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单核苷酸多态性在研究糖尿病微血管病变易感基因中的应用 

张玉洪 ，肖 谦 

(1．重庆医科大学I临床学院检验科，2．内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：检测人醛糖还原酶基因启动IX(c一106T)单核苷酸多态性及其基因型在重庆汉族人2型糖尿病中的分布，并 

分析与糖尿病微血管病变易感性的关系。方法：用聚合酶链反应扩增上游启动区，再用限制性内切酶BfaI进行多态性分析2 

型糖尿病人的(C一106T)基因型分布频率。结果：2型糖尿病微血管病变患者较无微血管病变并发症的糖尿病人的 0C基因 

型频率显著增加 1vr基因型频率显著减少( 分别为 6．78和 4．45，P<0．叭 和 P<0．05)。结论：AIR基因启动区(C一106T) 

单核苷酸多态性与中国汉族2型糖尿病患者微血管病变的发生有一定的关系，可能是糖尿病微血管病变的功能性多态性和 

遗传标志之一。 
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Appl ication of single nucleotide polymorphism in the stuCIy Of 

the susceptible gene of miCrOangiOpathy in diabetes mel l itus 
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【Abstract】Objective：To detect the distribution of the(C一106T)single nucleotide polymorphism and genotype of promoter region of 

aldose recluctase gene and tO study its relation tO the susceptibility of microangiopathy in type 2 diabetes mellitus in Chinese Han from 

Chongqing．Methods：The aldose reductase gene in promoter region was amplified by polymerase chain reaction and the frequency of 

genotype of type 2 diabetes were analyzed by restriction enzyme BfaI．Results：The frequencies of genotype CC were significantly high— 

cr and the frequencies of genotype TT were much lower in type 2 diabetes patients with microangiopathy than in t without mi— 

croangiopathy(X =6．78 and 4．45，respectively，P<0．01 and P<0．05)．Conclusion：This finding suggests that(C一106T)single 

nucleotide polymorphism in the aldose reductase gene promoter region may be associated with diabetic microangiopathy of Chinese Han 

type 2diabetes．It may be a functional polym orphism and can serve as one of inherited marker for susceptibility of diabetic microan— 

giopathy． 
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单核苷酸多态性 (Single nucleotide polymor— 

phism，SNP)是基因组中存在最广泛的序列多态性， 

这类多态性对解释个体的表型差异，不同群体和个 

体对疾病特别是复杂疾病的易感性差异而备受人们 

的重视⋯1。本研究对重庆地区汉族 2型糖尿病 

(DM)伴或 不伴 微 血 管病 变 (diabetic microan— 

giopathy，DI P)患者醛糖还原酶(aldose reduerase， 

AR)基因上游启动区(c一106T)的 SNP进行检测， 

对基因型分布频率进行分析，旨在初步探讨该位点 
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SNP与本地区汉族人 2型糖尿病患者 DMAP的关 

系。 

1 对象与方法 

1．1 对象 

糖尿病按 1985年 WHO诊断标准，选择我院内分泌科 

住院和糖尿病门诊患者246例，均为重庆市汉族人，且相互 

之间无血缘关系。根据DM并发DMAP情况将246例患者 

分为两组：无微血管并发症组(NDc)组共76例，人选条件眼 

底荧光造影正常，尿白蛋白肌酐比率(urinary albumin creati— 

nine ratio，UACR)<30tag／nag。微血管并发症组(DMAP)：伴 

肾病和(或)视网膜病变患者：共 170例，人选条件为 UACR 
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>30pg／mg和(或)眼底提示微血管瘤 、出血斑或出血点、硬 

性或软性渗出灶，有的可见新生毛细血管，玻璃体出血等。 

其临床参数见表 1，NDC与 DMAP组问性别构成无统计学 

差异，年龄、体重指数相匹配，均无显著性差异 

表 1 2型糖尿病伴及不伴 DMAP患者的临床参数( ±S J 

P<0．05 NDC与 DMAP病程比较 

1．2 标本采集 

所有受检对象采集静脉血，一管肝素抗凝，分离白细胞 

提取 DNA行基因多态性分析，一管 EDTA抗凝送检空腹血 

糖(FBG)，糖化血红蛋白(HbAlc)，甘油三酯(TG)，总胆固醇 

(TC)，尿素(Urea)，肌酐(cr)等生化测定。 

1．3 PCR和酶切、电泳分析 

酚／氯仿法从外周静脉全血中提取的基因组 DNA，PCR 

扩增AR基因上游启动区(nt一222 to+41)，引物序列如下： 

上游引物：5 OCT 1vrC TGC C GCG( GG cGC GGG一 

3 ，下游引物：5 一CAT GGC TGC TGC GCF CCC AG一3 ． 

PCR反应条件参照文献_2 J方法，首先预变性 94123min，然后 

按 941230s，53℃30s，72℃45s共35个循环，最后 72℃充分延 

伸 5min。取纯化 PCR产物 10 ，加 10×NE buffer 2 ，限制 

性内切酶 BfaI(NEW ENGLAND Biolabs)10 ，37℃2h．1{3 

酶切产物在 30g／L琼脂糖凝胶中电泳，经溴化乙锭(EB)染 

色后，在紫外反射仪上观察结果。 

1．3 统计学处理 

运用 Hardy—Weinberg检验确认标本群体代表性是符 

合Hardy—Weinberg平衡。基因计数各组基因型频率及等 

位基因频率，用四格表资料的 检验。 

2 结 果 

2．1 根据在琼脂糖凝胶 中出现的条带共发现有 

CC、CT、1vr三种基因型 

按Hardy—Weinberg定律，以NDC组和DMAP 

组估算该基因在群体当中的遗传方式是否符合 

Hardy—w 平衡，结果显示 值分别为0．755 

和2．94，两组 P值均大于 0．05，认为符合 Hardy— 

Weinberg平衡 J。 

2．2 各组基因型频率分布情况 

野生型仅有一个 BfaI作用位点(一106)，酶切 

后产生 206bp和 57bp两个片断即为 CC基因型，一 

106碱基变异，T置换 C后则产生另一个酶切位点， 

进一步将 206bp片断酶切为 147bp和 59bp片断，如 

为纯合子变异则为1vr基因型，如为杂合子则为 CT 

基因型，酶切后共出现 57、59、147、206bp4种片断。 

由此计数出(C一106T)基因型分布频率，结果显示 

DMAP中CC基因型显著增加， 2=6．78 P<0．01， 

1vr基因型显著减少 2=4．45，P<0．05两者差别 

有显著性(见表 2)。 

表2 2型糖尿病伴及不伴 DMAP(C一106TJ基因型分布频率 

3 讨 论 

DM除少数以外均属多基因一多因子疾病，其 

发病受遗传和环境因素的影响。即使对环境因素是 

否易感仍可受遗传因素的影响。由于多基因疾病表 

现型的复杂性 、相关基因的微效性和人群的遗传异 

质I生，其相关基因定位克隆研究一直是一个很大的 

挑战，多基因疾病不象单基因疾病那样是由突变基 

因导致的，而是由多个基因的相互作用以及基因与 

环境之间的相互作用引起的。因此人们首先在对糖 

尿病病理生理的基础上挑选候选基因，其次依耐分 

子生物实验室技术的发展，使相关基因多态位点的 

快速而准确定位成为可能。近年来的研究表明，多 

元醇途径的激活，参与了DM 微血管病变的发生及 

发展_4 J。AR是多元醇代谢途径的限速酶，该酶基 

因表达异常或酶活性改变，势必影响 DM 微血管并 

发症的发生。有些研究见到 DM视网膜病变、肾病 

等微血管病变患者血细胞的AR活性增高 J。因此 

AR基因是目前最受重视的与微血管并发症有关的 

候选基因之一。过去一段时间，AR基因 5 端 的 

(AC)n核苷酸重复序列的多态性与 DMAP相关性 

的研究比较多【6，7l，最近 AR基因上游启动区(C一 

106T)SNP与DMAP的相关性开始受到关注【2．8 J。 

本研究是运用 PCR扩增 AR基因启动区上游 

5 端 nt一222 to+41的区域，扩增片断为 263bp，该 

片断(一165)含有一个限制性内切酶 Bfal的位点 

CTAG，当一106碱基变异，T置换 C后则产生另一 
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个酶切位点，这样由单一碱基变异形成了 SNP，通 

过酶切后产生的不同产物计数出相应的基因型。结 

果显示 246例2型糠尿病的样本中DMAP组的CC 

基因型频率显著高于 NDC组(P<0．01)，提示 AR 

基因转录起始点上游一106 C—T置换与 DMAP关 

联。CC基因型可能是 DRP的风险修饰因子【 。该 

区域的 SNP与以往研究较多的 2．1kb处(AC)n二 

核苷酸微卫星多态性不同的是(C一106T)紧邻 AR 

基因编码区的侧翼调控区内，很可能参与调控基因 

的表达，对 AR活性产生了具体的影响。Kao等[2 J 

在同一样本 中分析 AR基 因(C一106T)SNP和 

(AC)n二核苷酸多态性与糖尿病视网膜病变关系 

的研究中发现两种多态性之间存在很强的连锁不平 

衡，也间接支持 AR基因(C一106T)SNP可能是 

DRP的遗传标记。 

SNP是指基因组内特定核苷酸位置上存在两 

种不同的碱基，其中最少一种在群体中的频率不小 

于 1％。SNP是基因组中存在最广泛的序列多态 

性，平均 300—500bp就有一个 SNP，而且 SNP只有 

两种等位基因，所以是进行群体研究和人类学研究 

的良好标记。其多态性往往与相邻基因的调节和变 

异有关⋯1，因此，对其多态性的研究即为基因与疾 

病之间的相关性提供了线索。SNP技术是继 80年 

代的 Southem／RFLP，90年代初的微卫星( )基 

因多态标记，STR基因定位技术之后的第三代遗传 

标记技术。它的出现为多基因遗传病定位研究带来 

了新的希望，通过关联分析和联锁不平衡分析寻找 

复杂疾病的易感基因。 
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