
·临床检验研究论著·

环氧化酶２基因多态性与２型糖尿病的相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨环氧化酶（ＣＯＸ）基因－７６５Ｇ／Ｃ和－１１９５Ｇ／Ａ多态性与２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）的相关性。方法　采用聚合

酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）和全自动临床生化分析仪法，对１２０例Ｔ２ＤＭ患者和９２例健康对照者的ＣＯＸ２

基因多态性和常用临床指标进行检测，比较分析两组间基因型频率和等位基因频率及其临床资料。结果　Ｔ２ＤＭ组的血糖、餐后

２ｈ血糖、ＴＧ均高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而 ＨＤＬＣ、载脂蛋白（Ａｐｏ）ＡⅠ均低于对照组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；两组－１１９５Ｇ／Ａ位点基因型的频率比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＣＯＸ２基因－１１９５Ｇ／Ａ多态性可能

与皖北地区Ｔ２ＤＭ的发病相关。
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　　糖尿病是因胰岛素分泌和（或）作用缺陷引起的以高血糖

为主要特征的全身性代谢性疾病［１］，同时也是一种慢性、低度

的炎症性疾病，容易引发和参与一系列的代谢紊乱，导致各种

并发症的发生［２］。环氧化酶（ＣＯＸ）２是一种重要的炎症介

质，本研究旨在探讨皖北地区汉族人ＣＯＸ２基因－７６５Ｇ／Ｃ和

－１１９５Ｇ／Ａ多态性与２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　Ｔ２ＤＭ 组共１２０例，男６９例，女５１例，平均

５６．３３岁，为蚌埠医学院第一附属医院内分泌科住院患者，常

住地为蚌埠、淮北、阜阳、宿州等皖北地区。Ｔ２ＤＭ诊断依据按

１９９９年 ＷＨＯ诊断标准。排除原发高血压、脑血管疾病。健

康对照组共９２例，男５６例，女３６例，平均５５．７２岁，均为门诊

常规健康体检者，并排除心脑血管疾病、肝肾疾病等。以上研

究对象均为无血缘关系的个体。

１．２　方法　空腹８ｈ采集外周静脉血１０ｍＬ，分两管分装，一

管用ＥＤＴＡＫ２ 抗凝，分离白细胞提取基因组ＤＮＡ，另一管不

抗凝，分离血清，－４０℃备用。血清空腹血糖（ＦＰＧ）、餐后２ｈ

血糖（２ｈＰＧ）、ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ、载脂蛋白（Ａｐｏ）ＡⅠ和

ＡｐｏＢ测定均在日立７１７０全自动生化分析仪上进行检测。应

用改良的碘化钠法提取基因组ＤＮＡ，所用的分子生物学试剂

均由上海生工生物有限公司提供。引物设计及扩增见表１。

ＰＣＲ的扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃

（５９℃）退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸５

ｍｉｎ、取１５μＬ的ＰＣＲ产物用５Ｕ 限制性内切酶Ｂｓｈ１２３６Ⅰ

（ＰｖｕⅡ）（均购自上海生工生物技术有限公司）进行酶切，３７℃

孵育１２ｈ，反应终止后，产物经３％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭

染色，通过凝胶成像系统观察结果并照相。根据酶切产生长度

的不同，判断３种不同的基因型。

表１　　ＰＣＲＲＦＬＰ法应用条件

位点 引物序列（５′３′） 退火温度 扩增片段 内切酶

－７６５Ｇ／Ｃ 上游：ＣＣＧＣＴＴＣＣＴＴＴＧＴＣＣＡＴＣＡＧ ５７℃ １５７ｂｐ Ｂｓｈ１２３６Ⅰ

下游：ＧＧＣＴＧＴＡＴＡＴＣＴＧＣＴＣＴＡＴＡＴＧＣ

－１１９５Ｇ／Ａ 上游：ＴＡＴＣＴＣＡＣＣＣＴＣＡＣＡＴＣＴＣ ５９℃ ３０４ｂｐ ＰｖｕⅡ

下游：ＴＧＧＴＴＡＣＴＡＧＣＣＣＴＴＣＡＴＡＧ

１．３　统计学处理　所有数据都在ＳＰＳＳ１７．０统计软件上进行

统计学处理。基因型和等位基因频率采用频数法计算，用

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验所选样本的群体代表性。比较各组

基因型频率和等位基因频率用χ
２ 检验。计量资料以狓±狊描
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述，组间均数比较狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｔ２ＤＭ 组和健康对照组的临床资料分析　Ｔ２ＤＭ 组的

ＦＰＧ、２ｈＰＧ、ＴＧ高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），而ＨＤＬＣ、ＡｐｏＡⅠ低于健康对照组，差异有统计学意义（犘

＜０．０５），其他指标差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验　ＣＯＸ２基因－７６５Ｇ／Ｃ和－

１１９５Ｇ／Ａ基因型的分布在 Ｔ２ＤＭ 组和健康对照组中均符合

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，具有群体代表性。

２．３　ＰＣＲＲＦＬＰ法检测ＣＯＸ２基因－７６５Ｇ／Ｃ和－１１９５Ｇ／Ａ

多态性　－７６５Ｇ／Ｃ位点ＰＣＲ扩增片段长度为１５７ｂｐ，酶切后

的电泳条带：ＧＧ型为１３３ｂｐ１条片段，ＣＣ型为１５７ｂｐ的１条

片段，ＧＣ型为１５７ｂｐ和１３３ｂｐ２条片段，见图１。－１１９５Ｇ／Ａ

位点ＰＣＲ扩增产物为３０４ｂｐ，酶切后的电泳条带：ＧＧ型为

２３０ｂｐ和７４ｂｐ两条片段，ＡＡ型为３０４ｂｐ１条片段，ＧＡ型为

３０４ｂｐ、７４ｂｐ和２３０ｂｐ３条片段，见图２。

表２　　皖北地区汉族Ｔ２ＤＭ组和健康对照组的临床资料

　　　　分析（狓±狊）

项目 Ｔ２ＤＭ组（狀＝１２０） 健康对照组（狀＝９２） 犘值

年龄（岁） ５６．３３±１１．２８ ５５．７２±１１．４１ ０．４１４

ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ６．８４±１．１２ ４．５９±１．０２ ０．０１２

２ｈＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ８．５２±１．２４ ６．９３±０．９９ ０．０１９

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．９６±１．３３ ５．０２±１．０３ ０．７３５

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．２７±０．０７ ０．９０±０．０７ ０．００６

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．５０±０．４７ １．６１±０．３８ ０．０２１

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．１５±１．１２ ３．２１±０．８５ ０．５６３

ＡｐｏＡⅠ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．４７±０．４２ １．５６±０．２７ ０．０２１

ＡｐｏＢ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．８９±０．３１ ０．９０±０．２３ ０．６８８

　　：犘＜０．０５，两组间比较差异具有统计学意义。

　　１：ＰＣＲ产物；２：ＣＣ基因型；３～４：ＧＧ基因型；５～６：ＧＣ基因型；

Ｍ：ＤＮＡ分子标志物。

图１　　ＰＣＲＲＦＬＰ法扩增－７６５Ｇ／Ｃ位点凝胶电泳图

　　１：ＰＣＲ产物；２：ＧＡ基因型；３：ＡＡ基因型；４：ＧＧ基因型；Ｍ：ＤＮＡ

分子标志物。

图２　　ＰＣＲＲＦＬＰ法扩增－１１９５Ｇ／Ａ位点凝胶电泳图

２．４　ＤＮＡ测序　随机选送不同基因型产物样本和上、下游引

物至上海生工生物技术有限公司测序并将测序结果与ＣＯＸ２

基因序列进行比对，结果显示一致。

２．５　基因型及等位基因频率比较　－７６５Ｇ／Ｃ位点中，Ｔ２ＤＭ

组和健康对照组的ＧＧ、ＧＣ、ＣＣ基因型的频率比较没有统计学

意义（犘＞０．０５）；－１１９５Ｇ／Ａ位点中，Ｔ２ＤＭ 组和健康对照组

的ＧＧ、ＧＡ、ＡＡ基因型的频率比较有统计学意义（犘＜０．０５），

见表３～４。

表３　　Ｔ２ＤＭ组和健康对照组ＣＯＸ２基因多态性的

　　　　基因频率分布［狀（％）］

组别 狀
－７６５Ｇ／Ｃ位点

ＧＧ ＧＣ ＣＣ

－１１９５Ｇ／Ａ位点

ＧＧ ＧＡ ＡＡ

Ｔ２ＤＭ组 １２０９９（８２．５）１９（１５．８）２（１．７） １５（１２．５）８１（６７．５）２４（２０．０）

对照组 ９２７８（８４．８）１４（１５．２）０（０．０） ３５（３２．６）４４（４２．４）１３（２６．１）

χ
２值 １．５９ １８．８２６

犘值 ＞０．０５ ＜０．０５

表４　　Ｔ２ＤＭ组和健康对照组ＣＯＸ２基因多态性的

　　等位基因频率分布［狀（％）］

组别 狀
－７６５Ｇ／Ｃ位点

Ｇ Ｃ

－１１９５Ｇ／Ａ位点

Ｇ Ａ

Ｔ２ＤＭ组 １２０ ２１７（９０．４） ２３（９．６） １１１（４６．３） １２９（５３．８）

对照组 ９２ １７０（９２．４） １４（７．６） １１４（６２．０） ７０（３８．０）

χ
２值 ０．５５１ １０．３０３

犘值 ＞０．０５ ＜０．０５

３　讨　　论

慢性低度炎性反应在Ｔ２ＤＭ 的发生、发展中的作用越来

越受到人们的重视。越来越多的证据表明，炎症在糖尿病和胰

岛细胞损伤的发生过程中起着至关重要的作用，当糖尿病前期

患者胰岛细胞功能逐渐下降时会发展成Ｔ２ＤＭ
［３］。

ＣＯＸ是二十碳四烯酸合成前列腺素（ＰＧ）过程中的一个

关键限速酶，目前已知它有两种同工酶：ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２。

ＣＯＸ１广泛分布于各种组织，一般情况下保持相对稳定，以保

证细胞的正常活动。ＣＯＸ２的主要产物前列腺素具有诱导炎

性反应、促进细胞增殖、抑制免疫反应、促进血管生成等多种生

物学活性。在人体内ＣＯＸ２局部表达增加与很多疾病状态有

关。ＣＯＸ２过度表达能增加血管通透性，促进单核细胞黏附，

产生炎性细胞因子，诱导巨噬细胞趋化，激活基质金属蛋白酶，

活化白细胞和血小板［４］，同时ＣＯＸ２作为炎性反应的介质，能

降低人体对胰岛素的敏感性［５］。既往研究显示，ＣＯＸ２的高

表达与糖尿病并发症的发生密切相关［６］，糖尿病患者发病早期

出现肾小球滤过率增高，而肾小球高滤过是导致糖尿病肾病

（ＤＮ）发生功能与形态学改变的基础
［７］。

动物实验发现ＣＯＸ２蛋白不仅在糖尿病大鼠视网膜中有

表达，且随大鼠糖尿病时间的延长呈表达增高趋势，而在正常

大鼠视网膜中则未发现有表达［８９］。糖尿病患者的视网膜神经

纤维层内皮细胞中有ＣＯＸ２表达，而在非糖尿病患者中则无

此现象。ＣＯＸ２制剂能明显减低前列腺素Ｅ２在视网膜星细

胞中的水平。Ｋｅｒｎ等
［１０］研究认为，非类固醇类抗炎剂能阻碍

糖尿病性肾病早期血管形态学变化，从而延缓糖尿病性肾病的

发展。

·０７５２· 国际检验医学杂志２０１２年１１月第３３卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２１



本研究运用ＰＣＲＲＦＬＰ方法检测皖北地区ＣＯＸ２基因

－７６５Ｇ／Ｃ和－１１９５Ｇ／Ａ多态性，并探寻其与皖北地区Ｔ２ＤＭ

人群发病的内在联系。本研究结果显示，－１１９５Ｇ／Ａ多态性

与皖北地区Ｔ２ＤＭ人群发病有关，但尚不能认为－７６５Ｇ／Ｃ多

态性与Ｔ２ＤＭ发病相关，与有关研究结果不同
［１１］。ＣＯＸ２基

因启动子区包含许多重要的顺式作用元件，包括ｃＡＭＰ、ＮＦ

κＢ、ＩＬ６、ＳＰ１和ＴＧＦβ，而－１１９５Ｇ／Ａ变异并不影响这些转

录因子结合位点，而是创造了１个ｃＭＹＢ结合位点，这种改变

使ＣＯＸ２基因的转录活性增加
［１２］。同时，－１１９５Ｇ／Ａ多态性

影响ＣＯＸ２基因的表达，－１１９５ＡＡ基因型携带者ＣＯＸ２基

因表达增加［１３］，可能会诱导炎症出现。ＣＯＸ２蛋白表达上调

会影响胰岛素分泌，可能在胰岛细胞的病理生理过程中发挥重

要作用，但尚未得到相关试验证实。由于标本量所限，尚未排

除其他相关因素对试验的影响，本研究得出的结论仍需要进一

步研究，以便对Ｔ２ＤＭ的诊断和治疗提供更好的研究依据。
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降非常显著，梗死体积也比野生型的大得多［１１１２］。本研究证

实血清ＧＦＡＰ浓度与急性脑梗死的不良结局相关，ＧＦＡＰ浓

度上升使再发缺血性脑血管病变和死亡的风险增高２．１１倍。

本文通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析研究了血清ＩＬ６、Ｓ１００Ｂ、

ＧＦＡＰ、ｈｓＣＲＰ、ＭＢＰ、血浆ＤＤ浓度及吸烟、饮酒、体质量指

数与急性脑梗死不良结局的关系，临床上对于脑梗死急性期血

清ＩＬ６、Ｓ１００Ｂ、ＧＦＡＰ、ｈｓＣＲＰ、ＭＢＰ及血浆ＤＤ浓度较高的

患者应加强临床检测及必要的干预治疗，戒除烟酒及控制体质

指数可降低脑梗死再发风险。
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［１１］ＨｅｒｒｍａｎｎＭ，ＶｏｓＰ，ＷｕｎｄｅｒｌｉｃｈＭＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌｅａｓｅｏｆｇｌｉａｌｔｉｓｓｕｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒａｃｕｔｅｓｔｒｏｋｅ：ａｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｒ

ｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎＳ１００Ｂａｎｄｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄ

ｉｃｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２０００，３１（１１）：２６７０２６７７．

［１２］ＮａｗａｓｈｉｒｏＨ，ＨｕａｎｇＳ，ＢｒｅｎｎｅｒＭ，ｅｔａｌ．ＩＣＰｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｆｏｌｌｏｗ

ｉｎｇｂｉｌａｔｅｒａｌｃａｒｏｔｉｄｏｃｃｌｕｓｉｏｎｉｎＧＦＡＰｎｕｌｌｍｉｃｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＮｅｕｒｏ

ｃｈｉｒ，２００２，８１（Ｓｕｐｐｌ）：２６９２７０．
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