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摘要:目的 探讨 ｐ２１ 活化激酶 ２(ＰＡＫ２)基因变异体 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中风险及预后的关系和机制ꎮ 方法 收集动

脉粥样硬化性脑梗死患者 ７３３ 例、腔隙性脑梗死 ４８８ 例、脑出血 ４３５ 例和健康对照 １ ７２７ 人的资料ꎬ利用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回

归模型分析 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中风险的关系ꎬＣｏｘ 生存回归模型分析 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中预后的关系ꎮ 利用荧光素酶

报告基因实验分析 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 对 ＰＡＫ２ 转录活性的影响ꎮ 结果 与 ｒｓ３６６２ＣＣ 基因型比较ꎬｒｓ３６６２Ａ 与降低动脉粥样

硬化性脑梗死的患病风险相关ꎬ比值比为 ０ ６７(９５％ ＣＩ:０ ４７~ ０ ９５ꎬＰ<０ ０５ꎻ显性遗传模型)ꎬ且主要在男性中相

关ꎮ 平均随访 ４ ５ 年ꎬ携带 ｒｓ３６６２Ａ 的动脉粥样硬化性脑梗死患者发生心脑血管事件和心血管病死亡的风险升高ꎬ
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带者ꎬ但预后不良ꎮ ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 影响 ＰＡＫ２ 表达活性ꎮ
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　 　 卒中(ｓｔｒｏｋｅ)的发病率、致死率和致残率高ꎬ是
危害中国人民健康的“头号杀手” [１]ꎮ 卒中病因复

杂ꎬ受环境因素和遗传因素的共同影响[２￣３]ꎬ在相似

传统危险因素特征的人群中ꎬ卒中的发生风险存在

个体差异ꎮ 血管重塑和血管壁结构异常是卒中的重

要发病机制[４]ꎮ 血管内皮细胞功能异常可诱发动

脉粥样硬化ꎬ导致缺血性卒中ꎬ血管重塑功能缺陷可

诱发微血管瘤ꎬ导致出血性卒中ꎮ 研究表明ꎬｐ２１ 活

化激酶 ２ａ( ｐ２１￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ２ꎬＰＡＫ２)是一种丝

氨酸 /苏氨酸激酶ꎬ在血管结构中表达ꎬ影响血管内

皮细胞的迁移和血管通透性ꎬ调控脑血管发育[５￣６]ꎻ
抑制 ＰＡＫ２ 基因表达时ꎬ可导致斑马鱼发生脑出血

表型[７]ꎮ 然而ꎬＰＡＫ２ 基因与人类卒中的关系ꎬ仍属

未知ꎮ
本研究以初发卒中患者为研究对象ꎬ利用全国

多中心、大规模的病例￣对照队列和前瞻性随访研

究ꎬ分析 ＰＡＫ２ 基因变异体(ｖａｒｉａｎｔｓ)与卒中患病易

感性和预后的关系ꎬ并通过功能学实验探究遗传变

异影响 ＰＡＫ２ 基因表达的分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 试剂及细胞:人胚胎肾细胞系 ＨＥＫ２９３Ｔ(中
国医学科学院基础医学研究所细胞中心ꎬ中国北

京)ꎻｐＭＩＲ￣Ｒｅｐｏｒｔ 荧光素酶报告载体( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司)ꎻ双荧光素酶报告分析系统(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎻ血
液基因组 ＤＮＡ 非柱式提取试剂盒(北京康为世纪

公司)ꎻｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃｓ(吉玛基因公司)ꎻ引物合成

(北京六合华大基因)ꎮ
１ １ ２　 研究对象:卒中病例的入组时间为 ２０００ 年

１２ 月至 ２００１ 年 １２ 月ꎬ来自全国 ７ 家临床中心(北
京、西安、重庆、山东和天津各 １ 个ꎬ武汉 ２ 个) [８]ꎮ
研究获得中国医学科学院阜外医院伦理委员会的批

准(２００６ＣＢ５０３８００)ꎬ所有患者均签署知情同意书ꎮ
本研究包括 １ ６４９ 例初发卒中患者ꎬ年龄 ３０~７４ 岁ꎬ
汉族ꎬ彼此无血缘关系ꎮ 入选患者均经严格的神经系

统检查、计算机断层扫描(ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙꎬ ＣＴ)
或磁共振成像(ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇꎬ ＭＲＩ)确
诊ꎮ 排除标准:１)有脑血管疾病史ꎻ２)其他类型的卒

中:蛛网膜下腔出血、脑动脉瘤型脑出血、短暂性缺血

性卒中发作ꎻ３)既往有风湿性心脏病和房颤的患者ꎻ
４)有恶性肿瘤或严重慢性疾病的患者ꎮ

本研究包括 １ ７２７ 例对照ꎬ来源于社区健康居

民ꎬ无心脑血管疾病史ꎬ按照性别、年龄(不超过±５
岁)、居住地区与卒中患者进行匹配ꎮ

医生采用门诊、电话的方法对卒中患者进行随

访ꎬ每 ２ 年 １ 次ꎬ至 ２００６ 年 ５ 月结束ꎬ平均随访 ４ ５
年ꎮ 随访终点事件主要包括心脑血管事件(卒中再

发和心肌梗死)、心脑血管疾病死亡和全因死亡ꎮ
临床终点事件委员会根据患者的医疗记录确认疾病

诊断ꎬ通过死亡证明或者询问家庭成员、同事获得患

者死亡信息ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 研究对象的分组及处理:卒中患者分为 ３ 类

亚型:动脉粥样硬化性脑梗死 ( ｃｅｒｅｂｒａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ
ｓｔｒｏｋｅ)患者 ７３３ 例、腔隙性脑梗死( ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃ￣
ｔｉｏｎ)患者 ４８８ 例、脑出血( ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ)

３７４



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ ４１(４)

患者 ４３５ 例ꎮ 记录患者的基线资料ꎬ包括年龄、性
别、身高、体质量、血糖、血脂、吸烟、饮酒、糖尿病史、
卒中家族史、高血压史等ꎮ
１ ２ ２　 提取外周血基因组 ＤＮＡ:禁食 １２ ｈ 后采

取外周静脉血ꎮ 用全血基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

提取外周血白细胞基因组 ＤＮＡꎬ样本于－２０ ℃ 冰

箱保存ꎮ
１ ２ ３　 ＰＡＫ２ 基因遗传变异的选择和基因型的检

测:ＰＡＫ２ 基因位于染色体 ３ｑ２９ꎮ 本研究使用生物

信息学软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ ｏｒｇ)
对 ＰＡＫ２ 基因 ３′非翻译区 ( ３′ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ
３′ＵＴＲ)进行序列分析ꎬ发现 ｒｓ３６６２(Ｃ>Ａ)位于 ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡ￣５１１(ｍｉＲ￣５１１)与 ＰＡＫ２ 结合区域ꎬ可能影响

该基因的转录调控和表达ꎮ 利用 Ｓｅｑｕｅｎｏｍ Ｍａｓ￣
ｓＡＲＲＹ ＳＮＰ 技术[９](飞行时间质谱法)检测 ｒｓ３６６２
的基因型ꎮ 正向引物序列: ５′￣ＧＴＣＡＡＣＧＣＧＴＡＴＣ
ＡＴＧＧＣＴＡＴＴＧＡＧＡＴＧＧＴ￣３′ꎬ反向引物序列: ５′￣ＣＧ
ＧＣＡＡＧＣＴＴＴＣＴＡＡＡＡＣＴＧＡＣＴＴＴＴＴＣＡＣＡ￣３′ꎻ 延 伸

引物序列:５′￣ＧＣＣＡＴＡＡＣＴＡＴＣＴＡＧＣＴＴＴＧＡＧ￣３′ꎮ
１ ２ ４　 载体构建与荧光素酶活性的检测:将 ＰＡＫ２
基因 ３′ＵＴＲ 序列插入 ｐＭＩＲ￣Ｒｅｐｏｒｔ 荧光素酶报告载

体ꎬ构建 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ 和 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ａ 质粒ꎮ 将

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞以每孔 １ ２×１０４ 个种于 ９６ 孔细胞培

养板ꎬ每孔体积 １００ μＬꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中

孵育 １２ ｈꎬ待细胞汇合度达到 ８０％ 时ꎬ将 ｐＭＩＲ￣
ｒｓ３６６２Ｃ 和 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ａ 质粒分别与 ｍｉＲ￣５１１ 共转

染入 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ꎮ 实验分组为:１)阴性对照组

ｐＭＩＲ￣Ｒｅｐｏｒｔ 载体ꎬ实验组 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ 和 ｐＭＩＲ￣
ｒｓ３６６２Ａꎻ２)阴性对照组 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ＋ｍｉＲＮＡ￣ＮＣꎬ
实验组 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ＋ｍｉＲＮＡ￣５１１ꎻ３)阴性对照组

ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ａ＋ｍｉＲＮＡ￣ＮＣꎬ实验组 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ａ＋
ｍｉＲＮＡ￣５１１ꎮ

使用双荧光素酶报告分析系统在 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００
Ｐｒｏ 多功能酶标仪上检测萤火虫荧光素酶活性和海

肾荧光素酶活性ꎮ 以海肾荧光素酶活性作为内参ꎬ
计算相对荧光素酶活性( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
ＲＬＵ)ꎬＲＬＵ＝(重组质粒荧光素酶活性－空白对照载

体荧光素酶活性) / (海肾荧光素酶活性－空白对照

载体荧光素酶活性)ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 Ｋ￣Ｓ 法分析数值变量是否符合正态分布ꎬ

满足正态分布的变量用均值±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ采
用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ 检验比较两组间的均数差异ꎬＯｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 法进行多组间的均数比较ꎮ 血浆三酰甘油

浓度为非正态分布ꎬ用中位数(２５ｔｈꎬ７５ｔｈ)表示ꎬ采用

Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验法进行组间比较ꎮ 采用 χ２ 检

验比较分类变量的组间差异ꎮ
采用 χ２ 检验分析 ｒｓ３６６２ 的基因型频率分布是

否符合 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡ꎮ 利用多元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回

归模型分析 ｒｓ３６６２ 与卒中风险的相关性ꎬ并校正传

统危险因素(包括年龄、性别、体重指数、吸烟、饮
酒、血糖、血脂、糖尿病史、卒中家族史、高血压史)ꎮ
用比值比( ｏｄｄｓ ｒａｔｉｏꎬ ＯＲ)和 ９５％可信区间( ｃｏｎｆｉ￣
ｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌꎬ ＣＩ)表示相对危险度ꎮ 利用多元 Ｃｏｘ
生存回归模型分析 ｒｓ３６６２ 与心脑血管事件风险、
卒中后心血管死亡风险、全因死亡风险的相关性ꎬ
并校正上述传统危险因素ꎮ 用风险比 ( ｈａｚａｒｄｓ
ｒａｔｉｏꎬ ＨＲ)和 ９５％ ＣＩ 表示相对危险度ꎮ 使用 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ ０( ＳＰＳＳ ＩｎｃꎬＣｈｉｃａｇｏꎬＵＳＡ) 进行数据

分析ꎮ

２　 结果

２ １　 研究对象的临床特征

本研究包括 １ ６４９ 例卒中患者和 １ ７２７ 例健康

对照人群ꎮ 与对照组比较ꎬ卒中患者常常同时伴有

高血压、糖尿病、冠心病以及卒中家族史ꎬ具有高水

平的血糖、总胆固醇和三酰甘油以及低水平的高密

度脂蛋白胆固醇ꎬ并常伴有不健康的生活方式(如
吸烟、饮酒)(表 １)ꎮ
２ ２　 ＰＡＫ２ 基因遗传变异 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中患病

风险的关系

ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 的基因型频率在卒中病例组和对照

组人 群 中 的 分 布 均 符 合 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平 衡ꎮ
ｒｓ３６６２Ａ 等位基因与降低动脉粥样硬化性脑梗死的

患病风险相关ꎬ加性遗传模型 ＯＲ 为 ０ ７２(９５％ ＣＩ:
０ ５３~０ ９９ꎬＰ < ０ ０５)ꎬ显性遗传模型 ＯＲ 为 ０ ６７
(９５％ ＣＩ:０ ４７ ~ ０ ９５ꎬＰ<０ ０５) (表 ２)ꎮ ｒｓ３６６２ 与

卒中风险的关系有性别差异ꎮ ｒｓ３６６２ Ａ 等位基因主

要与降低男性动脉粥样硬化性脑梗死的患病风险显

著相关ꎬ 加性遗传模型 ＯＲ 为 ０ ５４(９５％ ＣＩ:０ ３４ ~
０ ８５ꎬＰ<０ ０１)ꎬ显性遗传模型 ＯＲ 为 ０ ５０(９５％ ＣＩ:
０ ３１~０ ８３ꎬＰ<０ ０１)(表 ３)ꎮ
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司斌　 ｐ２１ 活化激酶 ２ 基因变异体 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中风险和预后的关系及其对转录活性的影响

表 １　 卒中患者和对照组的临床资料特征比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ ｃａｓｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ(ｘ±ｓ)

ｖａｒｉａｂｌｅｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ
(ｎ＝ １ ７２７)

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅ
(ｎ＝ ７３３)

ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
(ｎ＝ ４８１)

ＩＣＨ
(ｎ＝ ４３５)

ａｇｅ / ｙｅａｒ ５９ ６±８ ５ ６１ ３±９ ３＃＃ ６０ ８±８ ５＃ ５８ ０±９ ７＃＃

ｍａｌｅ[ｎ(％)] ９９０(５７ ３) ４６３(６３ ２) ＃＃ ３００(６２ ４) ＃ ２６９(６１ ８)

ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ / (ｋｇ / ｍ２) ２４ ２±３ ３ ２４ ４±３ ５ ２４ ５±３ ２ ２４ ０±３ ５

ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ / ｍｍＨｇ １２９±１７ １４７±２３＃＃ １４３±２０＃＃ １５２±２３＃＃

ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ / ｍｍＨｇ ８０±１０ ８７±１３＃＃ ８６±１２＃＃ ９２±１３＃＃

ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｌｕｃｏｓｅ / (ｍｍｏｌ / Ｌ) ５ ７±１ ８ ６ ６±３ １＃＃ ６ １±２ ８＃＃ ６ ７±３ ８＃＃

ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ / (ｍｍｏｌ / Ｌ) ５ ２±１ ３ ５ １±１ ４ ５ ０±１ １ ４ ７±１ ２＃＃

ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ / (ｍｍｏｌ / Ｌ)∗ １ ３(０ ９－１ ９) １ ７(１ ２－２ ３) １ ７(１ ２－２ ３) １ ３(０ ９－２ ０)

ＨＤＬ￣Ｃ / (ｍｍｏｌ / Ｌ) １ ４±０ ４ １ ２±０ ５＃＃ １ ３±０ ５＃＃ １ ３±０ ５＃＃

ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｉｎｇ[ｎ(％)]

　 ｎｅｖｅｒ １ ０９３(６３ ３) ３５８(４８ ８) ＃＃ ２６７(５５ ５) ＃＃ ２２５(５１ ７) ＃＃

　 ｆｏｒｍｅｒ ２１８(１２ ６) １６５(２２ ５) ＃＃ ９５(１９ ５) ＃＃ ９５(２１ ５) ＃＃

　 ｃｕｒｒｅｎｔ ４１６(２４ １) ２１０(２８ ６) ＃＃ １２１(２５ ２) １１６(２６ ７) ＃

ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎｔａｋｅ[ｎ(％)] ５３０(３０ ７) ２８１(３８ ３) ＃＃ １６０(３３ ３) １７８(４０ ９) ＃＃

ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｆａｍｉｌｙ ｓｔｒｏｋｅ[ｎ(％)] ４１３(２３ ９) ２３２(３１ ７) ＃＃ １３９(２８ ９) ＃ １３７(３１ ５) ＃＃

ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ[ｎ(％)] ４５７(２６ ５) ４７４(６４ ７) ＃＃ ２８５(５９ ３) ＃＃ ２８２(６４ ８) ＃＃

ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ[ｎ(％)] ８９(５ ２) １２２(１６ ６) ＃＃ ６１(１２ ７) ＃＃ ２４(５ ５)

ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ＣＨＤ[ｎ(％)] ２１０(１２ ２) １５３(２０ ９) ＃＃ ５８(１２ １) ４３(９ ９)

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ ＨＤＬ￣Ｃꎬ ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎻ ＣＨＤ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ＩＣＨ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅꎻ ∗ ＴＧꎬ ｍｅｄｉａｎ(２５ｔｈꎬ ７５ｔｈ )ꎻ
＃Ｐ<０ ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０ ０１ꎬ ｓｔｒｏｋｅ ｃａｓｅｓ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ３ ｓｕｂｔｙｐｅｓ: ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅꎬ ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＩＣＨ) ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ １ ｍｍＨｇ
＝ ０ １３３ ｋＰａ.

表 ２　 ＰＡＫ２ 基因变异体 ｒｓ３６６２ 与卒中患病风险的相关性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖａｒｉａｎｔ ｒｓ３６６２ ａｔ ＰＡＫ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ

ｒｓ３６６２(Ｃ>Ａ)
ａｌｌｅｌｅ / ％

Ａ

ｇｅｎｏｔｙｐｅ[ｎ(％)]

ＣＣ ＣＡ ＡＡ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ(ｎ＝ １ ７２７) ５ ６％ １ ５４６(８９ ５％) １６７(９ ７％) １４(０ ８％)

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅ(ｎ＝ ７３３) ４ ６％ ６７２(９１ ７％) ５４(７ ３％) ７(１ ０％)

ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ４８１) ５ ４％ ４４１(９０ ０％) ４４(９ ２％) ４(０ ８％)

ＩＣＨ(ｎ＝ ４３５) ６ ３％ ３８５(８８ ５％) ４５(１０ ３％) ５(１ ２％)

ｒｓ３６６２(Ｃ>Ａ)
ａｄｄｉｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ(ＣＣ ｖｓ ＣＡ ｖｓ ＡＡ) Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ(ＣＡ＋ＡＡ ｖｓ ＣＣ)

ＯＲ(９５％ ＣＩ)∗ ａｄｊｕｓｔｅｄ ＯＲ(９５％ ＣＩ)∗ ＯＲ(９５％ ＣＩ)∗ Ａｄｊｕｓｔｅｄ ＯＲ(９５％ ＣＩ)∗

ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ(ｎ＝ １ ７２７) １ ００ １ ００ １ ００ １ ００

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅ(ｎ＝ ７３３) ０ ８３(０ ６３－１ ０９) ０ ７２(０ ５３－０ ９９) ＃ ０ ７８(０ ５７－１ ０５) ０ ６７(０ ４７－０ ９５) ＃

ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ４８１) ０ ９６(０ ７１－１ ３０) １ ０５(０ ７６－１ ４５) ０ ９５(０ ６８－１ ３２) １ ０４(０ ７３－１ ４９)

ＩＣＨ(ｎ＝ ４３５) １ １２(０ ８３－１ ５０) １ ３３(０ ９４－１ ８８) １ １１(０ ８０－１ ５５) １ ２９(０ ８７－１ ９１)

ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ ＩＣＨꎬ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅꎻ ＯＲ ｏｄｄｓ ｒａｔｉｏꎻ ＣＩ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌꎻ ∗ＯＲ(９５％ ＣＩ) ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ
ａｄｊｕｓｔｅｄ ＯＲ(９５％ ＣＩ) ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｆｏｒ ａｇｅꎬ ｓｅｘꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ｓｅｒｕｍ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｌｉｐｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅｓꎬ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｉｎｇꎬ ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎ￣
ｔａｋｅꎬ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓꎻ ＃Ｐ<０ ０５ꎬ ｓｔｒｏｋｅ ｃａｓｅｓ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ３ ｓｕｂｔｙｐｅｓ: ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅꎬ ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＩＣＨ) ｖｅｒｓｕｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
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表 ３　 ＰＡＫ２ 基因变异 ｒｓ３６６２ 与卒中患病风险的性别差异

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｘ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖａｒｉａｎｔ ｒｓ３６６２ ａｔ ＰＡＫ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ

ｒｓ３６６２(Ｃ>Ａ)
ｇｅｎｏｔｙｐｅ[ｎ(％)]

ａｄｄｉｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ
(ＣＣ ｖｓ ＣＡ ｖｓ ＡＡ)

ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ
(ＣＡ＋ＡＡ ｖｓ ＣＣ)

Ａ / ％ ＣＣ ＣＡ ＡＡ Ｐ∗ ａｄｊｕｓｔｅｄ ＯＲ(９５％ ＣＩ) ＃ ａｄｊｕｓｔｅｄ ＯＲ(９５％ ＣＩ) ＃

ｍｅｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ(ｎ＝ ９９０) ５ ５ ８８８(８９ ７) 　 ９５(９ ６) ７(０ ７) １ ００ １ ００

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅ(ｎ＝ ４６３) ３ １ ４３６(９４ ２) 　 ２５(５ ４) ２(０ ４) ０ ０２ 　 ０ ５４(０ ３４－０ ８５) ＃＃ 　 　 ０ ５０(０ ３１－０ ８３) ＃＃

ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ３００) ６ ０ ２６５(８８ ３) 　 ３４(１１ ２) １(０ ５) ０ ５３ 　 １ ２０(０ ８０－１ ８１) 　 　 １ ２６(０ ８１－１ ９６)

ＩＣＨ(ｎ＝ ２６９) ６ ３ ２３７(８８ １) 　 ３０(１１ ２) ２(０ ７) ０ ７５ 　 １ １６(０ ７３－１ ８６) 　 　 １ １６(０ ６９－１ ９４)

ｗｏｍｅｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ(ｎ＝ ７３７) ５ ８ ６５８(８９ ３) 　 ７２(９ ８) ７(０ ９) １ ００ １ ００

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅ(ｎ＝ ２７０) ７ ２ ２３６(８７ ４) 　 ２９(１０ ７) ５(１ ９) ０ ４５ 　 ０ ９７(０ ６２－１ ５３) 　 　 ０ ９１(０ ５４－１ ５４)

ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ(ｎ＝ １８１) ４ ４ １６８(９２ ８) 　 １０(５ ５) ３(１ ７) ０ １５ 　 ０ ８５(０ ５０－１ ４７) 　 　 ０ ７３(０ ３８－１ ３８)

ＩＣＨ(ｎ＝ １６６) ６ ３ １４８(８９ １) 　 １５(９ ０) ３(１ ７) ０ ６１ 　 １ ４９(０ ８９－２ ５０) 　 　 １ ４２(０ ７８－２ ６０)

ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ ＩＣＨꎬ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅꎻ ＯＲꎬ ｏｄｄｓ ｒａｔｉｏꎻ ＣＩꎬ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌꎻ ∗Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ χ２ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｒｏｋｅ ｃａｓｅｓ ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓꎻ ＃ａｄｊｕｓｔｅｄ ＯＲ(９５％ ＣＩ) ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ａｄｊｕｓｔｉｎｇ
ｆｏｒ ａｇｅꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ｌｉｐｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅｓꎬ ｓｅｒｕｍ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｉｎｇꎬ ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎｔａｋｅꎬ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓꎻ
＃＃Ｐ<０ ０１ꎬ ｓｔｒｏｋｅ ｃａｓｅｓ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ３ ｓｕｂｔｙｐｅｓ: ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅꎬ ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＩＣＨ) ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２ ３　 ＰＡＫ２ 基因遗传变异 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中患者

预后的关系

卒中患者的平均随访时间为 ４ ５ 年(范围为

０ １~６ ０ 年)ꎬ随访过程中 ８２ 例(５ ０％)因居住地

变迁而失访ꎬ随访率 ９５％ꎮ 共有 ３７１ 例患者发生心

脑血管事件ꎬ２９０ 例死亡ꎬ其中 １６１ 例为心血管病死

亡ꎮ 在 动 脉 粥 样 硬 化 性 脑 梗 死 患 者 中ꎬ 携 带

ｒｓ３６６２Ａ 等位基因的患者发生心脑血管事件的风险

显著升高 ( ＨＲ: １ ８４ꎬ ９５％ ＣＩ: １ １６ ~ ２ ９２ꎻ Ｐ <
０ ０５)ꎬ以及心血管死亡风险显著升高(ＨＲ:２ ０６ꎬ
９５％ ＣＩ:１ ０５~４ ０４ꎻ Ｐ<０ ０５)(表 ４)ꎮ
２ ４　 ＰＡＫ２ 基因遗传变异 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 对 ＰＡＫ２ 转

录活性的影响

对 ＰＡＫ２ 基因 ３′ＵＴＲ 序列进行生物信息学预测

分析ꎬ发现 ｒｓ３６６２Ｃ 位于 ｍｉＲ￣５１１ 与 ＰＡＫ２ 基因结

合的种子序列内ꎬＣ 等位基因变为 Ａ 等位基因时ꎬ
ｍｉＲ￣５１１ 与 ＰＡＫ２ 基因的结合能力消失(图 １)ꎮ

将报告基因质粒 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ (野生型) 和

ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ａ(突变型)分别与 ｍｉＲ￣５１１ 共转染入

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ꎬ检测荧光素酶活性ꎮ ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ
促进 ｍｉＲ￣５１１ 与 ＰＡＫ２ 基因 ３′ＵＴＲ 结合ꎬ显著降低

荧光素酶的表达活性达 ７９％(Ｐ<０ ０１)ꎻ而 ｐＭＩＲ￣

ｒｓ３６６２Ａ 为功能缺失型变异ꎬ对荧光素酶的表达活

性无显著影响ꎻ在未转染 ｍｉＲ￣５１１ 时ꎬｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ
和 ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ａ 的荧光素酶表达活性差异无统计

学意义(图 ２)ꎮ

３　 讨论

ＰＡＫ２ 是小 Ｇ 蛋白 Ｒｈｏ 家族中三磷酸鸟苷

(ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＧＴＰ)的效应物ꎬ参与细胞

增殖和凋亡功能[１０￣１１] ꎮ ＰＡＫ２ 基因在脑血管高表

达ꎬ在血管发育和成熟过程中发挥重要作用ꎬ维护

血管的稳定性、通透性和完整性[５￣６] ꎮ ＰＡＫ２ 突变

可诱发斑马鱼脑出血[７] ꎮ 此外ꎬ动脉粥样硬化斑

块内的新生血管丰富ꎬ这些微血管易破损、易渗

漏ꎬ可促进斑块的不稳定进展ꎬ导致缺血性卒

中[１２￣１３] ꎮ 本研究通过全国多中心卒中病例￣对照研

究ꎬ首次发现 ＰＡＫ２ 基因遗传变异 ｒｓ３６６２Ａ 的携带

者患动脉粥样硬化性脑梗死的风险低于 ｒｓ３６６２ＣＣ
基因型携带者ꎬ但发生心脑血管事件和心血管死

亡的风险升高ꎮ 分子机制研究显示 ｒｓ３６６２ 影响

ＰＡＫ２ 基因的表达活性ꎮ
ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞是人源肾上皮细胞系ꎬ培养繁殖

速度快、转染效率高ꎬ是研究外源性重组质粒功能的

６７４



司斌　 ｐ２１ 活化激酶 ２ 基因变异体 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒中风险和预后的关系及其对转录活性的影响

表 ４　 ＰＡＫ２ 基因变异 ｒｓ３６６２ 与卒中患者心血管事件和死亡风险之间的关系

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖａｒｉａｎｔ ｒｓ３６６２ ａｔ ＰＡＫ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ＣＶＤ ｅｖｅｎｔｓ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ ｓｔｒｏｋｅ ｃａｓｅｓ

ｒｓ３６６２(Ｃ>Ａ)
ＣＶＤ ｅｖｅｎｔｓ ＣＶＤ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｌｌ￣ｃａｕｓｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＣＣ(ｒｅｆ ) ＣＡ＋ＡＡ Ｐ ＣＣ(ｒｅｆ ) ＣＡ＋ＡＡ Ｐ ＣＣ(ｒｅｆ ) ＣＡ＋ＡＡ Ｐ

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｓｔｒｏｋｅ

　 ｅｎｄ￣ｐｏｉｎｔｓ(ｎ) １３０ ２２ ５５ １０ １２１ １７

　 ｐｅｒｓｏｎ￣ｙｅａｒｓ ２ ９１４ ９ ２５９ ５ ２ ９２３ １ ２５８ ３ ２ ８０５ ５ ２３９ ２

　 ａｄｊｕｓｔｅｄ ＨＲ(９５％ ＣＩ)∗ １ ００ １ ８４(１ １６－２ ９２) ０ ０１ １ ００ ２ ０６(１ ０５－４ ０４) ０ ０４ １ ００ １ ６０(０ ９６－２ ６６) ０ ０７

ｌａｃｕｎａｒ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

　 ｅｎｄ￣ｐｏｉｎｔｓ(ｎ) ９９ １３ ２７ ０ ４９ ３

　 ｐｅｒｓｏｎ￣ｙｅａｒｓ １ ８６８ ７ ２０９ ２ １ ９０５ ０ ２２１ ０ １ ８６５ ２ ２１５ ５

　 ａｄｊｕｓｔｅｄ ＨＲ(９５％ ＣＩ)∗ １ ００ １ １２(０ ６１－２ ０４) ０ ７３ １ ００ ＮＡ １ ００ ０ ６３(０ １９－２ ０２) ０ ４３

ＩＣＨ

　 ｅｎｄ￣ｐｏｉｎｔｓ(ｎ) ９８ １１ ６２ ７ ８８ １２

　 ｐｅｒｓｏｎ￣ｙｅａｒｓ １ ６６５ １ ２１１ ０ １ ６０５ ７ ２１３ ８ １ ５４９ ７ ２０５ ８

　 ａｄｊｕｓｔｅｄ ＨＲ(９５％ ＣＩ)∗ １ ００ １ ０３(０ ５５－１ ９４) ０ ９２ １ ００ ０ ９３(０ ４２－２ ０６) ０ ８６ １ ００ １ ０９(０ ５９－２ ００) ０ ７８

ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ ＣＶＤꎬ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ＩＣＨ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅꎻ ＨＲ ｈａｚａｒｄｓ ｒａｔｉｏꎻ ＣＩ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌꎻ ∗ａｄｊｕｓｔｅｄ ＨＲ(９５％ ＣＩ) ａｎｄ Ｐ
ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｏｘ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｆｏｒ ａｇｅꎬ ｓｅｘꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｉｎｇꎬ ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎｔａｋｅꎬ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｒｙ
ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ.

Ｔｈｅ ｖａｒｉａｎｔ ｒｓ３６６２ ｉｓ ａｎ Ｃ ｔｏ Ａ ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｂｙ ｒｅｄ ｃｏｌｏｒ ｆｏｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ
图 １　 遗传变异 ｒｓ３６６２ 位于 ｍｉＲ￣５１１ 与 ＰＡＫ２ 基因

　 　 ３′ＵＴＲ 序列的结合区域

Ｆｉｇ １　 Ｖａｒｉａｎｔ ｒｓ３６６２ ｏｃｃｕｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ
　 　 　 ｆｏｒ ｍｉＲ￣５１１ ｉｎ ｔｈｅ ３′￣ＵＴＲ ｏｆ ＰＡＫ２ ｇｅｎｅ

常用工具细胞系ꎬ可高效稳定的表达外源性融合蛋

白[１４]ꎮ 本研究利用 ｐＭＩＲ￣Ｒｅｐｏｒｔ 荧光素酶报告基因

实验ꎬ体外转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ꎬ检测荧光素酶活性ꎬ
发现 ＰＡＫ２ 表达受到 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 调节ꎮ ｒｓ３６６２Ｃ 位

于 ｍｉＲ￣５１１ 与 ＰＡＫ２ 基因 ３′￣ＵＴＲ 结合的种子序列ꎬ
可通过 ｍｉＲ￣５１１ 促进 ＰＡＫ２ 降解ꎬ显著降低该基因

的表达活性ꎮ ｒｓ３６６２Ｃ 变为 ｒｓ３６６２Ａ 时ꎬｍｉＲ￣５１１ 与

ＰＡＫ２ 不结合ꎬ可维持 ＰＡＫ２ 表达ꎬ有助于血管稳定ꎮ
该分子机制可在一定程度上解释 ｒｓ３６６２Ａ 携带者患

动脉粥样硬化性脑梗死的风险低于 ｒｓ３６６２ＣＣ 基因

型携带者ꎮ 然而ꎬｒｓ３６６２ 与卒中风险的性别差异ꎬ尚
需要进一步阐明性激素的作用机制ꎮ

Ｔｈｅ Ｃ￣ａｌｌｅｌｅ ｏｆ ｒｓ３６６２ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐＭＩＲ￣ｒｓ３６６２Ｃ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣５１１ ｉｎ

ＨＥＫ２９３Ｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎻ ∗ Ｐ < ０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐＭＩＲ￣
ｒｓ３６６２Ｃ＋ＮＣ

图 ２　 遗传变异 ｒｓ３６６２ Ｃ>Ａ 对 ｍｉＲ￣５１１ 调控

　 　 ＰＡＫ２ 基因转录活性的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ ｏｎ ｔｈｅ ＰＡＫ２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

　 　 　 ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲ￣５１１(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ ４１(４)

　 　 本研究结果显示 ＰＡＫ２ 与卒中预后相关ꎬ这反

映了 ＰＡＫ２ 基因在心血管功能中的复杂作用ꎮ 研究

发现ꎬＰＡＫ２ 调节血管生成因子的形成ꎬ通过激活

ＭＡＰＫ / ＥＲＫ 信号通路ꎬ促进血管内皮细胞增殖、迁
移、细胞间黏连以及血管生成ꎬ影响新生血管的完整

性[１５]ꎬ这不利于卒中后缺血梗死区域的侧枝循环形

成和恢复ꎮ 目前ꎬ需要更多的流行病学证据和生物

学研究来阐明 ＰＡＫ２ 在心脑血管疾病及其死亡中的

作用ꎮ

本研究存在以下局限性:第一ꎬｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与卒

中风险及其预后之间的关系有待于在其他独立的人

群队列中进行验证ꎻ第二ꎬ尚未完全阐明 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ
影响 ＰＡＫ２ 基因表达的分子机制及其在心脑血管病

理生理过程中发挥的作用ꎮ
综上所述ꎬＰＡＫ２ 基因遗传变异 ｒｓ３６６２Ｃ>Ａ 与

动脉粥样硬化性脑梗死的患病风险以及预后风险相

关ꎬ本研究将有助于识别具有卒中高风险的个体并

进行心脑血管疾病的预警ꎮ
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