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动脉粥样硬化性缺血性脑卒中的相关性研究
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摘要 目的：探讨半胱氨酸代谢关键酶基因表观遗传学改变与汉族人群缺血性脑卒中（IS）的发病关系。方

法：采用病例-对照研究设计，以动脉粥样硬化性脑梗死（ATS）患者30例为病例组，另选择同期体检健康人群

30例为对照组。寻找目的基因（基因上游5 kb的区域一直到第2外显子区域）的CpG岛区域，使用重亚硫酸

盐修饰直接测序技术进行样本DNA甲基化检测，运用单因素或Logistic回归分析检测2组间DNA甲基化分

布差异。结果：胱硫醚-β-合成酶（CBS）基因4个CpG岛同源性非常高，放弃甲基化分析；5,10-亚甲基四氢叶

酸还原酶（MTHFR）基因有2个CpG岛；半胱氨酸合成酶（MTR）基因有1个CpG岛。结果显示，2组这2个基

因所有CpG岛都未发现DNA甲基化情况。结论：未发现MTHFR和MTR基因DNA甲基化改变与汉族人群

ATS相关。

关键词 表观遗传学；脑卒中；DNA甲基化；半胱氨酸代谢酶；5,10-亚甲基四氢叶酸还原酶；半胱氨酸合成

酶；胱硫醚-β-合成酶
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Abstract Objectives: To investigate the relationship between the epigenetic alterations of genes encoding the

key enzymes of homocysteine (Hcy) metabolism and the risk for atherothrombotic stroke (ATS) in the Chinese

Han population. Methods: This case-controlled study enrolled 30 cases with ATS and 30 healthy controls. The

CpG islands region of the targeted gene (5kb upstream region to exon 2) was identified. Detection of DNA meth-

ylation was accomplished by sequencing bisulfite-altered DNA. Univariate and multivariate logistic regression

analysis were used to detect the differences in DNA methylation levels between the two groups. Results: DNA

methylation analysis of the cystathionine-β-synthase (CBS) gene was abandoned because of the high homology of

the 4 CpG island sequences. There were respectively 2 and 1 CpG islands found in the 5, 10-methylenetetrahydro-

folate reductase (MTHFR) and methionine synthase (MTR) genes. However, no change in DNA methylation lev-

els was detected in the CpG islands of these two genes. Conclusion: Our study suggested no significant associa-

tion between DNA methylation alterations of the MTHFR and MTR genes with ATS among the Han Chinese.

Key words epigenetics; ischemic stroke; atherothrombotic stroke; DNA methylation; 5, 10-methylenetetrahy-

drofolate reductase; methionine synthase; cystathionine-β-synthase

脑卒中（Stroke）是世界上第二位最常见

的死亡原因[1]和第三位影响伤残调整生命年

指标的主要原因[2]。我国年度新发卒中人数

大概为（1.5~2）百万人[3]，脑血管病已跃居为

居民首位死因 [4]。缺血性卒中（ischemic

stroke，IS）占所有卒中的 43.7%~78.9%[3]，其

发病具有强烈的遗传背景[5]。IS的主要病理

改变是动脉粥样硬化性血栓形成[6]。因此，

卒中遗传研究者们致力于探讨动脉粥样硬

化相关易感基因。10%的人群可见高同型半

胱氨酸血症（hyperhomocysteinemia，HHcy），

后者与动脉粥样硬化密切相关。同型半胱

氨酸（homocysteine，Hcy）水平升高增加缺血

性心脏病和卒中的风险 [7]。HHcy在血管疾

病中的发病机制可能与DNA甲基化有关，高

Hcy导致外周血淋巴细胞DNA甲基化状态减

少35%，并且增加动脉粥样硬化的风险[8]。5,

10-亚甲基四氢叶酸还原酶（5, 10-methylene-

tetrahydrofolate reductase，MTHFR）、半胱氨

酸合成酶（methionine synthase，MTR）和胱硫

116



神经损伤与功能重建·2019年3月·第14卷·第3期

醚-β-合成酶（cystathionine beta-synthase，CBS）是半胱

氨酸代谢途径的3个关键酶。上述基因突变能导致酶

活性减低和 Hcy 浓度改变 [9,10]。MTHFR 基因启动子

DNA甲基化导致酶的表达下调，活性减低。可见，在

Hcy代谢和病理生理过程中，表观遗传学的改变不能

忽略。

为更精确地评估遗传因素对 IS的影响，本研究以

中 国 汉 族 成 人 动 脉 粥 样 硬 化 血 栓 形 成 脑 梗 死

（atherothrombotic stroke，ATS）为对象，探讨 MTHFR、

CBS和MTR基因DNA甲基化状况。

1 资料与方法

1.1 一般资料

在笔者以前拷贝数变异（copy number variation，

CNV）研究的样本中[11]随机选取 ATS 患者 30 例，即选

择 2012年 1月至 2015年 1月在盐亭县人民医院、南充

市中心医院神经内科连续入院的19~70岁的汉族首次

发病的急性 IS患者（WHO标准），时间在 2周内，符合

韩国修订版的TOAST分型ATS亚型为病例组，彼此间

无血缘关系，排除继发性脑梗死、合并严重肝肾功能不

全、恶性肿瘤及其他严重疾病的患者。选择同期体检

的年龄性别匹配的健康人群或自愿者30例为对照组，

临床表现及体格检查确定无神经系统疾病。

1.2 方法

1.2.1 血液DNA提取 取受试者枸橼酸钠抗凝静脉

血，使用血液基因组 DNA 提取试剂盒（DP318-02/03，

购于北京天根生化科技有限公司）提取模板DNA。

1.2.2 寻找目的基因CpG岛区域 ①通过计算机软件

寻找目的基因（基因上游 5 kb的区域一直到第 2外显

子区域）的 CpG 岛区域；②CpG 岛定义：片段长度≥

200 bp，G+C的含量≥50%，CpG二核苷酸的实际观察

值与期望值之比≥60%（常用参数）。

1.2.3 甲 基 化 检 测 DNA 样 本 经 重 亚 硫 酸 盐

（Bisulfite）处理后，甲基化的胞嘧啶（C）保持不变，但非

甲基化的胞嘧啶被转化成脲嘧啶，处理后的DNA模板

在后续PCR中，甲基化的胞嘧啶不变，但非甲基化胞嘧

啶变成胸腺嘧啶，通过测序可以鉴定胞嘧啶甲基化情

况，并对甲基化比例作初步分析。①DNA 样本使用

EZDNA Methylation-Gold Kit （ 购 于 美 国 Zymo

Research 公司）试剂盒进行二硫氢酸盐处理。②PCR

反应。反应体系为20 µL，包括1× GC buffer I（购于日

本Takara公司）、2.5 mmol/L Mg2+、0.2 mmol/L dNTP、每

个引物（表 1）0.2 µmol/L、1 U HotStar Taq polymerase

（购于德国Qiagen公司）、1 μL模板DNA。PCR循环程

序：第一步95 ℃预变性 2 min；第二步是11个循环，依

次是：94 ℃变性 20 s，62 ℃退火40 s（在该步骤中每个

循环每次降低 0.5 ℃），72 ℃ 延伸 1 min；第三步是 24

个循环，分别是：94 ℃变性 20 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 1 min；第四步 72 ℃延伸 2 min，最后保持在 4 ℃。

PCR产物纯化：使用SAP和Exo I 进行PCR产物纯化：

在 8 μL PCR产物中加入 0.5 U SAP酶和 4 U Exo I酶，

37 ℃孵育（温浴）60 min，然后75 ℃孵育15 min。纯化

产物测序，测序及分析反应体系：取 3 μL BigDye3.1

mix，2 μL测序引物（1 µmol/L），1~2 μL纯化PCR产物

混匀，96 ℃预变性 1 min 后，后 28 个循环，依次是：

96 ℃变性10 s，50 ℃退火 5 s，60 ℃延伸4 min；最后保

持在4 ℃。 测序产物上ABI3730XL测序仪，测序文件

用Codon Code Aligner软件分析，并结合人工校对记录

后整理出结果。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件处理数据，计量资料以（均数±

标准差）表示，t检验；计数资料采用χ2检验，单因素和

多元回归分析检测危险因素，单变量分析中P≤0.10的

变量被纳入回归模型，使用优势比（OR）及其95%可信

区间（95%CI）表示率的相关度；α=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 2组一般资料比较

2组在性别、年龄、BMI、糖尿病病史、血脂异常、吸

烟史、饮酒史上差异无统计学意义（P>0.05），病例组的

高血压比例高于对照组（P=0.028）；多元Logistic回归

分析显示，经调整协变量后，2组仅高血压的差异有统

计学意义（P=0.035），见表2。

2.2 甲基化分析

2.2.1 MTHFR、MTR、CBS三个基因CpG岛情况 ①

MTHFR基因有2个CpG岛，两个测序反应基本可以覆

盖：长度371（4 920~5 290），长度236（5 502~5 737）；②

MTR基因有1个CpG岛，3个测序反应可以覆盖：长度

1 060（5 667~6 726）；③CBS基因同样是4个CpG岛，由

于同源性非常高，最后放弃：长度233（4 392~4 624），长

度 685（4 678~5 362），长度 678（5 411~6 088），长度

878（6 106~6 983）。

2.2.2 2组样本目的基因甲基化情况总结 对照组和

病例组的 MTHFR M1 片段、MTHFR M2 片段、MTR

M1片段、MTR M2片段、MTR M3片段等全部标本均

未发现甲基化情况。
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3 讨论
本研究未发现MTHFR和MTR基因的甲基化改变

与ATS发病风险具有相关性。而马来西亚一个研究却

发现MTHFR甲基化增加 IS发病风险 4.73倍（95% CI

2.56~8.75，P<0.001）[12]。另外一些研究也探讨不同基

因DNA甲基化水平和卒中的关系。2个研究发现在男

性 IS群体中，长散在核元件-1（LINE-1）整体DNA甲基

化水平偏低[13,14]。在女性 IS群体中，雌激素受体α基因

（estrogen receptor α，ERα）甲基化水平较对照组更低，

特别是在大动脉和心源性脑栓塞患者中更明显[15]。在

卒中后一年，脑源性神经营养因子（brain-derived

neurotrophic factor，BDNF）启动子高水平DNA甲基化

与较差的预后有关[16]。然而，西班牙一个研究在485例

IS患者中，未发现 IS或任何亚型与任何基因甲基化的

关系[17]。

脑血管病领域表观遗传学的研究正逐渐引起重

视。DNA甲基化是最有代表性的表观遗传学机制，在

调节整体和特定基因表达、重要细胞进程的促进中起

重要作用，后者比如基因组稳定、X染色体失活和基因

组印迹[18]。越来越多的证据表明，在脑卒中的病理生

理进程中，有表观遗传的机制参与。在脑缺血中，表观

遗传机制涉及多个方面，从全基因组到影响中枢神经

系统对损伤的易感性的特定基因事件都有涉及。在大

脑 中 动 脉 阻 塞（middle cerebral artery occlusion，

MCAO）鼠模型的缺血性脑组织中，DNA甲基化水平

增加，可能由此对细胞死亡有促进作用，事实上，经

DNA甲基化抑制剂处理后，MCAO后的脑损伤程度减

小 [19]。 DNA 甲 基 转 移 酶（DNA Methyltransferase，

DNMT）表达的活性调节和DNA甲基化状态在避免脑

缺血细胞死亡中具有重要作用[19]。并且，卒中发生中

的其它遗传机制都与诸如X染色体失活、基因组印迹

等细胞进程有关，后者都由DNA甲基化媒介，特定基

因的DNA甲基化媒介的调节在卒中的病理生理学中

也扮演着重要角色[19]。研究表明，HHcy人群卒中风险

引物名称

MTHFR M1F

MTHFR M1R

MTHFR M2F

MTHFR M2R

MTHFR M2F2

MTHFR M2R2

MTR M1F

MTR M1R

MTR M2F

MTR M2R

MTR M3F

MTR M3R

长度

23

22

24

25

25

28

27

28

29

25

23

28

熔解

温度

61.06

60.18

59.65

58.88

59.12

58.60

58.35

57.58

58.71

60.81

61.57

58.66

Gc

比例

47.83

40.91

37.50

36.00

28.00

39.29

25.93

35.71

31.03

36.00

43.48

28.57

自身

互补评分

2

2

2

3

2

2

6

5

3

2

2

6

3’自身

互补评分

0

0

0

0

0

0

2

0

2

0

0

1

3’稳定性

8.2

7

8.4

6.4

6.9

5.4

6

7

5.6

8.2

5.7

7.2

引物序列

GGGATTGAGATTAGGAGTGGTTG

CCTCCAATCCCRAATAACTCAA

GTGATTTAGTGATTTGGTGATTGG

RCCAAAAAACCAAATACTACCACTC

ATTTAGTGATTTGGTGATTGGATTT

CTACCACTCTCTCAAAATAAACCTCTAC

AAATTTTTAGAGGGTTTAGTTGGTTTA

CRTACTATAACCTCCTAATCCCTAAAAC

GTTTTTGGTGTYGGTTTAGTAGTTAGATA

ACRAAACTACATCTCCCAAAAAACC

GGGGTTTTTTGGGAGATGTAGTT

CAACCCTAAAAAATTCTAATTACTACCA

表1 针对CpG岛的PCR 引物

注：MTHFR基因和MTR两个基因共3个CpG岛的PCR引物。CBS基因有4个CpG岛，由于同源性非常高，最后放弃

组别

对照组

病例组

P值

OR

(95%CI)

P´值

OR´

(95%CI)

例数

30

30

男/女

18/12

15/15

0.436

0.667(0.240~

1.854)

/

/

年龄/

(岁, x±s)
59.07±7.76

60.53±8.49

0.488

/

/

/

BMI/

(kg/m2, x±s)
23.64±2.27

23.51±2.99

0.848

/

/

/

高血压/

例

16

24

0.028

3.500(1.112~

11.017)

0.035

3.538(1.093~

11.455)

糖尿病/

例

3

2

1.000①

0.643(0.100~

4.153)

/

/

血脂异常/

例

8

13

0.176

2.103(0.711~

6.221)

/

/

吸烟/

例

13

15

0.605

1.308(0.473~

3.615)

/

/

饮酒/

例

7

13

0.100

2.513(0.826~

7.642)

0.115

2.549(0.797~

8.148)

表2 2组人口学特征及临床特点比较

注：①连续性校正；P´、OR´(95%CI)´为Logistic回归分析，仅纳入单因素分析中P≤0.10的变量
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增加 5倍，主要与大动脉粥样硬化和静脉血栓形成有

关，同时，HHcy也通过其它机制影响 IS发病，比如遗

传学和表观遗传学方面，Hcy代谢通路上的基因变异

（MTHFR、CBS、MTR 和 DNMT）增加 HHcy 人群中卒

中发病风险[20]。Hcy或Hcy代谢关键酶甲基化水平改

变会导致脑对缺血性损伤的耐受性发生变化[20]。

本研究呈阴性结果，有可能是由于标本的选取偏

倚。甲基化研究可能选取病变组织更有意义，然而，由

于在脑卒中患者中难以获得脑组织标本，而外周血标

本容易获取和具有更好的实用性，因此，与大多数使用

外周血细胞研究卒中流行病学一样[21]，对于表观遗传

研究，外周血DNA已经包含足够信息[21]。本研究样本

量小也是一个可能影响因素，但本研究只是探索性的

定性研究。最后，也可能二者确实没有相关性。

本研究首次在中国人群中探讨 Hcy 关键酶基因

DNA甲基化与ATS发病风险的关系，而表观遗传机制

是可干预的，本研究结果对于卒中防治提供了一定依

据。本研究未发现MTHFR和MTR基因DNA甲基化

改变与汉族人群ATS的相关性。未来研究需要扩大样

本，或在其他种族人群例如非洲、高加索人群中进行，

需要采用高效率、特异性的新技术如检测全基因组范

围的DNA甲基化的甲基化微阵列芯片和全基因组亚

硫酸氢盐测序。
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