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摘要!目的?探讨骨桥蛋白基因9<##+'"()!(9<##*'@"A" 和9<!)'(+"@* 多态性与糖尿病肾病的关系) 方法:以 !"#( 年 + 月-

!"#A 年 ' 月于长江大学附属第一医院内分泌科住院的湖北地区汉族 ! 型糖尿病病人 A"" 例为研究对象) 应用质谱法研究骨

桥蛋白基因9<##+'"()!(9<##*'@"A" 和9<!)'(+"@* 多态性在 ! 型糖尿病肾病组$''* 例'病例组%和 ! 型糖尿病非肾病组$!AA

例'对照组%中的基因频率分布) 结果:位点 9<!)'(+"@* 在病例组和对照组中均表现为纯合子 TT'不具有多态性) 位点

9<##+'"()! 和 9<##*'@"A" 的等位基因频率和基因型频率的比较差异无统计学意义) 连锁不平衡分析显示 9<##+'"()! 和

9<##*'@"A" 之间有较强的连锁不平衡'单体型分析发现T0I(,0N74I(T0N74I' 种单体型'这些单体型的差异比较也无统计学意

义) 结论:骨桥蛋白基因9<##+'"()!(9<##*'@"A" 和9<!)'(+"@* 多态性与湖北地区汉族居民 ! 型糖尿病合并肾病无关)
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??糖尿病肾病$\H%是全世界终末期肾病的首要

病因'与心血管事件和死亡相关) \H的发病机制

非常复杂'迄今为止还没有完全阐明) 许多研究证

明遗传因素和碳水化合物代谢异常是\H形成的主

要原因*#0!+

) 流行病学调查结果和家族聚集性研究

也显示遗传易感性影响 \H的发病*'+

) 因此'越来

越多的研究者致力于 \H的遗传学研究) 最近'骨

桥蛋白$a_H%基因已经被证明是印度人 ! 型糖尿

病$T!\X%合并 \H的一个新的候选基因**0(+

) 中

国人作为\H的高发人群'目前还没有关于 a_H基

因单核苷酸多态性$ VH_%与 \H相关性的文献发

表) 本研究旨在分析 a_H基因的 ' 个 VH_与 \H

的关联'探讨湖北地区汉族人a_H基因对于 \H易

感性的影响)

9:资料与方法

9_9:一般资料:以 !"#( 年 + 月-!"#A 年 ' 月于

长江大学附属第一医院内分泌科住院的 T!\X病

人 A"" 例作为研究对象) 所有受试者均为无血缘

关系的湖北地区汉族居民'入组前均签署知情同意

书) 根据尿白蛋白排泄率$F%/W%或尿白蛋白肌酐

比值$%,W%将受试者分为 ! 组) ! 型糖尿病肾病组

$病例组%!' 次 F%/W中有 ! 次
#

'" 1JB!* L 或尿

%,W

#

'"" 1J,J

D#

'共纳入 ''* 例'男性 #+@ 例'女

性 #(( 例'平均年龄$A"yA# s#!y#A%岁&! 型糖尿病

非肾病组$对照组%!' 次 F%/Wp'" 1JB!* L 或尿

%,Wp'"" 1J,J

D#

'共纳入 !AA 例'男性 #'A 例'女

性 #'" 例'平均年龄$(@y'A s#"y*'%岁) 排除标

准!$#%# 型糖尿病&$!%继发性糖尿病&$'%原发性

肾小球肾炎'系统性红斑狼疮'药源性间质性肾炎'

多囊肾&$*%慢性肾盂肾炎'尿路感染'输尿管结石

和肿瘤'药物中毒&$(%心衰(肝功能不全(酮症酸中

毒等应激情况导致的肾功能不全或尿白蛋白增

高等)

9_;:研究方法

9_;_9:临床和生化检查:血压!受试者于安静状

态下取坐位'测量其右上臂收缩压和舒张压 ' 次'

取其平均值) 体质量指数$$X&%!测量受试者的身

高和体质量'按照 $X&r体质量B身高!

$UJ,1

D!

%

计算) 抽取空腹静脉血检测血清肌酐(空腹血糖(

空腹胰岛素(糖化血红蛋白(总胆固醇和三酰甘油)

留取晨尿'测定尿白蛋白和肌酐'%,Wr尿白蛋白B

尿肌酐$1J,J

D#

%) 留取 ' 次 !* L尿'测定F%/W)

眼底照相评价糖尿病视网膜病变$\W%)

9_;_;?VH_检测?以印度研究的 ' 个 a_H基因启

动子 VH_$9<##+'"()!(9<##*'@"A" 和 9<!)'(+"@*%

作为候选基因位点) 外周血 \H%提取使用亚能生

物技术$深圳%有限公司提供的 \H%提取试剂盒进

行) 目的基因扩增使用 _,W'引物由上海邃志生物

科技有限公司设计和合成'引物信息见表 #) 基因

分型采用质谱法$基质辅助激光解析B电离飞行时

间质谱测序分型%'由上海邃志生物科技有限公司

完成)

表 9:引物信息

位点 引物

9<##+'"()!

$,0**'T%

引物#?(f0%,ITTII%TII,TTI%IT%IT%%%II%,%I0'f

引物!?(f0%,ITTII%TI%II,T%TTITT,%%I,,TI,0'f

9<##*'@"A"

$N74I0#(AI%

引物#?(f0%,ITTII%TI%,TIT%I%TTITITITITI,0'f

引物!?(f0%,ITTII%TI,TT,,,,,T,TIITTTTITI0'f

9<!)'(+"@*

$I0AAT%

引物#?(f0%,ITTII%TIITII,%I%%%%,,T,%TI%,0'f

引物!?(f0%,ITTII%TI%%%TI,TI,TI,%I%,%T,,0'f

9_<:统计学方法:正态分布资料以 Os2表示'非

正态分布资料以 X$gW%表示'计数资料以例$Z%

表示) 正态分布资料比较?用两样本 3检验'非正

态分布资料比较采用秩和检验'计数资料比较?

用
/

! 检验) 使用 V-/<3<软件进行连锁不平衡

$E\%和单体型分析) 以 Dp"y"( 为差异有统计

学意义)

;:结果

;_9:临床特征的比较:两组有相似的年龄(性别(

糖尿病家族史(空腹血糖(空腹胰岛素(糖化血红蛋

白(总胆固醇(体质量指数(血管紧张素转化酶抑制

剂$%,/&%和血管紧张素
"

受体拮抗剂$%W$%使用

率和胰岛素使用率$DY"y"(%) 与对照组比较'病

例组的糖尿病病程更长'肌酐(三酰甘油(收缩压和

舒张压更高'\W和高血压患病率更高'差异有统计

学意义$Dp"y"(%) 结果见表 !)

;_;:等位基因频率和基因型频率的分布和比较:

位点 9<##+'"()! 在对照组和病例组中的最小等位

基因频率$X%̂ %分别是 ,r"y'' 和 ,r"y'#&位点

9<##*'@"A" 在对照组和病例组中的 X%̂ 分别是

Ir"y*! 和 Ir"y'@&位点 9<!)'(+"@* 在对照组和

病例组中均表现为纯合子TT'不具有多态性) 位点

9<##+'"()! 和9<##*'@"A" 在对照组和病例组中的

基因型分布均符合 -29N:0G736R79J平衡 $DY

"y"(%'可以认为它们具有群体代表性) 位点

9<##+'"()! 和9<##*'@"A" 的等位基因频率和基因

型频率在对照组和病例组之间的比较均差异无统

计学意义$DY"y"(%) 结果见表 ''*)

,!(),
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表 ;:临床特征的比较

组别
性别B例

男 女
年龄B岁 病程B年

家族史B

例

总胆固醇B

1154,E

D#

三酰甘油B

1154,E

D#

空腹血糖B

1154,E

D#

空腹胰岛素B

1154,E

D#

糖化血红

蛋白BZ

对照组 #'A #'" (@y'A s#"y*' )y(' s(y"' ') *y)" s#y#' #y() s"y@! )y+! s!y#@ #"y#A sAy#" )y(( s!y#"

病例组 #+@ #(( A"yA# s#!y#A #"y@" s(y+* A# *y@# s#y'+ !y#* s#yA! )y@@ s!y@@ #"y@( s@y## )y(! s!y""

3$

/

!

%值 $#y'!#% #y''# (y'"* $#y+"#% #y"(( (y"!) #y!'' #y!#* "y#+@

D值 "y!( "y#) p"y"# "y#@ "y!@ p"y"# "y!! "y!' "y)A

组别
肌酐B

&

154,E

D#

收缩压B

11-J

舒张压B

11-J

体质量指数B

UJ,1

D!

视网膜病变B

例

高血压B

例

%,/&和%W$B

例

胰岛素B

例

对照组 A"y#" s#+y(" #'#y+" s#'y@* +)y!' s+y+( !'y)# s!y@" @' ##" '* #!+

病例组 )#y*$)(y!% #*(y@* s!"y@! )!y(@ s##y*@ !'y)* s'y#" #)A !"( (+ #)#

3$

/

!

%值 Xr* ())y( @y(*# (y'"! "y#!# $!(y(A@% $!'y)")% $!y##!% $!y*A*%

D值 p"y"# p"y"# p"y"# "y@" p"y"# p"y"# "y#( "y#!

??注!正态分布资料以Os2表示'非正态分布资料以X$gW%表示)

表 <:病例组和对照组等位基因频率的分布和比较

VH_ 等位基因
频率B例$Z%

对照组 病例组
/

! 值 D值 ;P值 @(Z".

9<##+'"()! T '(A$A+% *A"$A@% "y(#( "y*+ #y"@' "y)(+ j#y'@(

, #+A$''% !")$'#%

9<##*'@"A" \74I '")$()% *#"$A#% #y*@* "y!! #y#(A "y@#A j#y*()

I !!*$*!% !()$'@%

9<!)'(+"@* T ('!$#""% AA)$#""% H% H% H% H%

I "$"% "$"%

??注!H%示不可比较)

表 >:病例组和对照组基因型频率的分布和比较
B例$Z%

VH_ 等位基因 组别 %% %$ $$

/

! 值 D值

9<##+'"()! TB, 对照组 ##)$**y'A% #!"$*(y##% !)$#"y('% 'y'(+ "y#@

病例组 #A+$("y""% #!A$'+y+!% *#$#!y!)%

9<##*'@"A" \74IBI 对照组 )#$'"y*(% #*A$(*y)@% '@$#*yAA% 'y@A" "y#*

病例组 #!A$'+y+!% #()$*+y'#% ("$#*y@+%

9<!)'(+"@* TBI 对照组 !AA$#""y""% "$"y""% "$"y""% H% H%

病例组 ''*$#""y""% "$"y""% "$"y""%

??注!%%野生型纯合子&%$杂合子&$$多态性纯合子) H%示不可比较)

;_<:连锁不平衡和单体型分析:使用 V-/<3<软件

对 符 合 -29N:0G736R79J 平 衡 的 ! 个 位 点

$9<##+'"()! 和 9<##*'@"A"%进行两两 E\分析'结

果表现出较强的E\) 使用 V-/<3<软件进行单体型

分析'以频率Y"y"' 为准'发现 ' 种单体型'以 T0I

为主',0N74I次之'T0N74I最少) 这 ' 种单体型在

对照组和病例组之间的比较均差异无统计学意义

$DY"y"(%) 结果见图 # 和表 ()

<:讨论

a_H是一个大分子磷糖蛋白黏附分子'被认为

是\H的关键性病理生理因素) 研究发现高糖通过

a_H基因启动子区域组蛋白乙酰化和甲基化*A+以

及激活_&' B̀%̀ TB1TaW通路*++使肾脏 a_H表达

升高) a_H主要通过巨噬细胞趋化*)+

(蛋白尿形

成*@+和肾脏纤维化*)+等机制促进 \H的发生和进

展'抑制a_H则可以改善\H

*@0#"+

) 因此'从病理生

理学角度来说a_H可以作为\H的候选基因)

功能研究证明 a_H基因启动子多态性可以影

响a_H基因的转录和表达'因此可能与疾病易感性

相关) V>LO4Ke等*##+发现0**',纯合子的黑色素瘤

细胞对>0X:R转录因子具有更高的亲和力'导致这

些细胞的 a_H表达增加) I32>5M7443等*#!+ 发现

a_H基因启动子的 ' 个功能性多态性$I0AAT(N74I0

#(AI和,0**'T%调节 a_H基因的转录和表达'其

中 N74I0#(AI和I0AAT分别影响 WFHb! 结合位点

和 V_#BV_' 结合位点与a_H基因启动子的结合'导

,'(),
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??注!此图中各方块的数字分别表示两两E\分析的\{值'\{值越

高'在图中显示为方块颜色越深'表示两两连锁越强&由于位点

9<!)'(+"@* 没有多态性'它和另外两个位点之间也就不具有连锁不

平衡'它们代表的方块显示为白色)

图 9:UAa基因VD分析

表 L:由(&99N<YLW; 和(&99><XYMY 构成的单体型的

分布和比较
B例$Z%

单体型 对照组 病例组 D值 ;P值 @(Z".

T0I #"#$')% #*'$*'% "y'+ #y!* "y++ j#y@@

,0N74I )'$'#% ##*$'*% "y(( #y#A "y+# j#y@#

T0N74I )!$'#% ++$!'% "y#" "yA( "y'@ j#y"@

致转录活性改变) 遗传学研究发现 a_H基因多态

性与系统性红斑狼疮*#'+

(结节病*#*+和膀胱输尿管

反流*#(+引起的肾病相关) 在此基础上'印度的两项

研究证明 a_H基因启动子多态性 ,0**'T和 N74I0

#(AI与T!\X合并 \H相关**0(+

) 本研究结果显示

a_H基因9<!)'(+"@*$I0AAT%不具有多态性'其余 !

个位点$9<##+'"()! 和 9<##*'@"A"%与湖北地区汉族

人T!\X合并\H均不存在有统计学意义的相关性)

关于a_H的功能基因组学研究表明与单个基

因型相比'特定的a_H单体型更加深切地影响它的

表达) I32>5M7443等*#!+发现由,0**'T(N74I0#(AI和

I0AAT构成的单体型显著降低报道基因表达的水

平) 此外'-O1174<L5C等*#A+证明转录因子 V_# 与

0AAT等位基因的一个序列特异性结合'使单体型

$0**',(0#(AN74I和0AAT%的萤光素酶报道基因的启

动子活性显著增加) 这些研究暗示a_H单体型'而

不是 VH_'可能是更好的遗传易感性预测因子) 遗

传学研究也证实 a_H单体型是结节病*#*+

(肾结

石*#++

(弹性假黄瘤*#)+

(神经胶质瘤*#@+

(克罗恩病*!"+

和口腔癌*!#+疾病易感性的修饰基因) ,L7712等*(+

的研究则表明由 I0AAT',0**'T'N74I0#(AI构成的

a_H单体型 I0,0I和 T0,0I使 \H的风险减少

A"Z'而单体型I0T0N74I和T0T0N74I使 \H的风险

增加 #y( 倍) 我们对 9<##+'"()! 和 9<##*'@"A" 进

行的连锁不平衡分析显示两者存在较强的连锁不

平衡'利用 V-/<3<软件发现了 ' 个单体型'但是它

们与湖北地区汉族人T!\X合并\H并不存在有统

计学意义的相关性)

在很多情况下'研究结果的不一致可能与未知

的复杂生物相关性变量(\H的多种遗传因素(样本

量不足以及环境和种族差异相关) a_H基因多态

性在中国人和印度人中的分布具有种族差异) 在

-2MX2M 数据库中' 9<!)'(+"@* 的北京汉族人

$,-$%数据不具有多态性'仅表现为纯合子TT'这

与我们的研究相一致'而印度泰卢固人$&TF%数据则

具有多态性'其最小等位基因频率$X%̂ %为 Ir

"y"@) ") 此外'9<##+'"()! 在中国人与印度人之间

也存在明显差异'其,-$数据的X%̂ 为 ,r"y''(

"'而&TF数据的 X%̂ 则为 Tr"y*A" )) 印度的这

两项研究都是在北印度人中进行的**0(+

'其 X%̂ 数

据也与,-$数据存在类似的差异) 因此'我们认为

种族差异可能是本研究结果与印度的研究结果不

一致的主要原因) a_H基因9<##!AA#A 与系统性红

斑狼疮的相关性在中国人*!!+和外国人*!'+之间的差

异也支持我们的观点) 此外'样本量较小也是出现

阴性结果的重要原因之一'需要扩大样本量进行重

复研究验证本研究的结果)

本研究的另一个缺陷是由于伦理的原因没有

使用肾活检作为\H的诊断标准) 非糖尿病性肾脏

病变$H\W\%在糖尿病中很常见*!*+

) 在沙特阿拉

伯的一项研究中'H\W\占所有糖尿病肾活检的

("Z

*!(+

) V547:126326 等*!A+对 *A 例合并不典型\H

的 T!\X病人的肾活检结果显示 \H有 #A 例

$'*y)Z%'H\W\有 !" 例$*'y(Z%'\HW\o\H有

#" 例$!#y+Z%'进一步分析显示 \W对于 \H的阳

性和阴性预测值分别是 @*Z和 A)Z) 一个纳入 !A

项研究共 ! "#! 例病人的荟萃分析也表明 \W可以

用于T!\X合并\H的诊断和筛查'而且增殖性\W

对于\H的特异性更好*!++

) 由于本研究中病例组

\W的患病率明显高于对照组'因此在一定程度上

弥补了没有肾活检这一缺陷)

本研究还发现糖尿病肾病组的三酰甘油(收缩

压和舒张压更高'这与新加坡最近的一项研究结果

相符*!)+

) 包括高血糖(糖尿病病程(高血压(肥胖和

血脂紊乱在内的多种危险因素促进\H的发生和发

展) 这些危险因素中的大多数可以通过降糖降压

降脂治疗以及生活方式干预纠正'而遗传和增龄则

是无法改变的危险因素) 因此'有研究者认为严格

,*(),
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控制\H的可控危险因素对于预防和延缓肾功能下

降至关重要*!@+

) 但是'\H的早期诊断也是 \H治

疗的一个重要环节) 遗传学研究能够提供参与 \H

的特定通路的信息'有助于阐明 \H的病理生理机

制'开发早期诊断(预防和治疗的新策略'从而降低

\H的发病率和病死率)

总之'本研究首次分析了a_H基因 ' 个 VH_与

湖北地区汉族居民T!\X合并\H的关系) 研究结

果表明该基因 ' 个 VH_与\H易感性无关) 种族差

异可能是本研究与印度的研究不一致的主要原因)

该结果还需要在更大样本的人群中进行重复研究
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(@)y

*#)+ -/H\&I\'%WH\TX'V[E&V %̀,'7K24yV__# M9515K79M54:0

159ML3<1<!3N76K3Q3>2K356 5QKL7Q39<K15N3Q379J767Q59M<7ON5c260

KL512742<K3>O1*.+y,436 ,L71'!""+'('$(%!)!@0)'Ay

*#@+ ,-/H.'GFg'EFd'7K24yV__# M9515K79M54:159ML3<1<26N

J4351293<U 36 2,L367<7-26 M5MO42K356*.+y.-O1I767K'!"#"'

(($+%!*(A0*A#y

*!"+ IE%V .'V/&\/W/W.'$%dWE/,'7K24yTL795475Q5<K75M56K36

$a_HBV__#% L2M45K:M7<36 KL7<O<>7MK3R343K:K5,95L6f<N3<72<7

*.+y_E5V a67'!"##'A$#!%!7!@'"@y

*!#+ ,-&FdG'TF-̂ 'G%HI&̀'7K24yTL731M43>2K356 5Q5<K75M56K36

$a_H% 7cM97<<356 26N J767K3>M54:159ML3<1<5Qa_HM9515K7936

5924>29>365J767<3<*.+ya924a6>54'!"#"'*A$*%!'"!0'"Ay

*!!+ 李兴锐'徐建华'周小妹'等y骨桥蛋白基因,+"+T多态性与系

统性红斑狼疮关联性研究*.+y临床和实验医学杂志'!"#"'@

$*%!!*#0!*'y

*!'+ -%HV'IFT-W&\I/.X'-%WE/d&TG'7K24ya<K75M56K36 26N

V:<K713>EOMO</9:KL712K5<O<%<<5>32K356!%_95R2R47I7670I760

N79&6K792>K356*.+y_E5V a67'!"")''$'%!7"""#+(+y

*!*+ _W%̀ %V-.'IF_T%T'_W%̀ %V-V'7K24yH560N32R7K3>97624

N3<72<736 K:M7! N32R7K7<17443KO<!VKON:5Q97624097K36249742K3560

<L3M*.+y&6N326 .H7ML954'!"#('!($*%!!!!0!!)y

*!(+ .%E%E%-VXyH560N32R7K3>97624N3<72<736 N32R7K3>M2K376K<*.+=

V2ON3.̀ 3N67:\3<T926<M4'!"")'#@$(%!)#'0)#Ay

*!A+ VaE/dX%H&%HT'-%X&\I'%W/̂&X'7K24yH560N32R7K3>97624

N3<72<7S3KL 59S3KL5OKN32R7K3>67ML95M2KL:36 K:M7! N32R7K7<!

>4363>24M97N3>K59<26N 5OK>517*.+yW76 2̂34'!"#(''+$*%!(+!0

(+(y

*!++ -/ '̂b&%b'GFb̂ '7K24y\32R7K3>97K365M2KL:36 M97N3>K36JN30

2R7K3>67ML95M2KL:36 M2K376K<S3KL K:M7! N32R7K7<26N 97624N3<0

72<7!217K202624:<3<*.+y\32R7K545J32'!"#''(A$'%!*(+0*AAy

*!)+ EaGV '̀VFX,̂ 'd/a-Ed'7K24y_97P2476>75Q,L9563>̀ 3N67:

\3<72<736 %NO4K<S3KL T:M7! \32R7K7<X7443KO<*.+y%66 %>2N

X7N V36J2M'!"#('**$(%!#A*0#+#y

*!@+ T[&aX%EaV '̀%T-dWaV ]Iy\32R7K3>H7ML95M2KL:!H7SW3<U

2̂>K59<26N &1M95P7176K<36 \32J65<3<*.+ yW7P\32R7KVKON'

!"#('#!$#B!%!##"0##)y

$收稿日期!!"#A0"+0"@'修回日期!!"#A0##0"*%

,((),

安 徽 医 药?B)5C(,%-(*+$+)- D5+/:+*%C3(*+$E#C/)+$?!"#+

X2:"!#!($


