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口服避孕药和基因多态性与不同类型

脑卒中关系的初步探讨

陈建锋 李瑛 周建伟 王心如

【摘要】 目的 探讨使用复方口服避孕药（!"!）与不同类型脑卒中发生的关系，以及遗传易感

因素在服药妇女发生脑卒中的过程中作用。方法 选取 ### 例女性脑卒中患者，用基因多态性分析

法观察凝血因子! $%&’%( 突变（)#*+#!,）、凝血酶原基因多态性（)-.-#.!,）和血管紧张素转化酶

（,!/）基因多态性（0 1 2）的分布。运用病例3病例研究的方法分析危险因素在出血性和缺血性脑卒中

之间的差异。结果 与未使用 !"! 妇女相比，服药妇女发生出血性脑卒中的危险要显著高于缺血性

脑卒中（!" 4 5 6 .5）；体质指数"-7 89 1 :- 与缺血性脑卒中的联系强于出血性脑卒中（ !" 4 - 6 ++）。

基因多态性分析未能找到 )#*+#!, 和 )-.-#.!, 突变，2 型 ,!/ 等位基因频率在缺血性脑卒中组

中略高，但无显著性。结论 结果提示口服避孕药可能与出血性脑卒中有关，而未见与 )#*+#!, 和

)-.-#.!, 突变以及 ,!/ 基因 0 1 2 多态性有相关性。
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口服避孕药（!"!）是否增加脑卒中的危险性，

这一直是避孕药安全性评价中存有争议的问题。最

近 MU" 作了一项多国家、多中心的有关避孕药不

良反应的大型病例对照研究［#］，结果表明，口服避
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孕药的妇女如果年龄大于 5O 岁，或同时有吸烟、患

高血压等心血管疾病危险因素，患脑卒中的危险性

显著增加。国内在这方面的深入研究不多，对于服

用 !"!，尤其是长期服用 !"! 与不同类型脑卒中

的关系，尚未见有详细的报道。我们收集江苏太仓、

如东两地发生脑卒中的妇女，采取病例3病例研究方

法进行分析，并初步探讨了基因多态性在这其中所

起的作用，旨在进一步澄清 !"! 对脑卒中可能的危

险。
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对象与方法

! "研究对象：!##$ 年 $ 月 ! 日至 %&&& 年 ’ 月

(& 日为病例收集期限。按使用 )*) 比例在 !+,以

上的要求，在太仓、如东两地共选择 %+ 个乡镇作为

病例监测收集区域。对象选择标准：两地区凡是

!#(% 年 $ 月 ! 日以后出生，在收集期限内首次发生

脑卒中（包括蛛网膜下腔出血、脑梗死和脑出血）的

妇女，经 )- 确诊，均被列为研究对象。

% "资料收集方法：中专以上的医护人员，经培训

合格后作为表格调查人员和随访人员。调查内容包

括个人一般情况、疾病史、职业情况、吸烟史、饮酒

史、饮茶史、饮食情况、生活起居及居住情况、月经生

育史、家族史等。调查同时由专人负责数据的质控，

以保证资料的完整可靠。

( "实验室研究方法：

（!）基因组 ./0 的提取：每位研究对象采集外

周静脉血 1 23 并置 4 %&5保存，待全部样本收齐后

集中处理。低渗法分离白细胞，常规蛋白酶 6 消化

后酚7氯仿抽提法提取 ./0［%］。

（%）目的基因片段的扩增：按文献报道设计各引

物，序列及退火温度见表 !。应用热循环仪（89:;<=
>329: ./0 -?9:2@3 )AB39: 1C&）扩增，总体积 +&!3，
基 因 组 ./0 & "% !D，引 物 终 浓 度 & " % !2E3 F G，

H/-8I 终浓度& " % 22E3 F G，-@J 酶! " + K，其余按常

规，聚合酶链反应（8)L）产物应用! " +,琼脂糖凝胶

电泳鉴定。

（(）基因片段长度多态性的分析：取 !&!3 8)L
产物，分别用 M<=H" + K 和 N=3 # ! K，于 ($5酶

切 + ?。之后用 %,琼脂糖凝胶电泳观察凝血酶原

基因扩增产物，而凝血因子$基因扩增产物酶切结

果用 !&,聚丙烯酰胺凝胶电泳观察。我们同时取

凝血因子$基因和凝血酶原基因突变阳性的样品

（荷兰 G9<H9= 大学 OEI 教授馈赠）与检测样品同步

操作，以排除酶切过程中的假阴性。0)> 基因多态

性直接以 8)L 产物用! " +,琼脂糖凝胶电泳观察。

1 "资料统计分析方法：全部资料经审查无误后，

用 >P< ’ " &软件录入，并进行交叉检查和逻辑校对，

采用 Q8QQ 软件包进行资料运算。单因素分析和多

因素 3ED<IR<B 回 归 分 析 的 结 果 用 比 值 比（ !"）和

#+,可信 限（ #$）来 表 示。基 因 型 分 布 是 否 符 合

M@:HA7S9<=T9:D 遗传平衡定律及组间等位基因频率

差异的比较用%
% 检验。

结 果

研究期限内共发生了 %’1 例脑卒中患者，死亡

#% 例，另有 ’! 例未能收集到标本（脑出血 (! 例，脑

梗死 %! 例，蛛网膜下腔出血 !& 例），该部分病例的

各亚型比例及平均年龄与收集到的病例相比差异无

显著性。在收集到的 !!! 例病例中，蛛网膜下腔出

血 !+ 例，脑出血 1# 例，脑梗死 1$ 例。由于蛛网膜

下腔出血例数较少，因此将患者分为出血性与缺血

性两种，其中缺血性脑卒中占1% " (1,，出血性脑卒

中占+$ " ’’,。缺血平均年龄（+C " &% U $ " !C）岁，高

于出血组（+1 " C# U # " &%）岁，组间差异有显著性（ % V
! " #$，& W & " &+）。

! "使用 )*) 的种类和时间：!!! 例患者中有 +&
例为服用 )*) 者，占1+ " &+,，使用种类以国产 ! 号

避孕片（复方炔诺酮片）为主，共 (C 例，占服药总数

的 $’,；其余为 & 号片 % 例，复方 !C 甲 1 例，探亲 !
号 ! 例，混用（! 号片 X & 号片或 ! 号片 X 复方 !C
甲）( 例，% 例用药情况不详。服用时间超过 ’& 个月

的有 (1 例，占服药总数的 ’C,。

% "多元 3ED<IR<B 回归分析：在单因素分析中，除

使用 )*) 与出血性脑卒中有联系以外（!" V ( " &(，

#+, #$ ! " %$ Y $ " %#，%
% V $ " ’$，& W & " &!），体质指

数（ZN[，;D F 2%）!%1［’］与缺血性脑卒中呈现强的

联系（ !" V % " ##，#+, #$ ! " !$ Y $ " $+，%
% V ’ " 1$，

& V & " &!），而脑卒中其他可能的 一 些 危 险 因 素，

如高血压、高血脂、糖尿病、生活紧张程度、口味偏咸

表 ! 所用引物序列及扩增时的退火温度

名 称 染色体位置 引 物 序 列 退火温度（5）

凝血因子$［(］ !J%( Y !J%1 有义链 +\7-])))0]-])--00)00]0))07(\ +&
反义链 +\7-]--0-)0)0)-]]-])-007(\ ++"

凝血酶原［1］ !!P!! Y J!% 有义链 +\7-)-0]000)0]--]))-]])7(\ +$
反义链 +\7]0]-])-)]]0)-0))0])]-])7(\

血管紧张素转化酶（0)>）［+］ !$J%( 有义链 +\7)-]]0]0))0)-)))0-))---)-7(\ ++
反义链 +\7]0-]-]]))0-)0)0--)]-)0]0-7(\

" 凝血因子$扩增时先以 +&5 + 个循环后再以 ++5 (& 个循环
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等在两组患者中差异并无显著性（ ! ! " # "$）。在

%&’()*(+ 回归模型中将变量逐一进行筛选，最后进入

模型的变量为服用 ,-, 和 ./0!12，服用 ,-, 与

出血 性 脑 卒 中 的 联 系 仍 几 乎 为 缺 血 性 的 3 倍

（"# 4 1 # 53，5$6 $% 7 # 18 9 : # ;1，!
1 4 : # 28，! 4

" # "77）。

3 #使用 ,-, 时间与妇女脑卒中分析：与从未使

用 ,-, 相比，服用 ,-, 发生出血性脑卒中的危险

性较发生缺血性脑卒中大，且随着使用年限的增加

而有增大的趋势，特别是在使用 7$ 年以上这种趋势

更为明显（"# 4 7" # 7:），见表 1。同时，在停药时间

的分析中，能观察到在停药以后服用 ,-, 对出血性

脑卒中的影响仍持续存在，随着停药时间的延长这

种效 应 虽 有 降 低，但 仍 存 在 较 强 的 联 系（ "# !
1 # "）。

表 1 使用 ,-, 时间与妇女脑卒中的关系

因 素
脑卒中例数

出血性 缺血性
"# 值 "#5$6 $%

趋势检验

!
1 ! 值

服用时间（月）

（不服用） 18 33 7 # ""
7 9 8 ; 7 # 3$ " # 38 9 2 # 87
:" 9 5 $ 1 # 71 " # $: 9 8 # 3; 77 # $: <"#""7
78" 9 78 1 7" # :7 1 # "; 9 ;1 # :$

停药时间（月）

（不服用） 18 33
7 9 77 1 : # 28 7 # 75 9 2: # 2;
:" 9 77 : 1 # 7: " # :3 9 ; # :2 2 # "; " # "23
78" 9 73 : 1 # $$ " # ;; 9 8 # ;8

2 #凝血因子"基因和凝血酶原基因的聚合酶链

反应=限制性内切酶片段长度多态性（>,?=?@A>）

分析：凝血因子"基因 >,? 扩增片段长度为 1:;
BC，用 /D% #酶切后可得到 3; BC、:; BC 和 7:3 BC
三个片段，若存在突变，则只有 :; BC 和 1"" BC 两个

片段。若个体为突变纯合子，电泳只出现两个片段；

突变杂合子则出现 3; BC、:; BC、7:3 BC 和 1"" BC 四

个片段。凝血酶原基因 >,? 扩增片段长度为 2$$
BC，若存在 E1"17""F 突变，则将形成一个内切酶

G(DH$的酶切位点，酶切后可得到 311 BC 和 713 BC
两个片段，否则不被酶解。若个体为突变纯合子，电

泳只出现两个片段；突变杂合子则出现 713 BC、311
BC 和 2$$ BC 三个片段。我们对全部患者进行了这

两项基因分析，电泳结果均显示为正常条带，提示所

有的被研究妇女个体均不存在这两项基因多态性。

而我们对阳性样品的 >,?=?@A> 分析结果均与预

期相符，证实了 >,? 反应的特异性和限制性内切酶

酶切反应的可靠性。

$ # F,I 基 因 0 J K 多 态 性 分 析。F,I 基 因 经

>,? 扩增后电泳可呈现为三种条带之一：纯合子插

入型（%型，25" BC）；纯 合 子 缺 失 型（KK 型，75"
BC）；杂合子插入 J缺失型（0 J K 型，25" BC J 75" BC）。

F,I 等 位 基 因 频 率 及 基 因 型 分 布 见 表 3。两 组

F,I 基因型分布均符合 GLMHN=OP(DBPM’ 遗传平衡

定律（出血性脑卒中组!
1 4 " # "$，! ! " # "$；缺血性

脑卒中组!
1 4 " # 75，! ! " # "$），表明两组样本均来

自同一群体。缺血性脑卒中组 K 型等位基因频率

（" # $"）高于出血组（" # 27），但差别无显著性（!
1 4

7 # 2，! 4 " # 12）。

表 3 F,I 等位基因频率及基因型在两组患者中的分布

插入 J缺失多态性 出血性（ & 4 :2） 缺血性（ & 4 2;）

基因型

% 13 77
0K 3" 1$
KK 77 77

等位基因频率

# " # $5 " # $"
K " # 27 " # $"

讨 论

在流行病学研究中，为探讨不同临床类型与疾

病的其他危险因素之间的关系和相互作用，可以采

取两亚组直接比较，按病例对照研究的方式处理资

料，因而称之为病例=病例研究（+L)P=+L)P )*QHN）［;］，

此时不另设对照组，这样可免除从无研究疾病的对

照组中去收集资料特别是生物标本的麻烦。本研究

正是用这种研究方法，将收集的脑卒中病例分为出

血性与缺血性，研究两组之间危险因素的差异部分，

而其相同或近似的危险因素将被掩盖或低估，这样

就能比普通病例=对照给出更多的信息与线索，为避

孕药不良反应监测提供进一步的依据和参考。

OG- 研究认为［8］，现在使用 ,-, 与缺血性脑

卒中的 "# 值 在 欧 洲 组 和 发 展 中 国 家 组 均 接 近

3 # "；与出血性脑卒中的 "# 值分别为7 # ;:（5$6 $%
7 # 32 9 1 # 3"）和7 # 38（5$6 $% " # 82 9 1 # 1$），但在年

龄!3$ 岁的妇女中两组 "# 值均上升至1 # "以上，

其他研究也有类似的结果。而本次研究结果与以上

资料并不一致，无论是单因素分析还是多因素分析，

使用 ,-, 与出血性脑卒中的联系均为缺血性脑卒

中的近 3 倍，而且呈现随使用时间延长而增加的效

应。本研究中两组之间其他危险因素，如高血压、脑

卒中家族史、高血脂以及发生负性事件等均无明显

差别，说明并不存在这些因素的干扰。
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我们的研究对象与其他资料相比，有以下特点：

!服药年限长。!" 名服药妇女中，连续服药 ! 年以

上的 占 #$%，连 续 服 药 &! 年 以 上 的 有 ’" 名

（("%）。"年龄偏大。研究对象平均年龄超过 !!
岁，未绝经者有 &( 例（&’ ) #&%），发病时正在服药者

仅 ’ 例，占服药总数的 (%。因此本研究对象主要

表现的是长期服用 *+* 且停药后的效应，而 ,-+
及其他研究的对象主要是正在服药的青年女性（平

均年龄 . (" 岁）。/01102［3］认为现在服药与缺血性

脑卒中的相对危险度为! ) "左右，停药后这种危险性

无明显增加；但无论是现在服药或是过去服药，妇女

得出血性脑卒中的相对危险度均为& ) !左右。本研

究由于样本有限未作停药与正在服药组的比较，但

可以看出，停药后 ! 年内服药与出血性脑卒中的相

关性较缺血性脑卒中差别最大，随着时间延长，甚至

停药 &! 年后这种效应仍持续存在。这其中原因何

在，尚需作进一步的研究。

许多研究认为 4*5 基因是心血管疾病的重要

候选基因，该基因由于其 &# 内含子存在 ’$6 78 的

插入 9缺失（: 9 ;）多态性，其基因型表现为#、:; 和

;;。<=>0? 等［&"］研究显示个体间血浆 4*5 活性的

’$% @ ((%归因于 4*5 : 9 ; 多态性。含有 ; 等位

基因的血浆 4*5 活性明显增高，从而引起肾素A血
管紧张素系统的一系列反应，最终对心血管系统产

生不利影响。本研究的结果表明缺血性脑卒中组的

; 型等位基因频率高于出血性脑卒中组，但可能是

由于样本量较小而未达到显著性水平。

国外对遗传易感因素的研究主要集中在凝血因

子$ B0=C0D 突变（E&#3&!4）［F］和凝血酶基因突变

（E’"’&"!4）［(］，认为它们主要与静脉血栓形成有

关，而与脑卒中的关系并不确定。有报道该两突变

在正常人群中发生率为 F% @ !%，而在经过选择的

病例中发生率分别达到 ("%和 &$%，且它们与口服

避孕药具有强烈的协同作用［&&］。国内在这方面的

报道不多，因此，为求证这两基因突变对我国妇女发

生脑卒中有何影响，我们对 &&& 例脑卒中妇女全部

作了基因多态性分析，然而在保证分析特异性和可

靠性的条件下，未见到一例存在基因突变，提示这两

个基因突变对我国妇女脑卒中的发生可能并不起作

用。但是我们也应该考虑到可能在中国妇女中存在

着其他位点突变或其他基因突变与脑卒中有关［&’］，

这需要作全基因筛选，以达到寻找中国妇女脑卒中

遗传危险因素的目的。

本研究结果提示，使用国产避孕 & 号片在停药

后与出血性脑卒中的联系高于缺血性脑卒中，并随

服用年限的增加而增高，特别是服用 &! 年以上这种

差异最为显著；在停药后 ! 年内差别较为明显。缺

血性脑卒中组的 ; 型 4*5 等位基因频率高于出血

性脑卒中组，但并未达到显著性水平，在所有病例中

未能检测到 E&#3&!4 和 E’"’&"!4 突变，说明这

三个遗传基因多态性在服避孕药妇女发生脑卒中过

程中所起的作用不大，何种遗传易感因素在起作用

以及作用的大小尚需进一步研究。
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