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摘要：目的  探讨基质金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-9，MMP-9）基因多态性及它们间的交

互作用与缺血性卒中（ischemic stroke，IS）后出血性转化（hemorrhagic transformation，HT）相关性。

方法  连续纳入2014年3月至2016年12月发病在48小时内住院的705例IS患者。在卒中发作后14天内CT扫

描确定是否有HT。质谱法检测MMP-9基因6个位点多态性。采用广义多因子降维（generalized multifactor 
dimensionality reduction，GMDR）法分析基因—基因交互作用。结果  共纳入的705例IS患者中，104例

（14.8%）患者发生HT。6个基因位点基因型分布频率在发生和没有发生HT患者之间比较无统计学意义

（均P>0.05）。GMDR分析显示，MMP-9 rs3918242 和 rs3787268 两个位点间存在有基因-基因交互作用。

Cox回归调整协变量影响后发现，rs3918242 和rs3787268 两个基因位点高风险交互作用增加了HT发生的风险

（HR:2.08，95%CI:1.34-7.85，P=0.016）。结论  在中国人群中，急性IS后HT发生率高，HT发生的机制可能与

多因素相关，MMP-9 rs3918242和rs3787268两个基因位点高风险交互作用可能增加HT发生的风险。
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ABSTRACT: Objective  To investigate the genepolymorphism of matrix metalloproteinase-
9(MMP-9) and their interaction, and the correlation with hemorrhagic transformation(HT) after 
ischemic stroke(IS). Methods  A total of 705 patients with IS who were admitted to the hospital 
within 48h were enrolled between March 2014 and December 2016. HT was confirmed by brain 
computed tomography (CT) scan during 14 days from stroke onset. Six variants of MMP-9 gene 
were measured by mass spectrometry. Interactions of gene variant-gene variant were assessed 
through generalized multifactor dimensionality reduction method (GMDR). Results  Among the 
705 patients with IS, HT occurred in 104 (14.8%) patients. There were no differences in genotypes 
for the six variants between patients with and without HT (all P > 0.05). GMDR analysis revealed 
that there was a synergistic effect of gene variant-gene variant interactions between rs3918242 and 
rs3787268 in MMP-9 gene. Cox regression analysis showed that high-risk interactions of rs3918242 
and rs3787268 were associated with increased risk of HT after adjusting for covariates (HR: 
2.08; 95% CI: 1.34-7.85; P = 0.016). Conclusion  Incidence of HT is common in acute IS in Chinese 
population. The mechanisms leading to HT are most likely multifactorial. Two-loci interactions of 
rs3918242 and rs3787268 in MMP-9 gene may confer a higher risk for HT.
KEY WORDS: generalized multifactor dimensionality reduction; genetic variation; hemorrhagic 
transformation; ischemic stroke; MMP-9 gene
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0　引言

出血性转化（hemorrhagic transformation，

HT）是急性缺血性卒中（ischemic stroke，IS）

最严重的并发症，并与死亡率增加和不良卒中结

局相关[1-2]。目前HT发生机制尚未完全阐明，因

此，对HT发生的机制进行研究，对HT的预防和

治疗至关重要。

血脑屏障（blood–brain barrier，BBB）

破坏被认为是IS患者HT发生主因之一[3]。基质

金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-9，

MMP-9）在血脑屏障的破坏中起重要作用[4]。

研究表明，IS急性期血浆中高浓度的MMP-9
可能 会 增加缺 血 核心区的H T 风险 [5-7]。使 用

MMP-9抑制剂可减少实验动物中BBB的破坏、

降低HT的发生率[8-9]。MMP-9单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphisms，SNPs）

编 码 并 调 节 M M P - 9 蛋 白 的 转 录 ， 与 血 浆

MMP-9水平相关 [10]。尽管有研究表明MMP-9
水平与HT风险有关 [5-7]，但MMP-9 SNPs与

HT发生相关性尚有分歧。有的研究认为 [11]，

MMP-9 SNPs与IS后HT发生相关。而在地中海

人群中的研究并未显示MMP-9 SNPs与HT发

生有关联[12]。HT发生机制复杂，可能为多基因

共同作用结果，然而，MMP-9基因间交互作用

对HT风险的影响目前尚不清楚。基于此，本研

究中通过对MMP-9基因6个位点进行检测，探

讨它们与IS患者HT发病的相关性，旨在更好地

预防和治疗HT。

1　研究对象与方法

1.1　研究对象

2014年3月至2016年12月连续登记了705
例 发 病 4 8 小 时 内 入 住 德 阳 市 人 民 医 院 和 温

州医科大学第三附属医院，并经磁共振成像

（magnetic resonance imaging，MRI）证

实的急性 IS患者。所有患者在入院时和入院

后10-14天进行颅脑计算机断层（computed 
tomography，CT）扫描，如在这期间患者有

症状恶化时，进行额外的CT扫描。所有入组患

者均行颅脑CT血管造影或磁共振血管造影、颈

动脉双功超声、心电图或24小时动态心电图、

超声心动图检查。纳入标准如下：（a）年龄

≥40岁；（b）IS病因学分型为动脉粥样硬化血

栓形成、心源性栓塞和小动脉病变[13]。排除标

准为：（a）IS的病因不明或其他少见病因；

（b）卒中前7天内使用抗血小板药物；（c）

在卒中前7天至症状出现后14天内有使用华法

林、低分子量肝素或肝素者；（d）接受溶栓治

疗或血栓清除术者；（e）非梗死区的颅内出血

（intracranial hemorrhage，ICH）；（f）恶

性副蛋白血症，血小板计数<100×109/L或伴

严重的心肝肾疾病者。患者知情同意。

所有患者都根据标准指南进行治疗 [14]。

入院时对患者进行美国国立卫生研究院卒中

量表（National Institutes of Health Stroke 
Scale，NIHSS）评分，住院期间每天进行一次

评分。记录各种危险因素，包括年龄、性别、

高血压、糖尿病、房颤和血压。测定空腹血

糖、血总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆

固醇[15]。

1.2　HT评估

所有入选患者均在入院时及发病后10-14
天 进 行 C T 检 查 。根 据 欧 洲 合 作 急 性 卒 中 研

究（European Cooperative Acute Stroke 
Study，ECASS）标准[16]，HT定义为卒中后14
天内颅脑CT扫描发现梗死区内任何程度的高密

度影。

1.3　SNPs的筛选和MMP-9的基因分型

我们从NCBI数据库（http：//www.ncbi.
nlm.nih.gov/SNP）中选取MMP-9基因6个位

点，包括rs3918242、rs3787268、rs1056628、

rs17576、rs2664517和rs2250889，纳入标准如下：

（a）这些位点在以前的研究中研究过[11-12,17]；

（b）根据亚洲人群的HapMap数据库[18]，最小
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等位基因频率>0.05。

抽取每个患者静脉血3mL，从外周血白细

胞中提取DNA。采用基质辅助激光解吸和电离

飞行时间质谱方法测定MMP-9基因6个位点的

基因型[19]。

1.4　统计分析

用 卡 方 检 验 分 析 基 因 型 频 率 的 H a r d y -
Weinberg平衡和6个位点基因型分布在发生

和 无 发 生 H T 患 者 之 间 差 异 。H T 组 与 非 H T
组离散变量比较采用卡方检验，连续变量比

较 采 用 t 检 验 。基 因 之 间 交 互 作 用 分 析 采 用

广义多因子降维（Generalized multifactor 
d imens iona l i t yreduct ion ,GMDR）法，

B e t a  0 . 7 版 软 件（ w w w . h e a l t h s y s t e m .
virginia.edu/internet/addc-genomics/
Software）[19]。用卡方检验比较高风险交互基

因型患者与无高风险交互基因型患者HT的发生

率。采用Cox比例风险模型调整协变量，分析

高风险交互变量对HT发病风险的影响。

2　结果

2.1　HT的发生率

在705例入选患者中，104例（14.8%）在

发病后14天内发生HT。与未发生HT患者比

较，发生HT患者年龄大、入院时NIHSS评分

高、心源性栓塞比例高（见表1）。

2.2　发生HT与未发生HT患者基因型分布比较

M M P - 9 基 因 6 个 位 点 基 因 型 分 布 符 合

Hardy-Weinberg平衡（P>0.05）。单因素分析

示，HT组和非HT组6个基因位点基因型分布频

率比较差异无统计学意义（P>0.05，见表2）。

2.3　基因-基因交互作用与HT发病相关性

GMDR分析6个基因位点交互作用与HT相

关性，结果表明，调整协变量后，6个基因位点

存在有交互作用，HT的最佳交互作用模型为

rs3918242和rs3787268两个位点的联合作用模

型，交叉验证一致性得分为10/10，符号检验

为9/10（P=0.019，见表3）。

随后分析rs3918242和rs3787268两个位

点 不 同 基 因 型 组 合 与 H T 发 病 风 险 的 关 系 。

以 携 带 r s 3 9 1 8 2 4 2 T T 和 r s 3 7 8 7 2 6 8 A A（野

生 型 ） 的 患 者 为 对 照 ，评 估 r s 3 9 1 8 2 4 2 和

rs3787268共9个基因型组合对HT的相对风

险，结果表明，rs3918242 CC和rs3787268 GG
（OR=2.68,95%CI：1.22~5.67,P=0.004）、

rs3918242CT和rs3787268AG（OR=1.92，

95%CI：1.03~4.76,P=0.032）、rs3918242CC/
C T 和 r s 3 7 8 7 2 6 8 G G（O R = 2 . 0 2 , 9 5 % C I ：

1.13~5.24，P=0.025）三种基因型组合增加了

HT发生的风险（见表4），这三种基因型组合

定义为高风险交互基因型，其它基因型组合没

表 1  研究对象的特征

危险因素
Non-HT 
(n =601)

HT  
(n =104) P  值

年龄 68.0±15.3 70.9±13.2 0.042

男性 (n ,%) 336(55.9) 59(56.7) 0.948

房颤 (n ,%) 63(10.5) 16(15.4) 0.159

高血脂 (n ,%) 332(55.2) 57(54.8) 0.996

高血压 (n ,%) 468(77.9) 83(79.8) 0.675

糖尿病 (n ,%) 193(32.1) 33(31.7) 0.998

血糖 (mM) 7.2±2.9 7.1±2.4 0.702

缺血区 (cm2) 3.8±1.5 4.6±1.2 <0.001

发病至入院时间 (h) 30.6±18.6 29.8±15.9 0.678

收缩压 (mmHg) 151.8±18.9 154.7±16.2 0.098

舒张压 (mmHg) 88.9±16.8 90.2±12.6 0.393

入院时 NIHSS 评分 9.7±3.6 11.2±3.7 <0.001

卒中分型 (n ,%)

动脉粥样硬化血栓形成

小动脉病变

心源性

358(59.6)

152(25.3)

91(15.1)

50(48.1)

23(22.1)

31(29.8)

<0.001

住院治疗 (n ,%)

降压药

降血糖药

他汀类药物

阿司匹林

阿司匹林 + 氯吡格雷

482(80.2)

205(34.1)

585(97.3)

381(63.4)

182(30.3)

85(81.7)

35(33.7)

100(96.2)

63(60.6)

30(28.8)

0.712

0.999

0.508

0.557

0.836

注：HT, 出血性转化 ; NIHSS, 美国国立卫生研究院卒中量表。
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有达到0.05的临界值（见表4），定义为低风险

交互基因型。

携带高风险交互基因型IS患者HT发生率

明显高于携带低风险交互基因型患者（22.0% 
[50/227]比11.3%[54/478]，P<0.001）。

2.4　HT发生的危险因素分析

采用Cox比例风险模型分析对rs3918242和

rs3787268两个基因位点不同基因型组合对HT
发生的风险，低风险交互基因型定义为0，高风

险交互基因型定义为1，结果显示，调整协变量

影响后（年龄、入院时的NIHSS评分、心源性

栓塞、房颤、收缩压），这两个基因位点高风险

交互基因型是HT发生的独立预测因子（HR：

2.08；95%CI：1.34~7.85；P=0.016，表5）。

3　讨论

在本研究结果表明，单因素分析没有发现

MMP-9基因的6个位点多态性与IS后HT发病具

有相关性。但GMDR分析显示，MMP-9基因

rs3918242和rs3787268间存在有交互作用，这2
个基因位点高风险交互增加了HT发生的风险。

目前，MMP-9基因多态性与急性IS后HT发生

的相关性研究较少，而且存在分歧。张氏等[11]

对MMP-9rs3918242多态性研究发现，CC基因

型和携带C等位基因患者HT的发生率高于CT/
TT基因型和携带T等位基因的患者。然而，一

项来自地中海人群的研究未显示rs3918242多态

性与HT之间有关联[12]。本研究单基因分析也没

有发现MMP-9基因6个位点多态性与HT发病间

具有相关性。结果不一致的原因可能为：（a）

研究人群的种族差异；（b）IS和HT是不遵循

孟德尔遗传模式的复杂疾病，是基因-环境和基

因-基因相互作用结果[20]，单个基因位点对其患

病影响可能很少，甚至检测不到[21]。因此，单

基因病连锁分析似乎不适用于HT复杂的遗传

病因发现。

本 研 究 G M D R 发 现 显 示，M M P - 9 基 因

rs3918242和rs3787268存在有交互作用，携带

这两个基因位点高风险交互基因型的 IS患者

HT发生的风险比携带低风险交互基因型者增

加了2.08倍，为急性IS患者HT发生的独立预

测因子。MMP-9基因rs3918242和rs3787268
相互作用影响HT易感性的病理生理机制尚不

清楚。BBB破坏是HT发生的重要原因之一[3]。

既往研究表明，血浆或脑细胞外液中MMP-9
增高通过胶原酶和弹性蛋白酶降解细胞外基质

导致血管内皮细胞损伤和BBB破损[21]，增加了

急性IS后HT风险[4-7]。MMP-9抑制剂可以降低

表 2  高血压患者与非高血压患者的基因型 
比较 [n(%)]

HT 
(n =104)

Non-HT 
(n =601) P  值

Rs1056628

        AA 68 (65.4) 410 (68.7) 0.772

        AC 28 (26.9) 162 (26.8)

        CC 8 (7.7) 29 (4.5)

Rs2250889

        CC 62 (59.6) 333 (55.4) 0.987

        CG 30 (28.8) 195 (32.4)

        GG 12 (11.5) 73 (12.1)

Rs17576

        AA 11 (10.6) 69 (11.5) 0.528

        AG 37 (35.6) 236 (39.3)

        GG 56 (53.8) 296 (49.3)

Rs 2664517

        CC 104(100.0) 601 (100.0)

Rs3918242

        CC 80 (76.9) 424 (70.5) 0.402

        CT 19 (18.3) 148 (24.6)

        TT 5 (4.8) 29 (4.8)

Rs3787268

        AA 43 (41.3) 240 (39.9) 0.251

        AG 22 (21.2) 173 (28.8)

        GG 39 (37.5) 188 (31.3)

注：HT, 出血性转化。
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表 3  通过 GMDR 分析确定的 HT 最佳模型、预测精度、交叉验证一致性和 P 值的比较

最佳模型 * 测试平衡准度 训练均衡精度 交叉验证一致性 签名测试 P  值

1 0.527 0.623 9/10 7 (0.356)

1,2 0.618 0.718 10/10 9 (0.019)

1,2,3 0.516 0.533 7/10 5 (0.765)

1,2,4,5 0.451 0.486 5/10 6 (0.927)

1,2,3,4,5 0.577 0.578 8/10 5 (0.386)

1,2,3,4,5,6 0.498 0.602 7/10 5 (0.459)

注：* 数字 1-6 分别代表 rs3918242, rs3787268, rs1056628, rs2664517, rs17576, rs2250889。GMDR, 广义多因子降维 ; HT, 出血性转化。

表 4  HT 与基因型组合的相关性

rs3787268 AA GG AG GG GG AG GG, AG GG, AG

rs3918242 TT CC CT CC, CT CT CC CC, CT CT

OR 1 * 2.68 1.92 2.02 1.04 1.31 1.05 1.24

95% CI - 1.22-5.67 1.03-4.76 1.13-5.24 0.97-1.73 0.92-1.96 0.82-1.87 0.74-2.28

P  value - 0.004 0.032 0.025 0.328 0.226 0.675 0.588

注：* 以每个遗传因子的低危基因型作为参考 . OR, 比数比 ; CI, 置信区间 ; HT, 出血性转化。

表 5  HT 独立预测因素的 Cox 回归分析

危险因素 HR 95% CI P  值

年龄 0.87 0.69-1.38 0.426

入院时 NIHSS 评分 1.62 1.08-3.76 0.032

收缩压 1.01 0.91-2.23 0.224

房颤 0.98 0.89-2.01 0.157

心源性脑栓塞 2.31 1.48-8.35 0.006

缺血区 0.82 0.91-2.56 0.268

高风险交互变量 2.08 1.34-7.85 0.016

注：HT, 出血性转化 ; NIHSS, 美国国立卫生研究院卒中量表 ; HR, 危险比 ; CI, 置信区间 . 连续变量的 HR 表示每增加 1 个标准差。

MMP-9活性，减少神经血管损伤、血脑屏障

破坏及HT的发生率[8-9]。MMP-9基因多态性编

码和调控MMP-9蛋白，与血浆MMP-9水平相

关[10]。MMP-9基因定位于人类基因组20q13.12
号染色体的长臂上，调控MMP-9蛋白转录水

平。MMP-9降解血管细胞外基质是血管重塑和

血管生成的一个重要原因[22]，并可增加ICH的

风险[23]。Ho等[24]也发现MMP-9rs3787268基因

多态性与ICH发病相关，并可与TIMP-1（金属

蛋白酶组织抑制因子）基因多态性或酒精相互

作用，增加ICH风险。因此，推测rs3918242和

rs3787268两个基因位点高风险交互作用增加

HT风险的可能机制为：这两个基因位点参与并

调节MMP-9的转录，导致MMP-9水平增高，

进而损伤BBB，从而增加了急性IS患者发生HT
的风险。

本 研 究 的 局 限 有 ：（ 1 ）既 往 研 究 表 明

M M P - 9 基 因 多 态 性 与 血 浆 M M P - 9 水 平 相

关[10]，但本研究没有对血浆MMP-9水平进行评

估；（2）由于样本有限和两个中心的研究，本

研究的发现尚有待于今后多中心研究去证实；

（3）本研究仅探讨了MMP-9基因6个位点多态

性及它们间交互作用与HT发生的相关性。有

研究表明，氧自由基损伤、炎症反应、MMP-2
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急性脑栓塞患者动脉介入溶栓治疗临床疗效观察

WT1基因在监测急性髓细胞白血病微小残留病中的临床意义

PBL教学模式在口腔种植修复教学中的应用效果

优质护理管理模式在肾内科应用的效果评价

急性左心衰竭患者不同院前急救模式的疗效

经胸乳入路腹腔镜下甲状腺切除术的治疗效果分析

热疗辅助放疗治疗晚期肝癌的效果分析

探讨腹腔镜右半结肠切除术与开腹手术治疗结肠癌的比较情况

手术治疗外伤性颈段脊柱脊髓损伤患者的临床研究

经尿道等离子电切术治疗膀胱肿瘤的治疗效果分析
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和MMP-3也在BBB破坏和HT发病中起作用[3]，

但本研究没有同时研究这些相关基因多态性与

HT发病相关性。

综 上 所 述 ， 急 性 I S 后 H T 发 生 率 高 ，

H T 发 生 的 机 制 可 能 与 多 因 素 相 关 ，M M P -
9rs3918242和rs3787268两个基因位点间存在有

交互作用，这两个基因位点高风险交互作用可

增加HT发生的风险。
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