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CAPN1O基因单核苷酸多态性与西南地区 

人群 2型糖尿病的相关性研究 

董 靖，彭惠民 

(重庆医科大学基础医学院细胞生物学及遗传学教研室，重庆 400叭6) 

【摘 要】目的：探讨 calp ain10基因单核苷酸多态性(single nucle0tide polym0rphism，sNP)与西南地区汉族人群 2型糖尿病 

(Type 2 diahetes mellitus，T2DM)遗传易感性的关系。方法：采用病例 一对照研究设计，对 144例rI、2DM患者和98例正常对照 

者采用双向等位特异性PcR技术(Bi—PAsA)，检测calpainl0基因sNP43A／G位点、sNP44c厂f位点和sNP56A厄位点的基因型， 

并进行关联分析。结果：与对照组相比，病例组 sNP43的G／G等位基因型频率、sM)44的c厂r等位基因型频率和sNP56的A／A 

等位基因型频率显著升高(分别为 86．11％，73．5％；36．8％，19_36％；38．0％，9．8％)。sNP43的G等位基因频率 、sNP44的c等位 

基因频率和 SNP56的 A等位基因频率在西南地区 T2DM人群中显著升高 (分别为 93．O6％，86．22；l9．1％，9．69％；60．O7％， 

44．96％)；单体型 ATG、GcA、GTG频率在病例组与对照组的分布具有显著差异。结论 ：calpajn10基因可能为西南地区汉族人群 

T2DM的易感基因。 
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A case—cOntrOI study On the rOIe Of CaIpainIO gene single 

nucIeOtide pOIymOrphism in the genetic susceptib_ljty tO type 

2 diabeteS meIIituS in SOuthern ChineSe Han pOpuIatiOn 

D0NG jing，et文 

【Abstmct】 D自 c e：Tln test the hyp0thesis that calpain10 gene could c0ntribute t0 the genetic susceptibility t0 type 2 

diabetes meIlitus( I'2DM) in s0uthem Chinese Han p0pulation． 0c ：In this case—contml study，Bi—PASA method was used 

to detenT1ine the distrihution 0f allele and gen0type frequencies SNP43 p0lym0rphism(A／G)，SNP44 p0lym0rphism(C厂I')and 

SNP56 p0lym0rphism(A／G)in calpainl0 in 144 type2 diabetes patients and 98 no丌Tlal contml subjects．胍  z捃：The gen0types 

frequencies 0f SNP43 G ，SNP44 C厂r and SNP56 A，A were s i矗cant increased in case group，as∞mpared with the c0ntml 

gmup(86．11％ Vs 73．5％；36．8％ vs 19．36％；38．0％ vs 9．8％，respectively)．The f quencies 0f SNP43 G—a1kle，SNP44 C—allele 

and SNP56 A—aⅡele in T2DM patjents weI℃significantly increased as compared with that in the contr0l subjects(93．06％ vs 

86．22；1 9．1％ vs 9．69％ ；60．07％ ，44．96％ re印ectjvely)； e hapl0type quencjes nf ATG、GCA a门d GGT were sjgn而canty 

different between，r2DM patients and c0ntml subjects．C0 Z s∞ ：The study suggested thal Calpainl0 gene might contrihute t0 

the genetjc susceptib ty |n T2DM n southem Chjnese Han p叩 ulation。 

【Key words】calpain10 gene；Ty1)e 2 diahetes mellitus；Genetic susceptihility；sin e nucleotide polymorphism(sNP) 

糖尿病(Diahetes mellitus，DM)是目前世界上普 

遍危害人类健康的慢性疾病之一。作为 DM 的主要 

类型，2型糖尿病(Type 2 diabetes mellitus，T2DM) 
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是一种具明显异质性的多因素、多基因遗传病，其遗 

传方式和发病机制十分复杂，许多微效基因的变异 

都会增加其发病率。cAPN10基因是T2DM候选 

致病基因之一，但到目前为止，尚无该基因与西南 

地区汉族人群 T2DM相关性研究报道。本文通过研 

究 CAPNl0基因的 3个 sNP位点与西南地区汉族 

人群 T2DM的关系，并分析其与T2DM的关系，以评 
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价该基因是否为西南地区汉族人群T2DM的易感 

基因。 

l 对象与方法 

1．1 对象 

病例组 144例，均为中国西南地区汉族人，2003年2月 

至 2o05年 12月在重庆医科大学附属第一医院经 0crITI1试 

验确诊，2型糖尿病的诊断遵循 wH0诊断标准⋯。对照组98 

例 ，为相同地区年龄和性别频数匹配，无高血糖 、T2DM家族 

史、高血压及代谢相关疾病。 

1．2 方法 

1．2．1 基因组 DNA提取 每个研究对象抽取外周血4～5 ml， 

采用 EDTA抗凝，用 Biospin全血基因组 DNA提取试剂盒提 

取 DNA，于 一20℃保存。 

1．2．2 基因多态性检测 以 Bi—PASA PCR检测 CAPNl0基 

因 SNP43位点、sNP44位点和 sNP56位点基因型，并进行关 

联分析 。 

Bi—PAsA PCR技术是在等位特异 PcR法的基础上发展 

而来的分型原理见图 1。 

— ◆ P A 

AQ突变型 
、 

—  — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — 一  

图 1 Bi—PASA PCR分型原理 

在 Bi—PAsA法中，共有 4条引物(如图 1所示)，外侧引 

物 P和 Q分别位于待测等位基因的上 、下游；引物 A位于 x 

(x代表 sNP突变位点 )序列的中上游 ，其 3’末端碱基与突 

变位点碱基互补；引物B位于待测等位基因序列的中下游， 

其 3’末端碱基与野生型sNP位点互补。对于杂合子，可扩增 

出两条包含有野生型 sNP位点及两条包含有突变型 sNP位 

点的寡核苷酸序列，共扩增出3条片段，即PQ(PQ野生型与 

PQ突变型长度相同)、AQ、PB；AQ代表x突变型片段，BP代 

表野生型片段，而PQ为共有片段。PQ、PB、AQ片段长度有明 

显差异利用 l％的琼脂糖溶胶电泳而容易识别。对于纯合野 

生型和纯合突变型只产生2条片段，即AQ和PQ片段或PR 

和 PO片段该反应只需 1个退火温度。其优点为操作简单，实 

验成本低。两条内侧引物是 PcR反应扩增产量高低的关键。 

1．2．3 引物设计 根据 Bi—PAsA 原理，利用 Primer Premier 

5．0软件设计各 sNPs位点引物，用 NCBI的 Blasl 2．0软件检 

验其特异性。引物南重庆升博科技有限公司合成。3个 SNPs 

位点引物如表 l所示。 

表 l CAPN1O基因 3个 SNPs位点引物 

SNPs位点 引物序列：5’端一3’端 

SNP43 P CCATC CCAAG GGCTG IT 

Q TCCTA CGCcC TTCAG GTT 

A TGCTG CGAAG TAAGG 

B GCTrA GCCTC ACC ITI’CAAAT 

SNP44 P CACAAA CTGAGGACA CCA CC 

0 CCC CAG CATACC AAC ACTT 

A C ITrCAAACGCCTTACTTCG 

B CGCTCA CCCTTG CTGT 

SNP56 P GATrG AGGCA GCGGT TGG 

0 TCGGC TCCAG GCGGT TGG 

A CTCAG rTGTG ACC ITr CCCTA 

B TCCCT CTGGA AGAGC ACAGC 

1．2．4 扩增产物分析 扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳分 

离 ，以 150 hp DNA Ladder Marker为标准对照 ，用 goldview 

染色检测等位基因。 

l_3 统计学分析 

对各 sNPs的基因型分布进行 Hardy—weinberg(H—w)遗 

传平衡检验，估测样本的群体代表性。以Pearson x z检验 

比较 cAPN10基因sNPs各基因型、等位基因在病人组与对 

照组之间分布的差异。统计分析采用 sPSs12．0统计软件进 

行处理， ，<0．O5表示差异有统计学意义。等位基因、单体型比 

较亦采用比值比(odd mtio)。利用 sHEsis软件分析 CAPN10 

基因3个sNPs单体型频率在病人组与对照组之间的分布差 

异 

2 结 果 

2．1 病例与对照的均衡性 

病例和对照的选择均严格按照设计要求进行 ， 

都为相同地区年龄和性别频数匹配，无高血糖、T2DM 

家族史、高血压及代谢相关疾病。 

2．2 判读样本基因型 

sNP基因型的确立(见表 2)。 

CAPN10基因 3个 sNPs的 PcR反应产物 (见 

图2)。 

2．3 统计学分析 

2．3．1 cAPNl0基因 3个 sNPs等位基因频率的分 

布 sNP43、sNP44和 SNP56的优势等位基因分别 
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为 G 、 C 和 A ，其频率在病 人组 及对照组分别为 9 3 ．0 6 ％ ，

8 6 ． 2 2 ％ ， P = O ． 0 1 3 ；1 9 ． 1 ％ ， 9 ． 6 9 ％ ， P = 0 ． 0 0 5 ；6 0 ． 0 7 ％ ，

4 4 ． 9 6 ％ ， P = O． 0 0 1 。 P 值均小 于 0 ． 0 5 。

2 ． 3 ． 2 C A P N l 0 基 因 3 个 S N P s 等 位 基 因 型 频 率 的

分 布 3 个 S N P s 的等位基 因 型 频 率 在 病 人 组 及 对

照 组 分 别 为 ：S N P 4 3 G ／G 型 为 0 ． 8 6 1 I ／0 ． 7 3 5 ， A ／A 型

为 0 ． 0 0 0 ／0 ． 0 1 1 2 ， A ／G 型 为 0 ． 1 3 8 9 ／0 ． 2 5 4 1 ， P =- 0 ． 0 0 0 ；

S N P 4 4 T ／T 型 为 0 ． 6 2 5 ／0 ． 8 0 6 ， C ／C 型 为 0 ． 0 0 6 9 ／0 ． 0 0 0 ，

C ／T 型 为 0 ． 3 6 8 0 ／0 ． 19 3 9 ， P =- 0 ． 0 0 4 ；S N P 5 6 A ／G 型 为

0 ． 5 3 7 ／0 ． 5 2 0 ， A ／A 型 为 0 ． 3 8 0 ／0 ． 0 9 8 ， G ／G 型 为

0 ． 0 8 3 ／0 ． 3 8 2 ， P =- 0 ． 0 0 4 。 P 值均小 于 0 ． 0 5 。

2 ． 3 ． 3 C A P N l 0 基 因 3 个 S N P s 单 体 型 频 率 的 分 布

3 个 S N P s 位 点 可 以 组 成 八 种单体 型 ， 详 见 表 3 。

1 2 0 0

9 0 0

7 5 0

6 0 0

4 5 0

3 0 0

1 5 0

2 3 4

表 2 C A P N l 0 基 因 反 应 产 物 片断长 度 S N P s 位 点

2 3 4

1 2 0 0

9 0 0

7 5 0

6 0 0

4 5 0

3 0 0

15 0

2 3 4
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图 2 C A P N l 0 基 因 3 个 S N P s 的 P C R 反 应 产 物 电泳 图

表 3 病 人 组 和 对 照 组 单体 型 频 率 的分 布

3 讨 论

目前 ， 对 T 2 D M 、 心 血 管疾 病等复杂疾病 的遗 传

学 研 究方 法 主 要 有 两 种 ：定 点克 隆和候 选 基 因 的关

联 分析 。 候选 基 因 的关联分析 即直接研 究疾病候选

基 因 的 变 异 与疾 病 表 型 之 间 的关 系 ， 该 法 主 要 基 于

对 家 系或人 群 的病 例 一 对 照 关 联 分析 ， 较 直接 、 快

捷 ， 为多基 因遗传病研 究所 普遍采用 。

C A P N l 0 基 因是通 过 现代基 因分 析技术 ， 在 墨 西

�
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哥裔美国人群中发现的增加 T2DM遗传易感性的 

易感基因，是钙依赖性中性蛋白酶，其活性中心富 

含半胱氨酸，位于 2号染色体长臂 NIDDM1区 

内，含 l5个外显子和 l4个内含子，SNP43及 SNP44 

位点位于其第 3个内含子内，sNP56位点则位于第 

4内含子内。该基因与组织胰岛素敏感性、血糖水平 

等相关，其选择性剪切可产生至少 8种不同类型的 

蛋白酶(a～h)，可能有多种细胞功能。 

近年来人们对 T2DM相关基因进行了广泛的 

研究。但是不同地区、不同种族、不同人群之间存 

在着遗传变异，因此有关的研究结果并不一致。就 

cAPN10基因而言，本研究认为：这 3个 SNPs位点 

均与西南地区汉族人群 T2DM相关。其中，SNP43 

位点与西南地区汉族人群 T2DM相关 ，这与文献对 

韩国人群 2型糖尿病的 G等位基因和 GG基因型 

在糖尿病中的分布频率显著高于对照组的研究结 

果相似I 3I，也与对高加索人 T2DM的研究相符『41，对 

芬兰人群而言，sNP43在T2DM高危人群中可能通 

过调节脂肪异常分布而与糖尿病发生有关f 5_。同样 

对于芝加哥人，sNP44也是其易感位点之一同。但是， 

对丹麦人的研究发现sNP43和sNP44都与T2DM 

无关}7J，SNP43和 sNP56两者者的任何单体型都和 

西非人 T2DM数量性状关系不是很密切吲，在 日本 

人中进行的研究也发现 ，CAPN1O基因多态性只是 

增加了血清胆固醇水平而不与 T2DM相关 。文献 

报道的不同种群中的分布存在明显差异，反映了人 

种的异质性，也说明了该基因在不同种群中对糖尿 

病发生的参与程度可能不同。 

既往 cAPN10基因 sNPs均是通过传统 的 

PcR—SScP、RFLP等方法检测 sNP，本实验首次应 

用 Bi—PASA技 术检 测 了 CAPNl0基 因的 3个 

sNPs，也是首次揭示了 cAPN10基因 3个位点 sNP 

基因频率、基因型频率及单体型频率在中国西南地 

区汉族人群中的分布特征。本研究认为：cAPNl0基 

因 sNP43位点 G等位基因、sNP44位点 c等位基因 

和 sNP56位点A等位基因可能与西南地区人群 

T2DM的发病相关。sNP43的G／G等位基因型频率、 

sNP44的c厂I1等位基因型频率和sNP56的A／A等 

位基因型频率显著升高，增加了罹患T2DM的风 

险。其中，SNP43的 G／G型降低了 cAPN10 mRNA 

的表达，提示出现胰岛素抵抗 ，说明 G／G型增加了 

糖尿病的易感性；SNP44在 CAPN10转录调节上起 

作用，该多态性与氨基酸多态性 T504A存在连锁不 

平衡，提示突变蛋白质的合成和(或)转录调节的改 

变可能促进 T2DM的发生。单体型ATG、GCA、GTG 

频率在病历组与对照组的分布具有显著差异，携带 

GcA、GTG单体型的人群罹患 T2DM的风险较高， 

携带 ATG单体型的人群罹患 T2DM的风险较低。 

综上所述，本研究认为，CAPNl0的SNP43、SNP44 

和 SNP56位点与西南地区汉族人群 T2DM相关 ， 

cAPN10基因可能为西南地区汉族人群 T2DM易感 

基因 
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