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目的
!

探讨
;V7

基因启动子区单核苷酸多态性与
1

型糖尿病发病风险和血清
;44.4J

水平的相关性&方法
!

利用

7C

T

EC,"D f@++4??@

L

7V3

分型检测技术!对该院
0(-

例
1

型糖尿病患者"病例组$和
2%%

例健康体检人员"对照组$

;V7

的
'

个启

动子区单核苷酸多态性位点"

?+)/(

%

?+-$0)0$--

和
?+'/01-'/

$进行基因分型并分析两组间分布情况#检测糖尿病患者
;44.4J

水

平&用
!

1 检验统计分析病例组和对照组!病例中
;44.4J

阳性组和阴性组的
7V3

位点基因型频率分布!采用非条件
R"

<

#+A#5

回

归分析!校正性别%年龄影响!计算比数比"

EG

$和
(2̂

置信区间"

1J

$!评价多态性位点与
1

型糖尿病易感性和血清
;44.4J

水平

的相关性&结果
!
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基因型在病例组的分布频率分别为
2/&-2̂

%

1/&--̂

和
$1&0-̂

!在对照组的分布频率分别

为
2%&0%̂

%

'2&)%̂

和
$0&%%̂

!两组间差异有统计学意义"

!
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%&%2

$#且相对于
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基因型!

KK

基因型者患糖尿病的

危险性减少!风险度
EG

值为
%&'2

"

(2̂ 1J
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4K

各基因型在
;44.4J

阳性患者的分布频率与
;44.4J

阴

性患者比较差异有统计学意义"
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%&%2

$&结论
!

中国人群
;V7

基因
?+)/(

位点多态性与中国人群
1

型糖尿病发病风险相关!并

且可能与
;44.4J

水平相关&
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型糖尿病是一种典型的多基因疾病#受多种遗传因素影

响'
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(

)胰岛素释放功能在
1

型糖尿病发病过程中扮演重要作

用'

0.2

(

)编码基因
;V7

位于
$$

号染色体上#人体内有多种形式

的
;V7

可能会与免疫系统相互作用#胰岛素自身抗体$

;44

&是

一组能与胰岛素结合的抗体#表位定位于
;V7

的
6

链#绝大部分

与胰岛素结合成复合物而使胰岛素失去生物活性)因此#

;44

的测定能为糖尿病提供重要的治疗方案依据#也是评价药用胰

岛素的一个理想指标)本文探讨血清
;44

水平与
;V7

基因多

态性之间的关系#以期为确定胰岛素治疗的最佳时机和个性化

治疗提供数据和理论基础)基因的启动子区遗传多态性是调

节基因表达的主要作用机制)在生物信息学分析的基础上#从

!J7V3

数据库选取了
;V7

基因启动子区的
'

个单核苷酸多态

性$

7V3

&位点)在
0(-

例患者与
2%%

例正常对照人群中进行

这
'

个
7V3

位点的基因分型和血清中
;44

水平的检测)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

选择自
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$

1%$$

年就诊于重庆市长寿区
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重庆医学
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作者简介'李泉$
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学相关抗体研究)



人民医院
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型糖尿病患者血液样本
0(-

例$病例组&#正常血液

标本
2%%

例$对照组&)患者均为重庆市及其周边区域的汉族

居民#相互间无血缘关系)所有病例经临床资料检查确诊#正

常对照为同期健康体检人员)病例组男
1%/

例#女
1/(

例#平

均年龄$

)1&01c$0&/(

&岁%对照组男
1)0

例#女
1')

例)平均

年龄$

2(&00c$2&11

&岁)本研究中病例组和对照组年龄匹配#

差异无统计学意义$
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&)在获得患者知情同意后#抽取

外周静脉血
$

$
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#置于
Z-%\

保存)本研究通过院伦理

委员会批准)

A&B
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方法
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位点的选择
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个
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基因的启动子区#并在
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数据

库数据中显示有多态性)
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个位点基因型在两组中分布频率
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A&B&B
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8V4

的提取
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取外周静脉血
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"

R

#用
8V4

提取试

剂盒$天根生物技术有限公司#

K;4V@D

H

:C,"D#58V4Y#A

&

提取
8V4

$按说明书操作&#

8V4

保存于
Z-%\

备用)
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引物设计与合成
!

根据
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基因的目标序列和所选

择的单核苷酸多态性位点#用
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软件设计针对这
'

个位点的
3N>

扩增引物及延伸引物#

其中特异性扩增引物序列为
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质谱阵列

技术对
;V7

基因启动子区
7V3

位点进行基因分型)具体步骤

如下!$

$

&提取纯化后的基因组
8V4

样品定量稀释#按设计顺

序加样于
'/0

孔板上#然后添加
3N>

扩增体系使反应物的终

浓度如下!
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的
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聚合酶#
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基因组
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#各
1&2
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D"R

的
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引物#

1&2 DD"R

的脱氧核糖核苷三磷酸

$

!VK3
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反应条件为!

(2\ $2D#,

#然后
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个循环的

(2\1%+

#

2)\'%+

#

-1\'%+

)剩余的
!VK3

经添加
%&'[

的虾碱性磷酸酶$

743

&去除)$

1

&单碱基延伸反应通过添加

2&0

H

D"R

的延伸引物#
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"

D"R

的双脱氧核苷 三 磷 酸

$

!!VK3

&混合物#

%&2[

的
KFC?D"+C
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EC,@+C8V4

聚合酶#反

应条件为
(0\1D#,

#然后
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个循环的
(0\2+

#

2%\2+

#

-1\2+

)反应产物用树脂脱盐
1%D#,

后经自动点样仪点样

于
7

H

C5A?"Nd;3

$

7C

T

EC,"D

&芯片)点样后的芯片用基质辅助

激光解吸附电离飞行时间质谱$

7

H

C5A?">Q48Q>

#

7C

T

EC,"D

&

检测)此外对
8V4

样品进行质量控制#保证基因分型成功率

大于
(2̂

)
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血清抗体检测
!

已确诊
1

型糖尿病患者于抽血

前停用药物治疗
0/F

#于第
'

天上午进行
-2

<

葡萄糖$

'%%DR

水&耐量试验$

S:KK

&)取
%D#,

时的血清标本对
;44

水平进

行蛋白芯片检测#具体方法严格按照说明书操作)

A&C

!

统计学处理
!

对病例组和对照组基因型分布频率进行

d@?!

L

.gC#,JC?

<

平衡检验后#采用
7377$'&%

统计软件分析#

先利用
!

1 检验对各位点等位基因及不同基因型进行频率分布

有无差异分析)根据
;44

检测结果#对
;44

抗体阳性组和

;44

抗体阴性组
7V3

位点的基因型频率分布差异进行
!

1 检

验#再根据广义遗传模型#显"隐性遗传模型#利用非条件
R".

<

#+A#5

回归对不同基因型计算相应
EG

值及
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值)检验水准为
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9%&%2

#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果

B&A

!

7V3

位点
?+)/(

多态性结果
!

研究通过对两组
?+)/(

的

基因分型#发现
44

*

KK

*
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各基因型在病例组的分布频率与

对照组的比较差异有统计学意义$

"

$

%&%2

&#见表
$

)且相对

于
44

基因型#

KK

基因型者患糖尿病的危险性减少#风险度

EG

值为
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%&$/
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KK
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4K

各基因型

在
;44.4J

阳性患者的分布频率与
;44.4J

阴性患者比较差

异有统计学意义$

"

$
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&#见表
1

)相对于
44

基因型#

KK

基因型者
;44.4J

阳性率显著上升)
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基因型分布及其与糖尿病
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易感性的关系"
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&
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位点
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多态性结果
!

通过对中国人群

?+-$0)0$--

的基因分型#发现
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*
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*

N:

各基因型在病例组

的分布频率与对照组比较差异无统计学意义$

"
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&#见表
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各基因型在
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阳性患者的分布频率与
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阴性患者的分布频率比较差异无统计学意义$
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分布频率与对照组比较差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&#见表
2

)

NN

*

::

*

N:

各基因型在
;44.4J

阳性患者的分布频率与

;44.4J

阴性患者的分布频率比较差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&#见表
)

)

表
2

!!

?+'/01-'/

基因型分布及其与糖尿病

!!!

易感性的关系 "

!

%

^

&#

?+'/01-'/

基因型
病例组

$

!90(-

&

对照组

$

!92%%

&

!

1

"

NN '0(

$

-%&11

&

'))

$

-'&1%

&

%&'$'

%

%&%2

:: '1

$

)&00

&

!

00

$

/&/%

&

!

N: $$)

$

1'&'0

&

!

(%

$

$/&%%

&

表
)

!!

?+'/01-'/

基因型分布及其与糖尿病患者

!!!

;44.4J

水平的关系"

!

%

^

&#

?+'/01-'/

基因型
;44.4J

阳性

$

!9''

&

;44.4J

阴性

$

!90)0

&

!

1

"

NN 10

$

-1&-'

&

'12

$

-%&%0

&

%&1/0

%

%&%2

:: 1

$

)&%)

&

'%

$

)&0-

&

N: -

$

1$&1$

&

$%(

$

1'&0(

&

C

!

讨
!!

论

糖尿病是由遗传因素*免疫功能紊乱*微生物感染及其毒

素*自由基毒素*精神因素等等各种致病因子作用于机体导致

胰岛素供应不足或胰岛素在靶细胞不能发挥正常生理作用下#

使体内糖*蛋白质*脂肪*水和电解质等一系列代谢发生紊乱的

临床综合征'

$

#

)

(

)胰岛素释放功能在
1

型糖尿病发病过程中

扮演重要作用)其中#临床上诊断为
1

型糖尿病的患者中有一

部分是自身免疫性糖尿病)这些自身抗体谷氨酸脱羧酶抗体

$

:48.4J

&*抗胰岛细胞抗体$

;N4

&*

;44

可引起胰岛
(

细胞自

身免疫功能损害#逐渐发展为胰岛
(

细胞功能衰竭#需胰岛素

治疗#趋向与
$

型糖尿病的临床表现#血清
:48.4J

*

;N4

*

;44

等自身抗体阳性#此类
1

型糖尿病也被称为成人隐匿性自身免

疫糖尿病$

I@AC,A@EA"#DDE,C!#@JCAC+#,@!EIA

#

R484

&

'

1

#

-

(

)

;44

是一组能与胰岛素结合的抗体#它不是糖尿病患者体内

的特异性抗体#其阳性检出率不及
:48.4J

和
;N4

'

'

(

)

;44

绝大部分与胰岛素结合成复合物而使胰岛素失去生物活性)

因此
;44

的测定能为糖尿病提供重要的治疗方案依据#也是

评价药用胰岛素的一个理想指标)

胰岛素由胰腺
(

细胞分泌#可刺激卵巢间质细胞分泌雄激

素#有抑制卵泡凋亡*减少闭锁的作用)胰岛素编码基因
;V7

位于
$$

号染色体上#在
2U

端
$0

$

$2J

H

处存在可变数目串联

重复$

M@?#@J#I#A

L

#,AFC,EDJC?"GA?@,!CD?C

H

C@A+

#

eVK>

&的

小卫星'

0

#

/

(

)

eVK>

的序列和长度多样性#使得
;V7

基因在体

内转录增加#且长度越长#转录活性越强#从而影响
;V7

的分

泌'

2

(

)人体内有多种形式的
;V7

可能会与免疫系统相互作

用#

;44

表位定位于
;V7

的
6

链)

_E

等'

(

(研究发现非肥胖糖

尿病$

VS8

&小鼠在
/

周龄时即表达
;44

#且其浓度与发生糖

尿病的风险正相关)

;44

在糖尿病患儿中是最早出现的自身

抗体之一#阳性率很高)

启动子区遗传多态性是调节基因表达的主要作用机制)

本文探讨血清
;44

水平与
;V7

基因的表达量之间的关系#以

期为确定胰岛素治疗的最佳时机和个性化治疗提供数据和理

论基础)在生物信息学分析的基础上#从
!J7V3

数据库选取

了
;V7

启动子区的
'

个
7V3

位点)己有的一些研究证实了

;V7eVK>

基因多态性与儿童期的
6f;

值有关联#而且与脐

血中胰岛素样生长因子
'

$

;:a.

'

&水平相关#但未发现其多态

性与脐血胰岛素的相关'

$%

(

)已有文献报道
;V7eVK>

与

?+)/(

在非洲人裔中存在紧密连锁现象'

$$

(

#并且在白种人*日

本人群中一致率达
((&)̂

以上'

$1.$'

(

)但该位点多态性与糖尿

病及胰岛素水平的相关性国内外均未有报道)检测的另外两

个位点#本研究中未发现其多态性与糖尿病易感性及
;44.4J

水平相关)

综上所述#

;V7

基因
?+)/(

位点可能是糖尿病的易感基因

位点#并且可能与
;44.4J

水平相关)但是#由于国内外关于

该位点的报道很少#因此#有关
;V7

基因
?+)/(

位点多态性与

糖尿病易感及
;44.4J

水平相关性的研究尚需大规模*多地域

的人群流行病学的研究来进行综合对比#以进行更深入的研究

探讨)
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硬膜外麻醉复合丙泊酚靶控输注镇静避免患者术中
d>

及

f43

的升高)此外#硬膜外麻醉复合丙泊酚靶控输注镇静可

明显降低术中或术后寒战的发生率#不增加患者术后恶心呕吐

或术中低血压等不良反应)

尽管硬膜外麻醉镇痛效果确切#而患者
d>

及血压在术中

仍有明显的升高#这可能与硬膜外麻醉对手术牵拉或其他刺激

的抑制不足及手术室环境引起的患者焦虑紧张有关'

$$

(

)复合

丙泊酚镇静的患者于镇静开始表现则为
d>

和血压一定程度

的降低#术中较为稳定)尽管丙泊酚本身对心脏功能具有一定

抑制作用#但鉴于镇静所用剂量较小#推测患者该表现与丙泊

酚消除其心理应激有关)前期研究亦表明#神经阻滞或椎管内

麻醉复合镇静可减轻手术引起的患者血流动力学波动#有利于

维持循环功能稳定'

$1

(

)徐倩等'

$'

(小样本研究发现#硬膜外麻

醉复合右美托咪定镇静可安全应用于盆底重建术#稳定患者围

术期血流动力学)本研究明确了丙泊酚镇静在硬膜外麻醉下

盆底重建术中应用的可行性)

镇静深度的监测是保证全麻药物用于辅助镇静安全的必

要措施)本研究采用实时
6;7

监测及
S44

"

7

评分评估患者

镇静深度#指导调整丙泊酚靶控输注剂量#维持患者
6;7

值于

)2

$

/%

#

S44

"

7

评分于
'

分)本研究发现#尽管术中患者镇静

程度维持较为平稳#但丙泊酚靶控输注血浆浓度存在一定差

异)研究表明#硬膜外麻醉及手术刺激均可能影响患者
6;7

监

测及镇静深度评估#硬膜外麻醉可以增强丙泊酚镇静作

用'

$0.$2

(

)该结果提示#丙泊酚用于辅助镇静时应依据手术操

作及麻醉进展调整其输注速度或用量#以维持平稳的镇静水

平)在监测镇静下#本研究中仅
1

例患者出现短暂性呼吸抑

制#均在托下颌通气后即好转)

综上所述#在镇静深度监测下#丙泊酚靶控输注镇静复合

硬膜外麻醉用于中老年盆底功能障碍患者盆底重建手术可减

轻患者术中应激#具有良好的可行性及安全性#呼吸抑制可能

是需要重点关注的不良反应)
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