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【摘要】 目的 探讨ApoA5基因单核苷酸多态性与代谢综合征的关系。方法 随机选取 2012年 1月至

2013年1月在我校附属医院接受治疗的100例代谢综合征(MS)患者，并采用 1:1 匹配设计选取 100 例正常人为

研究对象。采用 PCR-RFLP 分析 ApoA5 基因-1131T>C 和 56C>G 两个 SNP 位点单核苷酸多态性与代谢综合

征的关系。结果 ApoA5-1131T>C CC基因型携带者的TG、HDL-C、ApoA1的水平明显高于TC、TT基因型携带

者，差异有统计学意义(P<0.05)。而ApoA5 56C>G各基因型之间MS患者的临床及生化指标差异均无统计学意义

(P>0.05)。ApoA5-1131T>C TC基因型携带者比CC基因型携带者更容易发生MS，风险分别上升1.415倍，而TT

型基因携带者发生MS的风险为CC型的0.302倍（P<0.05）。结论 ApoA5-1131T>C的基因多态性与MS的发生

密切相关，可增加MS发病率，而ApoA5 56C>G的基因多态性与MS的发生无显著相关。
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【Abstract】 Objective To explore the relationship between metabolic syndrome and ApoA5 gene polymor-

phism. Methods One hundred patients with metabolic syndrome (MS) matched with 100 healthy subjects were se-

lected randomly from January 2012 to January 2013 in the Affiliated Hospital of Huaihua Medical College.

PCR-RFLP was used to analyze if there was a correlation between the single nucleotide polymorphisms of ApoA5

gene-1131T>C and 56C>G SNP and metabolic syndrome. Results The levels of TG, HDL-C, ApoA1 of subjects

with ApoA5-1131T>C CC genotype were significantly higher than those of subjects with TC and TT genotype (P<

0.05). The clinical and biochemical parameters showed no significant difference between MS patients with ApoA5

56C>G genotypes (P>0.05). ApoA5-1131T>C TC genotype increased the risk of developing MS by 1.415, but TT geno-

type decreased the risk of developing MS comparing to CC genotype by 0.302 (P<0.05). Conclusion The SNP of

ApoA5-1131T>C is closely related to the occurrence of MS and can increase the risk of MS, while SNP of ApoA5

56C>G has no relationship with the occurrence of MS.
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·论 著·

糖耐量减低、高血压、糖尿病、内脏脂肪堆积及血

脂障碍均为代谢综合征(Metabolic syndrome，MS)的

表现之一。代谢综合征是由遗传因素和环境因素共

同作用于机体后形成的一种临床状态[1-2]。伴有代谢

综合征的患者发生心血管疾病的概率显著增加。血

脂障碍则是致动脉粥样硬化的重要调节因素[3-5]。血

脂障碍常常表现为高水平甘油三酯、低水平高密度脂

蛋白(HDL-C)和高浓度的载脂蛋白。载脂蛋白 A5

(ApoA5)基因最初是由Vliet在比较人与小鼠基因组

DNA 时发现的一种新载脂蛋白基因。研究表明，

ApoA5 基因能够影响甘油三酯(TG)的水平，并且证

实 ApoA5 基因表达水平与冠心病的发生存在相关

性 [6-8]。由于高TG是一种促进动脉粥样硬化和心血

管疾病发生的独立危险因素，因此阐明ApoA5基因

在脂质代谢调节中的作用至关重要。本研究旨在探

讨代谢综合征与ApoA5基因多态性之间的关系。本

研究采用1:1匹配设计的病例对照研究方法，以代谢

综合征患者和性别、年龄相匹配的健康人群为研究对

象，采用 PCR-RFLP 方法分析 ApoA5 基因-1131T>C

和 56C>G 两个 SNP 位点的基因型分布规律，阐述

ApoA5基因两个脂质调节相关SNPs与MS发病风险

之间的关系，为MS的防治提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 随机选取2012年1月至2013年

1月在我校附属医院接受治疗的100例MS患者组成

病例组；以年龄、性别为匹配因素，采用1:1匹配的方

法选取同期在我校附属医院体检的 100例正常人组

成对照组；研究对象来自我校附属医院门诊及住院部

doi:10.3969/j.issn.1003-6350.2013.22.1367

··3281



海南医学2013年11月第24卷第22期 Hainan Med J, Nov. 2013, Vol. 24, No. 22

的MS患者与健康体检人群。代谢综合征和对照组

研究对象的年龄及性别匹配(P<0.05)。

1.2 病例组纳入排除标准

1.2.1 纳入标准 MS的诊断参照2007年《中国

成人血脂异常防治指南》的诊断标准：(1)高血压，收

缩压/舒张压≥140/90 mmHg (1 mmHg=0.133 kPa)；

(2)高血糖，空腹血糖≥6.10 mmol/L；(3)高甘油三

酯 (TG)≥1.7 mmol/L；(4)高密度脂蛋白 (HDL-C)<

0.9 mmol/L (男性)和<1.03 mmol/L (女性)；(5)高腰围>

85 cm (男性)和>80 cm (女性)。以上 3项及 3项以上

异常者则诊断为代谢综合征(MS)。

1.2.2 排除标准 (1)排除合并结缔组织疾病、

内分泌疾患、慢性肝病等患者；(2)长期使用影响搪代

谢的类固醇激素等药物的患者；(3)实验前详细了解

本实验目的后，拒绝签署知情同意书者。

1.3 方法

1.3.1 主要试剂及仪器 主要试剂：DNA引物、

PCR试剂盒、限制性内切酶、蛋白酶K、琼脂糖、DNA

Marker、Tris碱、碘化钾、氯仿、异戊醇、异丙醇、70%乙

醇等均购自由生工生物工程(上海)股份有限公司。

主要仪器设备：离心机(Sigma，美国)；PCR仪(ABI，美

国)；电泳凝胶成像分析仪(Bio-Rad，美国)；电泳仪、电

泳槽(SCIE-PLAS Biochrom，英国)；UV-7504 紫外可

见分光光度计(上海欣茂仪器有限公司)；YJ-875型医

用超净工作台(苏净集团安泰公司)；微量电子天平(北

京博远祥德科学仪器有限公司)。

1.3.2 基本资料收集 所有参与研究的对象腹

围、血压均由同一位医生护士进行测量，并取三次测量

数值的均数。采用调查表收集研究对象的一般资料，

包括性别、年龄、婚姻状况等；对照组研究对象的体格检

查及病史情况均有本院专科医师进行评估并排除糖尿

病、心脑血管疾病及其他不能入选对照组的相关疾病。

1.3.3 血样采集及生化指标检测 所有研究对象

均有本院检验科常规采用含有乙二胺四乙酸(EDTA)抗

凝剂的采血管采集。参与研究的对象均在清晨空腹取

肘静脉采集10 ml血样，离心后分离血清并进行-80℃保

存。血清高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)和低密度脂蛋

白胆固醇(LDL-C)根据试剂盒说明提供的直接测定法进

行测定，而TG和总胆固醇(TC)则采用比色法进行测

定。ApoA1、ApoB采用ELISA法进行测定。

1.3.4 引物设计与合成 在 GenBank 中查询

ApoA5 基因序列，然后采用引物设计软件 Primer5.0

进行设计，并由上海申友生物技术有限公司合成，序

列如表1所示。

1.3.5 基因组DNA提取 在2 ml外周血中加入

等体积 3%的明胶，混匀，水浴(37℃) 10 min 后取上

清液，离心 5 min；将沉淀放入试管中+TES 缓冲液+

10% SDS 10 滴，混匀，破膜；加入 2 ml 饱和酚，混匀

后离心 5 min；将上层清液移至另一离心管，加入等

体积的氯仿，混匀后离心 5 min；移上层清液至另一

试管中，加入 2.5 倍体积的无水乙醇将 DNA 沉淀析

出 ；用 70% 酒 精 洗 涤 两 次 ，挥 干 ；加 入 200 μ l

TE；-20℃保存。

1.3.6 PCR及限制性片段长度多态性(RFLP)反

应体系 针对GKRP基因 rs 780094、ANGPTL3基因

rs 11207997两个SNP位点，应用Primer premier 5.0引

物设计软件设计引物PCR反应体系：10×PCR缓冲液

2.5 μl、上游引物为 1.0 μl、下游引物为 1.0 μl、DNA模

板1μl、2U/μl Taq酶0.15 μl、dNTPs (2 mmol/L) 2 μl、加

ddH2O至总体积 25 μl。PCR扩增循环参数：预变性：

95℃ 5 min；90℃ 10 s，56℃ 40 s，持续 32 个循环；

72℃终延伸 1 个循环。RFLP 反应体系：10×buffer

2.5 μl、10 U/ul AST1 限制性内切酶 1.0 μl、PCR 产物

10 μl、ddH2O 2.5 μl，总体积为 25 μl。酶切产物电泳：

制作 2%琼脂糖凝胶并加入 0.5 μg/ml溴化乙锭(EB)，

将 8 μl酶切产物及 0.2%溴酚蓝加入胶孔，以 6 μl NA

Marker为标准参照物，电泳 30 min (100V)，在凝胶成

像系统中观察结果。

1.4 统计学方法 计量资料采用均数±标准差

(x-±s)的形式表示，两组比较采用两独立样本的 t检
验，三组比较采用完全随机设计的方差分析，若方

差分析差异有统计学意义，则采用LSD法进一步行

两两多重比较；计数资料用率或构成比表示，采用χ2

检验进行统计推断；以野生型纯合子作为对照，采

用非条件 Logistic 回归计算比值比(Oddsratios，OR)

及其 95%可信区间(Confidence intervals，CI)，用以说

明不同基因型与MS发病的关系。以上统计操作均

借助SPSS17.0 进行处理，以P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 结 果

2.1 一般情况比较 表 2为病例组和对照组研

究对象的临床及生化指标比较结果，经两独立样本的

表1 ApoA5基因引物序列

基因特点

ApoA5-1131T>C

ApoA5 56C>G

引物序列

F 5'-GATTGATTCAAGATGCATTTAGGAC-3'

R 5'-CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT-3'

F 5'-TGCTCACCTGGGCTCTGGCTCTTC-3'

R 5'-CCAGAAGCCTTTCCGTGCCTGGGCGGC-3'
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t检验，病例组的甘油三酯、LDL-ApoB等指标高于对

照组，HDL-胆固醇、胰岛素水平低于对照组，差异具

有统计学意义(P<0.05)；其他指标在两组间差异无统

计学意义(P>0.05)。

2.2 基因型间生化指标比较 病例组患者

ApoA5-1131T>C 各基因型临床及生化指标比较见

表 3，结果显示：CC、TC、TT 三种不同基因型间

MS 患者的 BMI、TC、LDL-C、ApoB、ApoA5、OGTT

3 h 血糖、OGTT 1 h 胰岛素等指标的水平差异无

统计学意义 (P>0.05)；而 CC 基因型携带者的 TG、

HDL-C、ApoA1的水平明显高于TC、TT基因型携带

者，差异有统计学意义(P<0.05)。病例组患者ApoA5

56C>G各基因型临床及生化指标比较见表4，结果显

示：CC、CG、GG三种不同基因型之间MS患者的临床

及生化指标差异均无统计学意义(P>0.05)。

2.3 ApoA5基因多态性与MS易感性的关系 经

χ2检验，两基因的各基因型分布符合Hardy-Weinberg

遗传平衡定律，提示：研究对象能够代表源人群。

ApoA5-1131T>C基因型病例组和对照组间的分布差

异具有统计学意义 ( χ 2=14.798，P=0.001)，而 ApoA5

56C>G基因型病例组和对照组间的分布差异无统计学

意义(χ2=5.87，P=0.053)。以CC为参照行非条件Logis-

tic回归分析ApoA5-1131T>C和56C>G基因多态性与

MS 易 感 性 的 关 系 ，结 果 见 表 5。 结 果 显 示 ：

ApoA5-1131T>C TC基因型携带者比CC基因型携带

者更容易发生 MS，风险分别上升 1.415 倍(95%CI：

1.017~1.923)，而TT型基因携带者则发生MS的风险为

CC 型 的 0.302 倍 (95% CI：0.173~0.521) (P<0.05)；

ApoA5 56C>G CG携带者发生MS的风险比CC基因

型携带者上升1.113倍(95%CI：0.825~1.515) (P>0.05)，

而GG基因型携带者发生MS的风险上升1.381倍(95%

CI：1.111~3.242) (P>0.05)。

表2 病例组及对照组研究对象临床及生化指标比较(x-±s)

观察指标

体重 (kg)

BMI

TG (mmol/L)

TC (mmol/L)

HDL-C (mmol/L)

LDL-C (mmol/L)

ApoA1 (g/L)

ApoB (g/L)

ApoA5 (g/L)

OGTT 3 h 血糖 (mmol/L)

OGTT 1 h 胰岛素 (μIU/ml)

病例组

68.22±10.21

33.12±5.43

2.66±0.89

6.34±1.24

0.85±0.23

3.03±0.47

1.87±0.20

1.21±0.22

0.19±0.02

5.13±0.67

8.84±5.61

对照组

64.59±9.58

26.77±4.23

0.92±0.43

5.45±1.08

1.36±0.42

2.03±0.39

0.91±0.37

0.63±0.17

0.09±0.01

5.16±0.71

11.97±7.98

t值
1.023

4.242

9.695

2.762

3.221

2.569

3.654

4.369

6.236

1.007

3.978

P值

0.369

0.000

0.000

0.013

0.002

0.017

0.000

0.000

0.000

0.370

0.000

表3 病例组ApoA5 -1131T>C各基因型临床及生化指标比较(x-±s)

观察指标

BMI (kg/m2)

TG (mmol/L)

TC (mmol/L)

HDL-C (mmol/L)

LDL-C (mmol/L)

ApoA1 (g/L)

ApoB (g/L)

ApoA5 (g/L)

OGTT 3 h血糖 (mmol/L)

OGTT 1 h胰岛素 (μIU/ml)

CC型(n=15)

34.14±5.23

3.06±0.36ab

6.54±0.63

1.01±0.22ab

3.04±0.53

1.96±0.33ab

1.20±0.24

0.19±0.02

5.12±0.82

8.67±2.13

TC型(n=49)

33.08±3.36

2.56±0.39c

6.12±0.55

0.82±0.19

3.11±0.48

1.86±0.35

1.21±0.22

0.18±0.03

5.36±0.79

9.45±2.08

TT型(n=36)

32.78±3.28

1.97±0.33

5.78±0.63

0.83±0.18

2.91±0.37

1.83±0.32

1.21±0.27

0.20±0.02

5.02±0.71

8.77±1.91

F值

1.423

5.234

1.123

6.872

0.634

5.356

1.578

1.135

0.983

1.052

P值

0.235

0.013

0.143

0.003

0.582

0.012

0.224

0.342

0.423

0.114

注：CC型与TC型比较，aP<0.05 ；CC型与TT型比较，bP<0.05；TC与TT型比较，cP<0.05 。

表4 病例组ApoA5 56C>G各基因型临床及生化指标比较(x-±s)

观察指标

BMI (kg/m2)

TG (mmol/L)

TC (mmol/L)

HDL-C (mmol/L)

LDL-C (mmol/L)

ApoA1 (g/L)

ApoB (g/L)

ApoA5 (g/L)

OGTT 3 h血糖 (mmol/L)

OGTT 1 h胰岛素 (μIU/ml)

CC型(n=89)

33.28±4.32

2.64±0.28

6.28±0.73

0.85±0.17

3.02±0.47

1.86±0.39

1.20±0.22

0.19±0.03

5.11±0.79

8.85±2.23

CG型(n=7)

34.13±3.54

2.45±0.21

6.59±0.62

0.83±0.13

3.10±0.38

1.90±0.39

1.21±0.24

0.19±0.02

5.42±0.86

9.13±2.17

GC型(n=4)

32.88±3.62

2.70±0.37

6.68±0.51

0.83±0.18

3.07±0.41

1.88±0.42

1.20±0.33

0.20±0.03

5.18±0.81

8.78±1.85

F值

1.135

0.673

1.783

0.709

0.335

0.993

1.231

1.142

1.213

0.734

P值

0.215

0.445

0.052

0.339

0.763

0.298

0.114

0.198

0.146

0.325
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3 讨 论

ApoA5 位于人染色体 11q23 上，基因的全长为

1 889 bp。ApoA5 由 3 个内含子、4 个外显子和 4 个

沉默子构成 [8-11]。ApoA5 基因最初由 Vliet 在比较人

与小鼠基因组DNA时发现，人类的ApoA5基因与小

鼠胎盘的序列同源性高达 90%。ApoA1/C3/A4基因

与ApoA5基因距离大约为 30 kb，ApoA1/C3/A4基因

簇为研究较为透彻的具有调节血脂的基因之一。

Ishihara等[12]研究发现血清中的TG浓度和ApoA5浓

度呈负相关，而ApoA5的浓度则与HDL-C浓度呈正

相关。Szalai 等 [13]研究发现 APOA5 的-1131T>C 和

56C>G SNPs与男女两性的血浆TG浓度增高显著相

关，它们对脂蛋白残粒样颗粒(RLP)和脂蛋白亚组分

的影响有性别差异，RLP浓度在女性-1131C等位基

因携带者中较高，而男性则以 56C>G等位基因携带

者较高，而且女性-1131C等位基因与心血管病风险

增高有关[9]。

MS是以多种心血管危险因素聚集为特征，表现

为中心性肥胖、糖代谢异常、高血压、血脂代谢紊乱等

出现于同一个体身上。MS的患者糖尿病、心血管疾

病的发生率远超过正常人。目前认为环境、饮食、地

理地域等因素是MS发病的始动因素，而个人的遗传

特征决定了MS的易感性。近年来随着基因单核苷

酸多态性(SNP)研究的不断深入，由单核苷酸点突变

造成的基因多态性则成为个体遗传易感性的决定因

素之一。目前研究认为 ApoA5 基因-1131T>C 和

56C>G 多态性与血浆 TG 浓度有相关性。本实验采

用RFLP就ApoA5-1131T>C和56C>G基因多态性进

行检测，旨在探讨上述基因多态性与MS发病风险之

间的关系。

我们的研究结果显示，在ApoA5-1131T>C位点，

病例组 CC 型、TC 型、TT 型患者分别为 15 例(15%)、

49例(49%)、36例(36%)，与对照组的分布差异有统计

学意义(χ2=14.798，P<0.05)。而在ApoA5 56C>G位点

上，病例组 CC 型、CG 型、GG 型患者分别为 89 例

(40%)、7例(7%)、4例(4%)，与对照组的分布差异无统

计学意义。从表1可见病例组患者ApoA5水平显著高

于对照组，并且病例组的TG、TC、LDL-C也显著高于对

照组，但OGTT 1 h 胰岛素水平则低于对照组。ApoA5

对血糖和血脂的调节机制仍不清楚，而研究显示它可能

通过PPAR-α和FXR基因来调控其的表达[14]。有研究

也证实了转染 PPAR-α或者 FXR能够增加ApoA5启

动子活性[15]。ApoA5可通过PPAR-α来调节TG的水

平。还有研究者证明三碘甲状腺氨酸能够刺激

ApoA5的表达。比较病例组ApoA5-1131T>C各基因

型之间生化指标水平差异，我们可以发现CC、TC、TT

三种不同基因型间 MS 患者的 BMI、TC、LDL-C、

ApoB、ApoA5、OGTT 3 h 血糖、OGTT 1 h 胰岛素等指

标的水平差异无统计学意义(P>0.05)；而 CC 基因型

携带者的 TG、HDL-C、ApoA1 的水平明显高于 TC、

TT 基因型携带者，差异有统计学意义 (P<0.05)。

Nowak等[16]研究发现胰岛素可以调节ApoA5基因的

表达，并呈剂量依赖性。它可以降低ApoA5启动子

活性。这与我们的研究结果并不一致，可能由于我们

的样本量较小产生一定的偏倚所致。

我 们 进 一 步 做 Logistic 回 归 分 析 显 示

ApoA5-1131T>C TC基因型携带者比CC基因型携带

者更容易发生 MS，风险分别上升 1.415 倍(95%CI：

1.017~1.923)，而TT型基因携带者发生MS的风险为

CC 型的 0.302 倍(95%CI：0.173~0.521) (P＜0.05)；对

ApoA5 56C>G几个亚型分析，我们发现其不同亚型

患有 MS 的风险差异无统计学意义，表明 56C>G 与

MS的发病风险无显著相关。

总之，随着人们饮食方式的改变，MS的发病率不

断升高。本研究也证实MS的发病与ApoA5-1131T>C

多态性相关，CC和TC亚型人群患有MS的风险较高。

因此，对于ApoA5-1131T>C CC型和TC型伴有高甘油

三酯、高血压、高血糖等人群应该早期干预和预防，避

免MS的发生。
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UCP5在大鼠局灶性脑梗死周边神经细胞中的表达变化
曹 杰 1，2，方 朴 2，万 慧 2
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【摘要】 目的 探讨UCP5在大鼠局灶性脑梗死周边神经细胞中的表达变化。方法 线栓法制作大鼠左侧

大脑中动脉永久性闭塞缺血模型。67只大鼠随机分为假手术组(n=7)和缺血组(n=60)，缺血组按缺血时间分成缺

血6 h、12 h、1d、3 d、7 d 五个亚组每组12只。采用2% TTC染色和HE染色显示梗死灶，应用免疫组化方法观察各组

大鼠脑内UCP5阳性反应神经细胞数量。结果 2%TTC染色显示，缺血组大鼠左侧大脑中动脉供血区域均可见不

规则白色梗死灶；HE染色显示，缺血组大鼠左侧大脑皮质均可见坏死区域。假手术组左侧大脑皮质UCP5阳性细胞

数为(1.32±1.49)个/视野，缺血6 h组梗死灶周边为(3.66±3.01)个/视野，缺血12 h组为(9.96±7.33)个/视野，缺血1 d组

为(21.06±14.36)个/视野，缺血3 d组为(12.20±11.19）个/视野，缺血7 d组为(6.08±1.93)个/视野。与假手术组比较，五

个缺血亚组阳性细胞数均显著增高(P<0.003）。缺血1 d组分别与6 h、12 h、3 d、7 d组相比阳性细胞数显著增高(P<

0.003)。结论 大鼠局灶性脑梗死周边神经细胞UCP5的表达显著增高。随缺血时间延长UCP5表达呈现峰样改

变，在缺血1 d达到高峰，UCP5可能在脑梗死中发挥着脑保护作用。

【关键词】 脑梗死；UCP5；免疫组化
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【Abstract】 Objective To investigate the expression changes of uncoupling protein-5 (UCP5) in tissues around

the cerebral infarction in rats. Methods Rat models of permanent focal ischemia were induced by the intraluminal fila-

ment occlusion of the left middle cerebral artery in rats. Sixty-seven rats were randomly allocated into sham operation
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