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摘要：目的　探讨基质金属蛋白酶２血清水平及ＭＭＰ２基因启动子区７３５Ｃ／Ｔ多态与动脉粥样硬化性脑梗死患
者出血转化风险的相关性。方法　采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性法对５８１例动脉粥样硬化性脑梗
死患者进行ＭＭＰ２基因启动子７３５Ｃ／Ｔ位点的多态性检测，并用ＥＬＩＳＡ法检测其血清ＭＭＰ２水平，根据脑梗死
患者基因型分为ＣＣ组和ＣＴ＋ＴＴ两组，并对２组患者的一般情况及出血转化情况进行比较。结果　ＣＣ组和
ＣＴ＋ＴＴ组之间的年龄、性别、入院时收缩压及舒张压、烟酒嗜好、空腹血糖、血甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇浓
度、ＮＩＨＳＳ评分和抗血小板治疗方案等差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＣＣ组出现出血转化共 ５２例
（１６．３５％），而ＣＴ＋ＴＴ组出现出血转化共２６例（９．８９％），２组比较差异有统计学意义（Ｐ＝０．０２３）。其中ＣＣ组
的出血转化率明显高于ＣＴ＋ＴＴ组。对血清ＭＭＰ２水平进行比较，发现ＣＣ组的ＭＭＰ２血清水平明显较ＣＴ＋ＴＴ
组高，２组差异同样有统计学意义（Ｐ＝０．０１７）。结论　ＭＭＰ２启动子基因７３５Ｃ／Ｔ多态性可能与急性脑梗死患
者继发出血转化的风险有关。其中ＣＣ基因型是急性脑梗死患者继发出血转化的易感基因型，而 ＣＴ及 ＴＴ基因
型可能为保护基因型；Ｃ等位基因可能是易感基因，Ｔ等位基因则可能为保护基因。
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　　急性脑梗死是最常见的脑血管病，约占全部脑卒
中的６０％～８０％［１］。急性脑梗死后的出血转化（ｈｅｍ
ｏｒｒｈａｇｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＨＴ）是脑梗死最常见的并发症
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通信作者：金笑平，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｘｐ＠ｅｎｚｅｍｅｄ．ｃｏｍ

之一，定义为急性脑梗死后复查头颅 ＣＴ或头颅 ＭＲＩ
发现梗死区附近有出血灶者。国内文献报道发生率为

８．５％～３０．０％［１］，可使脑梗死患者病情复杂化，增加

治疗难度，产生用药矛盾，继而使患者预后恶化。基质

金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）是一类重
要的锌离子水解酶，与血管壁细胞外基质破坏和重建

有密切关系，研究证明与类风湿性关节炎［２］、动脉粥样
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硬化［３］、肿瘤［４］、痴呆［５］、脑梗死［６］、脑出血［７］等相关。

ＲｅｍｐｅＲＧ等［８］发现ＭＭＰｓ的表达与脑梗死后血脑屏
障的通透性相关。血浆基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔ
ａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ９，ＭＭＰ９）是发生 ＨＴ的独立预测因
素［９］，ｔＰＡ介导的ＭＭＰ９的激活引起血脑屏障破坏会
导致ＨＴ发生，通过ＭＭＰ９抑制剂的使用可减少 ｔＰＡ
相关的出血转化［１０］，这些研究将 ＭＭＰｓ对 ＨＴ发生机
制的解释拓展到一个新的空间。基质金属蛋白酶２
（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ２，ＭＭＰ２）与 ＭＭＰ９同属明
胶酶，是ＭＭＰｓ相互作用或和其他蛋白酶作用发生激
活级联反应的关键酶，与脑梗死及梗死后的神经功能

康复相关［１１］。ＭＭＰ２基因的启动子存在７３５Ｃ／Ｔ位
点（ｒｓ２２８５０５３），７３５Ｃ→Ｔ会导致基因的转录活性降
低［１２］。该基因多态性已被发现与颈动脉硬化、脑梗

死、脑出血等相关［３，６，１３］。但是目前尚未见 ＭＭＰ２基
因多态性与脑梗死出血转化之间的相关报道。为了探

讨ＭＭＰ２基因多态性与脑梗死出血转化的相关性，本
研究评估了２０１０年１月—２０１５年１２月在我科住院的
急性脑梗死患者的 ＭＭＰ２基因启动子区７３５Ｃ／Ｔ位
点的基因多态性和ＭＭＰ２血清水平，以及各基因型脑
梗死患者继发出血转化的发生率，以明确该多态性与

急性脑梗死患者继发出血转化风险的关系。

１　资料与方法
１．１　临床资料　本研究为回顾性研究。所有研究对
象均为浙江省台州医院神经内科２０１０年１月—２０１５
年１２月期间住院的彼此之间无血缘关系的首次脑梗
死汉族患者。观察所有患者脑梗死后出血转化继发于

本次的急性脑梗死，且均发生在住院治疗期间，评判标

准为入院２周内复查头颅ＣＴ或头颅ＭＲＩ，由放射科及
神经内科主治医师判断梗死后有无出血转化。纳入标

准：首次脑梗死，发病至入院时间均在２４ｈ内，均进行
了头颅磁共振平扫及弥散加权成像检查，并符合缺血

性脑卒中诊治指南中急性脑缺血性卒中的诊断标

准［１］。同时进行头颅磁共振血管成像、颈动脉超声、头

颅ＣＴ血管成像（ＣＴＡ）或主动脉弓上血 ＣＴＡ，病因分
型不同的脑梗死患者其出血转化的发生率存在差异，

且本课题组前期研究发现大动脉粥样硬化脑梗死与

ＭＭＰｓ相关［６］，因此本研究参照中国缺血性卒中亚型

（Ｃｈｉｎｅｓｅｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｓｕｂｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＣＩＳＳ）标
准［１４］，选择病因分型为大动脉粥样硬化性。排除标

准：合并恶性肿瘤或自身免疫性疾病；合并血液病或心

肝肾疾病；合并妊娠或甲状腺疾病；合并严重外伤史或

感染性疾病；入院前１个月阿司匹林或氯吡格雷服用
者；病情危重不能耐受 ＭＲ、ＣＴ检查者；完善病史及检
查后发现由于外伤、颅内肿瘤和各种因凝血功能异常

等导致的脑内出血转化；入院后经 ＣＴＡ或 ＭＲＡ证实

的脑血管畸形、颅内动脉瘤患者；３个月内及入院后曾
接受溶栓或其他手术。本次研究通过浙江省台州医院

伦理委员会审查，所有参与者均签署知情同意书。

１．２　治疗方法　所有患者均在入院后给予阿司匹林
片或阿司匹林片联合波立维片抗血小板聚集、调脂稳

定斑块、改善循环、控制血压及血糖，维持水电解质和

酸碱平衡等对症处理。

１．３　观察指标　血清 ＭＭＰ２水平及其基因分型，分
析一般资料与出血转化情况。

１．４　主要试剂　人血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、
ｄＮＴＰ、ＤＮＡ聚合酶等购自上海捷瑞生物工程公司；内
切酶ＨｉｎｆＩ购自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔｓ公司；上下游特异性引
物由上海捷瑞生物工程公司合成；ＤＮＡ基因测序由上
海生工生物工程公司完成。

１．５　标本采集　所有患者均于入院后第２天的清晨
空腹采肘静脉血两管，一管以 ＥＤＴＡＮａ２抗凝用于人
血液基因组ＤＮＡ抽提；另一管加促凝剂待血清分离后
转移至无菌１．５ｍｌＥＰ管内用于血清 ＭＭＰ２水平检
测。两者均于我科脑梗死标本库 －８０℃冰箱中冻存
备用。

１．６　检测方法　①参照说明书使用 ＥＬＩＳＡ法进行血
清ＭＭＰ２水平测定。②ＤＮＡ的抽提：严格按照血液基
因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取实验对象的基因组
ＤＮＡ。用核酸定量分析仪测定 ＤＮＡ浓度，并将 Ａ２６０／
Ａ２８０比值位于１．７～２．０间的 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ扩增模
板。③ＰＣＲ法扩增 ＭＭＰ２基因７３５位点及其侧翼。
上游引物Ｆ：５’ＡＴＡＧＧＧＴＡＡＡＣＣＴＣＣＣＣＡＣＡＴＴ３’，下
游 引 物 Ｒ：５’ＧＧＴＡＡＡＡＴＧＡＧＧＣＴＧＡＧＡＣＣＴＧ３’。
ＰＣＲ反应体系为：ＤＮＡ模板０．１μｇ，１０×缓冲液２．５
μｌ，ｄＮＴＰｓ０．５μｌ，２５ｍＭ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２１μｌ，上游引物
０．５μｌ，下游引物０．５μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶２Ｕ，最后加
双蒸水至总体积２５μｌ。ＰＣＲ反应条件：首先预变性
９５℃，５ｍｉｎ；变性９４℃，４５ｓ；退火６２℃，４５ｓ；延伸
７２℃，１ｍｉｎ，３５个循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结
束后短暂离心，吸取扩增产物５μｌ行１．５％琼脂糖凝
胶电泳并分析ＰＣＲ产物特异性。④酶切反应为：用纯
化后的ＰＣＲ产物进行酶切，反应体系：ＢｕｆｆｅｒＲ２μｌ，
ＰＣＲ产物 ２μｇ，ＨｉｎｆＩ２μｌ，最后加双蒸水至总体积
２０μｌ，于３７℃水浴箱酶切 １６ｈ，终止酶切反应后以
２％琼脂糖凝胶电泳，最后凝胶成像系统判定结果。
１．７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件对临床
及实验数据进行统计分析。正态分布的计量资料用

ｘ±ｓ表示，２组之间比较用独立样本ｔ检验。研究对象
基因型分布是否符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡用 χ２检验
来证实。临床及实验的计数资料比较应用 χ２检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结　果
２．１　基因型分组　按电泳结果分为３种基因型，分别
是ＣＣ基因型（３００ｂｐ）、ＣＴ基因型（３００ｂｐ、２５４ｂｐ、４６
ｂｐ）和ＴＴ基因型（２５４ｂｐ、４６ｂｐ），详见图１。图中４６
ｂｐ的片段由于分子量小，泳动速度快，已跑出胶外。
其中ＣＣ基因型３１８例，ＣＴ基因型２２７例、ＴＴ基因型
３６例。经过χ２检验，χ２＝０．２８７，Ｐ＝０．５９２，说明本组
数据符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。

　　注：泳道１为１００ｂｐ的ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；泳道５、７、９、１０和１１为 ＣＣ基

因型；泳道２、３、４、６、８和１３为ＣＴ基因型；泳道１２为ＴＴ基因型。

图１　ＭＭＰ２酶切产物电泳图

２．２　入组者的 ＭＭＰ２启动子区域７３５Ｃ／Ｔ基因型检
测　测序验证：部分患者的ＰＣＲ产物纯化后送上海联
合基因有限公司测序验证，测序结果见图２。

　　注：箭头所标位置即为 ＳＮＰ位点，黑色箭头所示为 Ｔ等位基因，白

色箭头所示为Ｃ等位基因。

图２　ＰＣＲ产物的测序图

２．３　２组间临床资料比较　根据基因型检测结果将
所有的患者分为 ２组，ＣＣ组共 ３１８例，ＣＴ＋ＴＴ组有
２６３例。比较２组间性别、年龄、入院时收缩压及舒张

压、烟酒嗜好、空腹血糖、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固

醇、ＮＩＨＳＳ评分、抗血小板治疗方案等，２组间差异均
无统计学意义（均 Ｐ＞０．０５），详见表１。对２组间的
血清ＭＭＰ２水平进行比较，发现ＣＣ组的ＭＭＰ２血清
水平明显较ＣＴ＋ＴＴ组高，２组比较差异具有统计学意
义（Ｐ＝０．０１７），详见表１。
２．４　出血转化情况　在５８１例脑梗死患者中共有７８
例出现了出血转化，占所有患者的１３．４％。其中 ＣＣ
组出现出血转化共５２例，占１６．３５％，而ＣＴ＋ＴＴ组出
现出血转化共 ２６例，占 ９．８９％。２组比较，χ２ ＝
５．１９５，Ｐ＝０．０２３，差异有统计学意义，且 ＣＣ组的出血
转化率明显高于ＣＴ＋ＴＴ组。

３　讨　论
　　脑梗死是最常见的卒中类型，脑梗死溶栓治疗出
现后，为区别 ＣＴ首次发现的梗死伴出血，将溶栓、抗
血小板、抗凝等干预措施后出现的脑出血称为出血性

转化［１５］。梗死后出血的病理学机制包括血管壁缺血

性损伤、闭塞血管再通和侧支循环建立。进一步研究

认为与血脑屏障的完整性紧密相关，血管基底膜与内

皮细胞结构和功能的破坏，炎症反应的发生与炎症介

质的激活，最终导致血管损伤、血脑屏障通透性升高和

血细胞渗出血管壁［１６］。炎症因子 ＭＭＰｓ是血脑屏障
的重要组成部分细胞外基质的主要降解酶，还可降解

脑毛细血管内皮细胞紧密连接 （ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，
ＴＪ）［８，１７］，因此被认为参与了梗死后出血的发生发展。
梗死后出血性转化将会增加治疗难度，使部分患者症

状加重，预后变差，病情严重者甚至会引起患者病情急

剧恶化甚至死亡，威胁病人的生活质量和生命安

全［１８］。

基质金属蛋白酶２，又称明胶酶Ａ（ｇｅｌａｔｉｎａｓｅＡ），
是ＭＭＰｓ相互作用或与其他蛋白酶作用发生激活级联
反应的关键酶，主要分解Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ型胶原和弹
性纤维等［７，８］。ＭＭＰ２在正常脑组织内低水平表达，
一旦出现缺血缺氧，血管内皮细胞、小胶质细胞、神经

细胞等均可合成ＭＭＰ２，激活的ＭＭＰ２攻击血脑屏障
毛细血管内皮下基底膜并降解细胞外基质成分中胶原

成分、弹性蛋白等，破坏其结构完整性，造成血脑屏障

通透性增加，促发脑水肿形成以及继发性脑出血和神

经细胞损伤［８］。核心蛋白聚糖是细胞外基质中公认的

分子，在急性脑梗死患者中，核心蛋白聚糖水平与

ＭＭＰ２水平呈正相关，认为ＭＭＰ２是核心蛋白聚糖浓
度的独立预测因子［１９］。ＡｍａｎｔｅａＤ对大脑中动脉闭塞
的大鼠进行发现后，发现在早期梗死脑组织中 ＭＭＰ
２、ＭＭＰ９和炎性细胞因子白介素 １β同步升高［２０］。

ＴｕｒｎｅｒＲＪ等［９］研究也发现血浆 ＭＭＰ９是 ＨＴ的独立
预测因素。ｔＰＡ介导的 ＭＭＰ９的激活引起血脑屏障
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破坏会导致ＨＴ发生，而通过 ＭＭＰ９抑制剂的使用可
减少ｔＰＡ相关的出血转化的发生［１０］。最新研究还发

现ＭＭＰ３升高也与高血糖患者的脑梗死出血转化相
关［２１］。氧葡萄糖剥夺所触发的Ｓ亚硝基化 Ｃａｖｅｏｌｉｎ１
与ｔＰＡ诱导的细胞外调节蛋白激酶活化相互作用增强
了ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９分泌和随后的细胞外基质降解，
这可以解释在缺血性卒中的ｔＰＡ溶栓后血脑屏障损伤
的加重［２２］。ＭＭＰ２基因位于 １６ｑ１３ｑ２１，长 ２７０４９
ｂｐ，共含１３个外显子和１２个内含子。人类 ＭＭＰ２的
表达主要通过启动子区域的顺式作用元件调节，启动

子区域７３５Ｃ→Ｔ会导致 ＭＭＰ２基因的转录活性降

低［１２］。ＭＭＰ２７３６Ｃ／Ｔ的 Ｃ等位基因相较 Ｔ等位基
因具有更高的转录活性和ｍＲＮＡ表达率。Ｔ等位基因
可能通过影响 Ｓｐｌ（ＣＣＡＣＣ盒）结合位点，影响转录因
子与该区域的结合，进而影响转录效率，从而使 ＭＭＰ
２基因转录活性降低［１２］。ＭＭＰ２基因多态性７３５Ｃ／Ｔ
基因多态性与台湾人群的自发性脑出血以及出血的面

积大小相关［７］。对 ＭＭＰ２的１３０６Ｃ／Ｔ与７３５Ｃ／Ｔ多
态性研究发现，ＭＭＰ２的７３５Ｃ等位基因与脑梗死的
发病率增加亦相关，同时１３０６Ｃ／Ｔ多态性与脑梗死的
风险增加无关［２３］。

表１　２组脑梗死患者的临床资料比较

组别 例数
性别

（男／女）
年龄

（岁）

ＳＢＰ
（ｍｍＨｇ）

ＤＢＰ
（ｍｍＨｇ）

甘油三酯

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
总胆固醇

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＨＤＬ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＣＣ组 ３１８ １８７／１３１ ６７．３２±１０．７５ １５０．５９±２４．７１ ８６．１２±１２．８０ １．９１±０．２５ ７．８７±２．１４ １．６１±０．３１
ＣＴ＋ＴＴ组 ２６３ １５２／１１１ ６８．２１±１０．０４ １５０．０５±２３．７０ ８６．１６±１２．２０ １．７０±０．０８ ８．４５±２．３１ １．２４±０．０２
统计量 ０．０６０ａ １．０２１ｂ ０．２６５ｂ ０．０３７ｂ ０．８１２ｂ ０．１８２ｂ １．０５６ｂ

Ｐ值 ０．８０６ ０．３０８ ０．７９１ ０．９７１ ０．４１７ ０．８５６ ０．２９１

组别 例数
ＬＤＬ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＦＢＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＮＩＨＳＳ

烟

（否／是）
饮酒

（否／是）
双联抗血小板

（否／是）
ＭＭＰ２
（ｎｇ／ｍｌ）

ＣＣ组 ３１８ ２．８２±０．８９ ６．０９±０．１９ ８．６６±０．２９ ２２７／９１ ２３９／７９ ２５１／６７ ３５１．２４±１３．９２
ＣＴ＋ＴＴ组 ２６３ ２．８９±０．９８ ６．１０±０．１５ ８．９０±０．３５ １９６／６７ ２０６／５７ ２１４／４９ ３０５．９２±１２．９２
统计量 ０．８１５ｂ ０．０３８ｂ ０．５６１ｂ ０．７１７ａ ０．８０７ａ ０．５３５ａ ２．３８６ｂ

Ｐ值 ０．４１５ ０．９７１ ０．５７５ ０．３９７ ０．３６９ ０．４６４ ０．０１７

　　注：ａ为χ２值，ｂ为ｔ值。１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ。

　　本次研究共收集脑梗死患者５８１例中，发现出血
转化７８例，约占所有患者的１３．４３％，与国内文献得
出ＨＴ的发生率相似［１］。我们根据不同的基因型分为

ＣＣ组和ＣＴ＋ＴＴ组，然后比较２组之间的一般情况以
及继发出血转化的情况。２组患者的性别、年龄、入院
时收缩压及舒张压、吸烟史、饮酒史、甘油三酯、低密度

脂蛋白胆固醇、ＮＩＨＳＳ评分和抗血小板治疗方案等之
间的差异比较均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示ＣＣ组
脑梗死患者和ＣＴ＋ＴＴ组脑梗死患者的一般情况基本
相似，２组资料的出血转化发生率有可比性。ＣＣ组中
出现出血转化共５２例，占１６．３５％，而ＣＴ＋ＴＴ组中出
现出血转化共２６例，占９．８９％，２组间差异有统计学
意义，说明 ＣＴ＋ＴＴ组的出血转化率低于 ＣＣ组。ＣＣ
基因型可能会提高急性脑梗死患者继发出血转化风

险，是急性脑梗死患者继发出血转化的易感基因型，而

ＴＴ基因型可能为保护基因型。进一步检测血清
ＭＭＰ２水平发现：相比ＣＣ组，ＣＴ＋ＴＴ组的血清 ＭＭＰ
２水平更低，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０１７），提示该
ＣＴ＋ＴＴ可能通过降低血清ＭＭＰ２水平降低出血转化
的风险。参考既往的研究［１１１２，２３］推测其遗传基础可能

是７３５Ｃ→Ｔ影响了转录因子与该区域结合，进而影响
转录效率，从而使 ＭＭＰ２表达降低，导致细胞外基质
降解减少，血脑屏障破坏减轻，血细胞不易渗出血管

壁。反之，则容易出现出血转化。有研究发现早期应

用ＭＭＰ抑制剂对缺血性卒中的治疗有良好疗效［１０］，

但这些疗效是否与避免脑梗死出血转化等相关仍然需

要进一步的研究来证实。

综上所述，在中国浙江地区汉族人中，ＭＭＰ２７３５
Ｃ／Ｔ基因多态性可能与动脉粥样硬化性脑梗死继发出
血转化的风险有关。其中ＣＴ＋ＴＴ基因型是动脉粥样
硬化脑梗死患者继发出血转化的保护基因型，ＣＣ基因
型可能为易感基因型。Ｔ等位基因的保护作用可能部
分通过降低血清 ＭＭＰ２的表达途径来实现。进行
ＭＭＰ２血清水平测定及其７３５Ｃ／Ｔ多态性检测有可能
成为中国人群脑梗死出血转化高危人群筛选的标志和

干预靶点。
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