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[摘　 要] 　 目的　 探讨急性缺血性脑卒中(ＡＩＳ)患者外周血白细胞 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３３５(ｍｉＲ￣３３５)基因启动子区甲基化

状态及在发病中的意义ꎮ 方法　 应用生物信息学分析并使用亚硫酸氢钠测序(ＢＳＰ)法检测 ３０ 例 ＡＩＳ 患者及 ３０ 例

健康对照者外周血白细胞 ｍｉＲ￣３３５ 基因(ＭＩＲ３３５)启动子区甲基化状态ꎬ比较并分析与卒中严重程度(ＮＩＨＳＳ 评

分)和血浆 ｍｉＲ￣３３５ 水平的关系ꎮ 结果　 生物信息学分析显示 ＭＩＲ３３５ 启动子区与 ＣｐＧ 岛区域重叠ꎻＡＩＳ 患者外周

血白细胞中 ＭＩＲ３３５ 启动子区呈高甲基化水平ꎬ明显高于健康对照组(Ｐ<０.０１)ꎻＡＩＳ 患者 ＭＩＲ３３５ 甲基化水平与

ｍｉＲ￣３３５ 表达水平呈负相关( ｒ＝ －０.７２ꎬＰ<０.０１)ꎬ与病情严重程度呈正相关( ｒ＝ ０.７４ꎬＰ<０.０１)ꎮ 结论　 ＡＩＳ 患者外周

血白细胞 ＭＩＲ３３５ 启动子区呈明显高甲基化状态ꎬ可能参与了脑卒中缺血后调控ꎮ
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　 　 启动子区 ＣｐＧ 岛 ＤＮＡ 甲基化抑制基因转录起

始从而沉默基因表达ꎬ是基因表达调控的重要方

式ꎮ 越来越多的证据表明[１￣２]ꎬ一些微小 ＲＮＡ(ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)也受到其编码基因启动子区 ＤＮＡ

甲基化的表观遗传沉默ꎮ 前期研究[３] 发现ꎬｍｉｃｒｏＲ￣
ＮＡ￣３３５(ｍｉＲ￣３３５)明显下调参与急性缺血性脑卒中

(ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅꎬＡＩＳ)发病后病理损伤及损伤

后修复ꎮ 我们推测ꎬＡＩＳ 患者 ｍｉＲ￣３３５ 低表达也受
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到其基因启动子区 ＣｐＧ 岛高甲基化调控ꎬ而目前尚

未见报道ꎮ 本研究应用生物信息学软件分析并使

用亚硫酸氢钠测序(ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＰＣＲꎬＢＳＰ)
方法检测 ＡＩＳ 患者外周血白细胞 ｍｉＲ￣３３５ 基因

(ＭＩＲ３３５)启动子区 ＣｐＧ 岛甲基化状态ꎬ探讨其在

ＡＩＳ 发病中的作用ꎬ有助于我们进一步揭示脑卒中

的发生机制ꎬ为脑卒中的早期诊治提供了更加广阔

的前景ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 临床资料

本研究连续收集 ２０１５ 年 １ 月至 ３ 月南华大学

附属第二医院神经内科住院的发病 １４ 天内(≤１４
天) 的 ＡＩＳ 患者ꎬ共 ３０ 例ꎬ其中男性 １５ 例ꎬ女性 １５
例ꎬ年龄 ６１.５±８.６ 岁ꎬ所有入选患者根据病史、神经

功能缺损和核磁共振(ＭＲＩ＋ＤＷＩ＋ＭＲＡ)结果ꎬ均符

合 １９９５ 年我国第四次全国脑血管病会议制定的脑

卒中诊断标准和国际 ＴＯＡＳＴ 卒中分类标准ꎬ最终被

确诊为大动脉粥样硬化性卒中ꎮ 根据起病至入组

时间ꎬＡＩＳ 组患者分为≤３ 天组(１２ 例)、４ ~ ７ 天组

(１０ 例)和 ８ ~ １４ 天组(８ 例)ꎮ 对患者进行美国国

立卫生研究院卒中量表(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ
ｓｔｒｏｋｅ ｓｃａｌｅꎬＮＩＨＳＳ) 评分ꎮ 健康对照组来自同期本

院体检中心健康普查的健康随机个体ꎬ共 ３０ 例ꎬ其
中男性和女性各 １５ 例ꎬ年龄 ５９.２±８.４ 岁ꎮ 两组之

间性别、年龄均无明显差异ꎮ 入选和排除标准参考

前期研究[４]ꎮ 本研究由医院伦理委员会批准ꎬ每个

研究对象或家属均获得知情同意并签署同意书ꎮ
１.２　 标本采集与处理

所有受测者均采用 ＥＤＴＡ 抗凝管抽取静脉血 ５
ｍＬꎬ常温下 ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分别收集上层

血清 ２ ｍＬ 和血细胞沉淀保存ꎬ于－２０℃保存ꎬ用于

提取 ＲＮＡ 和 ＤＮＡꎮ
１.３　 ＭＩＲ３３５ 启动子生物信息学分析

通过美国国立生物技术信息中心 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｐｕｂｍｅｄ / )数据库搜索并获得

ｍｉＲ￣３３５ 基因的 ５′上游的 ５ ｋｂ 序列ꎬ然后使用 ＣｐＧ
岛搜索网站 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｒｏｇｅｎｅ. ｏｒｇ /
ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)数据库扫描该基因序列中的

ＣｐＧ 岛ꎬ参数标准设置:ＧＣ％> ５０％ꎬＯｂｓＣｐＧ / ＥｘｐＣｐＧ
>０.６０ꎬ长度>２００ ｂｐꎬ相邻岛之间的间隙>１００ ｂｐꎮ 启

动子预测使用 ＢＤＧＰ 在线分析软件( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｆｒｕｉｔｆｌｙ.ｏｒｇ / ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｍｏｔｅｒ.ｈｔｍｌ)对该基因序列进

行可能的启动子搜索ꎬ最低可信值设为 ０.９０ꎮ 使用

ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 设计 ＢＳＰ 引物ꎮ
１.４　 血清 ｍｉＲ￣３３５ 表达水平的检测

使用标准 Ｔｒｉｚｏｌ 方案 ( Ｔｒｉｚｏｌ 抽提试剂盒ꎬ Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＣＡꎬＵＳＡ)从血浆中提取总 ＲＮＡꎬ用分光光

度计检测 ＲＮＡ 质量ꎮ 通过茎环引物使用逆转录试

剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连ꎬ中国)逆转录 ＲＮＡꎬ使用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬＵＳＡ)试

剂盒在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ ＰＣＲ 系统进行定量

ＰＣＲ 以检测 ｍｉＲＮＡ 表达ꎬ记录样本 ＣＴ 值ꎬ操作严

格按照制造商说明书进行ꎮ 以 ｃｅｌ￣ｍｉＲ￣３９ 为内参ꎮ
ｍｉＲ￣３３５ 引物、内参 ｃｅｌ￣ｍｉＲ￣３９ 引物与 ＰＣＲ 反应条

件参考先前研究[３]ꎬ引物由大连 ＴａＫａＲａ 合成ꎮ 使

用 ２－△△Ｃｔ法确定 ｍｉＲ￣３３５ 相对表达量ꎮ
１.５　 ＤＮＡ 提取与甲基化分析

使用全血 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＰｒｏｍｅｇａꎬＵＳＡ)分

离提取来自患者外周血白细胞的基因组后用 ＢＳＰ
法 进 行 ＤＮＡ 甲 基 化 分 析ꎮ 使 用 ＥＺ ＤＮＡ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣ＧｏｌｄＴＭ 试剂盒(Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｒｐｏｒａ￣
ｔｉｏｎꎬＣＡꎬＵＳＡ)根据使用说明书对基因组 ＤＮＡ 进行

亚硫酸氢盐转化和纯化ꎮ 运用 ＰＣＲ 进行扩增ꎬＰＣＲ
上游引物为 ５′￣ＡＡＡ ＧＧＧ ＧＧＴ ＴＴＴ ＧＴＴ ＴＴＴ ＴＴＡ
ＡＴＴ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＣＣ ＡＣＡ ＡＡＣ ＴＡＣ ＣＣＡ
ＣＡＡ ＡＣ￣３′ꎬ反应条件:９４℃ ５ ｍｉｎ １ 次ꎻ９４℃ ４０ ｓꎬ
５６℃ ４０ ｓꎬ７２℃ ５０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ最后 ７２℃ 延伸

８ ｍｉｎꎮ 扩增产物 ４６５ ｂｐꎮ 引物由大连 ＴａＫａＲａ 合

成ꎮ 将扩增的 ＰＣＲ 产物纯化并克隆到 ｐＭＤ１９￣Ｔ
( ＴａＫａＲａꎬ 大 连 )ꎬ 送 检 公 司 测 序ꎮ 通 过 ＱＵＭＡ
(ｈｔｔｐ: / / ｑｕｍａ.ｃｄｂ. ｒｉｋｅｎ. ｊｐ / )分析每个 ＤＮＡ 克隆序

列的甲基化状态并比较ꎮ
１.６　 统计学分析

统计学分析采用 ＳＰＳＳ １３. ０ 软件进行数据分

析ꎬ比较每个 ＤＮＡ 克隆序列的甲基化状态采用

ＱＵＭＡ 软件分析ꎬ计量资料使用 ｘ±ｓ 表示ꎬ两两比较

使用 ｔ 检验ꎬＮＩＨＳＳ 分值与 ＣｐＧ 甲基化水平相关性

采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相关分析ꎬｍｉＲ￣３３５ 表达水平与

ＣｐＧ 甲基化水平相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析ꎮ Ｐ<
０.０５ 被认为差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＭＩＲ３３５ 启动子区的生物信息学分析结果

通过 ＮＣＢＩ 检索ꎬ首先选择 ＭＩＲ３３５ 编码基因上

游 ５ ｋｂ 进行分析ꎬＭＩＲ３３５ 编码基因位于 ＭＥＳＴ 基因

第 ２ 个内含子区ꎬＭＩＲ３３５ 与 ＭＥＳＴ 共用启动子区ꎮ
ＭＩＲ３３５ 编 码 基 因 上 游 － ３７９７ ｂｐ ~ － ３７７２ ｂｐ 和

６０７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



－７４３ ｂｐ~ －５８９ ｂｐ 区分别为 ＭＥＳＴ 基因的第一、二个

内含子ꎮ 因此ꎬ本研究选取 ＭＩＲ３３５ 上游－５０００ ｂｐ ~
－３７９８ ｂｐ(共 １２０３ ｂｐ)序列进行启动子区域分析ꎬ使
用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ 数据库扫描该序列中的 ＣｐＧ 岛ꎬ发现

在其上游－４８９９ ｂｐ~ －４５４２ ｂｐ 和－４１９６ ｂｐ~ －３８４５ ｂｐ
区域存在 ＣｐＧ 岛ꎮ ＢＤＧＰ 在线数据库对上述序列分

析ꎬ结果显示存在两个分值在 ０.９５ 以上的启动子区

间ꎬ分 别 是 － ４８７１ ｂｐ ~ － ４８２１ ｂｐ 和 － ４０６４ ｂｐ ~
－４０１４ ｂｐꎬ该区域坐落在 ＣｐＧ 岛区域内ꎬ表明该区域

ＣｐＧ 岛 ＤＮＡ 甲基化水平可能干扰 ｍｉＲ￣３３５ 表达ꎮ 使

用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ 设计 ＢＳＰ 引物ꎬ扩增产物长度为 ４６５
ｂｐꎬ包含 ３３ 个 ＣｐＧ 位点(图 １)ꎮ

图 １. ＭＥＳＴ / ＭＩＲ３３５ 基因 ５′￣调节序列中 ＣｐＧ 岛示意图　 　 Ｐｒｅ￣ｈａｓ￣ｍｉＲ￣３３５ 起始位标记为＋１ꎬ短竖线表示 ＣｐＧ 位点ꎬ预测启动子区、
ＣｐＧ 岛和 ＢＳＰ 引物区如图所示ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ ｅｘｔｅｎｄｉｎｇ ｉｎｔｏ ５′￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭＥＳＴ / ＭＩＲ３３５

２.２　 血清 ｍｉＲ￣３３５ 表达分析

使用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 来分析各标本 ｍｉＲ￣３３５ 的表达ꎬ
结果发现ꎬ与健康对照组(１.００±０.３６)相比ꎬＡＩＳ 组

血清 ｍｉＲ￣３３５ 表达(０.３４±０.２６)明显下调ꎬ差异有显

著性(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.３　 外周血白细胞 ＭＩＲ３３５ 启动子区甲基化状态的

分析

ＢＳＰ 法对检查的 ３３ 个 ＣｐＧ 位点进行检测ꎬ使

用 ＱＵＭＡ 软件分析ꎬ以样本(甲基化 ＣｐＧ 位点个

数) / ３３ 表示该样本甲基化状态ꎬ发现 ＡＩＳ 患者外周

血白细胞 ＭＩＲ３３５ 启动子区甲基化(０.３１±０.１４)明

显高于健康对照组(０.０６±０.０５)ꎬ差异有显著性(Ｐ<
０.０１)ꎮ ＡＩＳ 患者≤３ 天组(０.３２±０.１５)、４ ~ ７ 天组

(０.３０±０.１３)和 ８ ~ １４ 天组(０.３１±０.１４)甲基化水平

均高于健康对照组(均 Ｐ<０.０５) ꎬＡＩＳ 三个亚组之间

比较差异无显著性(Ｐ>０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. ＭＩＲ３３５ 基因上游 ５′￣调控序列 ３３ 个 ＣｐＧ 位点甲基化状态　 　 左图为 ＡＩＳ 组ꎬ右图为健康对照组ꎻ空心圆圈表示非甲基化 ＣｐＧ
位点ꎬ实心圆圈表示甲基化 ＣｐＧ 位点ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ３３ ＣｐＧ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ５′￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭＩＲ３３５
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２.４　 ＡＩＳ 患者外周血白细胞 ＭＩＲ３３５ 启动子区甲基

化状态与 ｍｉＲ￣３３５ 表达水平的相关性

采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析患者外周血 ＤＮＡ 甲基化

对 ｍｉＲ￣３３５ 表达的影响ꎬ结果发现该区域甲基化水

平与 ｍｉＲ￣３３５ 表达水平呈明显负相关( ｒ ＝ －０.７２ꎬＰ<
０.０１ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. ＡＩＳ 患者外周血白细胞 ＭＩＲ３３５ 启动子甲基化水平与

ｍｉＲ￣３３５ 相对表达量的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＩＲ３３５ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｗｈｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｍｉＲ￣３３５ ｉｎ ＡＩＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

２.５　 ＡＩＳ 患者 ＮＩＨＳＳ 评分与 ＭＩＲ３３５ 启动子区甲基

化水平的相关性

对所有 ＡＩＳ 患者在入组时 ＮＩＨＳＳ 评分与

ＭＩＲ３３５ 启动子区甲基化水平进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分

析ꎬ发现二者呈明显正相关( ｒ＝ ０.７４ꎬＰ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ

图 ４. ＡＩＳ 患者外周血白细胞 ＭＩＲ３３５ 启动子甲基化水平与

ＮＩＨＳＳ 评分的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＩＲ３３５ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｗｈｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＮＩＨＳＳ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ＡＩＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

３　 讨　 论

启动子区 ＤＮＡ 甲基化调控是基因表达转录水

平调控的重要方式ꎮ ＤＮＡ 甲基化是指在 ＤＮＡ 甲基

转移酶催化下ꎬ利用 Ｓ￣腺苷甲硫氨酸提供的甲基转

移至 ＤＮＡ 胞嘧啶(Ｃ)的 ５ 位碳上生成 ５￣甲基胞嘧

啶的过程ꎬ这在维持机体正常的细胞功能、生长发

育、肿瘤发生和疾病损伤中起重要作用ꎮ 在真核生

物基因组中某些区段ꎬＣｐＧ 双核苷酸含量大于 ５０％
且长度超过 ２００ ｂｐꎬ定义为 ＣｐＧ 岛ꎮ 而位于 ＣｐＧ 岛

内的 ＣｐＧ 二核苷酸序列常处于未甲基化状态ꎬ在许

多疾病的发生、发展过程中ꎬ特定基因启动子区 ＣｐＧ
岛异常高甲基化状态可导致基因表观遗传学沉默ꎬ
在其发病中起着至关重要的作用ꎮ 研究表明ꎬ基因

启动子区甲基化水平改变可影响动脉粥样硬化及

缺血性脑卒中的发生[５]ꎬ缺血缺氧后也可导致脑细

胞多种基因启动子区甲基化水平随之发生改

变[６￣７]ꎬ脑缺血卒中相关基因启动子区 ＣｐＧ 岛甲基

化状态改变被认为是调控基因表达影响卒中发生、
卒中后损伤及修复的重要因素之一ꎬ是近年来研究

的热点ꎮ
前期研究[３] 发现ꎬＡＩＳ 患者存在 ｍｉＲ￣３３５ 表达

水平明显下降ꎬ与脑卒中后病情密切相关ꎮ 然而ꎬ
缺血性脑卒中诱导 ｍｉＲ￣３３５ 表达下调的机制目前尚

不清楚ꎮ ｍｉＲ￣３３５ 编码基因位于第 ７ 号染色体

ＭＥＳＴ 基因座中的第二个内含子中ꎬ其基因转录表

达受 ＭＥＳＴ 基因上游 ５′￣调控区启动子调控ꎮ 有关

在缺血性脑卒中发病后是否存在基因启动子区甲

基化调控机制介导 ｍｉＲ￣３３５ 表达下调目前尚未见相

关报道ꎮ 值得注意的是ꎬｍｉＲＮＡ 和 ＤＮＡ 甲基化两

种表观遗传学调控方式可相互影响ꎬ构成基因表达

调控的复杂网络[８]ꎬｍｉＲ￣３３５ 在胃癌中有表达下调ꎬ
其下调的原因是与启动子区高甲基化水平有关[９]ꎮ
本研究通过病例￣对照研究观察外周血白细胞中

ＭＩＲ３３５ 编码基因启动子区 ＤＮＡ 甲基化状态ꎬ探讨

卒中后 ｍｉＲ￣３３５ 表达下调的可能机制ꎮ
为探讨启动子区甲基化对 ｍｉＲ￣３３５ 调控的机

制ꎬ我们首先采用生物信息学数据库对选择 ＭＩＲ３３５
上游 ５ ｋｂ 序列启动子 ＣｐＧ 岛进行预测分析ꎬ发现

ＭＩＲ３３５ / ＭＥＳＴ 基因启动子区域位于 ＭＩＲ３３５ 编码

基因上游－３７９８ ｂｐ 之前ꎮ 使用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ 软件数

据库扫描该序列中 ＣｐＧ 岛ꎬ发现在其上游－４８９９ ｂｐ
~ －４５４２ ｂｐ 和－４１９６ ｂｐ ~ －３８４５ ｂｐ 区域存在 ＣｐＧ
岛ꎬ与 ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ Ｓｅａｒｃｈｅｒ 和 Ｃｐｇｐｌｏｔ 等方法检索结

果[９] 基本一致ꎮ 同时使用 ＢＤＧＰ 数据库进行启动

子预测分析发现存在－４８７１ ｂｐ ~ －４８２１ ｂｐ 和－４０６４
ｂｐ~ －４０１４ ｂｐ 启动子区域ꎬ提示启动子区与 ＣｐＧ 岛

区域重叠ꎬ表明该启动子区域 ＣｐＧ 岛甲基化水平增

８０７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



高可能干扰基因转录ꎬ存在基因表达甲基化调控的

结构基础ꎮ 继续使用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ 信息学软件对该启

动子区域设计 ＢＳＰ 引物ꎬ引物扩增产物包含 ３３ 个

ＣｐＧ 位点ꎮ 该区域的 ＣｐＧ 位点甲基化水平与 ｍｉＲ￣
３３５ 表达关系密切[９]ꎮ 本研究进一步通过实验分析

各样本 ＣｐＧ 位点甲基化状态并进行比较ꎮ
本研究通过病例￣对照研究发现 ＡＩＳ 患者血清

ｍｉＲ￣３３５ 水平明显下降ꎬ低于健康对照组ꎬ与先前的

研究[３]相一致ꎮ 与健康对照组相比较ꎬＡＩＳ 患者外

周血白细胞中 ＭＩＲ３３５ 编码基因启动子区 ＤＮＡ 甲

基化水平明显增高ꎬ且发病后采血时间≤３ 天、４ ~ ７
天和 ８~１４ 天的 ３ 个不同时间亚组的甲基化水平均

高于健康对照组ꎮ 进一步分析发现该区域甲基化

水平与 ｍｉＲ￣３３５ 表达呈负相关ꎬ并且甲基化水平与

神经功能缺损严重程度呈正相关ꎬ与前期发现[３]

ｍｉＲ￣３３５ 表达水平与病情严重程度呈负相关结论相

照应ꎮ 这提示 ＭＩＲ３３５ 编码基因启动子区 ＤＮＡ 甲

基化高水平调控与 ＡＩＳ 密切相关ꎬ在缺血性脑卒中

发病后ꎬ可能在早期损伤阶段及随后的修复阶段均

有高甲基化异常的存在导致 ｍｉＲ￣３３５ 低表达ꎮ
我们分析了缺血性卒中与患者外周血而不是

脑组织分离的基因组 ＤＮＡ 中 ＭＩＲ３３５ 基因启动子

区甲基化水平的相关性ꎮ 外周血 ＤＮＡ 甲基化是否

能代表脑卒中缺血区 ＤＮＡ 甲基化状态目前尚不完

全清楚ꎮ 然而ꎬ有研究[１０￣１１] 发现外周血标本基因

ＤＮＡ 甲基化水平与脑卒中存在相关性ꎮ 特别注意

的是 Ｌｉｎ 等[１０] 通过分析缺血性脑卒中患者外周血

中雌激素受体 α 启动子的甲基化水平发现脑卒中

组甲基化水平低于对照组ꎬ这与大鼠模型脑组织研

究[１２]结论相一致ꎮ 表明外周血 ＤＮＡ 甲基化与脑组

织局部甲基化水平可能存在一定相关性ꎮ 虽然难

以验证患者大脑和外周血之间甲基化水平的相关

性ꎬ但血液样本由于易于采集获得、无创及更好的

实践性特点ꎬ在一定程度上反映患者机体状态ꎬ因
而具有其医学价值ꎮ

总之ꎬ本研究通过生物信息学方法和病例￣对照

分析缺血性脑卒中患者外周血白细胞 ＭＩＲ３３５ 基因

上游启动子甲基化状态ꎬ提示 ＡＩＳ 患者甲基化水平

明显上调ꎬ并与 ｍｉＲ￣３３５ 水平呈负相关ꎬ与脑卒中病

情严重程度呈正相关ꎮ 由于本研究的样本量较少ꎬ
关于 ＭＩＲ３３５ 基因 ＤＮＡ 甲基化状态改变参与缺血

性脑卒中发病后的调控机制仍需进一步实验研究
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