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蒙古族人群载脂蛋白（ａ）五核苷酸重复序列基因多态性

与脑梗死的关系
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　　【摘要】　目的　研究载脂蛋白（ａ）［ａｐｏ（ａ）］５′调控区（ＴＴＴＴＡ）ｎ五核苷酸重复序列（ＰＮＲ）基因多态性在内蒙

古地区蒙古族脑梗死患者中的分布特点。方法　采用聚合酶链反应聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＣＲＰＡＧＥ）方法检测

６６例蒙古族健康人群及６７例蒙古族脑梗死患者的ａｐｏ（ａ）的ＰＮＲ基因多态性。结果　脑梗死患者血浆脂蛋白（ａ）

［Ｌｐ（ａ）］、三酰甘油（ＴＧ）水平明显高于健康对照组，高密度脂蛋白Ｃ（ＨＤＬＣ）水平明显低于健康对照组；脑梗死患

者组检测出（ＴＴＴＴＡ）序列重复次数为５、８、９共３种等位基因，５／５、５／８、５／９、８／８、８／９、９／９共６种基因型；健康对照

组检测出（ＴＴＴＴＡ）序列重复次数为５、７、８、９共４种等位基因，５／８、５／５、７／９、８／８、８／９、９／９共６种基因型。两组人

群均以重复次数为８和基因型８／８分布频率最高；脑梗死组与健康对照组ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ比较发现各等位基因及基因

型频率间差异无统计学意义；脑梗死组基因型８／８与８／９间的血浆Ｌｐ（ａ）水平比较差异无统计学意义。结论　蒙

古族人群ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ基因多态性可能与脑梗死发生不存在直接的相关性。
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　　血浆脂蛋白（ａ）［Ｌｐ（ａ）］水平主要由载脂蛋白［ａｐｏ（ａ）］基

因决定，且ａｐｏ（ａ）基因具有多态性，其表型具有地区种族差异

性，受遗传基因控制，每一个个体的基因型是终身固定的，不会

因身体状况而发生改变。研究发现，位于ａｐｏ（ａ）基因启动子

区域上游信号序列五核苷酸重复序列（ＰＮＲ）的重复次数存在

多态性，国内外学者对ａｐｏ（ａ）的ＰＮＲ基因多态性与脑梗死关

系的研究结果并不一致。本研究旨在探讨ａｐｏ（ａ）的ＰＮＲ基

因多态性在蒙古族脑梗死患者中的分布情况及特点。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择赤峰学院第一附属医院经头颅ＣＴ明确

诊断为脑梗死的三代直系亲属均为蒙古族的患者（脑梗死组），

共６７例，平均年龄（５６．８７±１２．０６）岁。健康对照组选自在校

蒙古族学生、中心血站正常献血蒙古族人员及医院体检未患动

脉粥样硬化、肝脏疾病、糖尿病及癌症的三代直系亲属也均为

蒙古族的健康人群，共６６例，平均年龄（３０．２０±６．８７）岁。

１．２　方法

１．２．１　血脂水平的测定　采集清晨空腹受检者乙二胺四乙酸

二钠（ＥＤＴＡＮａ２）抗凝静脉血４ｍＬ，及时分离血浆，密闭－２０

℃以下冰箱保存，５ｄ内进行检测。血浆Ｌｐ（ａ）测定使用免疫

透射比浊法，用北京中生生物工程公司试剂盒。为确保测定结

果可靠，每批标本测定均做标准曲线，同时做质控。血浆三酰

甘油（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）测定选用酶学终点分析法。血浆高

密度脂蛋白（ＨＤＬＣ）采用磷钨酸镁沉淀法进行测定，血浆

ＬＤＬＣ采用聚乙烯硫酸盐沉淀法进行测定。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　血细胞经过０．２％的氯化钠低渗溶液破碎

红细胞后，用北京百泰克生物技术有限公司的细胞／组织基因
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组ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组ＤＮＡ。

引物设计参照 Ｈｕ等
［１］设计，由北京三博远志生物技术有

限责任公司合成，序列为：５′ＧＡＡＴＴＣＡＴＴＴＧＣＧＧＡＡＡＧ

ＡＴＴＧ３′和５′ＣＴＴＣＡＡＣＣＧＧＧＧＴＧＡＧＡＧＴＣＴＣ３′。

特异性扩增ａｐｏ（ａ）５′端调控区信号密码子上游１３７３ｂｐ处的

（ＴＴＴＴＡ）ｎ五核苷酸串联重复序列。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性９０ｓ；９４℃变性４０ｓ，６０℃退

火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，循环３５次；７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

取产物２．５μＬ经３０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶染色，紫

外灯下观察结果。

１．２．３　ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ基因多态性的检测　按照丙烯酰胺：Ｎ、

Ｎ′甲叉双丙烯酰胺５０∶２．５的比例配制１０％的聚丙烯酰胺

凝胶。１５０Ｖ预电泳３０ｍｉｎ，加样１．５μＬ后再１５０Ｖ于４℃

电泳１０ｈ。电泳结束后，凝胶首先在１０％醋酸溶液中固定１０

ｍｉｎ，蒸馏水冲洗１～２次后，于０．２％硝酸银溶液中染色１０

ｍｉｎ，水洗３～５次，再于含有０．４％甲醛的１．５％ ＮａＯＨ 溶液

中显色，最后用０．７５％的Ｎａ２ＣＯ３ 溶液终止。染色后的凝胶用

ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析各条带分子量。

１．２．４　ＤＮＡ序列测定　挑选ａｐｏ（ａ）（ＴＴＴＴＡ）串联重复序

列数为５、８、９的各２个标本用ｐＧＥＭＴ载体克隆，送至北京

三博远志生物技术有限责任公司测序。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，数

据以狓±狊表示，ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ等位基因和基因型频率采用基因

计数法计算，组间比较采用χ
２ 检验，组间血脂水平及组内不同

基因型血脂水平比较均采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　两组血脂水平比较　脑梗死组血浆ＴＧ、Ｌｐ（ａ）水平均明

显高于健康对照组，而血浆 ＨＤＬＣ水平明显低于健康对照

组。脑梗死组血脂水平异常率以 ＨＤＬＣ的９６．７７％最高，其

次为Ｌｐ（ａ）的８０．６５％。

表１　健康对照组患者与脑梗死组患者血脂水平比较（狓±狊）

组别 狀 ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｌｐ（ａ）（ｍｇ／Ｌ）

健康对照组 ６６ ４．５８±１．２０ １．２２±０．４７ ２．２１±０．７６ １．３０±０．２３ １６２．００±９３．２２

脑梗死组 ６７ ４．６５±１．２６ １．７６±１．０１＃ ２．３１±０．８２ ０．９５±０．１８＃ ２５４．９７±１３７．０６＃

　　注：与健康对照组比较，＃犘＜０．０５。

２．２　ＰＣＲ扩增产物的检测　ａｐｏ（ａ）５′端调控区信号密码子上

游１３７３ｂｐ处的（ＴＴＴＴＡ）ｎ五核苷酸串联重复序列ＰＣＲ扩

增产物经３０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测结果见图１。

图１　琼脂糖凝胶电泳检测结果

２．３　等位基因与基因型频率分布　两组人群检测出（ＴＴＴ

ＴＡ）重复次数为５、７、８、９共４种等位基因，对应ＰＣＲ扩增产

物的分子量分别为８１、９１、９６、１０１ｂｐ，其中脑梗死组中检测出

重复次数为５、８、９共３种等位基因，两组ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ等位基

因频率见表２。

表２　健康对照组与脑梗死组ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ等位

　　　基因频率分布比较

组别 狀

等位基因频率

５ ７ ８ ９

健康对照组 ６６ ０．０４５５ ０．０１５２ ０．７１２１ ０．２２７３

脑梗死组 ６７ ０．０５９７ ０．００００ ０．７３１３ ０．２０９０

　　另外，两组人群检测出５／８、５／９、５／５、７／９、８／８、８／９、９／９共

７种基因型，见图２；两组ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ基因型频率见表３，均差

异无统计学意义。

表３　健康对照与脑梗死组ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ基因型频率分布比较

组别 狀

基因型频率

５／８ ５／９ ５／５ ７／９ ８／８ ８／９ ９／９

健康对照组６６０．０３０３ ０．００００ ０．０３０３ ０．０３０３ ０．５４５５ ０．３０３０ ０．０６０６

脑梗死组 ６７０．０７４６ ０．０１４９ ０．０１４９ ０．００００ ０．５８２０ ０．２２３９ ０．０８９６

　　注：１表示ｍａｒｋｅｒ（ＰＢＲ３２２／ＨａｅⅢ）；２表示８／８；３表示８／８；４表

示８／９；５表示５／８；６表示９／９；７表示５／５；８表示７／９；９表示５／９；１０表

示５／９；１１ 表 示 ８／９；１２ 表 示 ５／５；１３ 表 示 ５／８；１４ 表 示 ｍａｒｋｅｒ

（ＰＢＲ３２２／ＭｓｐⅠ）。

图２　ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ基因多态性图谱

　　脑梗死患者中ａｐｏ（ａ）ＰＮＲ中８／８与８／９基因型的平均血

浆Ｌｐ（ａ）水平分别为（２５５．９３±１４０．６８）ｍｇ／Ｌ和（１９８．４０±

１０１．８２）ｍｇ／Ｌ，通过狋检验比对发现差异无统计学意义，其他

几种基因型病例数太少，因此未进行统计分析。

３　讨　　论

本研究所测蒙古族脑梗死患者 Ｌｐ（ａ）平 均 浓 度 为

（２５４．９７±１３７．０６）ｍｇ／Ｌ，这与胡波等
［２］测定的湖北地区汉族
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动脉硬化性脑梗死患者Ｌｐ（ａ）的平均水平（２３９．９０±２２５．４０）

ｍｇ／Ｌ接近，略低于刘晓宁等
［３］测定的２９７．００ｍｇ／Ｌ。本文研

究证明，蒙古族脑梗死患者血浆Ｌｐ（ａ）浓度具有明显升高，异

常率也高达到８０．６５％，且血浆Ｌｐ（ａ）浓度几乎不受年龄、饮

食、生活方式等因素的影响［４］，这也进一步验证了血浆Ｌｐ（ａ）

水平是蒙古族动脉粥样硬化患者的独立危险因子。

本次研究发现，内蒙古地区蒙古族脑梗死患者共存在３种

ａｐｏ（ａ）５′端ＰＮＲ等位基因和６种基因型，明显少于胡波等
［２］

发现的湖北地区汉族脑梗死患者的７种等位基因和１１种基因

型，更少于刘晓宁等［３］发现的８种等位基因和２９种基因型。

出现这种现象的原因可能与ａｐｏ（ａ）基因型分布具有地区、种

族的差异有关，也可能是因为那些基因型分布频率太低，未能

被发现［４］。

本研究发现，脑梗死患者各等位基因及基因型频率与健康

对照组比较差异无统计学意义，血浆Ｌｐ（ａ）水平明显增高。目

前，研究发现血浆Ｌｐ（ａ）水平主要受遗传因素调控，且与ａｐｏ

（ａ）大小呈反比例关系
［５］。那么，是否可以间接的说明在蒙古

族人群中ａｐｏ（ａ）５′端ＰＮＲ序列重复次数的多少与ａｐｏ（ａ）的

大小没有直接的关系呢？ａｐｏ（ａ）基因多态位点非常的多，目前

就已经发现了３４个，甚至 Ａｎｕｕｒａｄ等
［６］研究还发现ａｐｏＥ的

基因多态性也在影响着血浆Ｌｐ（ａ）的水平。那么ａｐｏ（ａ）５′端

ＰＮＲ序列在ａｐｏ（ａ）的表达上，甚至血浆Ｌｐ（ａ）的合成上究竟

起到什么作用呢？是否与其他多态性位点共同作用下，完成对

ａｐｏ（ａ）表达的调控呢？后续笔者准备利用ＲＮＡｉ技术，将ＰＮＲ

序列沉默，以了解其对ａｐｏ（ａ）的大小、表达量和Ｌｐ（ａ）合成的

影响。

脑梗死的发生与发展是遗传因素与环境因素共同作用的

结果，在本次研究中，进一步验证了血浆Ｌｐ（ａ）水平是蒙古族

脑梗死患者的独立危险因子，但蒙古族脑梗死患者ａｐｏ（ａ）５′

端ＰＮＲ基因多态性与健康对照人群差异无统计学意义，可能

是因为ａｐｏ（ａ）５′端ＰＮＲ基因多态性与内蒙古地区蒙古族脑

梗死发生无直接相关性。

参考文献

［１］ ＨｕＢ，ＺｈｏｕＸ，ＹｅＳＸ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｒｅｐｅａｔｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）ｉｎＣｈｉｎｅｓｅＨａｎ

ａｎｄｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅａｎｄｓｅｒｕｍ

ｌｉｐｉｄｌｅｖｅｌ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＲｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ，

２００３，７（２１）：２８９９２９０１．

［２］ 胡波，周新，李朝霞，等．湖北地区汉族人群动脉硬化性脑

梗死与载脂蛋白（ａ）５′调控区（ＴＴＴＴＡ）ｎ基因多态性的

关系［Ｊ］．中国临床康复，２００５，９（５）：２３４２３７．

［３］ 刘晓宁，孙莉，李昭晖，等．心肌梗死和脑梗死患者载脂蛋

白ａ五核苷酸重复序列基因多态性与血浆脂蛋白（ａ）水

平的关系［Ｊ］．中华医学杂志，２００２，８２（２０）：１３９６１４００．

［４］ 杨简，涂玉林，王佐．脂蛋白（ａ）与动脉粥样硬化研究进展

［Ｊ］．中国动脉硬化杂志，２０１２，２０（５）：４７２４７６．

［５］ 张国忠，张丽华，杨长青．血浆脂蛋白（ａ）检测在肾脏疾病

诊断中的应用［Ｊ］．检验医学与临床，２００９，６（４）：２４６２４７．

［６］ ＡｎｕｕｒａｄＥ，ＬｕＧ，ＲｕｂｉｎＪ，ｅｔａｌ．ＡｐｏＥｇｅｎｏｔｙｐｅａｆｆｅｃｔｓ

ａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｐｏ（ａ）ｌｅｖｅｌｓｆｏｒｌａｒｇｅａｐｏ（ａ）ｓｉｚｅｓｉｎＡｆｒｉ

ｃａｎＡｍｅｒｉｃａｎｓ：ｔｈｅＨａｒｌｅｍＢａｓｓｅｔＳｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＬｉｐｉｄＲｅｓ，

２００７，４８（３）：６９３６９５．

（收稿日期：２０１３０４０９　修回日期：２０１３０６１２）

（上接第２９４８页）

平可反映患者的心功能状态，在ＣＡＢＧ后的患者，在早期由于

经胸心脏彩超因气体阻挡、引流管、导线、输液管道等因素的限

制，而经食道超声由于气管插管、体位及手术后的应激状态等

因素，两者在评估冠状动脉搭桥手术后的ＬＶＥＦ及心脏功能

状态存在较大的使用限制。特别是在危重患者，ＢＮＰ具有迅

速反映心功能状态，对评估围术期患者血流动力学状态、了解

患者的预后、指导治疗方案的实施等均具有重要意义。目前有

研究提示氨基末端前体ＢＮＰ（ＮＴｐｒｏＢＮＰ）与ＢＮＰ在对心脏

功能及术后房颤的评估方面均具有重要意义，而 ＮＴｐｒｏＢＮＰ

具有半衰期长、稳定性高的优点，但在肾脏功能不全的患者中

会影响其血浆水平，值得进一步关注［６７］。

研究表明，在临床工作中，对ＣＡＢＧ的患者进行动态ＢＮＰ

水平的检测，可以即时了解患者血流动力学及心脏功能情况，

对患者的病情发展、指导治疗方案及预后评估具有重要意义。
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