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摘要目的：研究基质金属蛋白酶 9（MMP-9）基因多态性与缺血性脑卒中（IS）发病及预后的相关性，为 IS的防治提供新的理论依

据。方法：选取治疗的 IS患者 100例，根据 TOAST分型标准分为大动脉粥样硬化型（LAA）组 41例，小动脉阻塞型（SAO）组 59

例，并选取健康体检者 40例作为对照组，采用 PCR-RFLP法检测各组MMP-9基因 C1562T、R279Q多态性，并对 IS患者进行 3

个月的随访，采用 Logistic 回归分析 C1562T、R279Q 多态性与 IS患者预后的相关性。结果：LAA组、SAO 组 MMP-9 基因

C1562T位点 T等位基因、C/T＋T/T基因型频数均高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05），LAA组、SAO组 C1562T位点 C等

位基因、C/C基因型频数及 R279Q位点等位基因和基因型频数与对照组比较差异无统计学意义（P＞0.05）；Logistic回归分析显

示，MMP-9各型别基因与预后无明显相关性（P＞0.05）。结论：MMP-9基因 C1562T的 T等位基因是 IS发病的穿易感基因之一，

但MMP-9基因多态性与 IS患者的预后并无明显相关性。
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Correlation of MMP - 9 Gene Polymorphism with the Pathogenesis
and Prognosis of Patients with Ischemic Stroke*

To study the relation of MMP-9 gene polymorphism with the pathogenesis and prognosis of patients with

IS, so as to provide a new theoretical basis for IS prevention. The selected 100 patients were divided into the LAA group (41

cases), and the SAO group (59 cases ) according to TOAST classification standard. Another 40 healthy people was selected as the control

group. PCR-RFLP method was applied to detect their MMP-9 gene C1562T and R279Q polymorphism. All patients were followed up for

3 months. Logistic regression model was applied to analyze the relationship betwen C1562T and R279Q polymorphism and prognosis of

IS patients. MMP-9 C1562T gene loci alleles T, C/T + T/T genotype frequency in the LAA group and the SAO group were

higher than in the control group, and the difference was statistically significant (P < 0.05). C1562T loci alleles C, C/C genotype frequency

and R279Q loci alleles and genotypes frequency of LAA group and SAO group had no statistical difference when compared with that of

the control group (P>0.05). Multi-factor unconditioned Logistic regression analysis showed that all genetypes of MMP-9 had no obvious

correlation with prognosis (P>0.05). MMP-9 C1562T T allele was one of the susceptibility genes to IS, but MMP-9 gene

polymorphism had no significant correlation with the prognosis.

Ischemic stroke; Matrix metalloproteinases 9; C1562T; R279Q; Gene polymorphism

*基金项目：陕西省卫生厅科研基金项目(2010H27)；西安医学院第一附属医院基金项目(XYFY10-14)

作者简介：孔祥丽（1980-），女，主治医师，硕士研究生，研究方向：脑血管病，E-mail: kongxiangli_8019@163.com，电话：18186229214

△ 通讯作者：欧阳松，男，博士研究生，主要从事脑血管疾病基础与临床研究

（收稿日期：2016-05-09 接受日期：2016-06-30）

前言

缺血性脑卒中（Ischemic stroke，IS）是人类疾病死亡的三大

原因之一，给人类生存健康带来严重威胁。IS的诊断及治疗手

段较多，但对于减少致残率及死亡率收效甚微。IS是一种复杂

的多病因性疾病，其中遗传因素占重要部分。当前开发基因预

防、诊断及治疗是有 IS家属史者的新希望。近年研究发现，基

质金属蛋白酶 9（Matrix metalloproteinase-9，MMP-9）基因多态

性与缺血性脑血管性疾病的发病及预后密切相关[1，2]。国内外多

项研究提示，MMP-9是判断脑梗死患者近期预后的重要指标

之一[3,4]。但临床对于MMP-9基因多态性与 IS发病及预后的相

关性研究尚无报道。本课题采用聚合酶链式反应 -限制性片段

长度多态性（Polymerase chain reaction - restriction fragment

length polymorphism，PCR-RFLP）方法检测 100 例 IS 患者
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MMP-9基因 C1562T、R279Q多态性，并与 40例健康对照组比

较，探讨MMP-9基因 C1562T、R279Q多态性与 IS发病及预后

的相关性。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取在本院住院治疗的 IS患者 100例作为研究对象。纳

入标准：① 符合《中国急性期缺血性脑卒中诊治指南(2014)》中

相关诊断标准[5]，并经影像学检查确诊；② 符合最新的 IS治疗

标准（Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment，TOAST）中

的大动脉粥样硬化型（Large-artery atherosclerosis，LAA）、小动

脉阻塞型（Small-artery occlusion，SAO）分型标准 [6]；③ 首次发

病，且发病至入院时间短于 72h；④ 患者均无血缘关系；⑤ 已经

过 1周的降脂药物洗脱期；⑥ 签署知情同意书。排除标准：①

TOAST分型标准中其他明确病因中风型、明原因中风型及心

源性脑梗死型患者；② 蛛网膜下腔出血、有明确原因的继发性

脑出血病者；③ 伴有严重心、肝、肾及血液系统疾病。男 62例，

女 38例，年龄 42~69岁，平均（57.69± 7.59）岁；分组：LAA组

41例，SAO组 59例。另外选取同期在本院的健康体检者 40例

作为对照组，男 24例，女 16例，年龄 43~70岁，平均（58.13±

7.21）岁。两组一般资料比较差异无统计学意义（P＞0.05），具有

可比性。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 IS组及对照组均抽取晨起空腹静脉血 2 mL，

EDTA抗凝，-20℃低温保存，以备提取 DNA。

IS组另外抽取晨起空腹静脉血 5 mL，不加抗凝剂，-20℃

低温保存，以备生化检查。

1.2.2 基因组 DNA提取 采用 DNA提取试剂盒[柏维力（上

海）生物工程技术有限公司生产]提取基因组 DNA，严格按照

试剂盒要求操作。

1.2.3 引物设计及合成 参考文献 [3,4] 设计MMP-9基因上的

C1562T位点和 R279Q位点的引物，并由上海生物工程公司合

成，引物序列见表 1。

1.2.4 PCR扩增 PCR反应体系为 30 滋L，正负引物各 1.8 滋L，
2× Taq PCR Master Mix 15 滋L，DNA模板 3 滋L。PCR扩增条件
见表 1。

Locus Primer sequences (5 '~ 3') Amplification conditions

C1562T
GGTGGTGAGGATGAAACGAGAG

CCTATTTGGGAAAAACCTGCTA

95℃ 5min，95℃ 35s，55° 30s，72℃ 45s

（35~40 cycles），72° 5min

R279Q
TCACCCTCCCGCACTCTGG

CGGTCGTAGTTGGCGGTGG

94℃ 5min，94℃ 30s，60° 1min，72℃

1min（30~38 cycles），72° 10min

表 1 MMP-9基因引物序列及扩增条件

Table 1 MMP-9 gene primers and amplification conditions

1.2.5电泳 取 PCR 反应产物 8 滋L，经 1.2%琼脂糖凝胶电

泳，采用 Bio-Rad 凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司生

产）观察。

1.2.6 限制性酶切 酶切反应体系共 20 滋L，限制性内切酶
（S Ⅰ酶，M Ⅰ酶 , 美国 New England Bio Lab 公司生产）

C1562T 0.25 滋L、R279Q 1.5 滋L。37℃水浴 5 h，取 10 滋L内切酶
产物，经 1.5%和 2.0%琼脂糖凝胶电泳。

1.3 预后评价标准

对患者进行 3个月的随访，评价患者预后情况。预后包括

康复、残疾、死亡。残疾采用 Barthel Index评价[7]，BI＞60分为

非依赖，BI≤ 60分为依赖。死亡、依赖为预后差，非依赖和康复

为预后好。

1.4 统计学方法

计数资料采用 x2或秩和检验；基因型分布经 Hardy-Wein-

berg平衡定律检验群体代表性；性别、年龄、病史、血脂、血糖、

并发症及基因型别对预后的影响进行多因素非条件 Logistic

回归分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Hardy-Weinberg平衡定律检验

LAA 组、SAO 组患者与对照组 MMP-9 基因 C1562T 和

R279Q 基因型分布的 x2 值分别为 2.32、1.54、1.05 和 3.12、

1.27、0.65（均 P＞0.05），符合 Hardy-Weinberg平衡定律。

2.2 MMP-9基因多态性检测结果

基因 C1562T多态性：PCR扩增产物片段长度为 662 bp，

S Ⅰ酶切后，T/T 型 2 条带（193 bp、469 bp），C/T 型 3 条带

（193 bp、469 bp、662 bp），C/C 型 1 条带（662 bp），见图 1。

R279Q多态性：PCR扩增产物片段长度为 300 bp，M Ⅰ酶切

后，G/G型 2条带（130 bp、170 bp），G/A3条带（130 bp、170 bp，

300 bp），A/A型 1条带（300 bp），见图 2。

2.3 MMP-9基因 C1562T、R279Q等位基因和基因型频数分布

LAA组、SAO组 MMP-9基因 C1562T位点 T等位基因、

C/T＋T/T基因型频数均高于对照组，差异有统计学意义（P＜

0.05），C 等位基因、C/C 基因型频数比较差异无统计学意义

（P＞0.05）。LAA组、SAO组与对照组 MMP-9基因 R279Q位

点等位基因和基因型频数比较差异均无统计学意义（P＞

0.05），见表 2。

2.4 多因素非条件 Logistic回归分析

100例 IS患者在 3个月的随访中，死亡 8例，依赖 22例。

其中高血压、高血脂及 MMP-9 C1562T等位基因差异比较有

统计学意义（P＜0.05），入选主效应模型变量。多因素非条件

Logistic 回归分析显示，高血压是影响预后的独立危险因素

（P＜0.05），MMP-9 各型别基因与预后无明显相关性（P＞

0.05）（表 3）。

3 讨论
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图 2 PCR-M Ⅰ酶切的MMP-9 R279Q多态位点基因分型

Fig. 2 PCR-M Ⅰ enzyme of MMP - 9 R279Q polymorphism loci

genotyping

M: DL 2000Marker. 1、3、4：C/A，2：A/A，5、6：GG

图 1 PCR-S Ⅰ酶切的MMP-9 C1562T多态位点基因分型

Fig.1 PCR-S Ⅰ enzyme of MMP - 9 C1562T polymorphism loci

genotyping

M: DL 2000 Marker.1：C/C，3：T/T，7：C/T

Risk β Sx Wals x2 OR P 95%CI

Hypertension 0.97 0.25 14.35 3.26 0.02 1.32~2.36

Total cholesterol 0.17 0.05 3.05 1.17 0.12 0.62~1.23

C1562T 0.81 0.39 2.58 2.24 0.53 0.64~1.08

表 3多因素非条件 Logistic回归分析结果

Table 3 Multi-factor unconditioned Logistic regression analysis results

Groups Cases
MMP-9 C1562T MMP-9 R279Q

C/C C/T+T/T T C C/G G/A+A/A G A

LAA 41 34(82.93) 14(34.15)*# 9(21.95)*# 38(92.68) 12(29.27) 28(68.29) 23(56.09) 15(36.58)

SAO 59 50(84.75) 12(20.34)* 8(13.56)* 53(89.83) 18(30.51) 39(66.10) 35(59.32) 23(38.98)

Control 40 34(85.00) 6(15.00) 3(7.50) 37(92.50) 13(32.50) 27(67.50) 23(57.50) 16(40.00)

表 2 MMP-9基因 C1562T、R279Q等位基因和基因型频数分布

Table 2 MMP - 9 gene C1562T and R279Q allele and genotype frequency distribution

Note: Compared with the control group *P＜0.05, comparison between the LAA group and the SAO group #P＜0.05.

缺血性脑卒中是脑卒中的主要类型，约占全部脑卒中的

70%左右[8]。随着分子生物学研究的发展，临床逐步认识到遗传

因素在 IS发生、发展中起着举足轻重的作用。MMP是一组锌

依赖的蛋白水解酶族，MMP-9是 MMP家族的重要成员[9]。大

量研究发现，MMP-9可促进细胞外间质降解而参与脑梗死后

出血转化及脑缺血后再灌注损伤等过程 [10]。近年临床对于

MMP-9与缺血性脑出血的关系，逐渐从血清学检测发展到基

因水平的研究。Mallolas等[11]研究报道，MMP-9启动子部位的

基因多态性与心血管疾病的发生、发展有关。但国内对于

MMP-9基因多态性与 IS发病及预后的关系研究鲜有报道。

MMP-9基因启动子的 1562处存在 C→T变异。当 C突变

为 T后，基因转录增强，蛋白质的合成及释放增加，细胞外间质

降解增加，这是动脉粥样硬化斑块形成、破裂及脑缺血后再灌

注损伤的主要原因，同时也是脑血管梗塞的分子机制 [12]。

Vafadari等[13]研究发现，MMP-9基因 C1562T的 T等位基因和

C/T＋T/T基因型频率在 IS患者中明显高于健康对照组，且随

着 IS病情的加重，T等位基因和 C/T＋T/T基因型频率增加。

岳蕴华等[14]对维吾尔族 IS患者研究发现，TOAST分型中大动

脉粥样硬化型患者 T等位基因与 C/T＋T/T基因型携带率高于

小动脉阻塞型患者及健康对照组。Garvin等[15]研究报道，携带

有 T等位基因与 C/T＋T/T基因型的心血管疾病高危者比携带

CC基因型及 C等位基因者患脑梗塞的危险性增加。本研究

中，LAA 组、SAO 组 MMP-9 基因 C1562T 位点 T 等位基因、

C/T＋T/T基因型频数均高于对照组，差异有统计学意义（P＜

0.05）。我们推测，LAA组 C突变为 T，导致基因转录增强，

MMP-9的合成及释放增加，这加速了细胞外间质的降解，进而

导致脑梗死发生。由此提示，MMP-9基因 C1562T的 T等位基

因与 IS的发病有关。

临床对于 MMP-9 基因多态性的研究多集中在 C1562T

上，对于 R279Q的研究较少。R279Q是位于MMP-9第 6外显

子区域的多态位点，存在 A→G变异。由于第 6外显子区域的

多态位点是酶的催化区域，当 A突变为 G后，mRNA编码的精

氨酸被谷氨酸替代，影响蛋白质功能的表达。Turner等[16]研究

认为，基因 C1562 T C→T的变异及基因 R279Q A→G变异分

别影响着蛋白质的表达及功能，二者对脑梗塞的发生发展均有

重要影响。Buraczynska等[17]研究报道，IS患者 R279Q的 G等

位基因与 G/A＋A/A基因型频数高于健康对照组。而 Gol諭b等
[18]研究却得到相反结论，IS患者无论大动脉粥样硬化型还是小

动脉阻塞型患者，R279Q的 G等位基因与 G/A＋A/A 基因型

频数与对照组比较均无明显差异。本研究中，LAA组、SAO组
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MMP-9基因位点等位基因和基因型频数与对照组比较差异均

无统计学意义（P＞0.05）。由此提示，MMP-9基因 R279Q多态

性与 IS的发病无明显相关性。

国外对于 MMP-9基因多态性对 IS患者预后的影响存在

较大争议。Weiner等[19]对MMP-9基因 C1562T多态性与 IS预

后的关系研究时，Cox回归分析显示 MMP-9C1562T的 T等位

基因是 IS预后的独立危险因素。国内学者刘丹[20]等对 IS患者

MMP-9C1562T不同基因型别的预后进行比较，Logistic回归分

析显示，MMP-9 C1562T基因型别与 IS患者预后无明显相关

性（P＞0.05）。本研究中与刘丹等报道基本相似，Logistic回归

分析显示，MMP-9各型别基因与预后无相关性（P＞0.05），其原

因有待进一步研究。

综上所述，MMP-9基因 C1562T的 T等位基因是 IS发病

的穿易感基因之一，但 MMP-9基因多态性与 IS患者的预后并

无明显相关性。临床可对 IS高危人群进行基因型检测，对于发

现携带MMP-9基因 C1562T的 T等位基因者，及早给与药物

干预，减少 IS发病。
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