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Klotho基因多态性与脑梗塞的关系

王静雯 方丽君 刘迎梅 裴少芳 江玲玲

南京医科大学附属苏州医院神经内科 江苏 苏州 215008

【摘 要】：我们 旨在研究 Klotho基因在脑梗塞（CI）患者外周血中 的表达以 及其多态性与 CI发生的关系。 方法：以
80名 CI患者（CI组）和 30名接受体检的健康人 （对照组）为 研究对象。 采用酶联免疫吸附法测定 CI组和对照组中
Klotho基因的表达量。 通过构象差异凝胶电泳对 Klotho基因启动子区域的单核苷酸多态性（rs192031）进行分型。 此
外，通过卡方检验评估 Klotho基因型的分布频率是否符合 Hardy-Weinberg平衡。 同时，分析了 Klotho等位基因和基因
多态性与 CI发生率的关系。 CI组患者外周血中 Klotho的蛋白表达水平明显低于 对照组（P<0.05）。 哈迪· 温伯格平
衡分析显示，Klotho基因多态性（rs192031）符合遗传平衡分布（P>0.05）。 基于 基因的关联分析表明，rs192031多态
性和等位基因与 CI的发生相关（P<0.05）。 Klotho基因多态性 rs192031的 TT基因型的 CI患者的收缩压和高密度脂
蛋白胆固醇明显高于 对照组患者（P<0.05）。
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Abstract: We aimed to study the expression of Klotho gene in peripheral blood of patients with cerebral infarction (CI) and the
relationship between its polymorphisms and the occurrence of CI. Methods: 80 CI patients (CI group) and 30 healthy people
(control group) who received physical examination were selected as the research objects. The expression of Klotho gene in CI
group and control group was determined by enzyme-linked immunosorbent assay. The single nucleotide polymorphism
(rs192031) in the promoter region of the Klotho gene was typed by conformational difference gel electrophoresis. In addition,
whether the distribution frequencies of Klotho genotypes conformed to Hardy-Weinberg equilibrium was assessed by
chi-square test. At the same time, the relationship between Klotho alleles and gene polymorphisms and the incidence of CI was
analyzed. The protein expression level of Klotho in peripheral blood of CI group was significantly lower than that of control
group (P<0.05). Hardy-Weinberg equilibrium analysis showed that the Klotho gene polymorphism (rs192031) conformed to the
genetic equilibrium distribution (P>0.05). Gene-based association analysis showed that rs192031 polymorphisms and alleles
were associated with the occurrence of CI (P<0.05). The systolic blood pressure and high-density lipoprotein cholesterol of CI
patients with TT genotype of Klotho gene polymorphism rs192031 were significantly higher than those of control patients
(P<0.05).
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1 引言

脑卒中 是一 组以 脑部缺血及出血性损伤症状为 主 要
临 床表现的疾病，临 床上 缺血性脑卒中 发病率较高，近年
来由于 高血压、糖尿病以 及动脉粥样硬化等基础疾病的发
生发展，脑卒中 的诊治面临 的严 峻的威胁。 部分学者通过
大量多中 心的回顾性分析研究证实，高血压、血糖代 谢异
常、高血脂等基础疾病导致的脑血管内皮细胞功能障碍，
为 缺血性脑卒中 发病独立危险因素[1，2]，然而迄今 为 止对
于 脑卒中 的发病机制的研究仍 然不 足，其病因仍 然不 清楚。
近年来相关基础研究表明在脑卒中 的发生发展过程中 ，部
分基因转录水平及翻译水平的改变能够显著影响到脑血
管事 件 的结局，特别是对于 具有高血压、糖尿病以 及高脂

血症等高危因素的患者，基因多态性对于 脑血管疾病的发
生发展的影响更为 显著[3，4]。 基因多态性是指在一 个 生物
群体中 ，存在两 种或多种不 连续的变异型或基因型，若多
态性位点位于 基因的某些 功能区域，如启动子区，编码区，
3'非翻译区（3'UTR）等，可能会影响基因的表达量。 以
往大量研究表明，遗传多态性与 脑梗塞的发生发展存在密
切关联。

K lotho作 为 一 种抗衰老基因，能够减少氧化应激，从
而保护心脑血管系统。 一 项研究表明，急性缺血性中 风患
者的血浆 K lotho浓度与 良好的功能预后相关。 基础实验
表明，K lotho是神经元和星形胶质细胞之 间代 谢耦合的诱
导剂。 K lotho可以 在神经元谷氨酸活动和胰岛素调节下 释
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放，从 而刺激星形胶质细胞中 乳 酸的形成和释放。传统中
药藁本内酯能够通过上 调 K lotho的表达来改善小鼠的脑
缺血再灌注损伤。 然而，K lotho基因多态性与 CI的关系
还没有报道。

本研究测定了 CI患者中 K lotho基因启动子区的多态
性（rs1920 31）的分布，为 进一 步研究 CI的遗传发病机
制提供一 定的参考。

1 材料与方法

1 .1 研究对象
本院 20 20 年 1 月至 20 21 年 12月收治的 CI患者共

80 人 作 为 研究对象，其中 男 41 人 ，女 39 人 ，年龄（55.41
± 3.34）岁。 抽取约 4m L 静脉血，用柠檬酸钠抗凝，并保
存在-20 ℃的冰箱中 。 同时，选择 30 名接受体检的健康
人 作 为 对照，其中 男性 15 人 ，女性 15 人 ，年龄（57.33
± 1 .19）岁。 本研究得到了 苏州市立医院、苏州市第九 人
民医院伦理委员会的批准，所有参与 者都签署了 知情同意
书 。 CI组患者符合《中 国急性缺血性脑卒中 诊断与 治疗
指南 20 19》的诊断标准，无短暂性脑缺血发作 ，经影像
学检查确诊。对照组受试者为 在我院进行常规体检的健康
人 ，无心脑血管疾病史及相关家族史。

1.2血清 K lotho蛋白的检测
采集静脉血约 4毫升，用柠檬酸钠抗凝，按照说明使

用酶联免疫吸附试验（EL ISA ）试剂盒（Sigm a-A ldrich，
St.L ouis，MO，USA ）检测血清 K lotho蛋白。

1.3脱氧核糖核酸（DN A ）的提取
按照 DN A 提取试剂盒（古格生物技术有限公司，中

国武汉）的说明，抽取患者的EDTA 抗凝血共 4毫升，提
取基因组DN A 。随后，在 1.5%琼脂糖凝胶电泳中 测量 2m L
样品的质量。同时，使用紫外分光光度计测定提取的 DN A
的浓度。

1.4聚合酶链式反应（PCR）的扩增
1.4.1 设计引物以 扩增 K lotho基因多态性 rs1920 31
各多态性的引物序列见表 1，PCR 反应体系（20 m L ）

包括 2.0 m L DN A 模板，10 .0 m L 2× 混合液，0 .4 m L 正向引
物，0 .4 m L 反向引物，和 7.2 m L ddH ，PCR 扩增是在以
下 条件 下 进行的。 95℃120 秒，35 个 循环，94℃30 秒，
57℃90 秒，72℃60 秒，然后在 72℃下 延伸 60 秒，然后
在 72℃下 延长 10 分钟。 随后，利用琼脂糖凝胶电泳来检
测基因片段的扩增情况。
表 1 K lotho基因启动子区不 同多态性的引物序列和产 物

大小

多态性 引物序列（5'-3'）。 产 物（bp）

rs1920 31
正向

A GCTGA TGGCTA TCGTA GCGA
CCR 反之 TEGGCTA GCTA GTCG

224

2 连接酶检测反应

该反应中 使用的上 游和下 游探针是由 BGI设计和合
成的。 上 游探针在 5'端部进行了 磷酰化处理，以 制备浓度
为 12.5pm ol/m L 的探针混合液。连接酶检测反应体系（3.0 5
m L ）由以 下 部分组成 0 .0 5 m L 连接酶，1 m L 缓冲液，1 m L
PCR 产 品和 1 m L 探针混合物。 PCR 扩增是在以 下 条件 下
进行的。 95℃120 秒，94℃15秒，50 ℃25秒，共 30 个 循
环。 之 后，用紫外分光光度计测量浓度。 随后，委托BGI
对目标基因进行测序和分析。 所有的数据都用 Gen e
M apper进行分析（表 2）。
表 2 K lotho基因不 同多态性的探针序列和连接酶反应的

产 物大小

多态性 探针 探针序列（5'-3'）。
产 物
（bp）

rs1920 31

rs1920 31
rs1920 31-
A rs1920 31

-T

P-A CGTA GCTA GCTA GTTTTTT
TTTTTTTTTTTTT-FA M
tttttttttttgcacgagcatttttttaaa

TTTTTTTTTTTTTTTA CCCA TTTT
TTTTTA T

125

3 统计学分析

统计学产 品和服务解决方案（SPSS）22.0 软件（IBM，
A rm on k ，NY，USA ）用于 统计分析。 枚举 数据用频率和
百分比表示，测量数据用平均值± 标准差表示。 计算样本
中 的基因型频率，并使用 H ardy-W ein berg equi-librium 公
式进行检验。 卡方检验用于 列举 数据的多重比较。 此外，
对测量数据采用了 t检验和方差分析。P< 0 .0 5表示差异具
有统计学意义 。

CI组与 对照组临 床基线数据的比较如表 3所示，CI
组的血糖和收缩压明显升高，但高密度脂蛋白胆固醇
（H DL -C）较对照组明显下 降（P< 0 .0 5）。 CI组与 对照
组外周血中 K lotho蛋白水平的比较如图 1 所示，与 对照
组相比，CI组患者外周血中 K lotho的表达水平明显降低。

表 3CI组与 对照组临 床数据的比较

指标 对照组 CI组 P

甘油三 酯
（m mol/L ）

1 .75± 0 .29 1 .81± 0 .22 0 .1 1 0

总胆固醇
（m mol/L ）

4.87± 0 .46 4.90 ± 0 .25 0 .342

高密度脂蛋
白胆固醇
（m mol/L ）

1 .29± 0 .12 1 .15± 0 .48 0 .0 0 3

L DL -C
（m m ol/L ）

2.98± 0 .29 3.0 3± 0 .13 0 .287
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血糖
（m mol/L ）

5.21± 1 .29 6.26± 0 .96 0 .0 0 1

收缩压
（m m H g）

131 .96± 4.0 4
145.0 2±
6.84

0 .0 0 0

舒张压
（m m H g）

80 .0 5± 3.0 4 84.28± 4.0 5 0 .0 19

图 1

CI组和对照组外周血中 K lotho蛋白水平的比较，CI：
脑梗塞组，对照组：健康对照组，*P< 0 .0 5：与 对照组有
统计学差异。

4 Klotho基因多态性-srs192031的分析结果

对CI组和对照组的 K lotho基因多态性rs1920 31 进行
BSTU I限制性酶切，显示多态性 rs1920 31 有两 个 等位基
因（A 和 T）和三 种基因型（A A 、A T和 TT）。

4.1 H ardy-W ein berg平衡试验的结果
用 H ardy-W ein berg平衡公式对不 同 K lotho基因多态

性的连锁不 平衡试验结果进行了 检验。如表四所示，各组
多态性之 间检测到 r2< 0 .33，表明各组多态性符合组间平
衡检验。

4.2 K lotho基因多态性与 CI的关系
基因多态性的基因型频率见表 4，多态性 rs1920 31

与 CI的发生有明显关系（P< 0 .0 5）。
表 4 组间 K lotho基因多态性的连锁平衡检验结果

多态性 r2

rs1920 31

rs1920 31 -

5 结论

总之 ，本研究首次阐明 K lotho基因多态性 rs1920 31
与 CI的发生有潜在关系，基于 基因的关联分析表明，只
有rs1920 31 多态性和等位基因与 CI的发生相关（P< 0 .0 5）。
K lotho基因多态性 rs1920 31 的 TT基因型的 CI患者的收
缩压和高密度脂蛋白胆固醇明显高于 对照组患者
（P< 0 .0 5）。
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