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ＣＣＲ２ｂ基因１９０Ｇ／Ａ多态性与脑出血的相关性研究
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摘　要：目的　探讨趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因１９０Ｇ／Ａ多态性与中国湖南地区汉族人群脑出血（ＩＣＨ）的关系。方法　
应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）和限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技术检测 １５８例脑出血患者和 １５０名年龄、性别相匹配的正

常对照者趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因１９０Ｇ／Ａ的基因型分布及等位基因频率，比较不同群体的表型差异及其对脑出血的

影响。结果　中国湖南汉族人群存在趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态性，趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ１９０Ｇ／Ａ基因型

分布为 ＡＡ３．６％，ＧＡ２２．１％和 ＧＧ７４．３％，等位基因 Ａ和 Ｇ频率分别 ０．１４６和 ０．８５４。在对照组中，趋化因子受体

ＣＣＲ２ｂ１９０Ｇ／Ａ基因型分布为 ＡＡ５．３％，ＧＡ２８．０％和 ＧＧ６６．７％，等位基因 Ａ和 Ｇ频率分别 ０．１９３和 ０．８０７。在脑出

血组中，趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ１９０Ｇ／Ａ基因型分布为 ＡＡ１．９％，ＧＡ１６．５％和 ＧＧ８１．６％，等位基因 Ａ和 Ｇ频率分别

０．１０２和０．８９８。脑出血组趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态位点的 Ａ等位基因频率显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），

这种差异在合并高血压和冠心病患者中尤为明显。应用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归校正了脑出血的环境危险因素后，ＣＣＲ２ｂ１９０Ａ仍可

使脑出血发生的危险性降低（ＯＲ＝０．２０５，９５％ＣＩ：０．０９２～０．４５４，Ｐ＝０．０００）。结论　ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ位点的 Ａ

等位基因可能是湖南地区汉族人群脑出血的一种保护性基因多态。
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　　脑出血的病因和发病机制复杂，是环境和遗
传等多种因素共同作用的结果。高血压是脑出血

最常见的病因，因此，高血压相关基因是脑出血的

重要候选基因。近来许多实验证据提示 ＣＣＲ２基
因在原发性高血压的发病中发挥了作用［１，２］，提示

ＣＣＲ２基因多态性可能是高血压的一种遗传因素。
关于 ＣＣＲ２ｂ基因多态性与脑出血相关性的研究，
目前 国 内 外 尚 未 见 公 开 报 道，而 ＣＣＲ２ｂ基 因
１９０Ｇ／Ａ位点基因多态性及其等位基因频率与湖
南汉族人群中的脑出血是否存在相关性，国内外亦

未见相关报道。相关的流行病学调查表明，湖南地

区为世界脑出血的高发区［３］，对该地区人群的脑出

血研究具有重要代表意义。本研究利用 ＰＣＲ、
ＲＦＬＰ等手段，对 ＣＣＲ２ｂ基因多态性及其等位基因
在湖南汉族脑出血患者及正常对照人群中的分布

情况进行病例对照研究，探讨 ＣＣＲ２基因多态性及
其等位基因频率在湖南汉族脑出血人群中分布，从

分子水平揭示脑出血的发病机制，为脑出血的预

防、治疗提供有力的理论依据。

１　对象与方法
１．１　研究对象

病例组：为脑出血患者共 １５８例，为湖南汉族
人，无血缘关系，平均年龄（５８．４７±９．５３）岁。所
有病例均经临床及 ＣＴ和／或 ＭＲＩ确诊，脑出血的
诊断遵循全国第四届脑血管病学术会议制定的诊

断标准，不包括外伤、血液病、药物、肿瘤、脑血管

畸形或动脉瘤等引起的出血，排除梗死后出血，并

排除严重肝肾功能障碍、心肌病、心瓣膜疾病及先

天性心脏病的病例。

对照组：无血缘关系的湖南地区健康人员共

１５０例，平均年龄（５７．３５±８．４４）岁，均为汉族，
无脑卒中史及家属史，无肝、肾、血液病，无自身免

疫疾病。

两组年龄、性别构成比，经统计学分析差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２　方法
１．２．１　血标本采集和基因组 ＤＮＡ的提取　受试
者常规禁食 １２ｈ后，于次日 ７时取肘静脉血 ５ｍｌ，
ＥＤＴＡ抗凝，常规酚 －氯仿法抽提基因组 ＤＮＡ，－
２０℃保存。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　引物的合成：参考文献［４］合

成，扩增目标 ＣＣＲ２ｂ，上引 ５’ａｃａａｃａｔｇｃｔｇｔｃｃａｃａｔｃｔ
３’，下引 ５’ａａｃａｃａｇｃｃａｃｃａａｃｃａｇ３’，扩增片段长度
为 ５１４ｂｐ，退火温度 ５９℃。ＰＣＲ反应体系：２０μｌ，
其中含 ｄｄＨ２Ｏ７．０μｌ，上引（浓度 １０ｐｍｏｌ／μｌ）
１．０μｌ下引（浓度 １０ｐｍｏｌ／μｌ）１．０μｌ，模板 ＤＮＡ
（浓度 ２５０ｎｇ／μｌ）１．０μｌ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０．０μｌ。ＰＣＲ反应条件：９５℃ 预变性 ５ｍｉｎ→
（９４℃变性 ４５ｓ→ ５９℃退火 ４５ｓ→ ７２℃延伸
１ｍｉｎ）共 ３２个循环→最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ→ ４℃
终止。

１．２．３　限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析　
ＣＣＲ２ｂ基因酶切反应体系：总体积 ２０．０μｌ，ＰＣＲ
扩增产物 １０．０μｌ，ＦｏｋⅠ内切酶（４０００Ｕ／ｍｌ），
２．５μｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．０μｌ，灭菌 ｄｄＨ２Ｏ５．５μｌ。酶
切反应条件：３７℃孵育 ３ｈ使样品完全酶切。反
应终止后，酶切消化片段在 ２％琼脂糖凝胶上电
泳，ＥＢ染色后，紫外灯观察并照相，在电泳图像分
析仪上分析结果。

１．３　统计学分析
应用软件 ＳＰＳＳｌ３．０对数据进行统计分析。通

过直接计数对病例组和对照组的 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０
位点等位基因和基因型的频率进行计算。病例组

和对照组分别进行基因型实际频数与理论频数的

卡方检验，以检验 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。病例组和
对照组基因型与等位基因频率的比较采用卡方检

验。计量资料值采用“均数 ±标准差（ｘ±ｓ）”来表
示，组间比较采用 ｔ检验或单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）。计数资料采用卡方检验。应用 Ｌｏ
ｇｉｓｔｉｃ回归来校正年龄、性别、ＢＭＩ、吸烟史、饮酒史、
高血压病史、冠心病史、总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯
（ＴＧ）其他脑出血发生的相关危险因素所可能产生
的影响。分析 ＣＣＲ２ｂ１９０Ｇ／Ａ基因型与脑出血的
相关性，计算出概率（Ｐ值），比值比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，
ＯＲ）及 其 ９５％ 的 可 信 区 间 （ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，
ＣＩ）。所有的统计检验均为双侧概率检验，以 Ｐ＜
０．０５或 Ｐ＜０．０１２５（３个样本率间的多重比较检
验水准 α＝０．０１２５）为具有统计学意义。
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２　结果
２．１　脑出血组与对照组的资料对比

将脑出血组与对照组进行一般数据的比较，两

组在年龄、性别、ＢＭＩ、吸烟史、饮酒史方面均无显
著性差异（Ｐ＞０．０５）。脑出血组中有高血压史、
冠心病史者显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。脑出血
组与对照组的血脂、血压、血糖比较，脑出血组除

了低密度脂蛋白与对照组相比没有显著差异外，其

余指标差异皆有统计学意义。

２．２　趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态性
分析

２．２．１　ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态位点 ＰＣＲ产物
酶切 图 谱 分 析 　 ＰＣＲ扩 增 含 １９０Ｇ／Ａ 位 点 的

ＣＣＲ２ｂ目的基因，产物片段长度为 ５１４ｂｐ（见图
１），存在两个 ＦｏｋＩ酶切位点（包括 １９０Ｇ／Ａ位点在
内），限制性内切酶 ＦｏｋⅠ完全酶切后分成 １９９ｂｐ，
１９８ｂｐ和 １１７ｂｐ，以 １．５％琼脂糖凝胶电泳分离后
分析（见图 ２）。基因型有 ３种：Ａ／Ａ型：两个酶切
位点均酶切为 １９９ｂｐ，１９８ｂｐ和 １１７ｂｐ三种片段
（因 １９９ｂｐ与 １９８ｂｐ接近而无法区分，在凝胶上仅
显示 １９９／１９８ｂｐ和 １１７ｂｐ两种片段）；Ｇ／Ｇ型：仅
有一个酶切位点，酶切后则在凝胶上仅显示 ３９７ｂｐ
和 １１７ｂｐ两 种 片 段；Ｇ／Ａ 型：酶 切 为 ３９７ｂｐ，
１９９ｂｐ，１９８ｂｐ和 １１７ｂｐ四种片段 （因 １９９ｂｐ与
１９８ｂｐ接近而无法区分，在凝胶上仅显示 ３９７ｂｐ，
１９９／１９８ｂｐ和 １１７ｂｐ三种片段）。

图 １　趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因 Ｇ１９０ＡＰＣＲ扩增产物

电泳图。Ｍ：１００ｂｐＭａｋｅｒ；１６泳道是 ＰＣＲ扩增

产物。

图 ２　趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０位点 ＦｏｋⅠ酶切

后电泳图。Ｍ：１００ｂｐＭａｋｅｒ；４：纯合子 ＧＧ型；２：

纯合子 ＡＡ型；１、３：ＧＡ型。

２．２．２　脑出血组及其亚组与对照组趋化因子受
体 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态性分布比较　脑出血
组和对照组都有 ＡＡ、ＧＡ和 ＧＧ三种基因型，在研
究总人群中（脑出血组 ＋对照组）中的频率分别
为：３．６％、２２．１％和 ７４．３％；等位基因 Ａ、Ｇ的频
率分别为 １４．６％、８５．４％。各基因型及等位基因
频率，见表 １。按 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律对研究
人群进行了平衡检验（Ｐ＞０．０５），证明本研究选
择的总研究人群、对照组和脑出血组基因型及等位

基因频率分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，表
明样本来自同一群体，群体达到遗传平衡，可代表

所在地区的人群分布。根据脑出血合并的危险因

素，将脑出血组以是否伴有高血压为脑出血的病因

分为高血压（ＨＢＰ）和非高血压（ＮＨＢＰ）两亚组进
行比较，见表 ２。将脑出血组以是否伴有冠心病分
可为冠心病（ＣＨＤ）和非冠心病（ＮＣＨＤ）两亚组进
行比较，见表 ３。

表１　脑出血组和对照组ＣＣＲ２ｂ１９０Ｇ／Ａ基因型频率及等位基因频率比较

组别 例数（ｎ）
基因型（％）

ＡＡ＋ＧＡ ＧＧ
等位基因频率（％）
Ａ Ｇ

脑出血组 １５８ ３（１．９）＋２６（１６．５） １２９（８１．６）ａ １０．２ ８９．８ｂ

对照组 １５０ ８（５．３）＋４２（２８．０） １００（６６．７） １９．３ ８０．７

　　注：检验水准α＝０．０５。ａ为与对照组比较，χ２＝９．０５３，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．００２；ｂ为与对照组比较，χ２＝６．５８６，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．０１０。
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表２　脑出血（高血压）亚组与对照组基因型频率和等位基因频率比较

组别 例数（ｎ）
基因型（％）

ＡＡ＋ＧＡ ＧＧ
等位基因频率（％）
Ａ Ｇ

ＨＢＰ＋ＩＣＨ组 １１７ １（０．９）＋１８（１５．４） ９８（８３．７）ａ，ｃ ８．５ ９１．５ｄ，ｆ

ＮＨＢＰ＋ＩＣＨ组 ４１ ２（４．９）＋８（１９．５） ３１（７５．６）ｂ １４．６ ８５．４ｅ

对照组 １５０ ８（５．３）＋４２（２８．０） １００（６６．７） １９．３ ８０．７

　　注：检验水准α＝０．０１２５。ａ为与对照组比较，χ２＝１０．０２２，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．００２；ｂ为与对照组比较，χ２＝１．１９５，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．２７４；ｃ为与ＮＨＢＰ

＋ＩＣＨ组比较，χ２＝１．３４６，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．２４６；ｄ为与对照组比较，χ２＝９．７４６，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．００２；ｅ为与对照组比较，χ２＝１．５６９，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．２１０；ｆ

为与ＮＨＢＰ＋ＩＣＨ组比较，χ２＝３．６４２，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．０５６。

表３　脑出血（冠心病）亚组与对照组基因型频率和等位基因频率比较

组别 例数（ｎ）
基因型（％）

ＡＡ＋ＧＡ ＧＧ
等位基因频率（％）
Ａ Ｇ

ＣＨＤ＋ＩＣＨ组 ３４ ０（０．０）＋１（２．９） ３３（９７．１）ａ，ｃ ８．５ ９１．５ｄ，ｆ

ＮＣＨＤ＋ＩＣＨ组 １２４ ３（２．４）＋２５（２０．２） ９６（７７．４）ｂ １４．６ ８５．４ｅ

对照组 １５０ ８（５．３）＋４２（２８．０） １００（６６．７） １９．３ ８０．７

　　注：检验水准α＝０．０１２５。ａ为与对照组比较，χ２＝１２．７７９，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．０００；ｂ为与对照组比较，χ２＝３．８５４，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．０５０；ｃ为与ＮＣＨＤ

＋ＩＣＨ组比较χ２＝６．８６８，ｄｆ＝１，Ｐ＝０．００９；ｄ为与对照组比较，χ２＝３４．００２，ｄｆ＝１，Ｐ＝５．５１Ｅ０９；ｅ为与对照组比较，χ２＝３．４５８，ｄｆ＝１，Ｐ＝

０．０６３；ｆ为与ＮＣＨＤ＋ＩＣＨ组比较χ２＝１８．５８７，ｄｆ＝１，Ｐ＝１．６２Ｅ０５。

２．３　脑出血危险因素的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析
将年龄、性别、ＢＭＩ、吸烟史、饮酒史、高血压

史、冠心病史、甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）脑出
血的危险因素和趋化因子受体 ＣＣＲ２ｂ１９０基因的
三种基因型同时纳入到多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型，
采用逐步回归方法筛选出独立的危险因素。回归

方程似然比检验结果为：χ２ ＝１６１．２２２，Ｐ＝０．０００，
所拟合的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归方程有统计学意义。按 α入
＝０．０５，α出 ＝０．１０标准，进入脑出血回归方程的
独立危险因素包括高血压史、冠心病史、趋化因子

受 体 ＣＣＲ２ｂ１９０ 基 因 型。 趋 化 因 子 受 体

ＣＣＲ２ｂ１９０基因型 Ｐ＝０．０００，ＯＲ＝０．２０５。
３　结论

ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ位点的 Ａ等位基因可能
是湖南地区汉族人群脑出血的一种保护性基因多

态。

４　讨论
ＣＣＲ２ｂ是单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）的受

体。众多研究发现［５８］人类 ＭＣＰ１受体 ＣＣＲ２ｂ基
因存在 １９０Ｇ／Ａ多态性，引起 ＣＣＲ２蛋白第一个跨
膜区中缬氨酸至异亮氨酸的变异（ｖａｌｉｎｅ６４ｉｓｏｌｅ
ｕｃｉｍｅ）。

中枢神经系统曾被定义为组织学上的“免疫豁

免”区域。但越来越多的证据表明，居留于中枢神

经系统的细胞也可分泌各种炎症介质并表达其受

体，启动免疫过程。ＭＣＰ１是一种很强的促炎症因

子，在炎症反应中的主要作用有：①趋化和激活炎
症细胞，增加其黏附活性［１０］；②上调各种黏附分
子；③调节其它炎症因子的释放［１１］；④直接参与免
疫、炎症级联反应等。大量研究表明，ＭＣＰ１在许
多中枢神经系统疾病的炎症反应过程中上调，已报

道较多的有多发性硬化［１２］、脑梗死［１３］、阿尔茨海默

病［１４］等，２００９年黄坚［１５］研究发现血清 ＭＣＰ１水平
在脑出血 １～３ｄ达到高峰，第 ７天、第 １４天时稍
降低，但仍维持在较高水平，第 ３０天时又上升并
达到另一个高峰。近年来一系列相关研究发现，趋

化因子及其受体的基因变异与动脉粥样硬化、冠心

病、脑梗死等疾病的发病有一定的相关性［４，７，１６］，陈

施艳等［４］研究发现 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ａ等位基因有
可能是脑梗死的一种保护性基因多态。Ｖａｌｄｅｓ
等［７］研究发现，ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ位点中的 Ａ
等位基因可减轻动脉粥样硬化损害，从而提示

ＣＣＲ２ｂ基因 Ａ１９０（Ｉｌｅ６４）多态可能是动脉粥样硬
化的一种保护性基因多态。但是也有研究提出不

同的结论，认为 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ位点中的 Ａ
等位基因是冠心病的危险因素［６］。国内李嫣然

等［１７］研究中未证实中国老年汉族人群的 ＣＣＲ２
６４Ｉ基因位点与高血压相关。我们的研究发现，在
中国 湖 南 地 区，脑 出 血 患 者 的 趋 化 因 子 受 体

ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态性分布与正常人比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。脑出血组趋化因子
受体 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态位点的 Ａ等位基因
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频率显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），这种差异在合
并高血压和冠心病患者中尤为明显。提示 ＣＣＲ２ｂ
基因 １９０Ｇ／Ａ位点的 Ａ等位基因可能是湖南地区
汉族人群脑出血的一种保护性基因多态。

ＣＣＲ２ｂＶ６４Ｉ这种基因变异所介导的包括脑出
血在内的疾病发病机制尚不明确，众多研究认为

ＭＣＰ１介导的单核细胞转内皮迁移在动脉硬化形
成早期起关键作用，而且有研究表明参与高血压及

其靶器官损害炎症反应的各种前炎症细胞因子中，

ＭＣＰ１可能是关键的趋化因子之一，是活化和聚集
炎症细胞至靶器官的重要介导者。ＭＣＰ１被激活
释放以后，通过活化 ＣＣＲ２受体从而诱导化学趋化
反应，介导单核细胞和巨噬细胞迁移至活化的炎症

部位［１３］。推测 ＣＣＲ２ｂ１９０Ａ等位基因可能通过影
响受体与 ＭＣＰ１结合，从而抑制动脉硬化特别是
小动脉硬化中的炎症免疫反应过程而发挥其保护

作用。

迄今为止，关于 ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态性
与这些疾病的发病之间是否存在相关性仍有争议。

造成各研究结果上的差异可能与该基因多态性发

生率相对低以及研究样本量的大小不一等因素有

关。ＣＣＲ２ｂ基因 １９０Ｇ／Ａ多态性本身有可能不存
在功能性，但其有可能与其他尚未知的有功能、有

意义的多态性连锁，从而在包括脑出血在内的炎症

性疾病发病中发挥一定的作用。而这些疑惑与猜

测都还需要更进一步关于基因功能方面的研究探

讨来解决或证实。
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