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摘要：目的　探讨端粒长度与动脉粥样硬化性脑梗死及颈动脉斑块稳定性之间是否相关。方法　选取急性前循环动脉粥样
硬化型脑梗死患者７０例作为观察组并根据超声结果将其分为稳定斑块组及不稳定斑块组，同时选取健康体检者６８例作为对
照组。通过实时荧光定量ＰＣＲ法测定外周血白细胞端粒长度。比较观察组与对照组以及稳定斑块组与不稳定斑块组的端粒
长度是否存在差异。结果　观察组与对照组的外周血白细胞端粒长度差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。不稳定斑块组与稳定
斑块组外周血端粒长度差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　端粒长度与动脉粥样硬化性脑梗及动脉粥样硬化斑块稳定性
之间有相关性。
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　　随着我国逐渐迈入老龄化社会，糖尿病、高血
脂、高血压等基础疾病的发病率逐渐提高，与此相

关的脑血管疾病更上升为第一位死亡和致残的疾

病，成为危害中老年人健康和生活质量的常见病和

多发病。其中缺血性卒中尤其是大动脉粥样硬化

性缺血性卒中在临床实践中更是极为常见。

有研究表明，动脉粥样硬化所造成的脑血管狭窄

以及斑块的形成和不稳定性是缺血性脑卒中尤其是

大动脉粥样硬化性缺血性卒中发生的根本原因，且斑

块的不稳定性相较于血管狭窄可能更为危险［１］。

既往对动脉粥样硬化性脑梗死的研究，多集中

在动脉粥样硬化过程中的慢性炎症方面，尤其是促

进动脉粥样硬化不稳定斑块形成及发展的炎性因

子及抗炎因子，而很少涉及到细胞老化方面。而众

所周知，动脉粥样硬化的始动环节恰恰是血管内皮

细胞的老化及功能障碍。研究发现：端粒可以被认

为是细胞衰老的生物钟。端粒越短，表明细胞分裂

能力越差，剩余的分裂次数越少；端粒越长，则表明

细胞分裂能力强，剩余的分裂次数多。端粒的缩短

参与细胞的衰老。发生在血管中，端粒的损耗可能

会导致血管内皮细胞、内皮祖细胞以及平滑肌细胞

衰老和功能障碍，进而参与动脉粥样硬化（ＡＳ）的病
理演进［２６］，最终引发相应的心脑血管疾病。

外周血白细胞端粒长度（ＬＴＬ）与脑卒中的相关
研究尚不多且结果并非完全一致，与大动脉粥样硬

化性脑梗死的研究则更少。此外，ＬＴＬ与缺血性卒
中发生密切相关的斑块的稳定性研究国内外则更

难以找到。因此，本文旨在研究 ＬＴＬ与大动脉粥样
硬化性脑梗死及动脉粥样硬化斑块稳定性之间的

关系。
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１　资料与方法
１．１　一般资料　选取２０１５年１２月—２０１６年９月
入住安徽医科大学附属省立医院神经内科的急性

前循环梗脑死患者（年龄４０～８６岁）７０例作为观察
组，以及与之年龄、性别匹配的来自安徽省立医院

检中心的健康体检者６８例（年龄４７～９０岁）作为
对照组。根据患者的临床表现，神经系统查体、影

像学检查，由神经内科两位主治以上职称医师确

诊。所有患者均根据２０１０年中国急性缺血性卒中
诊治指南的诊断标准确诊［７］。排除系统性疾病（如

胶原性疾病、炎症、肝脏或肾脏疾病、代谢性疾病

等），排除心源性卒中、其他原因引起的缺血性脑卒

中，如血管壁炎症：结核性、梅毒性、化脓性、钩端螺

旋体感染、结缔组织病、变态反应性动脉炎等；夹层

动脉瘤、脱水、全身感染、先天性血管畸形、真性红

细胞增多症、高凝状态、吸毒等继发的缺血性脑卒

中以及原因不明性的脑卒中。记录研究对象的基

线临床资料包括年龄、性别、血脂、血糖、尿酸、吸烟

史、饮酒史、糖尿病史、高血压史、冠心病史等。同

时，记录观察组的颈动脉超声检查结果。实验排除

１４例研究对象，其中包括质量不好的 ＤＮＡ以及加
样不好的ＤＮＡ。最终纳入７０例前循环大动脉粥样
硬化性脑梗死患者作为观察组，以及６８例健康体
检者作为对照组，使用实时荧光定量ＰＣＲ仪检测其
外周血白细胞相对端粒长度。

１．２　实验方法
１．２．１　检测端粒长度［８９］　所有对象均于入组次
晨空腹抽取静脉血２ｍＬ－２０℃保存以用来提取外
周血白细胞 ＤＮＡ，外周血细胞 ＤＮＡ提取试剂盒购
自于北京康为世纪公司，操作步骤严格按照操作说

明书来进行。ＤＮＡ提取完成后，使用紫外分光光度
计测定ＤＮＡ浓度和纯度，若样品 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在
１．７～１．９之间，表明ＤＮＡ纯度符合要求，然后稀释
ＤＮＡ样本至１００ｍｇ·Ｌ－１以下。若未达到上述要
求，说明提取的 ＤＮＡ不纯，予以舍弃或重新提取
ＤＮＡ，直至符合要求。经过上述过程，最终所有样本
的ＤＮＡ浓度和纯度均能达到实验要求。然后使用实
时荧光定量ＰＣＲ进行外周血白细胞端粒的检测。

原理：相对端粒长度可以通过使用实时荧光定

量聚合酶链反应检测外周血白细胞端粒重复拷贝

数（Ｔ）和单拷贝基因ｇｌｏｂｉｎ的拷贝数（Ｓ），用端粒
重复拷贝数 Ｔ和ｇｌｏｂｉｎ基因拷贝数的比值 Ｔ／Ｓ表
示。实时荧光定量ＰＣＲ中，Ｃｔ值表示每个反应管内
的荧光信号到达设定域值时的循环数。相对端粒

长度（Ｔ／Ｓ）＝２－［Ｃｔ（ｔｅｌｏｍｅｒｅ）－Ｃｔ（β－ｇｌｏｂｉｎ）样

品］／２－［Ｃｔ（ｔｅｌｏｍｅｒｅ）－Ｃｔ（β－ｇｌｏｂｉｎ）标准品］。
使用实时荧光定量ＰＣＲ仪测量相对端粒长度时，采
用双标准曲线法。提取培养的 ＨＥＫ２９３Ｓ细胞 ＤＮＡ
作为标准品以设立标准曲线。其稀释梯度如下：

２９３标准品 １００μｇ·Ｌ－１→梯度 ２００，１００，５０，２５，
１２５，６．２５，３．１２５μｇ·Ｌ－１。

其反应体系为２０μＬ，采用ＳＹＢＲ＠Ｇｒｅｅｎ。
根据相关文献，其引物序列如下：

ＴｅｌｏｍｅｒｅＦ：５′ＣＧＧＴＴＴＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴ
ＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴ３′

ＴｅｌｏｍｅｒｅＲ：５′ＧＧＣＴＴＧＣＣｇＴＡＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴＴ
ＡＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴ３′

βｇｌｏｂｉｎＦ：５′ＧＣＴＴＣＴＧＡＣＡＣＡＡＣＴＧＴＧＴＴＣＡ
ＣＴＡＧＣ３′

βｇｌｏｂｉｎＲ：５′ＣＡＣＣＡ ＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＣＡ
ＣＣ３′

反应条件：Ｔｅｌｏｍｅｒｅ：９５℃，１５ｓ；５４．３℃，６０ｓ。
Ｇｌｏｂｉｎ：９５℃，１５ｓ；５６℃，６０ｓ。

１．２．２　颈动脉血管超声检查　对每一位入组患者，
使用多普勒超声诊断仪进行颈动脉血管超声检查，检

查前调整探头频率在７．５～１０ＭＨｚ之间。检查时嘱
患者取仰卧位并充分放松，帮助患者头部转向检查者

的对侧以充分暴露头颈部，这样更有利于检查。然后

将超声探头放置于被检查者胸锁乳突肌的前缘或后

缘，从一侧颈动脉的起始处采用横向和纵向的方式依

次探查，检查完毕后再使用相同的方法检查另一侧。

斑块形成定义为颈动脉局部ＩＭＴ≥１．２ｍｍ或者≥临
近中间内中膜厚度的１．５倍。根剧颈动脉超声斑块
的回声特点，将斑块分为稳定性斑块和不稳定性斑

块。若回声较高或不均质，则提示斑块较稳定，若回

声较低或出现不规则无回声区，则提示斑块不稳定，

如脂质型软斑块、混合型斑块等。通过斑块内部回声

特点，将７０例患者分为不稳定颈动脉粥样硬化斑块
组和稳定颈动脉粥样硬化斑块组。

１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件对收
集的数据进行处理。当 Ｐ＜０．０５表示差异有统计
学意义。首先采用 ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ正态分布检
验法对所有计量资料进行变量分布的检验，符合正

态分布的资料用 ｘ±ｓ表示。然后进行方差齐性检
验，如果方差齐，两组间差异比较用 ｔ检验；若方差
不齐，两组间差异比较采用ｔ′检验；不符合正态分布
的计量资料，如本文中的三酰甘油，使用中位数、四

分位数间距表示，组间比较采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ秩和
检验。计数资料用频数（百分比）表示，两组间差异

的比较采用χ２检验。其中，白细胞端粒长度在统计
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学分析之前，首先要进行相应的数据处理，即取Ｔ／Ｓ
值的自然对数用于统计学处理。

２　结果
２．１　基线资料比较　本次研究共纳入研究对象
１３８例，其中观察组大动脉粥样硬化性脑梗死患者
７０例，对照组健康体检者６８例。观察组男４５例，
女２５例，年龄４０～８６岁，平均年龄６５．３９岁。对照
组男 ４０例，女 ２８例，年龄 ４７～９０岁，平均年龄
６２２２岁。性别分布采用χ２检验，差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。年龄符合正态分布采用 ｔ检验，差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。故观察组及对照组性
别年龄相匹配，具有可比性。其他血管危险因素，

观察组和对照组在性别、年龄、三酰甘油、尿酸间的

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），然而在总胆固醇及
高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ），高血
压病史、糖尿病病史、吸烟史及饮酒史中差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。这与既往的研究大致相符
合，体现了上述因素为血管危险因素。

２．２　观察组与对照组间端粒长度的比较　观察组
外周血端粒长度１．３１（０．８８～１．９４），对照组 ＬＴＬ
１．８４（１．０６～２．６３），取相对端粒长度的自然对数进
行统计学分析，ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ正态分布检验法
检验变量的分步，不符合正态分布，组间比较采用

用非参数检验中的ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ秩和检验，结果发
现ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ（Ｚ）＝－３．１５８，Ｐ＝０．００２，差异有
统计学意义。说明端粒缩短与大动脉粥样硬化性

脑梗死可能具有一定的相关性。但并不能排除其

他危险因素可能造成的差异。下面进一步分析，端

粒长度与颈动脉斑块的关系。

２．３　稳定斑块组与不稳定斑块组间端粒长度的比
较　观察组按照颈动脉彩超的检测结果分为不稳
定斑块组（４０例）以及稳定斑块组（３０例）。不稳定
斑块组端粒长度（１．４８±０．７８），明显短于稳定斑块
组（１．７２±０．４９）。ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ正态分布检
验法检验变量的分步，符合正态分布，不符合方差

齐性，故组间比较采用近似 ｔ检验，结果 ｔ′＝
－３７５０，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这说明端
粒缩短可能与斑块的形成及不稳定性相关。

３　讨论
端粒是位于真核细胞染色体末端的线性 ＤＮＡ

蛋白质复合体。其由短串联重复序列 ＴＴＡＧＧＧ及
端粒结合蛋白构成。端粒的单链 ＤＮＡ３′端与端粒
结合蛋白结合形成１个被称为Ｔ环的端粒环。Ｔ环
可以看做染色体的“帽”结构，其可以隐藏染色体

ＤＮＡ末端，防止染色体 ＤＮＡ末端被核酸酶降
解［１０］，从而起到保护作用。但是由于线性 ＤＮＡ复
制时具有不完全特性，即每次细胞分裂端粒都可能

会丢失一小部分序列（大约５０～２００ｂｐ），因此，端
粒会随着细胞的不断分裂会进行性缩短。一定限

度的缩短并不会影响细胞的基本生命活动，但当端

粒缩短到无法维持Ｔ环时，那么端粒就无法保护染
色体的末端，染色体将失去稳定性，发生畸变、断裂

或缺失，细胞将进入衰老和死亡。因此端粒被称为

细胞衰老的生物钟。端粒越短，细胞分裂能力越

差，剩余的分裂次数越少；端粒越长，细胞分裂能力

强，剩余的分裂次数多。端粒的损耗可能会导致血

管内皮细胞、内皮祖细胞以及平滑肌细胞衰老和功

能障碍，进而参与动脉粥样硬化的病理演进［２６］，最

表１　观察组和对照组血管危险因素的比较

项目 对照组（ｎ＝６８） 观察组（ｎ＝７０） ｔ（χ２）［Ｚ］值 Ｐ值
年龄／（岁，ｘ±ｓ） ６２．２２±１０．００ ６５．３９±１０．６９ １．７９７ ０．０７５
男性／例（％） ４０（５８．８２） ４５（６４．２８） （０．４３５） ０．５１０

总胆固醇／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ） ４．２１±０．９７ ５．２２±０．８５ ６．４６１ ＜０．０１

三酰甘油ａ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １．５０（１．１５～１．９５） １．５１（１．０４～２．０７） ［０．３６８］ ０．７１３

ＬＤＬＣ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ） ２．５５±０．７６ ３．１０±０．８ ０．３６２５ ＜０．０１

ＨＤＬＣ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ） １．１０±０．２６ １．４０±０．３３ ６．０８０ ＜０．０１

尿酸／（μｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ） ３２９．７９±１１６．８０ ３５８．８２±８０．１ １．６８４ ０．０９５

高血压／例
有

无

２０
４８

５３
１７

（２９．６８０） ＜０．０１

糖尿病／例
有

无

８
６０

２０
５０

（６．０２４） ０．０１４

吸烟史／例
有

无

１４
５４

２５
４５

（３．８９３） ０．０４８

饮酒史／例
有

无

１０
５８

２０
５０

（３．８９８） ０．０４８

　　注：ａ示三酰甘油用中位数（四分位数间距）表示。
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终引发相应的心脑血管疾病。

近年来对于 ＬＴＬ与卒中发生、发展相关性研
究，尚不是很多且存在差异。Ｄｉｎｇ等［１１］纳入脑卒

中患者及健康对照组各１３０９例，比较其外周血端
粒长度，结果观察组 ＬＴＬ比对照组显著缩短，进一
步随访其中８５８例脑卒中患者５年，发现端粒长度
缩短可以预测卒中后的死亡风险。哈佛医学院在

护士健康研究中心和医生健康研究中心进行前瞻

性的研究，采用巢式病例对照研究的方法［１２］，结果

发现ＬＴＬ与年龄成反比，观察组与对照组端粒长度
差异无统计学意义，并未说明端粒长度与脑卒中之

间的联系。一项来自欧洲的研究也未说明端粒长

度与脑卒中之间的联系［１３］。国内相关研究尚不多，

Ｚｈａｎｇ等［１４］大样本前瞻性病例对照研究，选取１８０１
名健康体检者作为对照组、１７５６例卒中患者作为
观察组（其中动脉粥样硬化性脑梗死７６７例，腔隙
性脑梗死５０３例，脑出血４８６例），然后随访４．５年。
通过回归分析在校正危险因素后，最终得出的结果

是，动脉粥样硬化性脑梗死患者，端粒较短者发生

全因死亡的风险增加６９％，心脑血管死亡风险是长
端粒组的２．５７倍。并未发现腔隙性脑梗死和脑出
血端粒缩短与全因死亡和心脑血管死亡风险的关

系。在此基础上，李静等［１５］对外周血白细胞相对端

粒长度与脑卒中的相关性进行了研究，他们进行的

是病例对照研究，纳入了观察组初发脑卒中患者

５４３例（其中２２４例为动脉粥样硬化性脑梗死）和健
康对照组６１６例作为对照组，ＲＴＰＣＲ检测相对端
粒长度。通过多元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型分析脑卒中与
端粒长度的关系，最终并未发现端粒长度与脑卒中

之间相关，在进一步对卒中亚型的分析过程中，得

出动脉粥样硬化性脑梗死组与对照组比较，端粒长

度显著缩短。这与之前 Ｚｈａｎｇ等［１４］的研究是相符

合的。Ｄｉｎｇ等［１１］的病例对照研究，结果亦显示脑

卒中患者端粒长度较对照组显著缩短；动脉粥样硬

化性脑梗死和腔隙性脑梗与对照组比较，端粒长度

显著缩短；而脑出血与对照组比较端粒长度差异无

统计学意义。以上这些研究提示，ＬＴＬ并非是与各
类型卒中均存在相关性，其主要与大动脉粥样硬化性

脑梗死有关。本次研究结果也证明了端粒长度与大

动脉粥样硬化性脑梗死存在相关且ＬＴＬ可能成为预
测急性动脉粥样硬化性脑梗死的生物指标。猜测原

因，端粒长度的缩短可能是通过促进动脉粥样的发生

发展来促进动脉粥样硬化性脑梗死的发生。

端粒与动脉粥样硬化的研究由来已久，源于

Ｃｈａｎｇ等［１６］的研究，他们发现受到较大血管动力应

力组的内皮细胞端粒损耗率高于另一组。因此

Ｃｈａｎｇ等认为端粒长度可以用来反映动脉粥样硬化
的演进过程，而老化的血管细胞的可能在动脉粥样

硬化中起了很大作用。在 Ｃｈａｎｇ研究的基础上，
Ｏｋｕｄａ等［１７］通过比较腹主动脉远端和近端内皮细

胞的 ＤＮＡ端粒长度，发现远端腹主动脉内层和中
层细胞的端粒长度与其动脉粥样硬化的程度成反

比，进一步支持了Ｃｈａｎｇ等［１６］的观点。美国弗明汉

心脏研究组报道，在肥胖男性个体中端粒缩短是颈

动脉内膜中膜厚度（ＩＭＴ）增厚的独立预测因子；一
项对男性颈动脉粥样硬化斑块和端粒长度的研

究［１８１９］发现颈动脉粥样硬化越明显，端粒长度越

短。Ｃｈｅｎ等［２０］研究了美洲印第安人的短端粒长度

与动脉粥样硬化的发生及进展的关系，该研究是前

瞻性队列研究，纳入２８１９个在基线时间段（２００１—
２００３年）无心血管疾病的参与者，最终随访到
２００６—２００９年（平均随访时间是５．５年），结果提示
低端粒长度与斑块的发生及进展相关。上述研究

从流行病学角度说明了端粒长度与动脉粥样硬化

发生发展相关，本次研究结果与此相符，表现为不

稳定斑块组ＬＴＬ低于稳定斑块组，结合大动脉粥样
硬化性脑梗死的病因及发病机制，猜测 ＬＴＬ促进大
动脉粥样硬化性脑梗死的发生可能是通过影响斑

块的性质，促进斑块破裂来实现的。
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