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犃犖犌犘犜犔３、犌犆犓犚基因单核苷酸多态性与代谢综合征的相关性研究


王海英，周太梅，冯　霞，江兴林

（湖南怀化医学高等专科学校医学检验系，湖南怀化４１８０００）

　　摘　要：目的　探讨血管生成素样蛋白３（ＡＮＧＰＴＬ３）、葡萄糖激酶调节蛋白（ＧＣＫＲ）基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与代谢综合

征（ＭＳ）的关系。方法　随机选取２０１２年１月至２０１３年１月于该校附属医院接受治疗的１００例 ＭＳ患者，选取同期的１００例健

康体检者作为对照。采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）分析犌犆犓犚 基因ｒｓ７８００９４，犃犖犌犘犜犔３基因

ｒｓ１１２０７９９７２个位点的多态性与 ＭＳ的关系。结果　犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７位点ＴＴ基因型携带者高密度脂蛋白（ＨＤＬ）Ｃ、载

脂蛋白（Ａｐｏ）Ａ１水平明较低；犌犆犓犚ｒｓ７８００９４ＴＴ基因型携带者三酰甘油（ＴＧ）、口服葡萄糖耐量试验（ＯＧＴＴ）３ｈ血糖水平高于

ＣＣ、ＣＴ基因型携带者，ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素水平低于ＣＣ、ＣＴ基因型携带者（犘＜０．０５）；犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７位点ＣＴ、ＴＴ基因型

携带者比ＣＣ基因型携带者发生 ＭＳ的风险分别上升１．３９８和３．１８０倍；犌犆犓犚ｒｓ７８００９４ＴＴ基因型携带者发生 ＭＳ的风险上升

２．１５０倍（犘＜０．０５）。结论　犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７、犌犆犓犚ｒｓ７８００９４位点的ＳＮＰ与 ＭＳ的发生有密切关系，可以提高 ＭＳ发病

的风险。
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　　代谢综合征（ＭＳ）以多种心血管危险因素的集合为特征，

表现为中心性肥胖、糖代谢异常、高血压、血脂代谢紊乱等的同

时出现。ＭＳ患者的糖尿病、心血管疾病发生率远超过健康

者［１２］。现代医学认为，个人的遗传特征决定疾病的易感性，单

核苷酸多态性（ＳＮＰ）可导致对疾病的易感性。血管生成素样

蛋白３（ＡＮＧＰＴＬ３）能与脂肪组织直接结合，发挥与胰岛素相

反的作用，可抑制脂蛋白脂肪酶（ＬＰＬ），从而影响脂质代谢。

犃犖犌犘犜犔３的低表达可以对抗动脉粥样硬化，还可以通过连接

整合素促进血管生成，参与生理性血管生成过程［３５］。葡萄糖

激酶调节蛋白（ＧＣＫＲ）能与葡萄糖激酶（ＧＫ）结合而抑制其活

性［６］。犌犓基因突变与青年糖尿病发病具有重要关系，因此

犌犆犓犚基因突变与 ＭＳ的关系也越来越多的被关注
［７］。为进

一步探讨上述基因多态性与 ＭＳ的关系，本研究采用聚合酶链

反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）法分析了犌犓犓犚基

因ｒｓ７８００９４、犃犖犌犘犜犔３基因ｒｓ１１２０７９９７位点的基因型分布

规律，旨在阐述上述ＳＮＰ与 ＭＳ发病风险之间的关系，为 ＭＳ

的防治提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取２０１２年１月至２０１３年１月在本校

附属医院接受治疗的１００例 ＭＳ患者作为病例组；以年龄、性

别为匹配因素，采用１∶１匹配的方法选取同期在本校附属医

院体检的１００例健康者作为对照组。采用调查表收集上述人

群的一般资料，包括性别、年龄、婚姻状况等；并抽取静脉血１０

ｍＬ，以乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝，－２０℃保存。

１．２　病例组纳入、排除标准　纳入标准：（１）高血压，收缩压／

舒张压大于或等于１４０／９０ｍｍＨｇ；（２）高血糖，空腹血糖大于
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或等于 ６．１０ ｍｍｏｌ／Ｌ；（３）高三酰甘油 （ＴＧ），ＴＧ≥１．７

ｍｍｏｌ／Ｌ；（４）高密度脂蛋白（ＨＤＬＣ）＜０．９ｍｍｏｌ／Ｌ（男性）或

ＨＤＬＣ＜１．０３ｍｍｏｌ／Ｌ（女性）；（５）高腰围，腰围大于８５ｃｍ（男

性）或大于８０ｃｍ（女性）。以上３项及３项以上异常者则诊断

为 ＭＳ。排除标准：（１）排除并发结缔组织疾病、内分泌疾患、

慢性肝病等的患者；（２）长期使用影响糖代谢的类固醇激素等

药物的患者；（３）实验前详细了解本实验目的后，拒绝签署知情

同意书者。

１．３　试剂与仪器　主要试剂：ＤＮＡ引物、ＰＣＲ试剂盒、限制

性内切酶、蛋白酶Ｋ、琼脂糖、ＤＮＡ分子质量标记物、Ｔｒｉｓ碱、

碘化钾、氯仿、异戊醇、异丙醇、７０％乙醇等均购自生工生物工

程（上海）股份有限公司。主要仪器设备包括离心机（美国Ｓｉｇ

ｍａ公司）、ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司）、电泳凝胶成像分析仪（美

国ＢｉｏＲａｄ公司）、电泳仪和电泳槽（英国 ＳＣＩＥＰＬＡＳＢｉｏ

ｃｈｒｏｍ公司）、ＵＶ７５０４紫外可见分光光度计（上海欣茂仪器有

限公司）、ＹＪ８７５型医用超净工作台（苏净集团安泰公司）、微

量电子天平（北京博远祥德科学仪器有限公司）。

１．４　方法

１．４．１　ＤＮＡ提取　在２ｍＬ外周血中加入等体积的３％的明

胶，混匀，水浴（３７℃）１０ｍｉｎ后取上清液，离心５ｍｉｎ（５０００

ｒ／ｍｉｎ）；将沉淀放入试管中加ＴＥＳ缓冲液和１０％ 十二烷基磺

酸钠（ＳＤＳ）１０滴，混匀，破膜；加入２ｍＬ饱和酚，混匀后离心５

ｍｉｎ（５０００ｒ／ｍｉｎ）；将上层清液移至另一离心管，加入等体积的

氯仿，混匀后离心５ｍｉｎ（５０００ｒ／ｍｉｎ）；移上层清液至另一试管

中，加入２．５倍体积的无水乙醇将ＤＮＡ沉淀析出；用７０％乙

醇洗涤２次；加入２００ｍＬＴＥ缓冲液；最后于－２０℃保存。

１．４．２　ＰＣＲ 引物设计及反应体系 　 针对 犌犆犓犚 基因

ｒｓ７８００９４、犃犖犌犘犜犔３基因ｒｓ１１２０７９９７这２个ＳＮＰ位点，应用

Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件设计引物，由上海申友生物

技术有限公司合成。引物序列如下，犌犆犓犚ｒｓ７８００９４为正向：

５′ＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＣＴＧＡＡＴＴＧＴＴＣＣ３′；反向：５′ＡＴＴ

ＴＣＡ ＴＣＡ ＴＧＴ ＴＧＧ ＣＴＡ ＧＧＣ ＴＴ３′；ＡＮＧＰＴＬ３

ｒｓ１１２０７９９７为正向：５′ＣＡＡＧＡＴＧＡＴＣＴＧＣＣＴＧＣＴＧＡＣ

Ｔ３′；反向：５′ＡＴＧＴＣＣＧＴＧＧＡＧＴＧＴＧＡ３′。ＰＣＲ反应

体系：１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，正、反向引物各１．０μＬ，ＤＮＡ

模板１μＬ，２Ｕ／μＬ的 Ｔａｑ酶０．１５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）２

μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至总体积为２５μＬ。ＰＣＲ扩增参数：９５℃预变

性５ｍｉｎ；９０℃１０ｓ，５６℃４０ｓ，持续３２个循环；最后７２℃

延伸。

１．４．３　限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析　ＲＦＬＰ反应体

系：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、１０Ｕ／μＬＡＳＴ１限制性内切酶１．０μＬ、

ＰＣＲ产物１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ２．５μＬ，总体积为２５μＬ。酶切产物

电泳：制作２％琼脂糖凝胶并加入０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭（ＥＢ），

将８μＬ酶切产物及０．２％溴酚蓝加入胶孔，以６μＬＤＮＡ分子

质量标记物为标准参照物，电泳３０ｍｉｎ（１００Ｖ），在凝胶成像

系统中观察结果。

１．４．４　观察指标　２组研究对象行口服葡萄糖耐量试验

（ＯＧＴＴ）测定ＯＧＴＴ３ｈ血糖、ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素；同时检测体

质量指数（ＢＭＩ）、ＴＧ、血清总胆固醇（ＴＣ）、ＨＤＬＣ、低密度脂

蛋白（ＬＤＬ）Ｃ、载脂蛋白（Ａｐｏ）Ａ１、ＡｐｏＢ、ＡｐｏＡ５。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，两组间的比较采用两独立样本的狋检验，３

组间的比较采用完全随机设计的方差分析，若方差分析有统计

学差异，则采用犔犛犇法进一步行两两多重比较；计数资料用率

或构成比表示，采用χ
２ 检验进行统计推断；以野生型纯合子作

为对照，采用非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归计算比值比（犗犚）及其９５％

可信区间（犆犐），用以说明不同基因型与发生 ＭＳ的关系。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　病例组与对照组临床、生化指标的比较　病例组 ＴＧ、

ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＢ、ＡｐｏＡ５水平高于对照组，ＨＤＬＣ、

ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素水平低于对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；其他指标的组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　病例组与对照组临床、生化指标的比较（狓±狊）

观察指标 病例组（狀＝１００） 对照组（狀＝１００） 狋 犘

体质量（ｋｇ） ６８．２２±１０．２１ ６４．５９±９．５８ １．０２３ ０．３６９

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ３３．１２±５．４３ ２６．７７±４．２３ ４．２４２ ０．０００

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．６６±０．８９ ０．９２±０．４３ ９．６９５ ０．０００

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ６．３４±１．２４ ５．４５±１．０８ ２．７６２ ０．０１３

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．８５±０．２３ １．３６±０．４２ ３．２２１ ０．００２

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．０３±０．４７ ２．０３±０．３９ ２．５６９ ０．０１７

ＡｐｏＡ１（ｇ／Ｌ） １．８７±０．２０ ０．９１±０．３７ ３．６５４ ０．０００

ＡｐｏＢ（ｇ／Ｌ） １．２１±０．２２ ０．６３±０．１７ ４．３６９ ０．０００

ＡｐｏＡ５（ｇ／Ｌ） ０．１９±０．０２ ０．０９±０．０１ ６．２３６ ０．０００

ＯＧＴＴ３ｈ血糖

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
５．１３±０．６７ ５．１６±０．７１ １．００７ ０．３７０

ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素

（μＩＵ／ｍＬ）
８．８４±５．６１ １１．９７±７．９８ ３．９７８ ０．０００

２．２　病例组各基因型临床、生化指标的比较　病例组犃犖

犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７各基因型患者临床、生化指标的比较表明

ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ３种不同基因型间 ＭＳ患者的ＢＭＩ、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ

Ｃ、ＬＤＬＣ、ＡｐｏＢ、ＡｐｏＡ５、ＯＧＴＴ３ｈ血糖、ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素

水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），而 ＴＴ基因型携带者的

ＨＤＬＣ、ＡｐｏＡ１水平低于ＣＣ、ＣＴ基因型携带者，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见表２。

　　病例组患者犌犆犓犚ｒｓ７８００９４各基因型临床、生化指标的

比较表明，ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ３种不同基因型的 ＭＳ患者ＢＭＩ、ＴＣ、

ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＢ、ＡｐｏＡ５水平的差异无统计学

意义（犘＞０．０５）；而ＴＴ基因型携带者ＴＧ、ＯＧＴＴ３ｈ血糖水

平高于ＣＣ、ＣＴ基因型携带者，ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素水平低于

ＣＣ、ＣＴ基因型携带者，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见

表３。

２．３　犃犖犌犘犜犔３、犌犆犓犚基因多态性与 ＭＳ易感性的关系　

两基因的各基因型分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡定律，

提示：研究对象能够代表源人群。以ＣＣ为参照作非条件Ｌｏ

ｇｉｓｔｉｃ回归分析犃犖犌犘犜犔３、犌犆犓犚基因多态性与 ＭＳ易感性

的关系，见表４。犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７ＣＴ、ＴＴ基因型携带

者比ＣＣ型携带者更容易发生 ＭＳ，风险分别为１．３９８（９５％

犆犐：１．０３１～１．８９５）倍和３．１８０（９５％犆犐：１．１３４～８．９２３）倍，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；犌犆犓犚ｒｓ７８００９４ＣＴ携带者发生
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ＭＳ的风险是 ＣＣ基因型携带者的１．２０４（９５％犆犐：０．９０４～

１．６０２）倍，差异无统计学意义（犘＞０．０５），是ＴＴ基因型携带者

发生 ＭＳ风险的２．１５０（９５％犆犐：１．１１６～４．１４４）倍，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。

表２　　病例组犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７不同基因型患者临床、生化指标的比较（狓±狊）

观察指标 ＣＣ型（狀＝４４） ＣＴ型（狀＝４３） ＴＴ型（狀＝１３） 犉 犘

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ３３．０１±５．３１ ３２．６４±４．６９ ３４．２１±３．３６ １．４４７ ０．２１３

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．７６±１．１９ ２．６０±１．１２ ２．３９±０．６９ １．００３ ０．３６９

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ６．４５±１．３６ ６．３０±１．１９ ６．３３±１．２２ １．１５９ ０．２６５

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．５２±０．５２ １．５６±０．４９ ０．７３±０．４２ ６．５８９ ０．０００

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．２２±１．０３ ３．１６±１．０６ ２．９８±１．０７ １．００９ ０．３６８

ＡｐｏＡ１（ｇ／Ｌ） １．９６±０．３９ １．８７±０．３３ １．６８±０．３１ ７．５９８ ０．０００

ＡｐｏＢ（ｇ／Ｌ） １．２０±０．３０ １．２２±０．２６ １．２２±０．２４ １．２３６ ０．２５９

ＡｐｏＡ５（ｇ／Ｌ） ０．１８±０．０３ ０．２０±０．０１ ０．２１±０．０．２ １．６９７ ０．１１２

ＯＧＴＴ３ｈ血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．２２±０．８４ ５．３６±０．８９ ５．０８±１．２２ ０．６５６ ０．５６７

ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素（μＩＵ／ｍＬ） ８．９９±８．４５ ８．７４±７．７１ ８．６３±６．９５ １．２３６ ０．２５９

　　：该观察指标进行了ＬＳＤ两两比较，ＣＣ型与ＣＴ型比较，犘＞０．０５；ＣＣ型、ＣＴ型分别与ＴＴ型比较，均犘＜０．０５。

表３　　病例组犌犆犓犚ｒｓ７８００９４各基因型临床、生化指标的比较（狓±狊）

观察指标 ＣＣ型（狀＝４１） ＣＴ型（狀＝４０） ＴＴ型（狀＝１９） 犉 犘

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ３２．５１±４．２３ ３３．１８±４．７１ ３３．６９±４．５５ １．５６９ ０．２００

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．２９±１．５４ ２．５０±１．５９ ２．８９±１．７６ １１．３３３ ０．０００

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ６．４４±１．１４ ６．３０±１．２０ ６．５４±１．１０ ０．６９８ ０．５７８

ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．８０±０．２９ ０．９２±０．３３ ０．９１±０．２４ ２．００３ ０．０８９

ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．００±１．２８ ３．１１±１．２３ ３．２０±１．２５ １．５００ ０．２０３

ＡｐｏＡ１（ｇ／Ｌ） １．９９±０．４４ １．８６±０．１９ １．８５±０．５９ ０．３６９ ０．７５４

ＡｐｏＢ（ｇ／Ｌ） １．１７±０．５５ １．２９±０．２９ １．３６±０．５４ １．００６ ０．３６９

ＡｐｏＡ５（ｇ／Ｌ） ０．１７±０．０１ ０．１９±０．０２ ０．１８±０．０２ １．３５５ ０．３００

ＯＧＴＴ３ｈ血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ）△ ５．００±０．９９ ５．３９±１．０３ ６．０６±１．３０ ６．５５４ ０．０００

ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素（μＩＵ／ｍＬ）
△ ９．３９±４．２５ ９．２３±３．６５ ８．０５±４．２７ ８．２６９ ０．０００

　　：该项观察指标经犔犛犇两两比较，均犘＜０．０５；△：该项观察指标经犔犛犇两两比较，ＣＣ型与ＣＴ型比较，犘＞０．０５；ＣＣ型、ＣＴ型分别与ＴＴ型

比较，均犘＜０．０５。

表４　　犃犖犌犘犜犔３、犌犆犓犚基因多态性与 ＭＳ易感性的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

基因名称 位点 基因型 病例组构成比［狀（％）］ 对照组构成比［狀（％）］ 犗犚 犗犚的９５％犆犐 犘

犃犖犌犘犜犔３ ｒｓ１１２０７９９７ ＣＣ ４４（４４．００） ６５（６５．００） １．０００ － －

ＣＴ ４３（４３．００） ３２（３２．００） １．３９８ １．０３１～１．８９５ ０．０２４

ＴＴ １３（１３．００） ３（３．００） ３．１８０ １．１３４～８．９２３ ０．００２

犌犆犓犚 ｒｓ７８００９４ ＣＣ ４０（４０．００） ５５（５５．００） １．０００ － －

ＣＴ ４１（４１．００） ３８（３８．００） １．２０４ ０．９０４～１．６０２ ０．１９７

ＴＴ １９（１９．００） ７（７．００） ２．１５０ １．１１６～４．１４４ ０．００５

　　－：该项无数据。

３　讨　　论

当多种心血管危险因素，如中心性肥胖、糖代谢异常、高血

压、血脂代谢紊乱等集合于同一个体，临床上将此界定为

ＭＳ
［８］。随着分子生物学技术的不断发展，人们逐渐认识到，除

了上述环境因素之外，遗传信息在 ＭＳ的发病过程中也起着重

要的作用。有学者发现了２８个ＳＮＰ位点与高ＴＧ血症相关，

并进一步分析了这些位点与高脂血症的关系，发现了犌犆犓犚、

犃犖犌犘犜犔３等基因的特定ＳＮＰ位点的多态性与高脂血症的表

型极为相关［９１１］。高脂血症是 ＭＳ的一个重要表现。因此，笔

者认为上述基因的特定ＳＮＰ位点的多态性与 ＭＳ发病相关。

临床上一般认为，如果在脂代谢异常的基础上合并有肥胖
!

高

血压
!

高血糖等，ＭＳ的发病风险将增加
［１２１３］。因此，积极探
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索 ＭＳ发病的早期分子生物标志，对防治 ＭＳ、促进人类的健

康有重要的意义。

笔者发现，犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７的ＴＴ基因型携带者的

ＨＤＬＣ、ＡｐｏＡ１的水平较低；犌犆犓犚ｒｓ７８００９４ＴＴ基因型携带

者ＴＧ、ＯＧＴＴ３ｈ血糖水平高于ＣＣ、ＣＴ基因型携带者，ＯＧ

ＴＴ１ｈ胰岛素水平低于 ＣＣ、ＣＴ 基因型携带者。ＨＤＬＣ、

ＡｐｏＡ１水平降低，ＴＧ水平升高容易导致脂质代谢紊乱；ＯＧ

ＴＴ３ｈ血糖升高，ＯＧＴＴ１ｈ胰岛素降低容易引发糖代谢紊

乱［１４］。脂代谢紊乱和糖代谢紊乱均是 ＭＳ重要危险因素。本

研究显示，犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７、犌犆犓犚ｒｓ７８００９４的Ｔ基因

型是 ＭＳ的危险基因型。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，犃犖犌犘犜犔３

ｒｓ１１２０７９９７ＣＴ、ＴＴ基因型携带者比ＣＣ基因型携带者更容易

发生 ＭＳ，风险分别上升了１．３９８和３．１８０倍；犌犆犓犚ｒｓ７８００９４

ＴＴ基因型携带者发生 ＭＳ的风险上升了２．１５０倍，差异均有

统计学意义（犘＜０．０５），与上述结论一致。

综上所述，犃犖犌犘犜犔３ｒｓ１１２０７９９７、犌犆犓犚ｒｓ７８００９４位点

的多态性与 ＭＳ的发生有密切关系，会增加 ＭＳ发病的风险。

因此，危险基因型携带者若出现血脂、血糖代谢异常及高血压，

应进行积极规范的治疗［１５］，以减少 ＭＳ的发生。
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血糖控制的目的，以减少糖尿病的发生率。
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