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　　摘　要：目的　探讨广西汉族人群单核细胞趋化蛋白１基因２５１８Ｇ／Ａ（ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ）多态性与糖尿病肾病（ＤＮ）的关系。

方法　将１３０例２型糖尿病患者按ＤＮ诊断标准分为ＤＮ组与糖尿病非肾病（Ｔ２ＤＭ）组，另选健康体检者８０例作为健康对照组

（ＮＣ组）。应用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术分析各组基因型及等位基因频率的分布。结果　ＤＮ组

的收缩压（ＳＢＰ）、舒张压（ＤＢＰ）、尿微量清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）、肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）值均高于ＮＣ组及Ｔ２ＤＭ组（犘＜０．０５）。

ＤＮ组与Ｔ２ＤＭ 组、ＮＣ组之间基因型分布差异有统计学意义（犘＜０．０１），ＤＮ组患者ＧＧ基因型频率和Ｇ等位基因频率均显著高

于ＮＣ组和Ｔ２ＤＭ组（犘＜０．０１，犘＜０．０５）。与ＮＣ组相比，携带Ｇ等位基因者发生ＤＮ的相对风险度增加１．４０６倍（犘＜０．０１，

９５％犆犐：１．１１２～１．７７７），携带Ｇ等位基因的ＤＮ患者血清三酰甘油（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）及低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）水平显

著高于不携带者（犘＜０．０５）。结论　ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ多态性与广西地区汉族人群ＤＮ的发病存在相关性，Ｇ等位基因可能是

ＤＮ发病的遗传易感基因。
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　　单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）是由内皮细胞、血管平滑肌

细胞和单核巨噬细胞分泌的一种趋化因子，与糖尿病肾病

（ＤＮ）的发生关系密切。ＭＣＰ１可趋化单核巨噬细胞于糖尿

病肾组织中，介导溶酶体释放，产生氧自由基，加剧肾小球基底

膜增厚和细胞外基质堆积，进而发展为肾小球硬化和间质纤维

化［１］。近来研究发现 ＭＣＰ１基因转录起始位点２５１８的Ｇ／Ａ

多态性可影响 ＭＣＰ１的转录及表达水平
［２］，与ＤＮ的发病可

能存在相关性。本研究以广西地区汉族人群为研究对象，对其

ＭＣＰ１基因２５１８Ｇ／Ａ多态性进行分析，探讨 ＭＣＰ１基因多

态性与ＤＮ的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取在桂林医学院附属医院确诊的２型糖尿

病患者１３０例，均符合１９９９年 ＷＨＯ制定的糖尿病诊断及分

型标准。根据ＤＮ诊断标准：尿微量清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）＞

３０ｍｇ／２４ｈ或血肌酐（Ｃｒ）＞１３３μｍｏｌ／Ｌ，尿素氮（ＢＵＮ）＞７．８

ｍｍｏｌ／Ｌ，排除原发性泌尿系统疾病、其他慢性疾病引起的继发

性肾病以及使用肾毒性药物者，将其分为：ＤＮ组６２例，男３５

例，女２７例，平均年龄（５９．６８±１１．７１）岁；糖尿病非肾病

（Ｔ２ＤＭ）组６８例，男３８例，女３０例，平均年龄（５８．９７±１２．１０）

岁。另外选择健康体检者８０例作为健康对照组（ＮＣ组），其
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中男４６例，女３４例，平均年龄（５８．０３±１１．８０）岁，均排除感

染、心血管疾病、糖尿病及相应疾病家族史。以上３组均为广

西地区汉族人群，无血缘关系，且年龄性别匹配。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　受试者空腹肘正中静脉取血５ｍＬ用ＥＤ

ＴＡ抗凝，其中２ｍＬ在－２０℃保存，用于提取ＤＮＡ，另３ｍＬ

分离并提取血浆，用于酶法检测Ｃｒ、ＢＵＮ、三酰甘油（ＴＧ）及总

胆固醇（ＴＣ）等生化指标，提取血细胞检测糖化血红蛋白

（ＨｂＡ１ｃ）。

１．２．２　ＭＣＰ１基因多态性的检测　（１）基因组ＤＮＡ提取：取

外周静脉血２ｍＬ（ＥＤＴＡ抗凝），用全血ＤＮＡ提取试剂盒（上

海捷瑞生物公司）抽提基因组ＤＮＡ，－２０℃保存；（２）目的基

因扩增：利用等位基因特异性扩增（ＡＳＡ）技术，引物序列经查

基因库并参考文献设计，由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。上游引物：５′ＣＣＧＡＧＡＴＧＴＴＣＣＣＡＧＣＡＣＡＧ

３′，下游引物：５′ＣＴＧＣＴＴＴＧＣＴＴＧＴＧＣＣＴＣＴＴ３′。聚

合酶链反应（ＰＣＲ）反应使用ＰＣＲ反应试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司）：模板ＤＮＡ２μＬ，上下游引物各１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ

混合液２μＬ，高保真ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２

１．７５μＬ，高保真ＰＣＲ酶混合液０．１５μＬ，灭菌去离子水补足至

２５μＬ。ＰＣＲ循环条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性５０

ｓ，５６℃退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，重复３４个循环，最后７２℃

延伸１０ｍｉｎ；（３）扩增产物的限制性酶切：取ＰＣＲ扩增产物１０

μＬ，加入限制性内切酶ＰｖｕⅡ１μＬ，１０×快速消化缓冲液２

μＬ，去离子水１７μＬ，在３７℃水浴５ｈ。酶切产物经２％琼脂糖

凝胶电泳，在紫外灯下观察结果。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据处理。运

用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验确认研究样本的群体代表性。计

量资料用狓±狊表示，计数资料用率（％）表示。各组间数据的

比较依据资料的性质，用狋检验、方差分析，组间基因型及等位

基因频率的比较用χ
２ 检验。基因型与疾病发病的相对危险程

度用比数比（犗犚）及９５％可信区间（犆犐）来表示，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组临床资料的比较　与 ＮＣ组相比，ＤＮ组的收缩压

（ＳＢＰ）、舒张压（ＤＢＰ）、空腹血糖（ＦＰＧ）、ＨｂＡ１ｃ、ＵＡＥＲ、Ｃｒ、

ＢＵＮ、ＴＧ、ＴＣ的值均升高（犘＜０．０５）。ＤＮ组的ＳＢＰ、ＤＢＰ、

ＵＡＥＲ、Ｃｒ、ＢＵＮ值均高于Ｔ２ＤＭ 组（犘＜０．０５）。３组间体质

量指数（ＢＭＩ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白

胆固醇（ＬＤＬＣ）值比较差异无统计学意义。见表１。

２．２　ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ基因多态性的琼脂糖凝胶电泳分析　

ＭＣＰ１基因ＰＣＲ扩增后，产物片段大小为９３０ｂｐ，根据限制

性内切酶ＰｖｕⅡ酶切片段的情况，基因型分为３种：野生型纯

合子ＡＡ出现一条带（９３０ｂｐ），突变型纯合子ＧＧ出现两条带

（７０８ｂｐ、２２２ｂｐ），杂合子ＡＧ出现三条带（９３０ｂｐ、７０８ｂｐ、２２２

ｂｐ）。见图１。

　　１、２：ＡＡ基因型；３、４：ＧＧ基因型；５、６：ＡＧ基因型；Ｍ：ＤＮＡ标准

相对分子质量。

图１　　ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ基因多态性电泳图

２．３　３组 ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ基因型和等位基因频率分布情况

　经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律检验 ＭＣＰ１基因２５１８位点

基因型分布符合遗传平衡定律，符合等位基因频率在不同种族

人群中的分布。ＤＮ组 ＭＣＰ１基因２５１８基因型分布及等位

基因频率与ＮＣ组及Ｔ２ＤＭ组比较差异有统计学意义，ＤＮ组

ＧＧ基因型及Ｇ等位基因频率显著高于 ＮＣ组（χ
２
１＝８．８４７，

犘１＜０．０５；χ
２
２＝８．０７３，犘２＜０．０１）；ＤＮ组ＧＧ基因型及Ｇ等位

基因频率显著高于 Ｔ２ＤＭ 组（χ
２
１＝６．１９８，犘１＜０．０５；χ

２
２＝

５．１０３，犘２＜０．０５）。与ＮＣ组比较，携带Ｇ等位基因的个体患

ＤＮ的相对风险增加１．４０６倍（犘＜０．０１，９５％犆犐：１．１１２～

１．７７７），而Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ组相比，其基因型频率和等位基因

频率差异无统计学意义。见表２。

２．４　ＤＮ组 ＭＣＰ１２５１８各基因型间血糖、血压、血脂水平比

较　ＤＮ组中ＧＧ＋ＡＧ基因型者的血清ＴＧ、ＴＣ及ＬＤＬＣ水

平均显著高于 ＡＡ基因型（犘＜０．０５），而ＦＰＧ、ＳＢＰ、ＤＢＰ及

ＨＤＬＣ值比较差异均无统计学意义。见表３。

表１　　３组间临床资料的比较（狓±狊）

组别 狀 ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ＳＢＰ（ｍｍＨｇ） ＤＢＰ（ｍｍＨｇ） ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨｂＡ１ｃ（％） ＵＡＥＲ（ｍｇ／２４ｈ）

ＮＣ组 ８０ ２３．４５±１．５７ １２５．７５±６．０９ ７５．００±７．５２ ４．３６±０．５２ ４．４９±０．５４ １６．１３±２．３６

Ｔ２ＤＭ组 ６８ ２４．５０±１．８３ １３６．０４±７．３３ ８５．５０±５．６８ ８．９３±０．８８ ９．０６±１．３０ ２１．７７±３．４１

ＤＮ组 ６２ ２４．０３±１．７５ １４３．３１±７．５３△ ９７．２５±６．７９△ ９．４１±１．０９ ９．２３±１．０９ ２８８．８４±６９．１１△

续表１　　３组间临床资料的比较（狓±狊）

组别 狀 Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ组 ８０ ６０．４０±６．７５ ４．０４±０．４５ １．０７±０．０９ ４．１１±０．２７ １．１６±０．２４ ２．４５±０．１６

Ｔ２ＤＭ组 ６８ ８２．６９±１２．２３ ４．４７±０．８７ ２．１７±０．３４ ４．６３±０．５７ １．０９±０．２４ ２．５６±０．３８

ＤＮ组 ６２ １１９．８１±２２．４４△ ７．３６±０．９７△ ２．２８±０．３２ ４．９４±０．５６ １．０６±０．１６ ２．６１±０．４４

　　：犘＜０．０５，与ＮＣ组比较；△：犘＜０．０５，与Ｔ２ＤＭ组比较。
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表２　　３组 ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ基因型和等位基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率分布

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因频率分布

Ａ Ｇ

ＮＣ组 ８０ ３１（３８．８） ３１（３８．８） １８（２２．５） ９３（５８．１） ６７（４１．９）＃

Ｔ２ＤＭ组 ６８ ２４（３５．３） ２７（３９．７） １７（２５．０） ７５（５５．１） ６１（４４．９）＃

ＤＮ组 ６２ １０（１６．１） ３１（５０．０） ２１（３３．９） ５１（４１．１） ７３（５８．９）

　　：犘＜０．０５；＃：犘＜０．０１，与ＤＮ组比较。

表３　　ＤＮ组 ＭＣＰ１２５１８各基因型间血糖、血压、血脂水平比较（狓±狊）

基因型 狀 ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＳＢＰ（ｍｍＨｇ） ＤＢＰ（ｍｍＨｇ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＡＡ １０ ９．３７±０．８６ １４０．３±７．６３ ９５．８±７．９５ ２．１４±０．２３ ４．６１±０．３７ １．１３±０．２０ ２．４２±０．３４

ＧＧ＋ＡＧ ５２ ９．５９±０．８２ １４４．７±５．４９ ９９．２±６．５５ ２．４２±０．３２ ４．９９±０．４１ ０．９９±０．１７ ２．７４±０．４３

　　：犘＜０．０５，与ＡＡ基因型比较。

３　讨　　论

ＤＮ是常见的糖尿病慢性微血管并发症之一，其基本病理

改变为肾小球系膜细胞增殖、肾小球基底膜增厚、细胞外基质

增多和肾小球硬化；在功能上表现为高滤过、高灌注状态以及

肾小球滤过屏障改变［３］。近年研究发现糖尿病外周血单核细

胞上 ＭＣＰ１的表达水平与尿清蛋白排泄率呈正相关
［４］，ＭＣＰ

１ｍＲＮＡ及蛋白质的表达明显高于正常肾组织，并与肾损害程

度呈正相关，提示 ＭＣＰ１可能参与了肾小球的损伤，是ＤＮ发

生、发展的危险因子。Ｒｏｖｉｎ等
［５］通过基因测序发现了 ＭＣＰ１

转录起始位置的多态性位点２５１８（Ｇ／Ａ）和２０７６（Ａ／Ｔ），而其

基因启动子区２５１８位点存在３种基因型：野生型纯合子 ＡＡ、

杂合子ＡＧ和突变型纯合子ＧＧ，构成了 ＭＣＰ１基因的单核苷

酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）现象。同时有

研究发现 ＭＣＰ１的远端调控区２５１８Ｇ／Ａ 多态性可影响

ＭＣＰ１表达，Ｇ（２５１８）等位基因与 ＭＣＰ１的含量增加有关，

含Ｇ者较ＡＡ基因型具有更高的血浆ＭＣＰ１含量
［６］。可能是

由于２５１８位点靠近ＩＬｌβ反应增强区的两个ＮＦκＢ结合修饰

区，区域内的任何一个基因突变都会阻断ＩＬｌβ诱导的 ＭＣＰ１

活性。因此，２５１８位点一个单核甘酸改变可能改变ＩＬｌβ增

强子的构象，从而影响 ＭＣＰ１的表达
［７８］。

目前，已发现 ＭＣＰ１转录起始位点２５１８的基因多态性与

酒精性慢性胰腺炎、心肌梗死、子宫内膜癌等多种疾病的发生

存在相关性［９１１］，ＭＣＰ１基因启动子区域的２５１８位点的ＳＮＰ

还影响人类胰岛 ＭＣＰ１基因表达和功能
［１２］。本研究将 ＮＣ

组、Ｔ２ＤＭ组及ＤＮ组３组人群 ＭＣＰ１２５１８Ｇ／Ａ基因型和等

位基因频率进行比较，发现其基因型分布有显著性差异，ＤＮ

组的ＧＧ基因型频率和Ｇ等位基因频率均显著高于 ＮＣ组和

Ｔ２ＤＭ组（犘＜０．０１，犘＜０．０５），携带Ｇ等位基因者发生ＤＮ的

相对风险度增加１．４０６倍（犘＜０．０１，９５％犆犐１．１１２～１．７７７），

提示 ＭＣＰ１基因２５１８Ｇ／Ａ多态性与广西地区汉族人群 ＤＮ

的发病有相关性，Ｇ等位基因可能是 ＤＮ发病的遗传易感基

因。同时本研究还发现，Ｇ等位基因携带者的血清ＴＧ、ＴＣ及

ＬＤＬＣ水平均显著高于ＡＡ基因型者（犘＜０．０５），说明携带Ｇ

等位基因者更容易引起血脂代谢异常。目前，已发现ＤＮ患者

处于高血糖状态常伴随血脂代谢紊乱［１３］，即 ＨＤＬＣ降低，

ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ及 ＶＬＤＬＣ升高，而 ＬＤＬＣ更易被氧化成

ＯＸＬＤＬＣ，刺激 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达，且异常的脂质成分可上

调巨噬细胞膜上的 ＭＣＰ１受体ＣＣＲ２的表达，促使 ＭＣｓ产生

ＭＣＰ１，引起肾小球内募集过多活化的单核细胞，导致肾小球

硬化的发生。因此携带Ｇ等位基因者更易引起血脂代谢异常

从而促进ＤＮ的发生、发展。

但是，关于 ＭＣＰ１基因多态性与糖尿病及肾脏疾病的相

关性研究仍存在争议。于南南等［１４］的研究发现一 ＭＣＰ１Ｇ

（２５１８）等位基因可能是２型糖尿病发生的危险因素，ＭＣＰ１

基因多态性可能与２型糖尿病的发生有一定的相关性。而

Ｋａｒａｄｅｎｉｚ等
［１５］研究发现 ＭＣＰ１Ａ（２５１８）等位基因为２型糖

尿病进展的独立危险因素，ＡＡ基因型和Ａ等位基因可能决定

糖尿病易感性。韩国的一项研究也显示Ａ等位基因与糖尿病

肾衰竭显着相关［１６］，在某些人群中，Ａ等位基因可能更关系到

糖尿病肾病的发展。已有研究发现 ＭＣＰ１２５１８位点的基因

型分布及等位基因频率可能因地域和种族的不同存在差异，因

此，对 ＭＣＰ１基因多态性与相关疾病进行研究时应考虑种族

和地域性差异的影响［１７］。

综上所述，研究不同基因型在人群中的分布，有助于从基

因水平更深刻的阐明各种疾病在不同种族、不同性别人群中存

在不同发病率和不同临床表现的内在机制。ＤＮ遗传易感性

模式至今尚不清楚，研究结果也不尽一致，可能与研究策略、研

究人群和ＤＮ发病机制本身的复杂性等因素有关。本研究发

现 ＭＣＰ１基因多态性与广西地区汉族人群ＤＮ的发病存在相

关性，Ｇ等位基因可能是ＤＮ发病的遗传易感基因，但是对于

ＭＣＰ１基因多态性在ＤＮ发生发展过程中的确切机制仍有待

进一步的研究。
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