 

ischemic
 

stroke
 

recurrence.
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  脑卒中又称中风,是由于脑组织血液供应障碍造

成细胞缺血缺氧,引起组织坏死的一类脑血管疾病,
分为缺血性脑卒中和出血性脑卒中,其中缺血性脑卒

中占87%[1]。在我国,脑卒中是成人致死、致残的首

位病因,具有高发病率、高致残率、高死亡率、高复发

率、高经济负担五大特点[2]。随着现代医疗技术水平
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的发展,脑卒中死亡率有所下降,但是患病率仍然居

高不下,复发率和致残率逐年增高,预防缺血性脑卒

中复发对提高国民健康水平和减轻疾病带来的家庭

和社会负担尤为重要,是我国亟待解决的医学问

题[3]。随着对缺血性脑卒中研究的深入,血小板内皮

聚集受体1(PEAR1)基因多态性与缺血性脑卒中复

发的相关性研究颇受关注,而相关研究不一,结果尚

存争议。PEAR1是血小板间相互作用的受体,其基

因由23个外显子和22个内含子组成,在血小板的活

化聚集中起重要作用,影响血栓形成[4-5]。PEAR1是

调控血小板与内皮细胞相互作用的关键节点,影响缺

血性脑卒中的发生发展[6]。有研究认为,PEAR1基

因多态性与长期服用阿司匹林的患者脑卒中复发相

关,PEAR1基因纯合突变增加脑卒中复发的风险[7]。
另有研究认为PEAR1基因多态性与缺血性脑卒中复

发无相关性,不是缺血性脑卒中复发的独立危险因

素[8]。本研究拟对PEAR1基因多态性与缺血性脑卒

中复发易感相关性进行探索,以期为疾病的个性化用

药提供研究方向,为防治缺血性脑卒中复发提供

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年6月至2023年7月经

本院神经内科门急诊或住院确诊的150例急性缺血

性脑卒中患者作为研究对象。根据病史和辅助检查

结果分为初发脑卒中组和复发脑卒中组。初发脑卒

中组 127 例,其 中 男 81 例,女 46 例,平 均 年 龄

(62.93±9.67)岁;复发脑卒中组23例,其中男14
例,女9例,平均年龄(68.30±8.49)岁。纳入标准:
经核磁共振弥散成像或CT灌注成像(CTP)检查确诊

为缺血性脑卒中;诊断符合《中国急性缺血性脑卒中

诊治指南2018》相关标准[9]。排除标准:患有心源性

栓塞、创伤、血管畸形、脑肿瘤、脑出血或先天性脑部

疾病的患者。该研究经本院医学伦理委员会批准(批
准号:2022-127-01),且所有患者签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 主要仪器:罗氏cobas
 

c702生化

分析系统(德国罗氏)、核酸提取仪(西安天隆科技有

限公司)、PCR扩增仪(上海宏石)、电泳仪(美国Bio-
rad公司)、凝胶成像系统(美国Bio-rad公司)。

 

主要

试剂:人全血基因DNA提取试剂盒(西安天隆科技有

限公司)、BCCI(美国NEB
 

公司)。

1.3 方法

1.3.1 相关项目检测、基因组DNA提取 采集研究

对象清晨空腹无抗凝剂静脉血4
 

mL,离心取血清进

行血脂、同型半胱氨酸(HCY)项目检测。血脂检测用

氧化酶法,HCY检测用速率法。同时采集EDTA抗

凝静脉血2
 

mL用于基因DNA提取,用人全血基因

DNA提取试剂盒提取初发脑卒中和复发脑卒中患者

外周血基因组DNA,方法严格按照试剂盒的说明书

进行,提取产物-20
 

℃保存。

1.3.2 PEAR1基因相关片段PCR PCR扩增引

物: F-5'-CACTAATCTTATCCCCATTTTCTAG-
GTG-3',R-5'-GCCCTCTCAGCCTCCGAGC-3'。反

应体系包括DNA模板5
 

μL、上下游引物各0.5
 

μL、

2×Taq
 

PCR
 

MasterMix
 

12.5
 

μL,ddH2O
 

6.5
 

μL,总
体积为25

 

μL。扩增条件:94
 

℃预变性3
 

min;94
 

℃
变性30

 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,重复35个

循环,之后72
 

℃延伸5
 

min。扩增完成后用2%琼脂

糖凝胶电泳,紫外光下观察PCR扩增产物。

1.3.3 扩增片段酶切反应基因分型和测序验证 取

扩增产物2
 

μL,内切酶BCCI
 

1
 

μL,10×NE
 

Buffer
 

5
 

μL,ddH2O
 

42
 

μL,反应总体积50
 

μL。置于37
 

℃
恒温箱进行至少1

 

h酶切反应,然后终止反应。酶切

产物用2%琼脂糖凝胶电泳检测,核酸染料染色,120
 

V电压、300
 

mA电流稳压电泳40
 

min,紫外光下观察

酶切产物并根据条带数分型。酶切后,AA型纯合子

片段产物为大小为178、230
 

bp的2个条带,GG型纯

合子片段产物为大小为408
 

bp的单个条带,GA型杂

合子片段产物为大小为408、178、230
 

bp的3个条带。
将部分标本的PCR扩增产物和相应引物送北京博迈

德基因公司进行正、反两个方向的测序分析,以进一

步验证目的片段。

1.4 统计学处理 数据采用SPSS19.0软件进行分

析。计量资料满足正态分布时以x±s表示,两组间

比较采用独立样本t检验,计数资料以频数或百分率

表示,组间比较采用χ2 检验。影响因素的筛选采用

单因素方差分析和独立样本t检验,采用Logistic回

归分析缺血性脑卒中复发的影响因素。P<0.05表

示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组基础资料比较 初发脑卒中组和复发脑卒

中组性别、吸烟、高血压、糖尿病、总胆固醇(TC)、甘
油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、低密度

脂蛋白胆固醇(LDL-C)、HCY水平比较,差异无统计

学意义(P>0.05);两组年龄比较差异有统计学意义

(P<0.05)。见表1。

2.2 初发脑卒中组和复发脑卒中组 Hardy-Wein-
berg平衡检验 根据聚合酶链反应-限制性片断长度

多态性(PCR-RFLP)结果,对初发脑卒中组和复发脑

卒中组进行 Hardy-Weinberg平衡分析,两组人群基

因分布符合 Hardy-Weinberg平衡规律(P>0.05),
说明入选人群符合孟德尔遗传平衡法则,具有群体代

表性。见表2。

2.3 初发脑卒中组和复发脑卒中组PEAR1基因

rs12041331位点基因型分布和等位基因比较 χ2 检
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验结果显示,初发脑卒中组和复发脑卒中组PEAR1
基因rs12041331G>A位点GG、GA、AA基因型分布

及G、A等位基因频率组间差异有统计学意义(P<
0.05)。见表3。

表1  初发脑卒中组和复发脑卒中组一般资料比较

项目 初发脑卒中组(n=127) 复发脑卒中组(n=23) t/χ2 P

性别(n)

 男 81 14 0.482 0.071

 女 46 9

年龄(x±s,岁) 62.93±9.67 68.30±8.49 -2.496 0.014

吸烟[n(%)] 63(49.61) 9(39.13) 0.856 0.243

高血压[n(%)] 72(56.69) 13(56.52) 0.988 0.582

糖尿病[n(%)] 54(42.51) 8(34.78) 0.481 0.325

TC(x±s,mmol/L) 4.38±0.99 4.27±0.89 0.510 0.611

TG(x±s,mmol/L) 1.64±0.87 1.64±0.81 -0.004 0.997

HDL-C(x±s,mmol/L) 1.18±0.35 1.05±0.29 1.602 0.111

LDL-C(x±s,mmol/L) 2.74±0.86 2.49±0.81 1.268 0.207

HCY(x±s,mmol/L) 13.97±13.64 12.75±3.32 0.425 0.671

表2  初发脑卒中组和复发脑卒中组 Hardy-Weinberg
   遗传平衡检验

组别 基因位点 基因型
观测值

(n)
理论值

(n)
χ2 P

初发脑卒中组 rs12041331G>A GG 59 59.69 0.79 0.50

GA 58 54.61

AA 10 12.70

复发脑卒中组 rs12041331G>A GG 3 1.61 2.20 0.25

GA 6 8.74

AA 14 12.65

表3  初发脑卒中组和复发脑卒中组PEAR1基因

   rs12041331G>A位点基因型分布和等位

   基因频率比较[n(%)]

基因型/等位基因 初发脑卒中组 复发脑卒中组 χ2 P

GG 59(46) 3(13)

GA 58(46) 6(26) 41.192 <0.001

AA 10(8) 14(61)

G 88(69) 6(26) 12.634 <0.001

A 39(31) 17(74)

2.4 缺血性脑卒中复发影响因素的Logistic回归分

析 将初发脑卒中组和复发脑卒中组间差异有统计

学意义的年龄及GG、GA、AA基因型进行Logistic回

归分析,以缺血性脑卒中是否发生复发为因变量,年
龄及GG、GA、AA 基因型为自变量。结果显示,年
龄、AA基因型与缺血性脑卒中复发有关,是缺血性脑

卒中复发的危险因素(P<0.05)。见表4。

表4  缺血性脑卒中复发影响因素的Logistic
   回归分析

因素 回归系数 标准误 Wald
 

χ2 P OR 95%CI

年龄 0.062 0.026 5.746 0.017 1.063 1.011~1.118

GG -1.755 0.644 7.423 0.006 0.173 0.049~0.611

GA -0.868 0.507 2.928 0.087 0.420 0.155~1.135

AA 2.901 0.540 28.920 <0.001 18.200 6.322~52.398

3 讨  论

  随着现代医学的进步和我国对脑卒中二级预防

的重视,脑卒中的病死率有所下降,但复发率有所增

加,且复发次数越多,致残率越高[10]。有学者对中国

国家卒中登记处的数据进行分析,并对卒中复发的1
年随访数据进行分析研究发现,在11

 

560例患者中,

17.7%的患者在1年内再次发生卒中[11]。脑卒中的

复发对人类健康构成了巨大威胁,因此明确脑卒中复

发的机制和影响因素并进行及时干预 尤 为 重 要。

PEAR1基因是近年来研究热点,与心血管疾病、脑卒

中、川崎 病、肺 血 栓 栓 塞 症、肿 瘤 等 疾 病 的 发 生 相

关[12]。PEAR1与脑卒中相关性在国内外还处于研究

阶段,目前研究较多的是PEAR1基因多态性与心肌

梗死、肺栓塞、下肢深静脉血等疾病的抗血小板药物

用药研究[13]。在与脑卒中疾病发生的相关研究中,部
分研究者发现PEAR1基因多态性与脑梗死的发生及

复发不存在关联[14]。然而,有些研究发现PEAR1基

因rs12041331基因多态性与脑卒中的发生和预后相

关[15]。明确基因多态性与疾病关系,从遗传易感性进

行缺血性脑卒中复发风险评估、早期识别和预防疾病

·877· 国际检验医学杂志2024年4月第45卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2024,Vol.45,No.7



发生尤为重要。
本研究对入选对象进行基因多态性与缺血性脑

卒中复发的相关性研究,在缺血性脑卒中的发生发展

中以中老年人为主,年龄是缺血性脑卒中复发的危险

因素,年龄越大脑卒中复发的可能性越大[16]。缺血性

脑卒中发生的影响因素很多,高血脂、糖尿病、高血

压、高HCY是目前认为的缺血性脑卒中发生的危险

因素[17]。在本研究中,缺血性脑卒中初发和复发患者

的糖尿病和高血压患病率、HCY水平两组比较没有

差别,初发和复发脑卒中患者血清 HCY水平均处于

高 水 平 (HCY 的 实 验 室 正 常 参 考 范 围 <10
 

mmol/L),很多患者在初步诊断为缺血性脑卒中时就

已患有糖尿病或高血压且呈现高血清 HCY水平,这
些影响因素在疾病防治中需要重视。本研究结果显

示,年龄、PEAR1基因rs12041331位点AA基因型与

缺血性脑卒中复发有关,是缺血性脑卒中复发的危险

因素(P<0.05),缺血性脑卒中复发患者PEAR1基

因A等位基因频率更高,PEAR1基因纯合突变可增

加疾病复发风险。PEAR1基因多态性可能是脑卒中

患者抗血小板药物治疗疗效存在差异,导致部分患者

对药物治疗不敏感而引起脑卒中复发[18]。患者在发

生缺血性脑卒中后主要治疗方法是长期使用阿司匹

林等抗血小板药物预防血栓形成,以防发生脑卒中复

发或者引起心肌梗死、肺栓塞等其他血栓性疾病。钱

凤丹 等[19]的 研 究 结 果 显 示,缺 血 性 脑 卒 中 患 者

PEAR1携带A等位基因服用阿司匹林后更易发生血

小板聚集。另外有研究发现,PEAR1(G>A)野生纯

合型GG基因型服用阿司匹林后脑梗死复发或死亡

的风险相对低,突变型GA+AA基因型可能是脑梗

死复发或死亡的危险因素[20]。PEAR1基因多态性与

服用阿司匹林缺血性脑卒中复发相关,PEAR1基因

纯合突变增加缺血性脑卒中复发的风险,不同的

PEAR1基因型可能决定了服用阿司匹林后的血小板

聚集和血栓事件的发生[21]。阿司匹林在治疗脑卒中

的作用主要通过抑制环氧化酶和花生四烯酸,阻断血

栓素A2的合成,抑制血小板黏附、聚集,防止血栓形

成[22]。PEAR1是血小板受体,血小板间相互连接的

桥梁,使 血 小 板 黏 附、聚 集,PEAR1 可 通 过 介 导

PI3K/AKT和PI3K/PTEN信号通路影响血管内皮

细胞增生、新生血管生成和血栓形成,A等位基因突

变可能通过改变激动蛋白的表达影响PEAR1介导的

PI3K/AKT信号通路,促进血小板的活化和聚集,形
成血栓[23]。正常情况下人体PEAR1的表达水平很

低,在二 磷 酸 腺 苷、胶 原 相 关 多 肽 及 应 激 情 况 下,

PEAR1酪氨酸磷酸化和细胞膜表达均增加,导致血

小板膜糖蛋白GPⅢa和GPⅡb结合,成为与纤维蛋

白原特异性结合受体,与纤维蛋白原及血管性假血友

病因子(vWF)结合,使血小板之间形成交叉连接,导
致血小板聚集[24]。PEAR1基因rs12041331位点突

变通过不同途径可影响血小板功能,使脑卒中复发风

险增加。通过筛选出基因纯合突变个体给临床合理

使用抗凝药提供参考,可有效治疗缺血性脑卒中并防

止卒中复发。

PEAR1基因rs12041331G>A位点多态性与缺

血性脑卒中复发相关。PEAR1基因纯合突变可能是

缺血性脑卒中复发的危险因素,PEAR1基因可能是

缺血性脑卒中复发风险预测的候选基因。本研究为

PEAR1基因与缺血性脑卒中复发之间关系的进一步

研究提供了理论依据。为缺血性脑卒中个性化用药

提供研究方向及预防脑卒中复发提供依据。但本研

究存在一定局限性,研究病例数较少,研究结果可能

有偏倚,对纳入研究中涉及的交互作用的研究有限,
后续研究需扩大人群范围,进行更大规模的研究进一

步验证。
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