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血小板活化因子乙酰水解酶基因多态性
与早产儿颅内出血的关联性
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　　［摘　要］　目的　本研究从基因水平探讨血小板活化因子乙酰水解酶（ＰＡＦＡＨ）基因第９外显子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ
单核苷酸多态性与早产儿颅内出血是否具有关联性，为有效预防颅内出血的发生提供理论依据。方法　选取颅内
出血早产儿５８例作为出血组，无颅内出血早产儿６５例作为对照组，应用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）检测ＰＡＦＡＨ第９
外显子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核苷酸多态性位点的基因型及等位基因的分布情况，进行病例对照研究分析。结果　出血组
和对照组ＰＡＦＡＨ第９外显子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ基因型分布频率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中出血组正常基因型频率
（６３．８％）明显低于对照组（８１．５％）；出血组突变杂合子基因型（３４．５％）明显高于对照组（１６．９％）。两组ＰＡＦＡＨ等
位基因分布频率差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中出血组Ｔ等位基因频率（１９．０％）明显高于对照组（１０．０％）。
结论　ＰＡＦＡＨ第９外显子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ的单核苷酸基因多态性与早产儿颅内出血有关。
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　　早产儿颅内出血（ＩＣＨ）是由多种原因引起的以
颅高压、呼吸衰竭、抽搐及黄疸等为主要表现的危重

疾病，胎龄越小，发病率越高，该病死亡率及致残率极

高，严重者可有神经系统后遗症。近年来，随着围产

医学及新生儿重症监护技术水平不断提高，早产儿存

活率逐年增高，ＩＣＨ发生率也有增无减。已经证实血
小板活化因子乙酰水解酶（ｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ
ａｃｅｔｙｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＰＡＦＡＨ）基因第９外显子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ
的单核苷酸多态性是成人急性脑出血的危险因

素［１３］。早产儿ＩＣＨ除了与自身的解剖生理特点和
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多种围产期高危因素，如脑室管膜下生发基质不完

善、凝血因子缺乏、缺氧酸中毒及脑血流动力学等有

关外，是否也同 ＰＡＦＡＨ第９外显子 Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单
核苷酸基因突变有相关性，目前尚未见相关报道。

本研究采用聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测ＰＡＦＡＨ基因型及等位基因的分布
情况，分析其与早产儿 ＩＣＨ的相关性，寻找早产儿
ＩＣＨ易感基因，探讨早产儿ＩＣＨ的发生机制。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选取２０１１年７月至２０１２年２月在郑州大学第

一附属医院新生儿重症监护室（ＮＩＣＵ）住院的早产
儿（胎龄２７＋３～３６＋６周）作为研究对象。ＩＣＨ的诊
断标准依据实用新生儿学第４版［４］，头颅 Ｂ超对颅
内中心部位病变分辨率高，为 ＩＣＨ的特异性诊断手
段，本研究所有早产儿生后３ｄ内均进行床旁头颅
Ｂ超检测，根据有无 ＩＣＨ分为出血组及对照组。出
血组共５８例，其中男３７例，女２１例，胎龄２７＋３～
３６＋６周，出生体重 ９００～２７５０ｇ。根据出血程度分
度：Ⅰ度２２例（脑室管膜下出血）；Ⅱ度１８例（脑室
出血不伴脑室扩张）；Ⅲ度１５例（脑室出血伴脑室扩
张）；Ⅳ度３例（脑室出血伴脑实质出血）。对照组共
６５例，其中男４０例，女２５例，胎龄２７＋４～３６＋６周，
出生体重１０００～２８７０ｇ。所有早产儿均排除了重度
窒息、先天畸形及遗传代谢性疾病。两组早产儿性

别、胎龄及出生体重的差异无统计学意义。本研究

征得患儿家属同意并签署知情同意书，研究方案经

郑州大学第一附属医院医学伦理委员会批准。

１．２　研究方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取　　外周股静脉采血
２ｍＬ，２％ ＥＤＴＡ抗凝，置４℃冰箱保存，采用蛋白
酶Ｋ酚－氯仿法提取ＤＮＡ。
１．２．２　引物的合成与 ＰＣＲ的扩增　　针对 ＰＡＦ
ＡＨ基因第９外显子 Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ正常等位基因及突
变等位基因，参照文献［５］设计４条引物：上游引物
Ａ：５′ＣＴＡＣＡＡＡＴＴＴＡＴＡＴＣＡＴＧＣＴＴ３′；下 游 引 物
Ｂ：５′ＴＴＴＡＣＴＡＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＴＡＣ３′；下游引物 Ｃ：
５′ＴＣＡＣＴＡＡＧＡＧＴＣＴＧＡＡＴＡＡＣ３′；下游引物 Ｄ：５′
ＴＣＡＣＴＡＡＧＡＧＴＣＴＧＡＡＴＡＡＡ３′。

引物由上海生物工程公司合成。其中引物Ａ＋
Ｂ特异性扩增ＰＡＦ乙酰水解酶的全部第９外显子，
引物Ａ＋Ｃ扩增正常等位基因，引物 Ａ＋Ｄ扩增突

变等位基因。

ＰＣＲ反应体系共５０μＬ，其中２×ＴａｑｍａｓｔｅｒＭｉｘ
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）２５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各２μＬ，ＤＮＡ模
板０．６μｇ，不足体积用灭菌双蒸水补足至 ５０μＬ。
ＰＣＲ循环条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性、５６℃退
火、７２℃延伸各１ｍｉｎ，共５个循环；９４℃变性、５６℃
退火、７２℃延伸各３０ｓ，共２５个循环；最后７２℃延伸
５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物行２％琼脂糖凝胶电泳，电泳液
为０．５×ＴＡＥ液，电压１００Ｖ，５０ｍｉｎ后置５μｇ／ＬＥＢ
中染色１５ｍｉｎ，ＰＣＲＭａｒｋｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ）作参照，紫外灯
下观察结果并拍照。

１．３　统计学分析
分别计算各组基因型和等位基因的频率。应用

ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计量资料采用均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验；组间
基因型及等位基因频率比较采用 χ２ 检验。Ｐ
＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结 果

２．１　电泳检测基因多态性
引物（Ａ＋Ｂ）ＰＣＲ特异性扩增片段长１６０ｂｐ，

为ＰＡＦＡＨ的第９外显子片段；引物（Ａ＋Ｃ）、（Ａ＋
Ｄ）分别扩增正常等位基因（Ｇ）及突变等位基因
（Ｔ），片段长均为１０８ｂｐ。根据所加入的不同引物
扩增结果，鉴定所有样本基因型。均以第９外显子
扩增片段为阳性前提，样本如仅能扩增出正常等位

基因片段者，为正常基因型（ＧＧ）；仅扩增出突变等
位基因片段者，为突变纯合子基因型（ＴＴ）；若兼而
有之则为突变杂合子基因型（ＧＴ）。见图１。
２．２　两组早产儿ＰＡＦＡＨ基因型及等位基因频率
的比较

经检验，两组基因型分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ
ｂｅｒｇ遗传平衡（Ｐ＞０．０５），说明资料具有群体代表
性。出血组与对照组ＰＡＦＡＨ基因型和等位基因分
布见表１。因 ＴＴ型例数少，计算 χ２值及 Ｐ值时将
ＴＴ型归入 ＧＴ型一起分析。出血组及对照组均存
在ＰＡＦＡＨ基因多态性，在对照组中，基因型频率的
分布以 ＧＧ型最常见，ＧＴ型次之，等位基因的频率
以Ｇ最常见。与对照组比较，出血组 ＧＴ型明显增
高，ＧＧ型明显下降，等位基因 Ｔ的基因频率明显增
高，两组ＰＡＦＡＨ基因型及等位基因分布频率的差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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　　图１　ＰＣＲ检测ＰＡＦＡＨ基因第９外显子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ琼脂糖凝胶电泳图　Ｍ：ＰＣＲ标准分子量；第１～３泳道为未突
变基因型（ＧＧ）；第４～６泳道为突变杂合子基因型（ＧＴ）；第７～９泳道为突变纯合子基因型（ＴＴ）。图中Ｇ为正常等位基因，Ｔ为突

变等位基因。

　　表１　两组 ＰＡＦＡＨ基因第９外显子 Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核
苷酸基因型和等位基因分布　［例（％）］

组别 例数
基因型

ＧＧ ＧＴ ＴＴ

等位基因

Ｇ Ｔ

对照组 ６５ ５３（８１．５） １１（１６．９） １（１．５） １１７（９０．０） １３（１０．０）
出血组 ５８ ３７（６３．８） ２０（３４．５） １（１．７） ９４（８１．０） ２２（１９．０）
χ２值 　４．９１７ ４．０３８
Ｐ值 　０．０２７ ０．０４４

３　讨 论

早产儿ＩＣＨ发生过程复杂。小于３２周的早产
儿脑室周围室管膜下及小脑软脑膜下存在胚胎生发

层基质，其血管壁缺乏胶原纤维及弹力纤维的支持，

仅含单层内皮细胞，对缺氧、酸中毒极敏感，易发生

坏死、崩解而出血，同时产生大量血小板活化因子

（ＰＡＦ）；ＩＣＨ时中性粒细胞产生 ＰＡＦ，血管内皮细胞
在缺血应激下也可产生 ＰＡＦ，进而对脑循环起重要
作用。而其脑组织中脂质结构也十分丰富，对ＰＡＦ、
氧自由基损伤非常敏感。另外，ＰＡＦ通过内皮细胞
使血管通透性增加，导致血管源性脑水肿，ＰＡＦ还可
使脑血管自主调节功能紊乱，使脑血流随着外周血

压的变化而产生波动，即压力被动性脑血流，增加了

ＩＣＨ的风险。
ＰＡＦＡＨ基因突变，使 ＰＡＦＡＨ酶水平及活性

降低，对ＰＡＦ的降解功能不全，可使ＰＡＦ水平升高。
升高的ＰＡＦ增加内皮细胞钙离子信号转导，并引起
内皮损伤［５］，导致内皮细胞功能障碍、血管通透性

增加、脑血管自动调节功能受损。同时，升高的ＰＡＦ
活化环加氧酶依赖途径和电压门控钾离子通道途径

两种独立旁路，并使内皮细胞膜表面的神经磷脂酶

依赖性的微囊蛋白富集，降低一氧化氮的含量，与损

伤的内皮细胞一起引起脑损伤［６］。ＰＡＦＡＨ可以水
解甘油骨架上含有短链残基的氧化磷脂［７］，ＰＡＦＡＨ
缺乏能够引起氧化磷脂的积聚，加速血管的损伤。

本课题组在前期的研究中已经检测了 ＩＣＨ早产儿
活动期、稳定期 ＰＡＦ及 ＰＡＦＡＨ水平，并设正常早
产儿进行对照，发现早产儿 ＩＣＨ活动期较出血稳定
期及无出血组早产儿 ＰＡＦＡＨ活性明显降低、ＰＡＦ
水平显著增高，提示 ＰＡＦ及 ＰＡＦＡＨ参与了早产儿
ＩＣＨ的发生［８］。

ＰＡＦＡＨ属于磷脂酶Ａ２家族，广泛分布于机体
的各种组织，该酶能够严格控制体内 ＰＡＦ浓度［９］，

对ＰＡＦ起关键性的降解作用。ＰＡＦ具有较强且多
种生物活性，能够活化血小板和其他炎症细胞，在感

染、变态反应、呼吸、消化、心血管及神经等系统的炎

症反应中扮演重要角色。因 ＰＡＦＡＨ对 ＰＡＦ的降
解作用，使其在体内对多种疾病的防治都有重要

作用。

Ｓｔａｆｆｏｒｉｎｉ等［１０］发现ＰＡＦＡＨ基因第９外显子存
在Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核苷酸多态性，该位点通过编码基
因Ｇ→Ｔ变异，使遗传密码子由 ＧＵＵ转变为 ＵＵＵ，
最终导致氨基酸缬氨酸（Ｖａｌ）→苯丙氨酸（Ｐｈｅ）的
转变。由于突变位点位于酶活性的中心位置—丝氨

酸２７３、天冬氨酸２９６，该位点是蛋白质适当折叠保持
活性的关键。蛋白质空间结构的变化导致其杂合子

（Ｖａｌ／Ｐｈｅ）基因型酶活性是正常（Ｖａｌ／Ｖａｌ）基因型的
一半，纯合子的酶活性几乎无法测出 （Ｐｈｅ／Ｐｈｅ）［１１］。
目前发现 Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核苷酸多态性与银屑病、哮
喘、心脑血管等疾病有关，并证实其为成人脑血管疾

病的独立危险因素［１０，１２１３］。
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本研究发现对照组ＰＡＦＡＨ基因第９外显子 Ｔ
等位基因携带率为 １０．０％，明显低于日本人群
（２１．５％）［１１］，也低于国内周春等［１４］报道的１５．２８％
（中国广西人群）。与对照组相比，发生 ＩＣＨ的早产
儿ＰＡＦＡＨ基因第９外显子突变基因型和Ｔ等位基
因频率均显著升高，这表明 ＰＡＦＡＨ基因第９外显
子Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核苷酸多态性可能是早产儿ＩＣＨ的
遗传易感因素。研究发现，ＰＡＦＡＨ对 Ｗｎｔ旁路起
负性调节作用［１５］，而动物实验表明，Ｗｎｔ旁路的抑
制增加了血管出血的风险［１６１７］。这可能也是 ＰＡＦ
ＡＨ基因 Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核苷酸多态性导致早产儿
ＩＣＨ的因素之一。

综上所述，本研究发现ＰＡＦＡＨ基因Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ
单核苷酸多态性与早产儿 ＩＣＨ相关，从遗传学角度
探讨了早产儿ＩＣＨ的发生机制，为早产儿ＩＣＨ的临
床防治提供了理论依据，但缺乏更为可靠的大样本

病例对照研究结果的支持。今后的研究将进一步论

证ＰＡＦＡＨ基因Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ单核苷酸多态性与早产
儿ＩＣＨ发病机制的关系，为早产儿ＩＣＨ的防治提供
新的方向。
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