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大理白族２型糖尿病与脂联素基因多态性相关性分析
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　　【摘要】　目的　检测云南省大理白族脂联素基因启动子单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与２型糖尿病的相关性。

方法　采用聚合酶链反应直接测序法在３００例无血缘关系的云南省大理白族人群（健康者１２０例，２型糖尿病患者

１８０例）中检测ＳＮＰｓ＋４５、＋２７６的基因型，分析以上２个多态性位点与２型糖尿病的相关性。结果　ＳＮＰ＋４５位

点在健康者和２型糖尿病患者具有明显差异，ＳＮＰ＋２７６在两组差异无统计学意义。连锁不平衡分析显示，健康组

和病例组间ＳＮＰｓ＋４５、＋２７６存在一定差异。结论　大理白族人群脂联素基因上ＳＮＰ＋４５Ｇ与２型糖尿病的发生

存在关联；ＳＮＰ＋４５Ｇ是２型糖尿病发生的一项危险因素。
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　　脂联素（ＡＰＮ）通过增强胰岛素敏感性，从而调节体内糖

类和脂肪代谢［１］。此外，ＡＰＮ还与机体炎性反应、心血管疾

病、生殖发育及肿瘤发生等都有密切关系［２４］。本研究采用聚

合酶链反应（ＰＣＲ）直接测序法对大理白族人群中 ＡＰＮ基因

启动子单核苷酸多态性（ＳＮＰ）的２个位点（ＳＮＰｓ＋４５和

ＳＮＰｓ＋２７６）进行了检测，对这些多态性位点在白族人群中的

分布情况及与２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）的相关性进行了研究，报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００９年以来云南省各医院收集到的１８０例

Ｔ２ＤＭ患者为Ｔ２ＤＭ 组。Ｔ２ＤＭ 组入选标准采用１９９９年国

际糖尿病联盟世界卫生组织的 Ｔ２ＤＭ 诊断标准。对照组为

１２０例健康随机人群，空腹及餐后血糖均正常，无糖尿病家族

史。所有参与者均为大理白族，实验前均签署知情同意书，研

究对象相互之间无血缘关系。

１．２　方法

１．２．１　体检及生化检测　测量受试者身高、体质量，计算体质

量指数（ＢＭＩ）。受试者均清晨空腹采静脉血１０ｍＬ，分２管

（每管５ｍＬ），其中一管不抗凝，采用日立７６００全自动生化分

析仪测定空腹血糖（ＦＰＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、低

密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ

Ｃ）；另一管乙二胺四乙酸抗凝，用于基因组ＤＮＡ提取。

１．２．２　外周血基因组ＤＮＡ提取　用天根生化科技（北京）有

限公司血液基因组ＤＮＡ试剂盒提取外周血中的ＤＮＡ，严格按

照试剂盒说明书操作，经核酸微量测定仪测定其纯度和浓度。

１．２．３　ＰＣＲ引物设计及扩增　ａｐｎ基因的引物设计参照有关

文献，由北京三博远志生物技术有限公司合成。上游引物：５′

ＧＡＴＧＧＡＣＧＧＡＧＴＣＣＴＴＴＧＴＡＧＧＴＣ３′；下游引物：５′

ＣＣＡＡＡＴＣＡＣＴＴＣＡＧＧＴＴＧＣＴＴＡＴＧＰＣＲ３′。反应条

件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃４５ｓ，５９℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个

循环；７２℃１０ｍｉｎ，扩增产物长４２０ｂｐ。扩增后用１５ｇ／Ｌ琼

脂糖凝胶电泳检测是否有特异性扩增产物。ＰＣＲ扩增试剂由

天根生化科技（北京）有限公司提供。

１．２．４　测序与基因型确定　ＰＣＲ扩增后的产物经纯化后，送

北京三博远志生物技术有限公司用 ＡＢＩ３７３０测序仪进行双向

ＤＮＡ序列测定。测序结果由２人采用Ｃｈｒｏｍａｓ２．０软件分别

阅读，结合正、反向测序结果确定基因型。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１６．０软件计算各基因型及等位

·２２１３· 检验医学与临床２０１３年１２月第１０卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．２３
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基因频率，以 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验标本的群体代表性。

采用χ
２ 检验比较各组基因型及等位基因频率，多因素方差分

析用于Ｔ２ＤＭ组与对照组的临床指标相关性比较。正态计量

资料以狓±狊表示，非正态分布数据进行对数转换，使之正态化

后进行统计学分析。应用ＳＨＥｓｉｓ在线软件进行２个ＳＮＰ位

点的连锁不平衡检测及单倍型构建，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　个体临床指标比较　见表１。Ｔ２ＤＭ 组中标本的ＦＰＧ、

ＴＣ和 ＬＤＬＣ 明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

２．２　ＰＣＲ及测序结果分析　ＰＣＲ扩增产物经１５ｇ／Ｌ琼脂糖

凝胶电泳检测，＋４５Ｇ＞Ｔ和＋２７６Ｇ＞Ｔ位点为所扩增出的

目的片段约为４２０ｂｐ，经测序后确认为扩增片段长度为４２０

ｂｐ，均与理论扩增结果相符，包含了预期ａｐｎ基因的２个ＳＮＰ

位点。

２．３　多态性结果分析和连锁平衡分析　见表２。将上述２个

位点的基因型测序结果进行分析，基因型频率分布符合 Ｈａｒ

ｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡定律。ＳＮＰ＋４５基因型和等位基因分

布频率在 Ｔ２ＤＭ 组和对照组之间差异有统计学意义（犘＜

０．０５），Ｔ２ＤＭ 组 Ｇ等位基因分布明显较高；与对照组相比，

ＳＮＰ＋２７６基因型和等位基因的分布频率差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．４　两组ＳＮＰ＋２６和ＳＮＰ＋４５单倍型频率比较　见表３。

对ＳＮＰ＋４５和ＳＮＰ＋２７６进行连锁不平衡分析结果表明，２个

位点之间存在连锁（Ｄ′＝０．８７６），构建ＳＮＰ＋２７６和ＳＮＰ＋４５

多态性位点单倍型，结果显示，ＳＮＰ２７６ＧＳＮＰ４５Ｇ单倍型在

Ｔ２ＤＭ组的频率高于对照组（犘＜０．０１，犗犚＝２．００６，９５％犆犐：

１．３８２～２．９１２）。ＳＮＰ＋２７６ＧＳＮＰ＋４５Ｔ单倍型和ＳＮＰ＋

２７６ＴＳＮＰ＋４５Ｇ单倍型在Ｔ２ＤＭ组的频率低于对照组（犘＜

０．０５，犗犚＝０．６３２，９５％犆犐：０．４５５～０．８７８；犘＜０．０５，犗犚＝

０．００１，９５％犆犐：０．０００～０．０１２）。

表１　两组一般资料比较（狓±狊）

组别 狀
性别

（男／女）

年龄

（岁）

ＢＭＩ

（ｋｇ／ｍ２）

ＦＰＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＬＤＬＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

对照组 １２０ ７４／４６ ４９．８±８．７ ２１．６±２．３ ５．６±０．７ ５．１±２．１ ２．１±１．４ ２．９±１．７ １．１±０．２

Ｔ２ＤＭ组 １８０ ９８／８２ ５２．３±９．６ ２２．４±２．１ １１．９±３．８ ５．４±１．８ ２．４±１．９ ３．９±１．５ １．２±０．５

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

表２　两组ＳＮＰ＋２７６和＋４５基因型频率及等位基因频率比较

组别 位点 狀 ＧＧ ＴＧ ＴＴ Ｇ Ｔ χ
２ 犘 ＯｄｄｓＲａｔｉｏ［９５％犆犐］

Ｔ２ＤＭ组 ＋２７６ １８０ １１９（６６．１） ５４（３０．０） ７（３．９） ２９２（８１．１） ６８（１８．９） ０．６９４ ０．４０５ １．１８８［０．７９２～１．７８０］

＋４５ １８０ ２６（１４．４） ７９（４３．９） ７５（４１．７） １３１（３６．４） ２２９（６３．６） ６．２０４ ０．０１３ １．５７３［１．１００～２．２５０］

对照组 ＋２７６ １２０ ７２（６０．０） ４４（３６．７） ４（３．３） １８８（７８．３） ５２（２１．７） － － －

＋４５ １２０ ８（６．７） ４８（４０．０） ６４（５３．３） ６４（２６．７） １７６（７３．３） － － －

　　　注：－表示无数据。

表３　两组不同基因型及对照组多态性位点单倍型频率比较［狀（％）］

组别 ＧＧ ＧＴ ＴＧ ＴＴ

Ｔ２ＤＭ组 １３１（３６．３９） １６１（４４．７２） ０（０．００） ６８（１８．８９）

对照组 ５３（２２．０８） １３５（５６．２５） １１（４．５８） ４１（１７．０８）

χ
２ １３．６４４ ７．５１４ １５．４５８ ０．２７９

犘 ０．０００ ０．００６ ０．０００ ０．５９７

ＯｄｄｓＲａｔｉｏ（９５％犆犐） ２．００６（１．３８２～２．９１２） ０．６３２（０．４５５～０．８７８） ０．００１（０．０００～０．０１２） １．１２２（０．７３２～１．７１９）

２．５　Ｔ２ＤＭ 组与对照组间临床指标分析结果比较　见表４。

ＡＰＮ＋４５位点不同基因型，对照组与 Ｔ２ＤＭ 组间相比较，

ＢＭＩ、ＦＰＧ、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ及ＨＤＬＣ等在对照组和Ｔ２ＤＭ组

不同基因型之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表４　Ｔ２ＤＭ组和对照组＋４５位点不同基因型间临床参数比较（狓±狊）

组别 基因型 狀 ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

对照组 ＴＴ ６４ ２２．３±２．１ ５．８±０．５ ４．９±１．３ １．９±１．１ ２．９±１．２ １．３±０．１

ＴＧ ４８ ２１．５±２．７ ５．５±０．９ ５．３±１．１ ２．３±０．６ ２．５±０．３ ０．９±０．２

ＧＧ ８ １９．４±１．２ ５．４±０．５ ５．１±０．６ ２．１±０．３ ３．４±０．３ １．１±０．２

Ｔ２ＤＭ组 ＴＴ ７５ ２２．７±２．６ １２．５±３．６ ５．１±１．６ ２．７±１．３ ３．９±１．１ １．３±０．１

ＴＧ ７９ ２２．１±３．０ １１．４±２．３ ５．７±１．３ ２．４±１．９ ４．２±１．２ １．１±０．２

ＧＧ ２６ ２１．４±２．４ １１．７±３．５ ５．６±１．４ ２．４±０．８ ３．６±１．２ １．２±０．１

３　讨　　论

ＡＰＮ由ａｐｍ１基因编码，该基因特异且高丰度表达于脂

肪组织。全基因组扫描证明，ａｐｍ１位于糖尿病及代谢综合征

的易感位点染色体３ｑ２７附近。已有研究发现，ａｐｍ１存在很多

变异，例如外显子２存在Ｔ４５Ｇ多态性，外显子３存在Ｉ１６４Ｔ、

Ｒ２２１Ｓ、Ｈ２４１Ｐ、Ｒ１１２Ｃ错义突变，以及近端启动子区的ＳＮＰ

１１３９１、１１３７７及１１４２６等
［５６］。有研究显示，ａｐｍ１的遗传变异

在胰岛素抵抗及Ｔ２ＤＭ的发病中可能起决定性作用
［７］。因此
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针对ＡＰＮ的遗传变异研究逐渐成为当今研究的热点。

国内外研究表明，ａｐｍ１基因的多个ＳＮＰｓ位点存在于不

同种族及人群中，对Ｔ２ＤＭ 及胰岛素抵抗易感的贡献也不尽

相同。而对于同一ＳＮＰ位点，之前ａｐｍ１基因多态性的相关性

研究也都结论不一。这些研究表明，ａｐｍ基因ＳＮＰ位点多态

性对Ｔ２ＤＭ的影响及其可能的作用机制在不同种族中存在一

定差异。国内已研究的大部分ａｐｎ１基因多态性表明，汉族人

群中ＳＮＰ＋４５Ｔ／Ｇ与 Ｔ２ＤＭ 相关
［８１０］，而ＳＮＰ＋２７６Ｇ／Ｔ与

Ｔ２ＤＭ是否相关尚存在争议。

本研究中选择ａｐｍ１基因上ＳＮＰ＋２７６和＋４５，对其与大

理白族的Ｔ２ＤＭ相关性进行分析。本次研究结果表明，大理

白族ＳＮＰ＋４５等位基因 Ｇ的频率在Ｔ２ＤＭ 组和对照组间差

异有统计学意义（犘＜０．０５），由此提示ＳＮＰ＋４５Ｇ基因型可能

是大理白族Ｔ２ＤＭ的危险因素，在Ｔ２ＤＭ 的发病机制中具有

一定作用。

迄今为止，国内外针对ａｐｍ１基因多态性与Ｔ２ＤＭ的相关

性研究所得结果不尽相同，考虑与研究对象的种族、地域差异、

标本量大小、标本纳入标准及Ｔ２ＤＭ 的遗传异质性有关。因

此，需要在不同种族中进行大标本、多位点的相关研究，以进一

步了解ａｐｍ１基因多态性对Ｔ２ＤＭ发病的影响，从而为Ｔ２ＤＭ

的早期预测、预防、诊断及治疗奠定基础。
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预防与控制医院感染的暴发流行。同时应针对重要危险因素

积极采取有效的防控措施：（１）加强医院感染相关知识培训，提

高ＩＣＵ医务人员预防医院感染的意识，真正认识到医院感染

的危害性和重要性。（２）控制和减少患者住院时间，住院时间

与医院感染互为因果关系，住院时间越长，发生医院感染的危

险性越大；反之，医院感染又使住院时间延长。（３）强化手卫生

制度，严格按规范进行洗手或手消毒。医院感染大部分为接触

传染，医护人员的手为病原菌重要传播媒介，提高医务人员洗

手的依从性至关重要［７］。（４）加强侵袭性操作管理，强化无菌

观念，规范医务人员侵袭性操作行为，加强各种导管的护理，尽

可能减少各种插管的留置时间，可有效减少ＩＣＵ患者医院感

染的发生率。（５）合理使用抗菌药物。加强对各临床科室抗菌

药物使用的监管，减少预防性使用抗菌药物，避免长期使用广

谱抗菌药物［８］。慎重使用抗菌药物对预防和减缓耐药菌株产

生有重大意义［９］。

总之，应针对ＩＣＵ重点人群实行目标性监测，加强各种导

管的护理，严格执行无菌操作和医务人员手卫生，加强消毒灭

菌和隔离，减少侵入性操作，合理使用抗菌药物及激素等，制订

ＩＣＵ及医护人员行为规范，预防或减少医院感染发生。
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