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血浆同型半胱氨酸与早发缺血性脑卒中易感相关性
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摘 　 要 　 目的 　 探讨血浆同型半胱氨酸( homocysteine, Hcy)水平和 5,10 - 亚甲基四氢叶酸还原酶(5,10 - methylenetetra-
hydrofolate reductase, MTHFR)基因 C677T 多态性与早发大动脉粥样硬化型( large artery atherosclerosis, LAA)缺血性脑卒中( is-
chemic stroke, IS)的易感相关性。 方法 　 采用基于群体的病例 / 对照相关研究,收集病例组急性早发(年龄≤55 岁) LAA IS 患者

847 例和对照组样本 1765 例。 应用酶联免疫吸附试验测定血浆 Hcy 水平。 基因分型应用 Sequenom Mass Array 质谱技术,使用

SpectroCHIP - G384 芯片单链延伸法。 采用二元 Logistic 方法计算 OR 值和 95% CI。 结果 　 病例组与对照组间 C677T 的 TT 纯合

基因型频率分别为 2. 13% 和 0. 85% ,差异有统计学意义(P = 0. 007)。 在病例组中,TT 基因型携带者的 LAA IS 易感风险性较 CC
型增加 2. 578 倍(OR = 2. 578,95% CI:1. 291 ~ 5. 150,P = 0. 007)。 病例组较对照组血浆 Hcy 水平明显升高,分别为 14. 04 ±
7. 77μmol / L 和 11. 04 ± 4. 51μmol / L,差异有统计学意义(P < 0. 001)。 病例组中,TT 基因型携带者的血浆 Hcy 水平最高;CT 基因

型居中,CC 基因型最低,依次为 22. 26 ± 11. 11μmol / L、19. 98 ± 8. 69μmol / L 和 11. 78 ± 2. 19μmol / L。 结论 　 MTHFR 基因 C667T
多态性与早发 LAA 缺血性脑卒中易感相关,通过降低 MTHFR 酶活性,增加血浆 Hcy 水平参与疾病的发生。
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Abstract　 Objective　 To investigate the association of plasma homocysteine (Hcy) level and 5,10 - methylenetetrahydrofolate re-
ductase (MTHFR) gene C677T polymorphisms with early - onset large artery atherosclerosis (LAA) ischemic stroke ( IS) . Methods　 A
population - based case - control study was conducted, a total of 847 patients with acute early - onset ( age ≤55 years) LAA IS in the
case group and 1765 patients in the control group were collected. Plasma Hcy level were detected by enzyme - linked immunosorbent assay
(ELISA) . Genotyping was performed by Sequenom Mass Array Mass spectrometry using Spectrochip - G384 chip single chain extension
method. The OR and 95% CI were calculated by binary Logistic regression. Results　 The TT homozygous genotypes frequencies of C677T
in case group and control group were 2. 13% and 0. 85% , respectively, and the difference was statistically significant (P = 0. 007) . In
the case group, the TT genotype carriers was 2. 578 times more susceptible to IS than that in subjects with CC genotype carriers (OR =
2. 578, 95% CI:1. 291 - 5. 150, P = 0. 007) . The plasma Hcy level in the case group were significantly higher in case group than that in
control group (14. 04 ± 7. 77μmol / L vs 11. 04 ± 4. 51μmol / L) , and the difference was statistically significant (P < 0. 001) . In the case
group, the plasma Hcy level of TT genotype carriers were the highest, the CT genotype was in the middle, and the CC genotype was the
lowest, which were 22. 26 ± 11. 11μmol / L, 19. 98 ± 8. 69μmol / L, 11. 78 ± 2. 19μmol / L, respectively. Conclusion 　 MTHFR gene
C677T polymorphism is associated with susceptibility to LAAIS, and is involved in the occurrence of disease by decreasing MTHFR en-
zyme activity and increasing plasma Hcy level

Key words　 Early - onset ischemic stroke; 5,10 - methylenetetrahydrofolate reductase; Single nucleotide polymorphism; Large ar-
tery atherosclerosis; Homocysteine

　 　 脑卒中是多基因、迟发性和极具破坏性的神经系

统疾病,约 80% 是缺血性脑卒中,其遗传病因学尚未

完全阐明 [1] 。 我国脑卒中发生率存在明显地域化差

异,呈现北高南低,黑龙江省脑卒中发生率居全国第

一 [2,3] 。 虽然,许多研究认为血浆同型半胱氨酸( ho-
mocysteine,Hcy)水平升高是缺血性脑卒中的独立风
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险因 素, 但 是 其 分 子 作 用 机 制 仍 缺 少 实 质 性 了

解 [4 ~ 6] 。
Hcy 是叶酸代谢状态最敏感的标志物。 Hcy 水

平来自食物平衡、遗传因素和 (或) 两者协同作用。
叶酸代谢是复杂的过程,包括多种互相依赖可提供甲

硫氨酸合成和 DNA、RNA 及蛋白质甲基化作用所需

甲基供体的酶促反应构成的网络系统 [7,8] 。 5,10 -
亚甲基四氢叶酸还原酶(5,10 - methylenetetrahydrofo-
late reductase, MTHFR)是叶酸代谢通路中的重要酶,
也是 Hcy 生成的关键限速酶。 MTHFR 的功能是催化

5,10 - 甲基四氢叶酸生成 5 - 甲基四氢叶酸,它是

Hcy 向甲硫氨酸转化所需甲基供体的前体物 [9 ~ 11] 。
本研究以 Hcy 作为中介表型,探讨血浆同型半胱氨

酸水平,MTHFR 基因 C677T 多态性与 LAA IS 易感风

险性。
材料与方法

1. 研究人群:本研究采用基于群体的病例 / 对照

研究,已获得齐齐哈尔医学院医学伦理学委员会批准

{伦理学审批号:齐伦审[2022]52 号},并征得每位

参加者的知情同意。 研究纳入 2612 例无血缘关系世

居北纬 47° ~ 53°高寒地区汉族人样本。 病例组样本

847 例,为发病年龄≤55 岁的大动脉粥样硬化( large
artery atherosclerosis, LAA) 缺血性脑卒中 ( ischemic
stroke,IS)病例;对照组样本 1765 例。 病例选择:病
例样本取自齐齐哈尔医学院附属第三医院。 病例诊

断根据神经症状出现并经过 CT 和 (或) MR 影像证

实。 按照 TOAST 分型标准,排除心源性脑卒中、小动

脉闭塞性脑卒中、出血性脑卒中、短暂性脑缺血发作

和其他不明原因的缺血性脑卒中。 对照选择:通过基

于自愿的免费常规查体,选择年龄、性别、民族、居住

地相匹配,数量(病例 ∶ 对照 = 1 ∶ 2)为 1765 例健康对

照个体。 纳入标准:①年龄≥40 岁;②至少 3 代居住

在该地区,无异民族婚配;③排除高血压、心脏病、脑
卒中和其他神经系统疾病(如老年痴呆等)个人和家

族病史。
2. 研究方法:(1)人口学资料:通过问卷调查,获

取被调查对象的年龄、性别、职业、民族、本人及家族

病史(高血压、糖尿病、冠心病、心、脑血管病、老年痴

呆等神经系统疾病),吸烟、饮酒及饮食习惯等相关

资料。 (2)人体学资料:通过常规全面查体获得人体

学资料。 测量身高、体重,计算体重指数 ( body mass
index, BMI),BMI≥28kg / m2 为肥胖。 使用台式汞柱

式血压计测量血压和心率。 按国际标准在未服药情

况 下, 收 缩 压 ( systolic blood pressure, SBP ) ≥
140mmHg 和 ( 或 ) 舒 张 压 ( diastolic blood pressure,
DBP)≥90mmHg 为高血压。 使用指夹式脉搏血氧仪

测量血氧饱和度(西藏华大科技有限公司),本研究

中的血氧饱和度为 3 次测定的平均值。 (3)实验室

检验:使用全自动生化分析仪(贝克曼 AU5800)测定

甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、
血糖、血尿酸、肌酐。 (4)同型半胱氨酸水平测定:取
急性期 LAA IS 患者空腹外周血 5ml, EDTA 抗凝。
3000r / min 离心 10min,取上清血浆 - 80℃ 保存,待测

定血浆 Hcy 水平。 应用酶联免疫吸附实验法测定

Hcy 水平。
3. 基因分型:(1)制备基因组 DNA:使用柱式中

量 DNA 提取试剂盒(北京康为世纪生物技术有限公

司),从外周血白细胞分离基因组 DNA。 将沉淀 DNA
溶于 GE 缓冲液(10mmol / L Tris - Hcl,1mmol / L ED-
TA - Na2,pH 值为 8. 0), - 20℃保存。 使用微量分光

光度仪(Thermo Nano drop 2000)测定 DNA 浓度和纯

度,其纯度达 A260 / A280 ≥1. 80。 (2) 基因分型:采用

Sequenom Mass Array 质谱技术,使用 Spectrochip -
G384 芯片单引物延伸法,利用 UCSC 在线工具设计

引物,分别从病例、对照组随机选取 20 例样本进行

DNA 测序,两种方法符合率达 100% 。
4. 统计学方法:应用 SPSS 25. 0 统计学软件对数

据进行统计分析。 (1) 临床资料分析:采用 Epidata
3. 0 软件平行录入人口学、人体学和生化检测数据,
建立数据库。 连续变量以均数 ± 标准差( x ± s)表示。
两组间均数比较采用独立样本 t 检验。 计量资料组

间比较用 χ2 检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
(2)基因分型数据分析:使用 SPSS 25. 0 软件的 Logis-
tic 程序。 等位基因和基因型频率估算采用直接基因

计数方法。 采用 χ2 检验法计算 Hardy - Weinberg 平

衡,P > 0. 05 表示所选择的样本具有群体代表性。 应

用 Logistic 回归分析预测 MTHFR C677T 位点的加性、
显性和隐性 3 种遗传模式的效应,用 95% 可信区间

(95% CI)和相对危险度(OR)表示。 本研究中 OR≥
1. 50,P < 0. 05 被定义为与疾病易感相关。

结 　 　 果

1. 研究人群的基本特征:病例组( n = 847,男性 /
女性 = 466 / 381,平均年龄为 52. 48 ± 6. 76 岁)和对照

组( n = 1765, 男性 / 女 性 = 666 / 1099, 平 均 年 龄 为

50. 82 ± 8. 87 岁) 的生理和生化检测结果详见表 1。
病例组的收缩 压 139. 93 ± 18. 37mmHg 和 舒 张 压

·09·

　 ·论　 　 著· J Med Res,April 2023,Vol. 52 No. 4　 　



87. 72 ± 11. 92mmHg 明显高于对照组收缩压 118. 32 ±
13. 16mmHg 和舒张压 77. 46 ± 8. 95mmHg,差异有统

计学意义(P < 0. 001),同时脉压差也呈现出这种趋

势,说明高血压是脑卒中的主要危险因素。

表 1　 研究人群的基本特征[n(% ),x ± s]

项目 病例组( n = 847) 对照组( n = 1765) t / χ2 P
性别 69. 628 < 0. 001
　 男性 466(55. 02) 666(37. 73)
　 女性 381(45. 98) 1099(62. 27)
年龄(岁) 52. 48 ± 6. 76 50. 82 ± 8. 87 5. 288 < 0. 001
体重指数( kg / m2 ) 25. 74 ± 4. 97 23. 57 ± 3. 11 11. 659 < 0. 001
收缩压(mmHg) 139. 93 ± 18. 37 118. 32 ± 13. 16 30. 668 < 0. 001
舒张压(mmHg) 87. 72 ± 11. 92 77. 46 ± 8. 95 22. 224 < 0. 001
脉压差(mmHg) 52. 21 ± 12. 61 40. 86 ± 15. 13 20. 145 0. 000
血氧饱和度(% ) 95. 28 ± 15. 10 94. 86 ± 16. 69 0. 643 0. 520
总胆固醇(mmol / L) 5. 44 ± 1. 17 5. 04 ± 0. 97 8. 628 < 0. 001
甘油三酯(mmol / L) 2. 03 ± 4. 84 1. 52 ± 2. 16 2. 930 0. 003
高密度脂蛋白(mmol / L) 42. 26 ± 14. 24 51. 56 ± 22. 45 12. 836 < 0. 001
低密度脂蛋白(mmol / L) 128. 30 ± 38. 63 122. 21 ± 33. 38 3. 937 < 0. 001
血糖(mmol / L) 5. 24 ± 1. 44 4. 95 ± 1. 95 4. 275 < 0. 001
尿酸(μmol / L) 370. 81 ± 127. 62 322. 90 ± 109. 25 9. 398 < 0. 001
肌酐(μmol / L) 64. 19 ± 8. 69 64. 57 ± 9. 41 1. 018 0. 309
Hcy(μmol / L) 14. 04 ± 7. 77 12. 49 ± 4. 36 5. 411 < 0. 001

　 　 2. MTHFR C677T 基因型和等位基因频率分布:
两组人群 MTHFR C677T 基因型分布未偏离 Hardy -
Weinberg 平衡,P > 0. 05。 病例组 TT 纯合基因型频率

(2. 13% )明显高于对照组(0. 85% )。 未调节影响因

素 时, OR 为 2. 578 ( 95% CI: 1. 291 ~ 5. 150, P =
0. 007)。 为了排除年龄、性别的可能影响,笔者针对

年龄、性别进行调整,调整后的 OR 为 2. 430(95% CI:

1. 177 ~ 5. 014,P = 0. 016)差异仍有统计学意义,说
明基因型 TT 与 LAA IS 易感相关(表 2)。 分析 3 种

不同遗传模式效应结果详见表 3。 隐性遗传模式效

应最强, OR 为 2. 533 ( 95% CI:1. 270 ~ 5. 051, P =
0. 008),调整年龄、性别后, OR 为 2. 398 ( 95% CI:
1. 164 ~ 4. 942,P = 0. 018),说明 TT 基因型的隐性遗

传模式是 LAA IS 的危险因素(图 1)。

表 2　 MTHFR C677T 基因型与等位基因频率在病例组与对照组间的频率分布[n(% )]

基因型 / 等位基因 对照组 病例组 OR1 (95% CI) P1 OR2 (95% CI) P2

CC 1330(75. 35) 619(73. 08) 1 0. 023 1 0. 052
CT 420(23. 80) 210(24. 79) 1. 074(0. 887 ~ 1. 301) 0. 462 1. 054(0. 866 ~ 1. 283) 0. 599
TT 15(0. 85) 18(2. 13) 2. 578(1. 291 ~ 5. 150) 0. 007 2. 430(1. 177 ~ 5. 014) 0. 016
C 3080(87. 25) 1448(85. 48) 1
T 450(12. 75) 246(14. 525) 1. 163(0. 983,1. 375) 0. 078

　 　 OR1 和 P1 均为粗略值,OR2 和 P2 为调整年龄、性别后的数值

表 3　 3 种遗传模式(加性、显性和隐性)的效应分析

项目 模型 OR(95% CI) P
共显性模型 TT vs CC( ref)

调整前 2. 578(1. 291 ~ 5. 15) 0. 007
调整后 2. 430(1. 177 ~ 5. 014) 0. 016

显性模型 CT + TT vs CC( ref)
调整前 1. 126(0. 935 ~ 1. 357) 0. 212
调整后 1. 102(0. 909 ~ 1. 335) 0. 323

隐性模型 TT vs CC + CT ( ref)
调整前 2. 533(1. 270 ~ 5. 051) 0. 008
调整后 2. 398(1. 164 ~ 4. 942) 0. 018

　 　 调整因素为年龄、性别
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　 　 3. MTHFR C677T 基因型与血浆同型半胱氨酸水

平:病例组平均血浆 Hcy 水平 14. 04 ± 7. 77μmol / L
明显高于对照组 11. 04 ± 4. 51μmol / L。 组间同一基

因型比较,也是病例组高于对照组,提示除了 MTHFR
C677T 多态性外,可能还有其他因素影响患者血浆

Hcy 水平(图 2)。 进一步观察了病例组基因型和血

浆 Hcy 水平相关性。 结果表明,病例组中 TT 纯合基

因型携带者血浆 Hcy 水平明显高于 CT 和 CC 基因型

携带者, 依 次 为 TT ( 22. 26 ± 11. 11μmol / L ) > CT
(19. 98 ± 8. 69μmol / L) > CC(11. 78 ± 2. 19μmol / L)。

图 1　 不同种族人群 MTHFR 基因 C677T 变异隐性遗传模式与 LAA IS 易感相关效应比较

　

图 2　 MTHFR 基因型与血浆 Hcy 水平比较

　

讨 　 　 论

缺血性脑卒中是多基因、迟发性复杂疾病的典型

范例。 高度遗传异质性是缺血性脑卒中遗传病因学

研究的主要瓶颈。 为了便于筛查、鉴定其易感基因,
本研究以同型半胱氨酸作为特定中介表型,以急性、
早发大血管动脉硬化型缺血性脑卒中作为研究对象

进行分层分析,其优点是:①使研究人群遗传背景趋

于均一,减少遗传噪音影响;②早发型较迟发型病例

可富集更多外显性强的基因变异,即使是同一基因变

异在早发病例中的效应强于迟发型病例,可提高统计

学强度。
MTHFR 是相对分子质量为 70 ~ 77kDa 的二聚体

蛋白质,其编码基因定位于人类染色体短臂 1p36 . 6
区域,具有多态性,迄今已鉴定出 10 多种单核苷酸

多态性位点 [12] 。 MTHFR C677T 功能性变异是最常

见且被广泛研究的多态性位点。 MTHFR 基 因 第

677 位胞嘧啶被胸腺嘧啶取代,致使酶蛋白第 222
位丙氨酸(Ala)变为缬氨酸( Val) ,降低酶的热稳性

和酶活性。 在 37℃ ,677 TT 纯合基因型较野生 CC
纯合基因型,酶活性可降低 50% ~ 60% ;在 46℃ ,
酶活性可降低 65% ,从而引起血浆 Hcy 水平升高,
发生高同型半胱氨酸血症 [13,14] 。 本研究病例组中,
Hcy 水平与不同基因型的相关性呈现 TT > TC > CC
趋势。 同时,基因型 OR 也呈现 TT > TC > CC 的趋

势,两者关系变化趋势的一致性,说明 Hcy 水平升

高是缺血性脑卒中独立风险因素与 MTHFR C677T
变异密切相关。

MTHFR 基因 C677T 变异频率存在明显地域变

化和种族差异 [15] 。 研究数据表明,在欧洲西班牙人

和意大利人 MTHFR 677T 等位基因频率较高,而美国

黑种人和非洲黑种人 MTHFR 677T 等位基因频率较

低。 同是白种人,在欧洲西班牙人和意大利人 677
TT 纯合基因型频率较高 (21% ),而德国人 TT 纯合

基因型频率最低。 此外,非欧洲的白种人,如加拿大、
美国、巴西和澳大利亚的白种人,MTHFR 677TT 纯合
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基因型频率变化在 10% ~ 14% 。 非洲黑种人 TT 纯

合度几乎为零;而生活在美国和巴西的黑种人 TT 纯

合度极低,仅为 1% ~ 2% 。 有关亚洲人群研究资料

较少,日 本 人 MTHFR 基 因 677TT 纯 合 频 率 约 为

11% ,印度人是 0 ~ 1 . 2% [16,17] 。 在我国,不同研究

报告汉族人 MTHFR 基因 677T 等位基因或 TT 纯合

基因型频率差异较大 [18] 。
本研究 MTHFR C677T 基因型与缺血性脑卒中

易感相关性结果显示,在隐性遗传模式,TT 纯合基因

型的 OR 是 2. 398(95% CI:1. 164 ~ 4. 942,P = 0. 018)
明显高于 Mao 等 [18] 报告的迟发性患者 OR 值(OR =
1. 920,95% CI:1. 190 ~ 3. 100,n = 130,平均年龄为

68. 42 ± 13. 26 岁,LAA IS 患者),说明 MTHFR 基因

变异可能在早发患者中起更重要作用。
多项研究表明,血清 Hcy 水平升高预示着平滑

肌和内皮细胞损伤,导致活化凝血因子,抑制纤溶酶

原激活剂表达,促进内皮增生,从而进一步抑制凝血

酶表达和组织型纤溶酶原激活剂和硫代肝素的合成。
最终通过炎性细胞因子分泌,血小板凝集,内质网应

激和氧化应激反应导致动脉粥样硬化和凝血。 动脉

粥样硬化和凝血都是缺血性脑卒中的重要危险因

素 [19] 。 因此,本研究结果有助于揭示血清 Hcy 水平

升高作为缺血性脑卒中独立风险因素的遗传病因学

分子基础。
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