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江苏地区２型糖尿病易感基因单核苷酸多态性

与妊娠期糖尿病关系的研究

胡晓菡，郑　洁，张　葵△

（南京大学医学院附属鼓楼医院检验科，江苏南京２１０００８）

　　摘　要：目的　探讨江苏地区２型糖尿病易感基因犆犇犓犃犔１、犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅、犜犆犉７犔２及 犎犎犈犡犐犇犈 的单核苷酸多

态性（ＳＮＰ）与妊娠期糖尿病（ＧＤＭ）的关系。方法　采用病例对照法及多重ＳＮａＰｓｈｏｔＳＮＰ分型技术检测１８５例无ＧＤＭ倾向的

健康孕妇（对照组）及１７６例ＧＤＭ孕妇（ＧＤＭ 组）犆犇犓犃犔１、犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅、犜犆犉７犔２及 犎犎犈犡犐犇犈 的ＳＮＰ位点基因分

型，并对所有ＳＮＰ位点进行连续不平衡分析。结果　比较ＧＤＭ组和对照组孕妇的等位基因频率，犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０）的等位

基因Ｃ为ＧＤＭ的一个危险因素。ＣＣ型携带者患 ＧＤＭ 的风险是未携带者的１．７３倍［犘＜０．０１，犗犚＝１．７３，９５％犆犐：１．２８～

２．３３］。犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１）、犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６）及犎犎犈犡犐犇犈（ｒｓ１１１１８７５）检测位点的基因分布差异无统计学

差异（犘＞０．０５）。犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０）、犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１）、犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６）及 犎犎犈犡犐犇犈（ｒｓ１１１１８７５）的

基因型频率均符合遗传平衡法则。结论　犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０）与江苏地区ＧＤＭ易感密切相关。
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　　妊娠期糖尿病（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＧＤＭ）是指妊

娠期间首次发生或发现的糖代谢异常［１］。ＧＭＤ对孕妇、胎儿、

新生儿有诸多不良影响。国内、外多项研究表明ＧＤＭ 患者将

来发生２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）的危险率

明显增加。研究数据显示，产后１５年内约４０％ＧＭＤ孕妇成

为糖尿病患者，５０％在第２次妊娠时再次发生ＧＤＭ
［２］。而有

糖尿病家族史者，ＧＤＭ 患病率将明显增加。这些数据表明

ＧＤＭ患者是Ｔ２ＤＭ发病高风险的女性人群，也是Ｔ２ＤＭ的早

期阶段［３］。近年来多个研究小组运用全基因组关联研究（ｇｅ

ｎｏｍｅｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓ，ＧＷＡＳ）验证并发现了转录因子

７样２（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７ｌｉｋｅ２，ＴＣＦ７Ｌ２）、周期素依赖性激

酶 抑 制 因 子 ２Ａ （ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２Ａ，

ＣＤＫＮ２Ａ）ＣＤＫＮ２Ｂ、造血表达同源异形盒（Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｈｏｍｅｏｂｏｘ，ＨＨＥＸ）胰岛素降解酶（ｉｎｓｕｌｉｎｄｅｇｒａｄ

ｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＩＤＥ）、ＣＤＫ５调控相关蛋白１样１（ＣＤＫ５ｒｅｇｕｌａｔｏ

ｒｙｓｕｂｕｎｉｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｋｅ１，ＣＤＫＡＬ１）等多个与

Ｔ２ＤＭ密切相关的基因区域
［４５］。Ｓｈａａｔ等

［６］发现斯堪的那维

亚人群中ＧＤＭ 患者犜犆犉７犔２基因ｒｓ７９０３１４６位点多态性与

健康者的差异有统计学意义。同样在 Ｗａｔａｎａｂｅ等
［７］对墨西哥

裔美国人的研究中也发现，犜犆犉７犔２基因变异与 ＧＤＭ 相关。

同时遗传学和流行病学的研究均表明，ＧＤＭ 与Ｔ２ＤＭ 具有一

定的相关性，二者均是多基因、多因素所致的疾病，以胰岛素抵

抗和胰岛素分泌功能受损为特征。因此，笔者拟探讨汉族妊娠

人群中与Ｔ２ＤＭ 密切相关的基因区域是否与ＧＤＭ 也存在着
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一定的相关性，为ＧＤＭ病因学研究提供一定的理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０年８月至２０１２年８月于本院产科

分娩的孕妇３６１例，根据身体情况分为ＧＤＭ组（狀＝１７６）及对

照组（狀＝１８５）。ＧＤＭ组孕妇年龄（２９．５±４．２）岁，均符合美国

国家糖尿病数据组（ＮａｔｉｏｎａｌＤｉａｂｅｔｅｓＤａｔｅＧｒｏｕｐ，ＮＤＤＧ）修

订的ＧＤＭ诊断标准
［８］；对照组孕妇年龄（２８．３±３．９）岁，为同

期入院年龄相当的健康孕妇，５０ｇ葡萄糖筛查试验显示无

ＧＤＭ倾向。２组孕妇年龄、孕次、孕周的差异无统计学意义

（犘＞０．０５），具有可比性。所有入选病例均为江苏地区汉族

人，排除严重心、肺、肝、肾及内分泌系统疾病。研究方案得到

医院临床医学实验伦理委员会批准。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂为ＤＮＡ提取试剂盒（美国

ＱＩＡＧＥＮ公司）；主要仪器为梯度聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪（美国 ＡＢＩ公司）、ＡＢＩ３７３０ＸＬ全自动

ＤＮＡ测序仪（美国ＡＢＩ公司）。

１．３　基因组ＤＮＡ的提取　受试者空腹８ｈ后，于次日清晨抽

取静脉血２ｍＬ于乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ

ａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）抗凝管，采用ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组ＤＮＡ，

紫外分光光度法测定ＤＮＡ的纯度和浓度，样本保存于－２０℃

冰箱备用。

１．４　引物及ＰＣＲ　引物由南京海普乐生物科技中心设计合

成，见表１。ＰＣＲ体系：模板ＤＮＡ１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ１．５μＬ，

２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ三磷酸脱氧核糖核苷

（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）０．３μＬ，１０ｐｍｏｌ／Ｌ

引物各０．３μＬ，５Ｕ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．３μＬ，用水补充体系至

１５μＬ。延伸反应体系包括 ＰＣＲ 产物２μＬ，ＳｎａｐｓｈｏｔＭｉｘ

１μＬ，延伸引物混合２μＬ，水补充体系至６μＬ。

表１　　引物序列及其片段长度

基因 引物 片段大小（ｂｐ）

犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６） Ｆ：５′ＧＴＣＡＧＡＴＧＧＴＡＡＴＧＣＡＧＡＴＧＴＧ３′ ２２７

Ｒ：５′ＴＡＣＴＴＧＣＣＴＴＣＣＣＴＧＴＡＡＣＴＧ３′

犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１） Ｆ：５′ＧＴＣＴＡＡＴＧＡＡＧＡＣＡＴＴＡＧＡＡＣ３′ ２０６

Ｒ：５′ＴＣＣＣＡＡＡＡＴＴＴＧＴＴＣＴＧＡＧＡＡ３′

犎犎犈犡犐犇犈（ｒｓ１１１１８７５） Ｆ：５′ＡＴＧＡＧＡＴＣＡＧＧＴＡＡＴＴＧＣＴＴＧ３′ １９４

Ｒ：５′ＡＴＴＧＴＡＧＡＴＴＡＧＡＣＣＡＧＡＣＴＡ３′

犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０） Ｆ：５′ＡＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＴＴＧＧＧＧＡＡＧＡ３′ １８９

Ｒ：５′ＡＴＣＴＴＴＣＡＡＴＴＣＡＡＴＴＣＡＧＴＧ３′

１．５　基因分型　采用多重单碱基延伸单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）分型技术（ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＳＮａＰ

ｓｈｏｔ）确定样本的基因型及其对应的ＳＮＰ位点，分型结果经过

ＤＮＡ测序确认和验证。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，以

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验检测各位点基因频率在群体中

的代表性；直接计数法计算各个基因位点的基因型、等位基因

频率；组间基因型和等位基因的分布差异采用χ
２ 检验；计量资

料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以α＝０．０５为检验水

准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＮＰ基因型和等位基因频率分析　比较ＧＤＭ组和对照

组孕妇的等位基因频率，结果显示，犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０）的等

位基因Ｃ为ＧＤＭ 的一个危险因素。对照组孕妇 Ｇ／Ｇ、Ｇ／Ｃ、

Ｃ／Ｃ基因型频率分别为５４．６％、２２．７％、２２．７％，危险等位基

因Ｃ的频率为３４．１％。ＧＤＭ 组孕妇 Ｇ／Ｇ、Ｇ／Ｃ、Ｃ／Ｃ基因型

频率分别为３４．５％、３６．８％、２８．７％，危险等位基因Ｃ的频率

为４７．１％，ＣＣ型携带者患ＧＤＭ的风险是未携带者的１．７３倍

［犘＜０．０１，犗犚＝１．７３，９５％犆犐：１．２８～２．３３］。而犆犇犓犖２犃

犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１）、犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６）及 犎犎犈犡犐犇犈

（ｒｓ１１１１８７５）检测位点的基因分布差异无统计学差异（犘＞

０．０５）。

２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验　犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０）、

犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１）、犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６）及

犎犎犈犡犐犇犈（ｒｓ１１１１８７５）的基因型频率均符合遗传平衡法则，

表明各基因频率满足遗传平衡（犘＞０．０５），等位基因的分布具

群体代表性。

３　讨　　论

ＧＤＭ对孕妇、胎儿、新生儿有诸多不良影响，受到国内、外

医学领域的高度重视。从分子遗传学水平探讨ＧＤＭ 的病因

一直是医学研究的热点之一，但由于多基因疾病病因的复杂性

以及技术水平限制，对疾病易感基因的筛选一直进展缓慢。

近年来，随着ＧＷＡＳ的推出，很多研究者把目光投向ＳＮＰ

的研究。运用ＧＷＡＳ技术，很多研究小组发现犆犇犓犃犔１、犆犇

犓犖２犃犆犇犓犖２犅、犜犆犉７犔２及 犎犎犈犡犐犇犈 等多个与 Ｔ２ＤＭ

密切相关的基因区域。有研究表明，Ｔ２ＤＭ 易感基因与ＧＤＭ

存在一定的相关性［９］，但关于ＧＤＭ遗传易感性相关基因的探

讨却报道较少。ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＳＮａＰｓｈｏｔ是一种以多重引物延伸

为基础、可同时对多个已知ＳＮＰ位点进行遗传分型的自动化

方法。分型准确度高，可多位点同时检测，且不受ＳＮＰ位点多

态特性及样品个数的限制［１０］。很多调查研究显示，种族和地

域差异对基因具有影响，因此，笔者采用 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＳＮａＰｓｈｏｔ

检测了３６１例江苏地区汉族妊娠妇女与Ｔ２ＤＭ密切相关的基

因区域犆犇犓犃犔１、犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅、犜犆犉７犔２及 犎犎犈犡

犐犇犈 的遗传多态性，结果提示犆犇犓犃犔１（ｒｓ７７５４８４０）的Ｃ等位

基因是ＧＤＭ的一个危险因素，ＣＣ型携带者患ＧＤＭ的风险较

未携带者明显增高。

犆犇犓犃犔１基因定位于６号染色体（６ｐ２２．３），高表达于人

类胰岛、大脑和骨骼肌组织中。研究发现 犆犇犓犃犔１基因

ｒｓ７７５６９９２变异型等位基因ＧＧ纯合子患者的胰岛素分泌较其

他基因型低，提示犆犇犓犃犔１基因变异，并通过降低胰岛素的分

泌增加个体对糖尿病的易感性。本研究ＳＮＰ基因型和等位基

因频率分析结果与Ｃｈｏ等
［１０］对韩国妊娠人群的易感基因调查

基本一致。

犜犆犉７犔２基因位于１０号染色体（１０ｑ２５．３），广泛表达于包

括成熟胰岛细胞在内的各种人体组织中，其变异可影响 Ｗｎｔ

信号转导通路，最终破坏体内血糖的稳定。此外，犜犆犉７犔２基

因变异还能导致三酰甘油在外周组织的沉积，由此产生胰岛素
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抵抗。ＨＨＥＸＩＤＥ基因区域是一个跨度为２９５ｋｂ的基因组

区域，包含多个 Ｔ２ＤＭ 相关ＳＮＰ，涉及 犎犎犈犡、犓犐犉１１、犐犇犈

基因。其中，ＨＨＥＸ基因编码含同源框的转录因子，高表达于

胚胎及成熟的胰腺中，其转录受 Ｗｎｔ信号通路调控；犎犎犈犡

基因敲除小鼠还可出现胰腺发育缺陷；而犐犇犈基因则编码一

种细胞间金属肽酶，其降解产物包括胰岛素和多种淀粉样蛋白

等。犆犇犓犖２犃和犆犇犓犖２犅 基因位于９号染色体（９ｑ２１），分

别编码Ｐ１６ＩＮＫ４ａ和Ｐ１５ＩＮＫ４ｂ蛋白，这２种蛋白均高表达于

胰岛细胞中。动物模型研究显示，Ｐ１６ＩＮＫ４ａ蛋白的过度表达

将导致胰岛细胞分裂能力的降低；同样，Ｐ１５ＩＮＫ４ｂ异常高表

达也可引起小鼠胰岛发育不全并出现糖尿病症状。本研究发

现，犆犇犓犖２犃犆犇犓犖２犅（ｒｓ１０８１１６６１）、犜犆犉７犔２（ｒｓ７９０３１４６）及

犎犎犈犡犐犇犈（ｒｓ１１１１８７５）这３个ＳＮＰ检测位点的基因分布差

异无统计学意义，与Ｓｈａａｔ等
［６］及Ｃｈｏ等

［１０］的研究结果并不

一致，也许与样本数量及地域差异有关，另外，在 犜犆犉７犔２

（ｒｓ７９０３１４６）的基因分型中，Ｔ的等位基因携带率极小，检验效

能无法保证，也可能与结果差异有一定关系。因此，接下来的

研究应尽可能增大样本量及样本分布地区，进一步完善数据，

为ＧＤＭ的易感基因调查提供更全面、可靠的分析。

糖尿病是威胁人类健康的重要疾病之一，其持续增长的流

行病趋势构成严重的全球性公共卫生问题。因此，通过对基因

多态性与ＧＤＭ易感性关系的研究，阐明基因型和表型之间的

联系，对认识ＧＤＭ 的发生机制，进一步阐明其发病的分子遗

传学机制，预测转归具有重要意义，并为个性化治疗奠定坚实

的理论基础，可有效改善妊娠结局，减少产科合并症的发生，避

免或延缓ＧＤＭ发展为Ｔ２ＤＭ。
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表达水平明显低于正常大鼠，提示内源性硫化氢在延髓组织局

部产生减少，可能与高血压发病有一定的关联。

综上所述，本实验研究表明，正常大鼠及ＳＨＲ脑组织中

均有犆犅犛ｍＲＮＡ表达，且ＳＨＲ脑组织中犆犅犛ｍＲＮＡ的表达

均下调，提示脑组织内源性硫化氢生成减少可能通过延髓等中

枢机制参与高血压的发病。
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