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　　【摘要】　目的　探讨２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）遗传易感性与ＣＡＰＮ１０基因多态性的关系。方法　采用限制性片

段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术对１００例Ｔ２ＤＭ 患者（病例组）和１００例健康者（对照组）ＣＡＰＮ１０

基因ＳＮＰ１９（ｒｓ３８４２５７０）、ＳＮＰ４３（ｒｓ３７９２２６７）和ＳＮＰ６３（ｒｓ５０３０９５２）多态性位点进行基因分型。结果　病例组

ＣＡＰＮ１０基因４３位点的ＧＧ基因型频率和Ｇ等位基因频率显著高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；１９位

点和６３位点的基因型频率、等位基因频率在病例组与对照组分布差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＣＡＰＮ

１０基因ＳＮＰ４３（ｒｓ３８４２５７０）位点与Ｔ２ＤＭ的发生有相关性，而ＳＮＰ１９（ｒｓ３８４２５７０）和ＳＮＰ６３（ｒｓ５０３０９５２）位点则与

Ｔ２ＤＭ的发生无相关性。
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　　据有关统计，中国糖尿病患病人数已超过９０００万人，居

世界第一［１］。其中，２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）占整个糖尿病人群

９０％以上，是最主要和增长最快的糖尿病类型
［２］。Ｔ２ＤＭ是一

种由遗传因素和环境因素引起的复杂疾病，其病因和发病机制

尚不十分清楚。ＣＡＰＮ１０基因是首次发现的 Ｔ２ＤＭ 易感基

因，国内外学者对该基因的部分位点展开了研究，但研究结果

尚存在争议。本文就ＣＡＰＮ１０基因１９、４３及６３位点单核苷

酸多态性（ＳＮＰ）与Ｔ２ＤＭ遗传易感性是否相关进行了探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００９年１０月至２０１０年９月于贵阳医

学院附属医院内分泌科就诊、彼此间无亲缘的Ｔ２ＤＭ患者１００

例，汉族，年龄（５８．５±８．６）岁，均符合Ｔ２ＤＭ 诊断标准
［２］。另

选１００例体检健康且排除糖尿病及其他自身免疫性疾病和遗

传性疾病、各项临床和实验室检查指标均无异常者纳入对照

组。研究对象均符合伦理学要求，经患者或体检者本人知情同

意。抽取研究对象的静脉血２ｍＬ，乙二胺四乙酸二钾抗凝，采

用酚氯仿法提取基因组ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

１．２　方法

１．２．１　筛查程序及诊断标准　具 糖尿病症状且任意时间血

浆葡萄糖水平大于或等于１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ（２００ｍｇ／ｄＬ）；或空腹

血浆葡萄糖水平大于或等于７．０ｍｍｏｌ／Ｌ（１２６ｍｇ／ｄＬ）；或口

服葡萄糖耐量试验中，２ｈ血糖水平大于或等于１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ

（２００ｍｇ／ｄＬ）。以上３种方法都可单独用于糖尿病诊断，其中

任何１种出现阳性结果，必须用另２种方法中的任意１种进行

复查以确诊。

１．２．２　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增　（１）ＰＣＲ 引物序列：

ＣＡＰＮ１０基因１９、４３和６３位点的引物由北京赛百盛公司合

成（引物序列见表１）。（２）ＰＣＲ扩增反应体系：９７００型ＰＣＲ仪

（美国ＡＢＩ）进行ＰＣＲ反应，ＰＣＲ扩增体系２５μＬ，其中 Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶２．５Ｕ，４种三磷酸脱氧核苷酸各２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＰＣＲ

染料２．５μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液（含 Ｍｇ
２＋）２．５μＬ，上下游引物

各１０ｐｍｏｌ及模板ＤＮＡ１００ｎｇ，用超纯水将反应体积补足至

２５μＬ。（３）ＰＣＲ反应条件：见表１。

１．２．３　基因多态性分析　取上述 ＰＣＲ产物５μＬ，点样于
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２．５％琼脂糖凝胶点样孔中，１２０Ｖ电压电泳４０ｍｉｎ后在ＤＮＡ

成像分析仪下观察电泳条带的位置，确定该产物是否为特异性

扩增条带（即目的条带）。相应的ＰＣＲ产物经特异性限制性内

切酶酶切，电泳后根据电泳条带的位置判定基因型，见表１。

表１　ＣＡＰＮ１０基因３种ＳＮＰ位点分析方法

ＳＮＰ

位点
引物序列 ＰＣＲ参数 内切酶反应 基因型判定

ＳＮＰ１９
Ｆ：５′ＣＴＣＴＧＣＣＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＡ３′

Ｒ：５′ＧＧＧＡＡＡＧＣＣＧＣＴＧＴＴＧＴＴ３′

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃复性３０

ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环后７２℃７ｍｉｎ
无需内切酶

１１：３７２ｂｐ；１２：３７２ｂｐ，４０４ｂｐ；

２２：４０４ｂｐ

ＳＮＰ４３
Ｆ：５′ＣＡＣＧＣＴＴＧＣＴＧＴＧＡＡＧＴＡＡＴＧＣ３′

Ｒ：５′ＣＴＣＴＧＡＴＴＣＣＣＡＴＧＧＴＣＴＧＴＡＧ３′

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５９℃复性３０

ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环后７２℃７ｍｉｎ

ＮｉｓⅠ，３７ ℃

水浴，６ｈ

ＧＧ：１４４ｂｐ；ＧＡ：１４４ｂｐ，１２１

ｂｐ，２３ｂｐ；ＡＡ：１２１ｂｐ，２３ｂｐ

ＳＮＰ６３

Ｆ：５′ＡＡＧＧＧＧＧＧＣＣＡＧＧＧＣＣＴＧＡＣＧＧＧＧＧＴ

ＧＧＣＧ３，

Ｒ：５′ＡＧＣＡＣＴＣＣＣＡＧＣＴＣＣＴＧＡＴＣ３′

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６５℃复性３０

ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环后７２℃７ｍｉｎ

ＨｈａⅠ，３７℃

水浴，６ｈ

ＴＴ：１９２ｂｐ；ＣＴ：１９２ｂｐ，１６２

ｂｐ，３０ｂｐ；ＣＣ：１６２ｂｐ，３０ｂｐ

　　注：ＳＮＰ１９等位基因１为２个３２ｂｐ序列重复，等位基因２为３个３２ｂｐ序列重复。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１１．５软件进行数据分析。以

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验方法检验每组各位点基因频率在群

体中的代表性；统计每组的各个基因位点的基因型、等位基因

频率；各组之间基因型和等位基因的分布差异分析采用χ
２ 检

验，计量资料的两组间比较采用狋检验，以（狓±狊）表示，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　遗传平衡定律检验　ＣＡＰＮ１０基因１９、４３、６３位点的基

因型频率经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律检验，均符合遗传平衡法则，

表明各基因频率满足遗传平衡（犘＞０．０５），等位基因的分布具

群体代表性，见表２～４。

２．２　ＣＡＰＮ１０基因１９、４３、６３位点基因型、等位基因频率

分布

２．２．１　病例组ＣＡＰＮ１０基因１９位点基因型、等位基因频率

分布　与对照组相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

２．２．２　病例组ＣＡＰＮ１０基因４３位点基因型、等位基因频率

分布　与对照组相比，病例组的 ＧＧ 基因型频率显著升高

（９０％ｖｓ７５％），差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｇ等位基因频

率也显著升高（９５％ ｖｓ８７．５％），差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表３。

２．２．３　病例组ＣＡＰＮ１０基因６３位点基因型、等位基因频率

分布　与对照组相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表４。

表２　ＣＡＰＮ１０基因１９位点基因型、等位基因频率分布

组别 狀

基因型频率（％）

１１型 １２型 ２２型
χ
２ 犘

等位基因频率（％）

１ ２
χ
２ 犘

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

平衡检验（χ
２值）

对照组 ９５ １０ ４７ ３８ ０．２４ ０．８９ ６７ １２３ ０．０１ ０．９２ ０．４１

病例组 １００ ９ ４８ ４３ ６６ １３４ ０．５８

表３　ＣＡＰＮ１０基因４３位点基因型、等位基因频率分布

组别 狀

基因型频率（％）

ＧＧ型 ＧＡ型 ＡＡ型
χ
２ 犘

等位基因频率（％）

Ｇ Ａ
χ
２ 犘

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

平衡检验（χ
２值）

对照组 １００ ７５ ２５ ０ ４．６８ ０．０３１ １７５ ２５ ０．００８ ７．０５ ２．２１

病例组 １００ ９０ １０ ０ １９０ １０ ０．０１

表４　ＣＡＰＮ１０基因６３位点基因型、等位基因频率分布

组别 狀

基因型频率（％）

ＣＣ型 ＣＴ型 ＴＴ型
χ
２ 犘

等位基因频率（％）

Ｃ Ｔ
χ
２ 犘

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

平衡检验（χ
２值）

对照组 １００ ５８ ３９ ３ １．３６ ０．９８ １５５ ４５ ０．９８ ０．３２ ０．７５

病例组 １００ ６６ ３１ ３ １６３ ３７ ０．０１

３　讨　　论

ＣＡＰＮ１０是钙蛋白酶家族的一员，为细胞内钙依赖的半

胱氨酸蛋白酶，其活性受Ｃａ２＋浓度调节，它存在于包括骨骼

肌、肝脏、胰腺的许多组织中，并在这些组织中广泛表达，参与

多种细胞过程，包括细胞凋亡、增殖和分化等，调节细胞内信号

转导、脂肪细胞代谢和糖代谢等过程［３］。

有研究发现在人类、大鼠等许多哺乳动物体内的组织器官

中均能检测到ＣＡＰＮ１０基因的ｍＲＮＡ，并具有重要的生理作
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用，该基因ｍＲＮＡ在胰、肌肉和肝脏中表达，可能与胰岛素分

泌、胰岛素作用和肝脏中葡萄糖的产生有关［４５］。

近年来各国学者在不同种族中就ＣＡＰＮ１０基因与Ｔ２ＤＭ

的关系进行研究，发现两者的关系有正相关也有负相关，研究

结果存在差异［６８］。

国外学者在对突尼斯人群ＣＡＰＮ１０基因（ＳＮＰ４３、１９、６３）

与Ｔ２ＤＭ相关性研究中发现，仅ＳＮＰ４３位点的等位基因 Ａ

（犗犚＝１．８６）和单倍体组合１２１／２２１（犗犚＝２．３８）增加了该地区

人群患 Ｔ２ＤＭ 的风险，而 ＳＮＰ１９和 ＳＮＰ６３与 Ｔ２ＤＭ 则无

关［６］。此后又有学者对该人群进行大样本研究发现，ＣＡＰＮ

１０基因仅ＳＮＰ１９位点的变异和１１１单倍体组合增加了该地

区人群患Ｔ２ＤＭ的风险，而未发现ＳＮＰ４３和ＳＮＰ６３与Ｔ２ＤＭ

有相关性［７］。

国内学者许青松等［８］研究发现，韩国人群ＣＡＰＮ１０基因

ＳＮＰ分布与白人、美籍墨西哥人
［９］及美籍印第安人等种族间

存在较大差异，与中国［１０１１］和日本［１２］人群较为相近，其１１２／

１２１单倍体组合频率显著高于美籍墨西哥人。王丹等
［１３］对大

连地区汉族人群及陈小盼等［１４］对海南黎族人群的 Ｔ２ＤＭ 研

究中均发现，ＣＡＰＮ１０基因ＳＮＰ４３位点多态性与Ｔ２ＤＭ遗传

易感性无关，提示 Ｔ２ＤＭ 的发生受环境、种族等诸多因素影

响，并具有地域差异。

本研究课题同时对 ＣＡＰＮ１０ 基因 ＳＮＰ１９、ＳＮＰ４３ 和

ＳＮＰ６３位点的多态性进行了观察，结果显示，病例组ＳＮＰ４３位

点的ＧＧ基因型频率和Ｇ等位基因频率均明显高于对照组（犘

＜０．０５），这与孙红霞等
［１１］的研究结果较一致；而 ＳＮＰ１９、

ＳＮＰ６３位点的基因型频率、等位基因频率分布差异均无统计

学意义（犘＞０．０５），这提示ＣＡＰＮ１０基因ＳＮＰ４３位点多态性

与Ｔ２ＤＭ遗传易感性有关，而ＳＮＰ１９、ＳＮＰ６３位点则与Ｔ２ＤＭ

的发生无关。１９位点等位基因１、２在Ｔ２ＤＭ病例组的频率分

布与鲍丽雅等［１５］的研究结果基本一致，显示了在样本量足够

的前提下，相同的基因位点在同一地区、相同种群的研究具有

较好的重复性。从国内外对ＣＡＰＮ１０基因相关研究报道来

看，研究结论大多显示ＣＡＰＮ１０基因４３位点多态性与Ｔ２ＤＭ

遗传易感性有关，而１９、６３位点多态性与Ｔ２ＤＭ 的遗传易感

性无关。

通过上述研究报道及本文研究不难证实，Ｔ２ＤＭ 受环境、

种族、人群等诸多因素影响，并具有显著的地域和种族差异［２］。

究其原因，首先种族、地域、人群差异的影响较大；其次，遗传背

景、环境、多基因对ＣＡＰＮ１０基因的影响较大，在同一个研究

中，病例和对照可能选自不同遗传背景的人群，这种遗传背景

的差异可能导致研究结果的差异；再次，研究对象的样本数量

也可能导致差异的产生，研究对象的样本数量越大，群体代表

性就越大，同时大样本研究会减少研究过程中出现的偶然误

差，而采用小样本研究，这种偶然误差可能会对实验数据产生

较大影响；最后，不同的实验方法也可能对研究结果产生一定

的影响，这在小样本研究中表现得尤为明显。

以上对ＣＡＰＮ１０基因的研究，表明ＣＡＰＮ１０基因与不

同种族Ｔ２ＤＭ遗传易感性相关，说明该基因在Ｔ２ＤＭ 的发病

中可能具有重要的作用，但不同种族人群中存在的影响Ｔ２ＤＭ

遗传易感性的机制尚不清楚，有待进一步更深入的研究。
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