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摘要：目的 探讨 P47phox基因第 4外显子 G338A（Arg90His）和 G457A（Thr129Thr）多态性与湖南省汉族人

群脑梗死的相关性。方法 采用 PCR-单链构象多态技术和 DNA直接测序法检测湖南省汉族人群散发性脑

梗死患者 110 例、10 个脑梗死家系成员 110 例及 100 例健康对照组的 P47phox 基因第 4 外显子 G338A 和

G457A多态性。酶法测定总胆固醇（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），免疫比浊法测定 apoA-I及 apoB100，ELISA法测定 Lp（a）血清水平。结果 p47phox基因第 4外显

子 G338A多态存在 GG、GA和 AA 3种基因型，脑梗死组及其各亚型组 G338A多态 A等位基因频率分布与对

照组比较，差异均有统计学意义（ <0.01）；G457A多态存在 GG和 GA两种基因型，脑梗死组及其各亚型组

G457A多态基因频率分布与对照组比较，差异无统计学意义（ >0.05）；脑梗死组及其各亚型组血清 TC、TG、

LDL-c及 Lp（a）水平明显高于对照组，差异有统计学意义（ <0.01）；组内不同基因型间血脂、脂蛋白水平与对

照组比较，差异无统计学意义（ >0.05）。结论 p47phox基因 G338A多态 A等位基因可能是脑梗死，特别是有高

血压病性和糖尿病性脑梗死患者的一个危险因素；G457A多态可能与脑梗死的发病无关。p47phox基因 G338A

和 G457A多态性与血脂代谢可能有关。
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Study of the Relationship between the Polymorphisms
of P47phox Gene Exon 4 and Cerebral Infarction

in Hunan Han Population鄢
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Abstract:【Objective】 To investigate the relationship between polymorphisms of G338A (Arg90His) and
G457A (Thr129Thr) of p47phox gene exon 4 and cerebral infarction in Hunan Han population.【Methods】The
G338A and G457A polymorphisms of p47phox gene exon 4 in 110 patients with cerebral infarction(CI), 100 sex
and age -matched healthy controls, and 10 CI pedigrees from Hunan Han population were determined by
PCR-single strand conformation polymorphism analysis and DNA sequencing. The TC, TG, HDL-C and LDL-
C were tested using enzymatic method, apoA -I and apoB100 were measured with immunoturbidimetry, and
Plasma lipid levels were measured by ELISA method. 【Results】 Three gene types, GG, GA and AA were
found in the G338A polymorphism site of p47phox gene exon 4. Statistically significant differences were found
in the frequencies of A allele of G338A polymorphism between the CI groups and the control group ( <0.01).
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缺血性脑卒中已成为严重威胁人类健康的常见

病和多发病，遗传因素在其发病过程中发挥着重要

的作用[1]。P47phox是 NAD（P）H氧化酶一个重要的亚

基，在诱导 NAD（P）H氧化酶活化，产生活性氧（re-

active oxygen species，ROS）的过程中发挥重要作用
[2]，而活性氧是缺血性脑卒中、高血压等血管性疾病

发病的危险因素[3-8]。P47phox基因的编码区存在多种

遗传多态位点，其中位于第 4外显子的 G338A（Arg

90His）和 G457A（Thr129Thr）多态性与 ROS的产生

密切相关。本研究采用 PCR-单链构象多态技术和

DNA 直接测序法检测湖南省汉族散发性脑梗死患

者、脑梗死家系成员及正常人群的 P47phox基因第 4

外显子 G338A和 G457A多态性，从而探讨其与脑梗

死的相关性及对血脂代谢的影响。

1 资料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 正常对照组 无血缘关系的正常健康人共

100例，其中男 54例，女 46例。最大年龄 75岁，最

小年龄 21岁，平均（56.3±13.2）岁。均为湖南省第二

人民医院健康体检人员，病史询问无脑卒中家族史，

无肝、肾、血液病、自身免疫性疾病和甲状腺病史。

1.1.2 散发性脑梗死组 无家族聚集现象的散发性

脑梗死患者共 110例，男 63例，女 47例。最大年龄

86岁，最小年龄 32岁，平均（57.2±13.5）岁。其中脑

血栓形成组（cerebral thrombosis，CT）及腔隙性脑梗

死组（lacunar infarction，LI）分别为 77例和 33例；有

高血压的脑梗死组（HBP+CI）及无高血压的脑梗死

组（非 HBP+CI）分别为 78 和 32 例；有糖尿病的脑

梗死组（DM+CI）及无糖尿病的脑梗死组（非 DM+CI）

分别为 10和 100例。均为湖南省第二人民医院神经

内科 2012年 6月～2014年 1 月住院和门诊患者。

所有病例均符合 1995年全国第四次脑血管疾病学

术会议修订的诊断标准[9]，经头颅 CT或 MRI 确诊。

不包括心源性、动脉炎、外伤、血液病、药物、肿瘤、脑

血管畸形或动脉瘤等引起的脑卒中；排除患有严重肝

肾疾病、甲状腺疾病、血液病和最近 3个月服用雌激

素患者，近 2周均未服用降血脂药和抗凝药。

1.1.3 脑梗死家系组 收集 10个脑梗死家系共包

括成员 110例，先证者为湖南省第二人民医院神经

内科 2012年 6月～2014年 1月住院和门诊，男 61

例，女 49例，最大年龄 78岁，最小年龄 15岁，平均

（55.4±12.6）岁。其中患病者 42例，未患病者 68例。

1.2 方法

①人基因组 DNA样品的制备：抽取研究对象外

周静脉血 4 ml，肝素抗凝，用常规酚 /氯仿抽提法提

取 DNA。②P47phox基因型检测：扩增 P47phox基因第 4

外显子的引物经 Primer Premier 5.0软件设计，所得

引物序列为：正向引物：5'-TCCCAAGTGGTTTGACG

G-3'；反向引物:5'-CCTCCTCTTTCTGGCTGTG-3'。反

应在 PE4800型 PCR仪上进行，反应条件为：94℃预

变性 5 min，93℃变性 40 s，56℃复性 30 s，72℃延伸

1 min，30个循环后，72℃充分延伸 10 min，反应管冷

却至 4℃。③单链构象多态（SSCP）分析：取 4μl

PCR产物经 8％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测产

物，如特异性好，则将 PCR 产物加等量 2×变性载

样缓冲液，混合后 95℃变性 10 min，然后立即置冰

上 5 min，取 8μl上样于含 5％甘油的 8％49∶1的

中性聚丙烯酰胺凝胶中，160 V电压 4℃电泳 10 h，

电泳结束后采用银染法染色并拍照。选取中性聚丙

烯酰胺凝胶电泳中有异常泳带的阳性样本进行正反

向测序。测序结果在 GenBank和 SNP数据库中进行

比较分析。④血脂和脂蛋白的测定：采用氧化酶法测

定甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、高密度脂蛋白

（HDL）和低密度脂蛋白（LDL）；免疫比浊法测定载

脂蛋白 A-I（apoA-I）及载脂蛋白 B100（apoB100）；

ELISA法测定血清脂蛋白 a[Lp（a）]水平。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件进行数据分析，所有资

料在 Dbase软件中建立数据库，等位基因频率 =（2×

Two gene types, GG and GA were found in the G457A polymorphism site of p47phox gene exon 4. No statisti原
cally significant differences were found in the frequencies of genotypes and alleles of G457A polymorphism
between the CI groups and the control group ( >0.05). The serum levels of TC, TG, LDL-c and Lp (a) of
the CI groups were markedly higher than the control group ( <0.01).【Conclusions】A allele in G338A poly原
morphism of p47phox gene exon 4 of may be one of the risk factors of CI patients, especially the CI patients
accompanied with hypertension or diabetes. The gene G457A is probably not related with the onset of CI. The
G338A and G457A polymorphisms of p47phox gene are probably associated with plasma lipid metabolism.

Key words: cerebral infarction; p47phox; exon 4; gene polymorphism; plasma lipid
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表 1 脑梗死组和对照组临床资料比较

组别 例数 年龄 /（岁，x±s） 男 /女 /例 体重指数 /
（x±s）

吸烟人数
[例（%）]

饮酒人数
[例（%）]

高血压病史
[例（%）]

糖尿病病史
[例（%）]

脑梗死组 110 57.2±13.5 63/47 25.1±3.3 8.1（9） 9.1（10） 70.9（78）覮 9.1（10）覮

脑梗死家系组 110 55.4±12.6 61/49 24.1±3.5 8.1（9） 7.3（8） 69.1（76）覮 9.1（10）覮

对照组 100 56.3±13.2 54/46 23.8±2.3 7.0（7） 7.0（7） 4.0（4） 2.0（2）

注：覮与对照组比较， <0.01
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纯合子 +杂合子）/（2×受检人数），基因型频率和等

位基因频率的差异用χ2检验或有关校正方法。按

Hardy-Weinberg平衡法检验样本的群体代表性。组

间血脂比较用 检验，不同基因型亚组间血脂比较用

ANOVA方差分析及 LSD- 检验， <0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 脑梗死组和对照组的临床特点

脑梗死组、脑梗死家系组中有高血压病史、糖尿

病病史者高于对照组（ <0.01），脑梗死组和脑梗死

家系组间差异无统计学意义（ >0.05）；3组在年龄、

性别构成、体重指数、吸烟及饮酒史差异无统计学意

义（ >0.05）（见表 1）。

2.2 P47phox基因第 4外显子 G338A多态性分析

P47phox基因第 4 外显子 G338A 有 3 种不同的

电泳图谱，经测序后证实分别为 GG，GA和 AA 3种

基因型（见图 1～3）。

2.3 P47phox基因第 4外显子 G457A多态性分析

P47phox基因第 4 外显子 G457A 有两种不同的

电泳图谱，经测序后证实分别为 GG和 GA两种基

因型（见图 4～5）。

2.4 P47phox基因 G338A多态分布

脑梗死组与对照组基因型及等位基因频率分布

图 1 G338A（Arg90His）GG基因型反向测序图 （箭头所指）

图 2 G338A（Arg90His）GA基因型反向测序图 （箭头所指）

图 3 G338A（Arg90His）AA基因型反向测序图（箭头所指）
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表 2 脑梗死组亚型间 p47phox基因 4号外显子 G338A（Arg90His）多态分布

组别 例数
基因型 /例（%） 等位基因 /例（%）

GG G A

脑梗死组 110

CT组 77 55（71.4） 22（28.6） 0.838 0.162覮

LI组 33 24（72.7） 9（27.3） 0.864 0.136

HBP+CI组 78 51（65.4） 27（34.6） 0.628 0.372覮

非 HBP+CI组 32 28（87.5） 4（12.5） 0.844 0.156

DM+CI组 10 7（70.0） 3（30.0） 0.750 0.250覮

非 DM+CI组 100 71（72.0） 28（28.0） 0.855 0.145

脑梗死家系组 110

患病组 39 29（74.4） 10（25.6） 0.847 0.153覮

未患病组 71 60（84.5） 9（15.5） 0.897 0.103覮

对照组 100 89（89.0） 11（11.0） 0.935 0.065

GA+AA

注：CT组：脑血栓形成组；LI组：腔隙性脑梗死组；HBP+CI组：有高血压的脑梗死组；非 HBP+CI组：无高血压的脑梗死组；DM+CI组：有糖

尿病的脑梗死组；非 DM+CI组：无糖尿病的脑梗死组；覮与对照组比较， <0.01

均符合 Hardy-Weinberg平衡检验（ >0.05）。脑梗死

组及其各亚型组、脑梗死家系组中患病与未患病与

对照组 G338A多态 A等位基因频率分布比较，差异

均有统计学意义（ <0.01）（见表 2）。

2.5 P47phox基因 G457A多态分布

脑梗死组与对照组基因型及等位基因频率分布

均符合 Hardy-Weinberg平衡检验（ >0.05）。脑梗死

组及其两组各自亚型组与对照组 G457A多态基因

频率分布比较，差异无统计学意义（ >0.05）（见表

3）。

2.6 P47phox基因 G338A和 G457A多态对血脂、脂

蛋白水平的影响

脑梗死组血清 TC、TG、LDL-c 及 Lp（a）水平明

显高于对照组，其差异有统计学意义（ <0.01）；组

内不同基因型间血脂、脂蛋白水平与对照组比较，其

差异无统计学意义（ >0.05）。见表 4~5。
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图 5 G457A（Thr129Thr）GA基因型反向测序图（箭头所指）

图 4 G457A（Thr129Thr）GG基因型反向测序图（箭头所指）
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表 4 脑梗死组 p47phox基因 G338A（Arg90His）不同等位基因对血脂和脂蛋白水平的影响 （x±s）

组别 基因型 /例 TC/（mmol/L） TG/（mmol/L） HDL-C/（mmol/L） LDL-C/（mmol/L） ApoAI/（g/L） apoB100/（g/L） LP（a）/（g/L）

脑梗死组 GG（79） 4.83±1.06覮 1.67±0.73覮 1.17±0.35 2.73±0.91覮 1.02±0.35 1.06±0.34 0.23±0.16覮

GA或 AA（31） 4.95±0.96覮 1.74±0.87覮 1.06±0.41 2.87±0.81覮 1.12±0.34 1.15±0.27 0.31±0.18覮

合计 110 4.90±1.01覮 1.70±0.83覮 1.13±0.31 2.79±0.75覮 1.05±0.25 1.13±0.21 0.27±0.21覮

对照组 GG（89） 4.28±0.91 1.33±0.63 1.25±0.39 2.31±0.67 1.01±0.33 0.92±0.31 0.19±0.13

GA或 AA（11） 4.32±1.01 1.27±0.58 1.21±0.41 2.19±0.81 0.97±0.25 1.04±0.45 0.24±0.22

合计 100 4.30±0.85 1.30±0.63 1.23±0.32 2.26±0.73 0.99±0.28 0.97±0.21 0.21±0.13

注：覮与同一基因型不同组间比较， <0.01

组别 基因型 /例 TC/（mmol/L） TG/（mmol/L） HDL-C/（mmol/L） LDL-C/（mmol/L） ApoAI/（g/L） apoB100/（g/L） LP（a）/（g/L）

脑梗死组 GG（100） 4.85±1.15覮 1.66±0.82覮 1.19±0.51 2.76±0.95覮 1.03±0.32 1.09±0.38 0.24±0.12覮

GA或 AA（10） 4.94±0.93覮 1.72±0.92覮 1.07±0.64 2.83±0.73覮 1.08±0.51 1.14±0.23 0.29±0.17覮

合计 110 4.90±1.01覮 1.70±0.83覮 1.13±0.31 2.79±0.75覮 1.05±0.25 1.13±0.21 0.27±0.21覮

对照组 GG（92） 4.27±0.81 1.26±0.75 1.27±0.34 2.24±0.62 0.93±0.43 0.93±0.34 0.19±0.15

GA（8） 4.33±0.96 1.35±0.67 1.21±0.46 2.29±0.71 1.05±0.29 1.03±0.42 0.23±0.12

合计 100 4.30±0.85 1.30±0.63 1.23±0.32 2.26±0.73 0.99±0.28 0.97±0.21 0.21±0.13

表 5 脑梗死组 p47phox基因 G457A（Thr129Thr）多态不同等位基因对血脂和脂蛋白水平的影响 （x±s）

注：覮与同一基因型不同组间比较， <0.01

组别 例数
基因型 /例（%） 等位基因 /例（%）

GG G A

脑梗死组 110

CT组 77 70（90.9） 7（9.1） 0.954 0.046

LI组 33 30（90.9） 3（9.1） 0.954 0.046

HBP+CI组 78 70（89.7） 8（10.3） 0.949 0.051

非 HBP+CI组 32 30（93.7） 2（6.3） 0.969 0.031

DM+CI组 10 9（90.0） 1（10.0） 0.950 0.050

非 DM+CI组 100 91（91.0） 9（9.0） 0.055 0.045

脑梗死家系组 110

患病组 39 36（92.3） 3（7.7） 0.959 0.041

未患病组 71 65（91.5） 6（8.5） 0.946 0.054

对照组 100 92（92.0） 8（8.0） 0.960 0.040

GA

表 3 脑梗死组亚型间 p47phox基因 4号外显子 G457A（Thr129Thr）多态分布

注：CT组：脑血栓形成组；LI组：腔隙性脑梗死组；HBP+CI组：有高血压的脑梗死组；非 HBP+CI组：无高血压的脑梗死组；DM+CI组：有糖

尿病的脑梗死组；非 DM+CI组：无糖尿病的脑梗死组；覮与对照组比较， >0.05
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3 讨论

NADPH氧化酶即尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸（磷

酸）氧化酶，又称还原型辅酶Ⅱ氧化酶，其由催化亚

基 gp91phox，跨膜亚基 p22 phox，胞浆亚基 p47 phox、p67
phox、p40 phox、小 G蛋白 Rac和 RaplA等组成的酶复合

体。研究发现 [10]，NADPH氧化酶可能是体内生成

ROS的主要酶体。当细胞受到刺激后，细胞质亚基

p47 phox转位至胞膜，与膜上亚基结合激活 NADPH

氧化酶[11]，激活后的 NADPH氧化酶经过系列反应产

生 ROS。可见，ROS的产生过程 p47 phox发挥了始动

功能[12]。p47 phox即吞噬细胞氧化酶 47千道尔顿蛋白

质，又名嗜中性粒细胞胞质因子 1[Neutrophil Cytosol

660· ·



Factor 1（NCF-1）]，其功能区由 5个功能域组成，翻

译产物是一个长度为 399个氨基酸的片段[13]。目前

研究发现，ROS可刺激内皮细胞释放血管细胞黏附

分子（vascularcell adhe-sion molecule-1，VCAM-1）、

单核细胞趋化因子（mon-ocyte chemoattractant pro-

tein，MCP-1）等细胞因子，使单核细胞向血管壁聚

集，形成泡沫细胞，反过来泡沫细胞又可以释放 O2

和 H2O2。另外，中等量的 ROS产物可作为细胞内的

第二信使，通过激活血管平滑肌细胞与生长相关的

信号传导系统引起血管平滑机细胞的增生；并通过

调节平滑肌基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）和基质金

属蛋白酶 -9（MMP-9）的活性，参与血管重塑及引起

斑块破裂[14-16]，因此它与血管性疾病的发生有密切

关系。也有研究发现活性氧与缺血性卒中、动脉粥样

硬化的形成、高血压、高脂血症、糖尿病等疾病密切

相关，是血管性疾病的危险因素[3-8]。可见，p47phox与

高血压病、动脉粥样硬化形成和缺血性卒中等血管

性疾病和糖尿病、高脂血症密切相关。若编码 NAD

（P）H 氧化酶亚单位的基因多态性或基因突变使

ROS生成增加，就可能通过直接氧化作用和间接作

为第二信使参与信号转导加速动脉粥样硬化形成、

高血压病、糖尿病和高脂血症的发生与发展，从而使

其对脑卒中的易感性增加。

P47phox在 ROS产生过程中的功能 PX区和两个

SH-3 区密切相关，而第 4 号外显子上 G338A

（Arg90His）、G457A（Thr129Thr）多态是其中的多态

位点。本研究结果显示，在中国湖南省汉族人群中

G338A（Arg90His）多态位点有 GG，GA和 AA 3种基

因型；G457A（Thr129Thr）多态位点有 GG、GA 两种

基因型，未发现 AA基因型。目前此两个多态位点在

不同人种的分布情况国内外尚未见报道，并且

G457A（Thr129Thr）为首次发现的新多态位点。在研

究 P47phox第 4外显子多态位点与湖南汉族人群脑梗

死相关性中发现，脑梗死组及其各亚型组、脑梗死家

系中患病组与未患病组 G338A多态 A等位基因频

率分布与对照组比较，差异有统计学意义（ <0.01）。

脑梗死组及其各亚型组、脑梗死家系中患病组与未

患病组 G457A多态基因频率分布与对照组比较，其

差异无统计学意义（ >0.05）。以上结果提示 p47phox

基因 G338A多态 A等位基因可能是脑梗死，尤其是

有高血压病的、有糖尿病的脑梗死患者的一个危险

因素；P47phox 基因 G457A 多态性可能与脑梗死无

关。另外发现，脑梗死组及其各亚型组血清 TC、TG、

LDL-c及 Lp（a）水平明显高于对照组，差异有统计

学意义（ <0.01）；组内不同基因型间血脂、脂蛋白

水平与对照组比较，差异无统计学意义（ >0.05）。

可见，湖南省汉族人群 P47phox基因第 4号外显子多

态性可能与血脂代谢有关。

笔者推测可能是 P47phox 基因第 4 号外显子

G338A多态 A等位基因的表达，导致 338位点密码

子突变（G→A），发生非同义突变，将精氨酸置换为

组氨酸，从而引起脑梗死患者 P47phox分子结构改变，

导致活性氧的产生功能增强，产生过多的活性氧。过

多的 ROS通过直接氧化作用和间接作为第二信使

参与信号传递加速动脉粥样硬化形成、高血压病和

糖尿病的发生与发展，从而使其对脑梗死的易感性

增加。P47phox基因第 4号外显子 G457A多态表达，

457 位点密码子突变（G→A），发生同义突变，导致

相应的 457位氨基酸由苏氨酸置换为苏氨酸，可能

引起脑梗死患者 P47phox分子结构改变，但对NAD（P）

H氧化酶产生 ROS的功能可能无影响，也许与本研

究的种群和方法有关，其确切机制尚需进一步研究。
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