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miR-146aC>G, miR-149 T>C基因多态性与缺血性脑卒中

易感性的研究 *
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摘要 目的：探讨中国汉族人群中 miR-146aC>G，miR-149 T>C基因多态性与缺血性脑卒中易感性的关系。方法：利用聚合酶链式

反应 -限制性片段长度多态性（PCR-RFLP）的方法检测 196 例缺血性脑卒中患者和 205 例健康对照中 miR-146aC>G，miR

-149T>C的基因型，统计学方法比较两组间基因型及等位基因分布差异。结果：miR-146aC>G位点各基因型在病例组和对照组分

布无明显差异，但等位基因 G会增加缺血性脑卒中的患病风险；miR-149T>C位点各基因型在病例组和对照组分布无明显差异。

在分层分析中，miR-146aC>G会增加女性和非高血压患者缺血性脑卒中的患病风险，miR-149T>C会增加非高血压患者缺血性脑

卒中的患病风险。结论：miR-146aG等位基因，miR-149C等位基因与汉族人群缺血性脑卒中易感性有一定的相关性。
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Study on the Association of miR-146aC>G, miR-149 T>C Polymorphism
with Susceptibility to Ischemic Stroke*

To investigate the relationship between miR-146aC>G, miR-149 T>C and susceptibility to ischemic stroke

in a Chinese population. Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) were used to

determine the genotype of 196 ischemic stroke patients and 205 healthy controls. Statistical analyses were used to compare the

distribution of the genotypes and alles between cases and controls. There were no significant differences of the miR-146aC>G,

miR-149 T>C genotype between the cases and controls, but alle G of miR-146a can increase the risk of ischemic stroke. In the stratified

analyses, miR-146aCG+GG showed a significantly increased risk of ischemic stroke compared with the CC genotype of the female and

normotensive subgroups; miR-149TC+CC was connected to ischemic stroke in the normotensive subgroup. miR-146a alle

G, miR-149 alle C were associated with an increased risk of ischemic stroke in chinese.

Ischemic stroke; MiR-146aC>G; MiR-149 T>C; Susceptibility

引言

脑血管疾病是中老年人群的常见病和多发病，以高发病

率，高死亡率，高致残率等特点给人类健康和生命造成巨大的

威胁。目前我国约有脑血管病患者 700余万人，其中缺血性脑

卒中患者约占 70%[1]。由于当前对缺血性脑卒中治疗尚无特效

药物，因此对该疾病的预防成为控制发病率的有效措施。在缺

血性脑卒中发病过程中，遗传因素及环境因素均发挥了重要的

作用，对脑卒中遗传易感性的研究可为脑卒中的预防以及新药

治疗提供依据[2]，具有重大意义。

MicroRNAs (miRNAs)是一类长度约为 21-25nt的内源性

小分子非编码 RNA。成熟的 miRNA通过组装入 RNA诱导沉

默复合体，与靶 mRNA的 3'-UTR 互补配对，根据互补程度的

不同，降解或沉默靶基因，影响靶基因的翻译和稳定性，进而调

控基因表达[3]。目前只有小部分 miRNAs的生物学功能得到阐
明，这些 miRNAs参与调节众多生物学进程，如细胞的分化增

殖，胰岛素的分泌，肿瘤的发生发展等等[4-6]。在脑组织中，也有

一些特定的 miRNA高度表达，参与脑组织发育，神经元分化，

血管新生等过程[7-9]。研究表明 miRNA上存在的单核苷酸多态

性位点会使 miRNA异常表达，导致疾病的发生。因此对 miR-

NA 及其多态性位点的研究有助于筛选新的疾病标志物。

miR-146a是一类与炎症密切相关的微小 RNA[10]，其多态性位
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点 rs2910164 (miR-146aC>G) 会影响 miR-146a 的加工成熟。
miR-149参与调解叶酸还原酶 MTHFR的表达[11]，其多态性位

点 rs2292832(miR-149 T>C)与肝癌，乳腺癌，胃肠癌[12-14]等的发

生相关。在缺血性脑卒中，关于这两个位点的研究较少[15,16]，因

此本文旨在探讨 miR-146aC>G，miR-149 T>C位点与缺血性脑

卒中易感性的关系，为缺血性脑卒中的预防和治疗提供理论依

据。

1 材料与方法

1.1 研究对象
病例组包括 2009年至 2013年河南省人民医院神经内科

收住的 196例缺血性脑卒中患者，所有患者经两位以上神经内

科医生及头部 CT确诊，对照组选择与病例组年龄性别相匹配

的同期健康体检人群 205例，所有的受试者都为郑州或周围地

区的汉族人群。

1.2 DNA提取

抽取 5 mL外周血于含 EDTA的抗凝管中，一周内按照基

因组 DNA 提取试剂盒（上海生工）的说明方法提取基因组
DNA，分装后冻存在 -20℃备用。
1.3 基因型检测

利用聚合酶链式反应 - 限制性片段长度多态性

（PCR-RFLP）的方法检测 miR-146aC>G 和 miR-149T>C 位点

的基因型。PCR反应体系包括：100 ng的基因组 DNA，0.1 mM

dNTPs，2.0 mM MgCl2，10pM引物，1.25U Taq酶 (上海生工)。

引物序列：miR-146aC>G[15]，正链 5’-CATGGGTTGTGTCAGT-

GTCAGAGCT-3’，负链 5’-TGCCTTCTGTCTCCAGTCTTC-

CAA-3’；miR-149T>C [17]， 正 链 5’-TGTCTTCACTCCCGT-
GCTTGTCC-3’，负链 5’- TGAGGCCCGAAACACCCGTA-3’。
PCR 反应参数为：95℃ 预变性 5 分钟，然后进入扩增阶段，
95℃变性 60秒，58℃ 退火 45 秒，72℃ 延伸 1分钟，循环 35

次，最后 72℃ 延伸 10分钟。miR-146aC>G PCR产物长度为
147 bp，经 I酶切后可产生 147 bp，122 bp，25 bp的小片段，
miR-149T>C PCR产物长度为 254 bp，经 II酶切后可产生
254 bp，194 bp，60 bp的小片段。酶切产物在 3%的琼脂糖凝

胶上电泳，经溴乙锭染色后在紫外光下拍照进行基因型鉴定。

随机选取 10%的样本进行复查，符合率达 100%。
1.4 统计学处理

所有数据应用 SPSS17.0统计软件进行分析。采用 x2检验

或 t 检验对病例组和对照组基本信息及 miR-146aC>G，
miR-149T>C基因型分布情况进行比较。应用拟合优度检验分

析病例组和对照组的基因型分布是否符合 Hardy-Weinberg平

衡。OR值及其 95%可信区间( 95% CI)来表示相对风险度。所有

统计检验均为双侧概率检验。P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

病例组与对照组的人口学特征见表 1。结果显示，病例组

与对照组在年龄，性别上是匹配的(P>0.05)。而高血压，高血脂，

糖尿病和吸烟则是缺血性脑卒中发病的危险因素 (P值均小于
0.05)。

表 1研究人群特点

Table 1 Characteristics of the study population variables

经 person卡方检验，miR-146aC>G，miR-149T>C位点基因

型频率分别为 1.354，3.741，P值均大于 0.05，满足 Hardy-Wein-

berg 平衡定律，表明该群体是一遗传平衡群体 (表 2)。
miR-146aC>G位点各基因型在病例组 (CC, 38.3%; CG, 44.4%;

GG, 17.3%)和对照组(CC, 47.3%; CG, 40.0%; GG, 12.7%)的分

布无明显差异，但突变型等位基因 G会增加缺血性脑卒中的

患病风险(OR, 1.34，95%CI, 1.009-1.799, P=0.043)。miR-149T>C

位点各基因型在病例组 (TT, 40.3%; TC, 38.8%; CC, 20.9%)和

对照组(TT, 39.0%; TC, 43.4%; CC, 17.6%)分布无明显差异 (表2)。

Variables Controls Cases P value

Age(mean± SD)

Male(n,%)

Hypertension(n,%)

Hyperlipidemia(n,%)

Diabetes mellitus(n,%)

Smoking(n,%)

63± 10.5

95（46.3%）

97（47.3%）

25（13.8%）

14（6.8%）

48（23.4%）

64± 11.7

94（48.0%）

119（60.7%）

48（24.5%）

32（16.3%）

74（37.8%）

0.752

0.746

0.007

0.001

0.003

0.002

表 2 miR-146aC>G，miR-149T>C位点基因型与等位基因频率分布

Table 2 Distribution of the miR-146aC>G，miR-149T>C Genotype and alle frequencies

Groups Controls (n=205),n(%) Cases (n=196), n(%) Adjusted OR（95%CI） P value

miR-146aC>G
Genotype

CC
CG
GG
Alle

C
G

mir-149T>C
Genotype

TT
TC
CC
Alle

T
C

97(47.3%)
82(40.0%)
26(12.7%)

276(67.3%)
134(32.7%)

80(39.0%)
89(43.4%)
36(17.6%)

249
161

75(38.3%)
87(44.4%)
34(17.3%)

237(60.5%)
155(39.5%)

79(40.3%)
76(38.8%)
41(20.9%)

234
158

1
1.372(0.896-2.102)
1.691(0.935-3.06)

1
1.34（1.009-1.799）

1
0.865(0.559-1.338)
1.153(0.669-1.989)

1
1.044(0.787-1.386)

0.145
0.081

0.043

0.514
0.608

0.764
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本研究进一步对年龄，性别，高血压，高脂血症，糖尿病进

行了分组分析，结果显示，和 CC基因型相比，miR-146aC>G位
点 CG+GG基因型会增加女性(CC vs CG+GG：OR，1.823，95%

CI 1.039-3.198，P=0.035) 及无高血压组 (CC vs CG+GG：OR，

1.861，95%CI，1.013-3.42，P=0.044) 缺血性脑卒中的患病风险。
miR-149T>C 位点 TC+CC 基因型会增加无高血压组 (TT vs

TC+CC：OR，1.959，95% CI，1.035-3.708，P=0.044) 患缺血性脑

卒中的风险(见表 3)。

表 3 miR-146aC>G，miR-149 T>C基因多态性分组分析

Table 3 Stratified analyses of miR-146aC>G，miR-149 T>C polymorphism

Groups
Mir-146a CG+GG Mir-149 TC+CC

Adjusted OR (95%CI) P value Adjusted OR (95%CI) P value

Age

<63

>63

Gender

Male

Female

Hypertension

No

Yes

Hyperlipidemia

No

Yes

Diabetes mellitus

No

Yes

1.164(0.649-2.09)

1.543(0.897-2.655)

1.161(0.656-2.056)

1.823(1.039-3.198)

1.861(1.013-3.42)

1.244(0.726-2.135)

1.42(0.913-2.206)

1.433(0.534-3.843)

1.49(0.979-2.289)

1.25(0.348-4.486)

0.61

0.116

0.608

0.035

0.044

0.426

0.119

0.474

0.062

0.732

1.221(0.676-2.207)

1.484(0.861-2.558)

1.071(0.601-1.907)

0.851(0.488-1.487)

1.959(1.035-3.708)

0.066(0.347-1.037)

1.064(0.682-1.662)

0.556(0.202-1.533)

0.942(0.614-1.445)

1.286(0.365-4.529)

0.154

0.508

0.816

0.571

0.037

0.066

0.784

0.254

0.785

0.695

3 讨论

脑卒中是由多基因和多种危险因素参与发生的复杂性疾

病，如能对一些危险因素进行积极有效地预测和干预，则可降

低脑卒中的发病率和死亡率。SNPs在人类基因组中分布广泛，

覆盖密度大，在复杂疾病基因的定位研究中有着独特的优越

性，而 miRNA是一类广泛存在的小分子调控因子，人体内约

90%的基因表达都受其调控。通过检测血液中的 miRNA上的

多态性位点的变化来检测疾病的发生、发展和预后，可能会给

人类疾病的治疗提供一种新的手段[18]。

研究表明，SD 大鼠大脑局部缺血再灌注会引起多种
miRNAs表达发生改变，且随着再灌注时间的不同，表达的
miRNAs也不同[19]。而 Tan KS等通过检测缺血性脑卒中病人和

正常对照血液样本中 miRNA表达谱，发现有 138个 miRNA

表达升高 [20]，如 miR-126，miR-181a等，19个 miRNA表达下

降，如 miR-602，miR-186等。Zeng等发现 miR-210在缺血性脑

卒中患者中的表达明显下降[21]。种种研究表明 miRNA有望成
为一种新的脑血管疾病分子标志物。

缺血性脑卒中会直接引起脑部神经炎症反应，而

miR-146a是一个炎症相关基因，其启动子区存在多个 NF-kB

结合位点，致炎症因子 LPS、IL-1等均可以 NF-kB依赖的方式

促进 miR-146a表达[10]。Mir-149能与 MTHFR的 3’非翻译区结
合，参与调节其表达，而 MTHFR 基因与缺血性脑卒中密切相

关[11]。本研究则表明 miR-146aC>G会增加汉族人群中女性和

非高血压人群缺血性脑卒中的患病风险，miR-149T>C会增加

汉族人群中非高血压人群患缺血性脑卒中的风险。由于本研究

样本量有限且来源较为集中，所以该结果需要进一步扩大样本

量及在其他人种中进行验证。
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