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与
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型糖尿病"
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%的关系&方法
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选取中山大学附属中山医院住院的中国南方汉族
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患者
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例"
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时选择汉族健康人
/FF

例作为对照组!对
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基因的
/

个
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位点进行基因分型并检测样本代表性&比较
I%7

组和对照

组基因型和等位基因频率的差异!并在
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种遗传模型下对各
"2#

位点进行相关性分析&构建
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基因
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个
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位点的单

体型!分析是否存在连锁不平衡"
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%及不同的
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单体型与
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易感性的关系&结果
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因型和等位基因频率在
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的基因型和等位基因分布在
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组和对照组之

间差异有统计学意义!且在显性遗传模式下以及在加性遗传模式下其基因型分布在两组之间差异有统计学意义&
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域!其中共存四种主要单体型!均与个体患
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的风险无相关性&结论
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在汉族人群中!
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域四种主要单体型均与个体患
I%7

的风险无相关性&
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糖尿病是一组由胰岛素分泌不足或新陈代谢紊乱所导致

的高血糖病'据估计#
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年在中国就有
F'00

万糖尿病患

者#居世界首位(

*

)

'遗传因素在糖尿病的发生和发展中起重要

作用'全基因组关联研究$

<=3"

&和候选基因方法已被广泛

用于解释糖尿病的遗传基础#并发现了多个与糖尿病相关的基

因(

%8&

)

'但是#糖尿病相关的基因数目和特性*潜在的遗传模型

以及与环境因素的相互作用还不清楚(

/

)

'葡萄糖激酶$
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&

是糖酵解的关键酶#也是通过
$

细胞维持葡萄糖自身稳定的传

感器(
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)

'
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基因位于
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号染色体上$
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&#由
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个外显子组成#编码由
/G.

个氨基酸组成的蛋白质(
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)

'通过对
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基因的标签单核苷酸多态性$
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&网上系统分析和

文献查阅#与糖尿病相关的
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个
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位点

@>*%:0%0:0

*

@>%%G'.GF

*

@>%%G'.:&

*

@>*/:G'F*

引起了笔者的关

注'因此#本研究对
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基因上的这
/

个位点与中国汉族人
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型糖尿病$
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&易感性的关系进行探讨'
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资料与方法
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一般资料
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选取
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年
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月至
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年
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月在本院诊

治的
I%7

患者
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例$
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组&#均符合
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年世界卫生组织

糖尿病诊断标准#其中男
%.:

例#女
%/%

例#年龄
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岁#平

均
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'另取同期体检健康者
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例作为对照组#其中

男
%F0

例#女
%0F

例#年龄
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!

'G

岁#平均
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岁'本研究已

通过医院伦理委员会审核$项目名称!糖尿病
!53*6

相关的遗

传易感基因研究&#患者均签署知情同意书'
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仪器与试剂
!
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核酸检测仪*

./*.7

高速离心机
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#
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$
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&离心

*01DA

#吸取上层血浆#有核细胞层经红细胞裂解液处理后#

置
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低温冰箱保存备用'
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基因组
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因组提取试剂盒#提取样本外周血白细胞基因组
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#
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样本经
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琼脂糖凝胶电泳对其进行完整度检查#核酸检测仪

测定浓度#并将样本
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稀释到工作浓度$
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位点的检测使用改良多重高温连接酶

检测反应技术$
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&#所需
#$(

扩增引物和多重单碱基延

伸反应延伸引物$表
*

&均由上海天昊生物科技有限公司设计#

上海生工生物科技有限公司合成#按要求稀释到指定浓度'由

于待测的
"2#

附近有其他高频的
"2#

#设计连接引物时因为

必须紧挨目的位点#所以必定要覆盖到这些附近的
"2#

'因

此#在设计连接引物时两种碱基都合成#这样才不会由于只设

计其中一种#而另一种多态的染色体因为和引物存在错配而效

率低#甚至不出现碱基峰#从而导致基因型判读错误'分型试

验委托上海天昊生物科技有限公司进行'反应体系$
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样本
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和
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引

物'
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循环程序!
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%
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#
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"
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#
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产物中加入试剂盒中的
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&
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酶
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#
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温浴
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#然后
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%取
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连接缓冲液
%

%
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*高温连接酶
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%

9

*连接引物混合液
*

%

9

与纯化后多重
#$(

产物
&
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#混匀'连接

程序!
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个循环$
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#
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%取
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%

9

稀释后的连接产物#与
0+.

%

99Df.00",eT"I3273(7F

%

9!D7D

混匀#

F.X

变性
.1DA

后上
3),&*&0c9

测序仪%收

集的原始数据用
<;A;VK

44

;@/+*

$美国应用生物系统公司&分

析并输出结果'
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相关定义
!

如果双亲的性状同时在
a*

个体上表现出

来#这种显性表现称为共显性#或叫并显性'显性就是表现出

来的 特 征#隐 性 是 没 有 表 现 出 来 但 是 自 身 携 带'比 如

@>%%&.&%*

$

<

%

3

&#

<

为野生型*

3

为突变型'共显性模型假

设等位基因
<

和
3

均显性表达#致病基因型为
<3

*

33

型%显

性模型假定突变型
3

为显性致病基因#致病基因型为
<3

*

33

型%隐性模型假定突变型
3

为隐性致病基因#致病基因型为

33

型%超显性模型假定纯合子不发病而杂合子发病#致病基

因型为
<3

型'

D+L

!

统计学处理
!

采用病例对照研究'运用
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Q

8=;DA8

5;@

E

平衡规律检测样本代表性%采用
"#""*:+0

统计软件处理

基因型和等位基因频率结果#计数资料各百分率比较用
!

% 检

验#

!

$

0+0.

表示差异有统计学意义%运用
!K

4

BCJD;P

软件进

行
<$Z

的
/

个位点
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E
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单体型的构建%
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在线分析
97

#分析是否存

在
97

及不同的
<$Z

单体型与
I%7

风险的关系'

表
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扩增
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的引物序列

位点 引物名称 序列$
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@>*/:G'F*( I$$3<<3<$$3I$$3<33<333

E

!

结
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果
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候选
"2#>

基因型与等位基因频率
!

采用
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多重

"2#

分型试剂盒对
FF'

例样本的
/

个
"2#

进行分型'经统计

发现#所有
"2#

位点均符合
!K@O

Q
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E

检验平衡定律#

提示所选人群具有较好代表性'通过多变量回归分析#
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的 基 因 型 $
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0+F*'
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&和等位基因频率$
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% 值分别为

0+%%%

*

0+.F0

*

0+'.*

#

!

%

0+0.

&在
I%7

组和对照组之间差异均

无统计学意义$见表
%
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的基因型$
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% 值为
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#
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&和等位基因分布$
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% 值为
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&在
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组

和对照组之间差异有统计学意义$表
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&#提示此位点
"2#

多态

性与
I%7

相关'在显性遗传模式下$

3O_*+./

#

F.Y&I_

*+*:

!

%+0/

#

!

$

0+0.

&以及在加性遗传模式下$

3O_*+%G

#

F.Y&I_*+0/

!

*+.%

#

!

$

0+0.

&

@>*%:0%0:0

的基因型分布在

7%V

组和对照组之间差异有统计学意义$表
&

&#提示此位点在

显性和加性遗传模式下与
I%7

的易感性相关'

表
%

!!

"2#>

位点基因型及等位基因分布在
%

组的分析

"2#

位点
基因型分析

基因型
I%7

组(

)

$

Y

&)对照组(

)

$

Y

&)

!

%值
!

值

等位基因分析

基因型
I%7

组(

)

$

Y

&)对照组(

)

$

Y

&)

!

%值
!

值

@>%%G'.:& <

"

< %0'

$

0+/

&

%%'

$

0+.

&

&+&G* 0+*%0 < G.*

$

G.+%

&

GG*

$

GG+%

&

0+%%% 0+G:0

<

"

I %&.

$

0+.

&

%0.

$

0+/

&

I &/:

$

&/+'

&

&&:

$

&&+'

&

+

'0.%

+

国际检验医学杂志
%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!

,A?[9K5V;O

!

";

4

?;15;@%0*G

!

\CB+&:

!

2C+*'



续表
%

!!

"2#>

位点基因型及等位基因分布在
%

组的分析

"2#

位点
基因型分析

基因型
I%7

组(

)

$

Y

&)对照组(

)

$

Y

&)

!

%值
!

值

等位基因分析

基因型
I%7

组(

)

$

Y

&)对照组(

)

$

Y

&)

!

%值
!

值

I

"

I .G

$

0+*

&

GG

$

0+*

&

@>*%:0%0:0 I

"

I //G

$

'F+/

&

/%0

$

'/+%

&

G+'FG 0+00' $ .F

$

.+F

&

'/

$

'+/

&

/+:0' 0+0*'

$

"

I /:

$

F+/

&

:/

$

*/+'

&

I F&F

$

F/+*

&

F*/

$

F*+G

&

$

"

$ G

$

*+%

&

.

$

*+0

&

@>%%G'.GF <

"

< &&'

$

G:+:

&

&/F

$

GF+F

&

0+.'% 0+'%0 < '*'

$

'%+0

&

'&*

$

'&+&

&

0+.F0 0+//&

<

"

I */%

$

%'+.

&

*&&

$

%G+G

&

I *'0

$

*'+0

&

*G:

$

*G+:

&

I

"

I *F

$

&+'

&

*:

$

&+/

&

@>*/:G'F* 3

"

3 %'*

$

.G+&

&

%GF

$

.&+F

&

0+F*' 0+'00 3 :.*

$

:.+&

&

:&&

$

:&+/

&

0+'.* 0+*F%

<

"

3 *'F

$

&:+F

&

*F.

$

&F+*

&

< %/:

$

%/+:

&

%G.

$

%G+G

&

<

"

< %F

$

.+'

&

&.

$

:+0

&

表
&

!!

不同遗传背景下各
"2#

位点分析

"2#

位点
显性模型

3O

$

F.Y&I

&

!

值

隐性模型

3O

$

F.Y&I

&

!

值

加性模型

3O

$

F.Y&I

&

!

值

@>%%G'.:& 0+'.

$

0+GG

!

*+0F

&

0+%00 *+%*

$

0+'%

!

*+:G

&

0+&&0 0+FG

$

0+'0

!

*+*.

&

0+G/0

@>*%:0%0:0 *+:/

$

*+*:

!

%+.:

&

0+00. 0+G'

$

0+%0

!

%+&'

&

0+..0 *+.*

$

*+0G

!

%+*/

&

0+0%0

@>%%G'.GF 0+F0

$

0+GF

!

*+*'

&

0+/.0 0+'F

$

0+/G

!

*+:/

&

0+:&0 0+F%

$

0+:&

!

*+*.

&

0+/.0

@>*/:G'F* *+**

$

0+'G

!

*+/*

&

0+//0 *+%%

$

0+:/

!

%+0&

&

0+//0 *+*0

$

0+F0

!

*+&.

&

0+&.0

表
/

!!

@>*%:0%0:0$

$

I

#

@>*/:G'F*<

$

3

和
@>%%G'.GFI

$

<

位点配对单体型频率比较

@>*%:0%0:0 @>*/:G'F* @>%%G'.GF I%7

组频率$

Y

& 对照组频率$

Y

&

3O

值
F.Y&I !

值

I 3 < 0+.:%* 0+.G:* *+00 ] ]

I < < 0+*''/ 0+*'*/ 0+F: 0+:G

!

*+%& 0+:F0

I 3 I 0+*'0/ 0+*G:& 0+F/ 0+:/

!

*+*F 0+G*0

$ < < 0+0.F* 0+0'/% *+&F 0+FF

!

*+FG 0+0.G

!!

注!

]

表示无数据'

E+E

!

<$Z

单体型的构建及与
I%7

风险的关系
!

运用
!K

4

BC8

JD;P

软件进行单体型构建'

<$Z

基因
/

个位点的
&

个位点组

成
97

域#即为
@>%%G'.GF

*

@>*%:0%0:0

和
@>*/:G'F*

'

<$Z

的

@>%%G'.GF

*

@>*%:0%0:0

和
@>*/:G'F*&

个位点共存在
I3<

*

I<<

*

I3I

*

$<<

四种主要单体型$表
/

&#均与个体患
I%7

的

风险无相关性$

!

%

_%+:*'

#

!

%

0+0.

&'

F

!

讨
!!

论

近年来#探讨遗传因素在糖尿病发生和发展中的作用倍受

关注'已有研究表明#钙蛋白酶
*0

$

$KB

4

KDA8*0

&基因*

Z,(G+%

基

因*

!2a8/

'

基因*

I$a:9%

基因等与糖尿病的发生和发展相

关(

'

)

'本研究通过对
<$Z

基因的
?K

E

"2#

网上系统分析和文献

查阅#选取
<$Z

基因
/

个
?K

E

"2#

位点
@>*%:0%0:0

*

@>%%G'.GF

*

@>%%G'.:&

*

@>*/:G'F*

#探讨其与中国汉族人
I%7

风险的关系'

本研究在挑选位点时#基于以下两点!$

*

&在疾病相关基因中#基

因编码区*

.U

非编码区$

.U-I(

&*

&U

非编码区$

&U-I(

&*

.U

附近的

基因$

.UA;K@

E

;A;

&*

&U

附近的基因$

&UA;K@

E

;A;

&的
"2#

位点#最

小等位基因频率$

V3a

&一般大于
.Y

#进入美国国家生物技术

信息中心$

2$),

&的
"2#

数据库网站$

L??

4

!""

PPP+A65D+AB1+

ADL+

E

CJ

"

>A

4

"&#输入目的基因#找出
V3a

频率大于
0+0.

的多

态性位点#这些位点在基因的编码区*

.U-I(

*

&U-I(

*

.UA;K@

E

;A;

*

&UA;K@

E

;A;

'同时#注意选择人种#因为不同的人种各

"2#

的频率是不同的'$

%

&

*

个基因上有很多个
"2#

位点#并

且基因上位点间往往是有关联的#可以用
*

个位点或多个位点

的组合代表另外的位点或单体型#所以#可以挑选有代表性的

位点来代表基因上其他的位点或人群中存在的常见单体型'

在选取
?K

E

"2#

时主要考虑序列范围$一般常用基因前
.b

和

后
%b

&*

"2#

入选频率标准$

V3a

&

0+0.

&和
;

% 标准$

;

%

&

0+'

&'

在
O5"2#

数据库中查询得到!

@>*%:0%0:0

位点的
V3a

值
$

在欧洲和中国南方汉族人群分别占
0+0'

和
0+0:G

'有文

献报道#南斯拉夫高加索白单基因糖尿病患者出现
@>*%:0%0:0

位点突变#而对照组未见该位点突变(

F

)

'本研究结果显示#

<$Z

位点
@>*%:0%0:0

与
I%7

有关#在对背景*年龄和性别做

出调整后#仍与
I%7

相关'在显性遗传模式和加性遗传模式

下#

@>*%:0%0:0?K

E

"2#>

位点的基因型分布在
7%V

组和对照

组之间差异有统计学意义$见表
&

&#提示此位点在显性和加性

+

F0.%

+

国际检验医学杂志
%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!

,A?[9K5V;O

!

";

4

?;15;@%0*G

!

\CB+&:

!
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遗传模式下与
I%7

的易感性密切相关#可能增加个体患
I%7

的风险#支持上述文献的研究结论'此外#有文献还报道#印第

安人群
@>%%G'.:&

突变与
I%7

有相关性#而
@>%%G'.GF

突变在

西班牙人*欧洲裔美国人*非裔美国人*中国人群与空腹血糖的

水平有关#

@>*/:G'F*

则与空腹血糖的水平无关(

*08*%

)

'本研究

发现#

<$Z

位点
@>%%G'.GF

*

@>%%G'.:&

*

@>*/:G'F*

等位基因及

基因型分布频率与健康人群相比较差异无统计学意义$表
%

&#

与上述研究不完全一致#提示这些基因与糖尿病及糖代谢的关

系尚 需 深 入 研 究'单 体 型 研 究 结 果 显 示#

@>*%:0%0:0

*

@>*/:G'F*

和
@>%%G'.GF

形成了
97

域#表达显著关联$

!

$

0+0.

&#表明在这
&

个
"2#

位点中有基因
8

基因相互作用'

总之#本研究初步验证了在汉族人群中#

<$Z

基因区域的

@>*%:0%0:0

位点与糖尿病遗传易感性密切相关#而
@>%%G'.:&

*

@>%%G'.GF

*

@>*/:G'F*

位点与糖尿病遗传易感性无明确相关性'

@>*%:0%0:0

*

@>*/:G'F*

和
@>%%G'.GF

的
97

域有基因
8

基因相互

作用'但这些突变基因的具体作用机制仍不明确#值得深入研

究#可在今后结合更多临床资料及数据进一步对比分析'
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