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·基础实验研究论著·

桂东南地区２型糖尿病肾病与 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ多态性的相关性
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　　摘　要：目的　研究亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）基因多态性与２型糖尿病肾病（ＤＮ）的关系。方法　应用聚合酶链反

应限制性片段长度多态性的方法，检测桂东南地区２型糖尿病患者１６３例 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ多态性，其中ＤＮ８２例、单纯糖

尿病（ＤＭ）８１例和健康对照组（ＣＯＮ）７７例。同时检测血清同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平，并比较各组间 ＭＴＨＦＲ基因型频率、等位

基因频率和 Ｈｃｙ水平。结果　ＤＮ组 ＭＴＨＦＲ基因纯合基因型（ＴＴ）、杂合基因型（ＣＴ）及Ｔ等位基因频率（分别为４．９％、３７．８％

和２３．８％）均明显高于ＤＭ组（分别为２．５％、２８．４％和１６．７％）和ＣＯＮ组（分别为０．０％、２９．８％和１４．９％），基因型和等位基因

频率分布差异均有统计学意义（犘＜０．０５），而ＤＭ组和ＣＯＮ组之间的分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）。单因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归

分析结果显示，ＭＴＨＦＲ基因型Ｃ６７７Ｔ多态性与ＤＮ的发生密切相关（ＯＲ值及其９５％犆犐分别为１．６６０、１．０３８和２．６５５）。携带

Ｔ等位基因患者血中Ｈｃｙ水平显著高于未携带Ｔ等位基因患者，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ多

态性与桂东南地区２型糖尿病患者ＤＮ相关，ＭＴＨＦＲＴ等位基因可能是该地区ＤＮ的易感基因。
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　　据统计，中国是世界上糖尿病患者最多的国家，糖尿病患

者中，以２型糖尿病为主，占糖尿病的９０％以上。糖尿病肾病

（ＤＮ）是糖尿病常见的慢性血管并发症之一，是终末期肾病的

首要原因，逐步进展为肾功能衰竭，对患者的生命和生活质量

威胁极大［１］。ＤＮ的病因及发病机制十分复杂，涉及到遗传、

代谢、生长因子、细胞因子、血液动力学改变、环境等多种因素。

研究表明，ＤＮ是一种多基因遗传异质性疾病，遗传因素可通

过影响肾脏对环境因素的反应性来增加其易感性，其在ＤＮ发

生中的作用不可忽视，同时与人群的种族和地域有关。为了解

桂东南地区ＤＮ患者 ＭＨＴＦＲ基因多态性与ＤＮ的相关性，为

本地区单纯糖尿病（ＤＭ）人群通过筛选达到早期干预、减少或

延缓ＤＮ的发生提供理论依据，也为进一步研究ＤＮ的发生、

发展提供研究方向。

１　资料与方法

１．１　一般资料　按１９９９年 ＷＨＯ的糖尿病诊断和分型标准，

选择桂东南地区２０１２年７月至２０１３年１月在广西玉林市第

一人民医院内分泌科住院的２型ＤＮ患者８２例（ＤＮ组），尿清

蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）＞３０ｍｇ／ｄ；ＤＭ 患者８１例（ＤＭ 组），尿

清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）＜３０ｍｇ／ｄ；同时排除其他疾病引起的

蛋白尿。同期体检中心健康体检者７７例作为对照组（ＣＯＮ

组）。

１．２　方法

１．２．１　血液基因组ＤＮＡ提取和ＰＣＲ反应　入选的病例，全

部空腹抽取静脉血２ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，进行血液基因组ＤＮＡ

的提取，严格按说明书操作（上海生工提供 ＤＮＡ 提取试剂

盒）。引物参照文献［２］设计，上游引物：５′ＴＧＡＡＧＧＡＧＡ

ＡＧＧＴＧＴＣＴＧＣＧＧＧＡ３′，下游引物：５′ＡＧＧＡＣＧＧＴＧ

ＣＧＧＴＧＡＧＡＧＴＧ３′；ＰＣＲ反应总体积２５μＬ，含基因组

ＤＮＡ２μＬ，各引物２０ｐｍｏｌ，ＭｇＳＯ４１ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ２００

μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶１Ｕ。反应条件：预变性９４℃８ｍｉｎ，变性９４
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℃１ｍｉｎ，退火６３℃３０ｓ，延伸７２℃３０ｓ，共３５个循环；终末

延伸７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用２％琼脂糖凝胶电泳凝胶成像

系统鉴定。

１．２．２　Ｈｃｙ检测　对纳入研究者空腹抽取静脉血３ｍＬ，分离

血清，于当天用罗氏生化分析仪酶法检测 Ｈｃｙ。

１．３　统计学处理　计量资料以狓±狊表示，两组定量资料均数

的比较用狋检验，计数资料用率或构成比表示，组间的比较采

用χ
２ 检验进行分析。应用非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归对危险因素进

行单因素分析，计算 ＯＲ及其９５％犆犐。分析应用ＳＰＳＳ１９．０

和ＳＡＳ统计软件包完成。

２　结　　果

２．１　各组基本特征分布　各组病例的性别、年龄分布，经统计

学检验，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡性检验　本研究ＣＯＮ组人群

基因型分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律（χ
２＝２．２３９，犘＝

０．３２６，犘＞０．０５），说明达到遗传平衡，因此研究对象具有群体

代表性。

２．３　ＭＴＨＦＲ基因型分析　ＭＴＨＦＲ基因扩增的片段大小为

１９８ｂｐ，用限制性内切酶 ＨｉｎｆⅠ酶切。酶切条件：ＰＣＲ产物８

μＬ，ＨｉｎｆⅠ（４０Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，水９．７５μＬ，

混匀，于３７℃水浴箱过夜，然后进行聚丙烯酰胺凝胶垂直电

泳。ＭＴＨＦＲ基因扩增的片段经酶切后可产生３种基因型：正

常野生型（ＣＣ型），无酶切位点，仅见１条１９８ｂｐ片段电泳带；

纯合子突变型（ＴＴ型）酶切后产生１７５ｂｐ和２３ｂｐ两片段，凝

胶显示１７５ｂｐ一条带，２３ｂｐ片段已泳出胶外；杂合子突变型

（ＣＴ型）既有１９８ｂｐ片段，又有１７５ｂｐ和２３ｂｐ片段，凝胶上

显示１９８ｂｐ和１７５ｂｐ两条电泳带（图１）。

　　１、２：ＴＴ基因型；３、４：ＣＴ基因型；５、６：ＣＣ基因型；７：ＤＮＡ标准

带。

图１　　ＭＴＨＦＲ基因的ＰＣＲＲＦＬＰ分析

２．４　ＭＴＨＦＲＰＣＲ扩增产物测序及比对　选取上述３种不

同基因型样本的ＰＣＲ扩增产物送测序，测序结果进行ＢＬＡＳＴ

比对，结果见图２～４。

　　箭头：所指位置无碱基突变。

图２　　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因ＰＣＲ产物正常野生型

（ＣＣ型）测序图

　　箭头：基因第６７７位点碱基发生变化，测序结果不确定。

图３　　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因ＰＣＲ产物杂合子

（ＣＴ型）突变测序图

２．５　ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６６７Ｔ基因型频率和等位基因频率比较

　ＤＮ组与ＣＯＮ组比较，ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ基因型频率和

Ｔ等位基因频率分布差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；ＤＭ 组

与ＣＯＮ组比较两者差异均无统计学意义（犘＞０．０５），结果见

表１。单因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，ＭＴＨＦＲ基因型与

ＤＮ之间差异有统计学意义（犘＜０．０５），但从分析结果中并未

发现ＴＴ为ＤＮ的危险基因型，这可能与ＴＴ基因型的样本量

不够大有关。ＭＴＨＦＲＴ等位基因与ＤＮ有关联，携带 ＭＴＨ

ＦＲＴ等位基因的Ｔ２ＤＭ 患者发生ＤＮ的危险性是Ｃ等位基

因患者的１．６６０倍，结果见表２。

　　箭头：基因第６７７位碱基由Ｃ突变为Ｔ即Ｃ６７７Ｔ。

图４　　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因ＰＣＲ产物纯合子突变

（ＴＴ型）测序图

表１　　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型和基因型频率

　　　　及比较结果［狀（％）］

组别 狀
ＭＴＨＦＲ基因型

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ＭＴＨＦＲ等位基因

Ｃ Ｔ

ＤＮ ８２ ４７（５７．３） ３１（３７．８） ４（４．９）★ １２５（７６．２）３９（２３．８）★

ＤＭ ８１ ５６（６９．１） ２３（２８．４） ２（２．５）▲ １３５（８３．３）２７（１６．７）▲

ＣＯＮ ７７ ５４（７０．１） ２３（２９．８） ０ １３１（８５．１）２３（１４．９）

　　★：犘＜０．０５；▲：犘＞０．０５，与ＣＯＮ组比较。

表２　　ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ及其等位基因与ＤＮ关系

　　　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果

项目 β 犛犈 χ
２ 犘 犗犚（９５％犆犐）

ＭＴＨＦＲ基因型

ＣＣ － － － － １．０００

ＣＴ ０．４５５７０．２９０５２．４６１３０．１１６７ １．５７７（０．８９３～２．７８７）

ＴＴ １．５４３５０．８８３４３．０５２８０．０８０６４．６８１（０．８２９～２６．４４０）

基因型（１＝ＣＣ，

２＝ＣＴ，３＝ＴＴ）
０．５４７３０．２５１９４．７２２７０．０２９８ １．７２９（１．０５５～２．８３２）

等位基因（０＝Ｃ，

１＝Ｔ）
０．５０６７０．２３９６４．４７３７０．０３４４ １．６６０（１．０３８～２．６５５）

　　－：无数据。

２．３　携带不同等位基因患者血中 Ｈｃｙ水平比较　携带Ｔ等

位基因患者与未携带Ｔ等位基因患者比较，血中 Ｈｃｙ水平差

异有统计学意义（狋＝９．３４６，犘＝０．００３＜０．０１），结果见表３。

表３　　携带Ｔ与未携带Ｔ等位基因患者生化指标

　　　　结果及比较（狓±狊）

基因型 狀 Ｈｃｙ（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣＣ １０３ １３．０９±３．２２

ＣＴ＋ＴＴ ６０ １５．５７±５．４１

３　讨　　论

ＭＴＨＦＲ基因位于１号染色体（１ｐ３６．３）。人体内的 Ｈｃｙ

通过Ｓ腺苷蛋氨酸代谢过程产生，而 ＭＴＨＦＲ是该代谢过程
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的限速酶，因此 ＭＴＨＦＲ酶活性降低将引起血中同型半胱氨

酸（Ｈｃｙ）水平升高。目前认为，高 Ｈｃｙ血症是糖尿病微血管并

发症的危险因素，高 Ｈｃｙ血症造成肾血管的损伤而导致肾病

临床进展加速。

ＭＴＨＦＲ基因具有多态性，其主要类型是 Ｃ６７７Ｔ，即

ＭＴＨＦＲ基因的６７７位碱Ｔ替换了碱基Ｃ，其编码的氨基酸也

由缬氨酸（ＧＵＵ）代替了丙氨酸（ＧＣＵ）。ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ

含有一个限制性内切酶 ＨｉｎｆⅠ位点，经酶切后可产生３种基

因型，即正常野生型（ＣＣ型）、杂合子型（ＣＴ型）和纯合子型

（ＴＴ型）。

ＭＴＨＦＲ基因突变，其结构和功能相应发生改变，从而影

响同型半胱氨酸的代谢。研究表明［３］，ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ

对热敏感，ＭＴＨＦＲ杂合子（ＣＴ型）酶活性为野生型的６５％，

而纯合子酶（ＴＴ型）活性仅为野生型（ＣＣ型）的３０％～５０％，

因而纯合子酶活性较低，导致 Ｈｃｙ浓度较杂合子及野生型明

显升高。可见，ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ单核苷酸多态性是否与

ＤＮ关联，是通过提高血中的 Ｈｃｙ水平来起作用的。

有研究结果［４］显示，在中国汉族２型ＤＭ 人群中，ＭＴＨ

ＦＲ基因与ＤＮ之间差异有统计学意义，携带 Ｔ等位基因的

ＤＭ 者发生 ＤＮ 的危险性高于无此等位基因的患者（犗犚＝

１．９７，９５％犆犐：１．７１～２．２８）。ＭＴＨＦＲ基因Ｔ等位基因是其

并发肾病的一个危险因素。ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ突变可能是

加重糖尿病肾微血管损伤，加速ＤＮ发展的遗传因素，ＭＴＨ

ＦＲ基因Ｔ等位基因可能是ＤＮ发生的易感基因。国外的部

分研究也得到相似的结论［５９］。但是，与此相反，也有人认为

ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ的Ｔ等位基因与ＤＮ无关，或者其仅在

ＤＮ的发展恶化中起一定的作用
［１０１１］。这些结果说明 ＭＴＨ

ＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ多态性与ＤＮ的相关性在人类的不同种族、不

同地区间有差异。

本研究对桂东南地区１６３例２型ＤＭ患者进行研究，ＤＮ、

ＤＭ、ＣＯＮ 组的 ＭＴＨＦＲＴ 等位基因频率分别为２３．８％、

１６．７％和１４．９％，ＤＮ组与ＣＯＮ组比较，ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ

基因型频率分布和Ｔ等位基因频率差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；ＤＮ、ＤＭ、ＣＯＮ组结果表明，ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ多态

性与桂东南地区２型ＤＮ相关。

经单因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，ＭＴＨＦＲＴ等位基因与ＤＮ

有关联，携带ＭＴＨＦＲＴ等位基因的２型ＤＭ患者发生ＤＮ的

危险性是Ｃ等位基因患者的１．６６０倍（犘＝０．０３４４，犗犚＝１．６６０

９５％犆犐：１．０３８～２．６５５），说明，ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ基因型也

与ＤＮ有关联（犘＜０．０５），ＭＴＨＦＲＴ等位基因可能是ＤＮ的

易感基因。但本研究未能证实ＴＴ是ＤＮ的危险基因型，这可

能与ＴＴ基因型的样本量不够大有关。

本研究还分析了Ｔ等位基因的携带与血中 Ｈｃｙ含量的关

系，结果表明携带 ＭＴＨＦＲＴ等位基因的患者血中 Ｈｃｙ水平

明显升高（犘＜０．０５），进一步证实 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ单核

苷酸多态性与ＤＮ关联，是通过提高血中的 Ｈｃｙ水平来起作

用的。

ＤＮ作为糖尿病全身性微血管病变的一部分，从遗传学的

角度进行 ＭＴＨＦＲ基因多态性与 ＤＮ关系研究；因 ＭＴＨＦＲ

基因Ｃ６７７Ｔ导致的高同型半胱氨酸血症，促进ＤＮ的发生、发

展，从而对ＤＭ患者进行 ＭＴＨＦＲ检测和筛选；应用叶酸、维

生素Ｂ６、维生素Ｂ１２治疗降低血浆 Ｈｃｙ水平
［１２］，实施防止ＤＮ

的发生、延缓其进展的干预性治疗等提出了新的思路和方法。

本次研究仅从一个侧面初步探讨了 ＭＴＨＦＲ基因多态性

和ＤＮ的关系，在后续的研究中，尚需进一步加大样本量，如能

同时检测 ＭＴＨＦＲ基因上的其他突变位点 ，同时更深入考虑

高血糖、高血压、高脂血症、吸烟等传统性危险因素的作用，以

及民族、人种等差异，将对进一步分析探索 ＭＴＨＦＲ基因多态

性与２型ＤＮ的关系有更大的帮助，从而为寻找 ＤＮ 治疗方

法，在 ＤＮ不同阶段采取更有针对性的治疗措施提供依据。
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ＷｉｔｈＴｙｐｅ２ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓＰａｔｉｅｎｔｓＷｉｔｈａｎｄＷｉｔｈｏｕｔＲｅｎａｌ

Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＴｅｓｔＭｏｌＢｉｏｍａｒｋ，２０１１，５（４）：２５７２６１．

［１１］ＮｅｍｒＲ，ＳａｌｍａｎＲ，ＬａｍｅｅｓＨ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔｖａｒｉａｎｔｔｏｔｈｅｒｉｓｋｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｉｎ

ＬｅｂａｎｅｓｅａｎｄＢａｈｒａｉｎｉＡｒａｂｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍＬａｂＭｅｄ，２０１０，４８

（８）：１０９１１０９４．

［１２］ＭｅｓｓｉｋａＡＨ，ＫａｌｕｓｋｉＤＮ，ＬｅｖＥ，ｅｔａｌ．Ｎｕｔｒｉｇｅｎｅｔｉｃｉｍｐａｃｔｏｆｄａｉ

ｌｙｆｏｌａｔｅｉｎｔａｋｅｏｎｐｌａｓｍａｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅａｎｄｆｏｌａｔｅｌｅｖｅｌｓｉｎｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｇｅｎｏ

ｔｙｐｅｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＰｒｅｖＲｅｈａｂｉｌ，２０１０，１７（６）：７０１７０５．

（收稿日期：２０１４０１０８）

·２７６１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３


