
·论著·

基金项目：山东省医药卫生科技发展计划项目（２０１５ＢＪＹＢ３４）
作者简介：贾少丹，主任医师，Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｓｈａｏｄａｎ１９６５＠１２６．ｃｏｍ
通信作者：刘伟，副主任医师，Ｅｍａｉｌ：Ｌｉｕｗｅｉ７０１０２１＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

Ａｐｅｌｉｎ基因 ｒｓ２２３５３０６多态性与２型糖尿病
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［摘要］　目的　探讨Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６多态性与２型糖尿病早期肾损害的关系。方法　选取１２１例２
型糖尿病患者，根据尿清蛋白与肌酐的比值分为正常清蛋白尿组（ＮＡ组，５８例）和微量清蛋白尿组（ＭＡ组，６３
例）；选择健康志愿者６０名为健康对照组（ＮＣ组）。应用四引物扩增受阻突变体系聚合酶链反应（ＡＲＭＳＰＣＲ）
技术，测定上述三组人群Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６多态性，同时测定血清Ａｐｅｌｉｎ水平及生化指标。结果　（１）ＮＣ
组三种基因型频率分别为ＴＴ４３％、ＴＣ４５％、ＣＣ１２％，等位基因频率为 Ｔ６６％、Ｃ３４％；ＮＡ组相应为 ＴＴ４０％、
ＴＣ４５％、ＣＣ１５％，Ｔ６２％、Ｃ３８％；ＭＡ组相应为ＴＴ３３％、ＴＣ４０％、ＣＣ２７％，Ｔ５３％、Ｃ４７％。ＭＡ组ＣＣ基因型
频率及Ｃ等位基因频率明显高于ＮＣ组（χ２分别为４．５９１、４．０８２，Ｐ值为０．０３２、０．０４３）；ＮＡ组ＣＣ基因型频率及
Ｃ等位基因频率与ＮＣ组比较，差异无统计学意义。（２）糖尿病人群 ＴＣ＋ＣＣ基因型组与 ＴＴ基因型组比较，空
腹胰岛素（ＦＩｎｓ）、胰岛素抵抗指数（ＨＯＭＡＩＲ）和Ａｐｅｌｉｎ水平明显升高（均Ｐ＜０．０５）。（３）多因素回归分析结果
显示，Ａｐｅｌｉｎ与ＨＯＭＡＩＲ和ＢＭＩ正相关（ｔ＝４．０７８和２．０７１，均Ｐ＜０．０５）。结论　Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６位点
Ｃ等位基因携带可能与２型糖尿病早期肾损害有关。

［关键词］　糖尿病，２型；基因表达调控；肾功能不全；白蛋白尿
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　　Ａｐｅｌｉｎ是一种新发现的脂肪因子，是由同一基
因编码的具有不同分子结构的一组内源性活性肽，

它是血管紧张素Ⅱ１型受体相关蛋白（ＡＰＪ）的内源
性配体，该类肽通过作用于 ＡＰＪ参与胰岛素敏感
性、心血管功能、氧化应激及炎症等病理生理过程，

与糖尿病多种微血管并发症关系密切。本研究应用

四引物扩增受阻突变体系聚合酶链反应（ＡＲＭＳ
ＰＣＲ）技术，测定 ２型糖尿病患者 Ａｐｅｌｉｎ基因
ｒｓ２２３５３０６位点多态性，探讨Ａｐｅｌｉｎ在糖尿病肾病发
病机制中的作用。

１　对象和方法
１．１　研究对象　选择２０１６年６月至２０１７年５月
在我院门诊就诊和住院的２型糖尿病患者１２１例为
研究组，诊断符合１９９９年世界卫生组织糖尿病诊断
标准，并根据尿清蛋白与肌酐（ＵＡＣＲ）的比值是否
≥３０ｍｇ／ｇＣｒ，分为正常蛋白尿组（ＮＡ组：ＵＡＣＲ＜
３０ｍｇ／ｇＣｒ）和微量清蛋白尿组（ＭＡ组：ＵＡＣＲ３０～
３００ｍｇ／ｇＣｒ）。其中ＮＡ组５８例，男２７例，女３１例；
年龄范围２８～６５岁，年龄（４８．３±１４．７）岁；ＭＡ组
６３例，男３０例，女３３例，年龄范围２９～６２岁，年龄
（４６．６±１１．５）岁。选择同期健康体检者６０例为健
康对照组，男２８例，女３２例；年龄范围２７～６２岁，
年龄（４７．２±１３．７）岁。并经葡萄糖耐量试验排除
糖尿病。

所有研究对象肝功能、尿素氮和血肌酐均正常，

排除尿路感染和其他肾脏疾病患者。所有参加本研

究者均签署知情同意书。

１．２　研究方法
１．２．１　一般临床指标和生化指标检测　所有研究
对象由专人测量身高、体质量、腰围、血压，计算体质

指数（ＢＭＩ）。各受试者于采血前夜２２：００后禁食，
次晨抽取肘静脉血５ｍＬ，其中３ｍＬ送检生化指标
如空腹血糖（ＦＰＧ）、空腹胰岛素（ＦＩｎｓ）、总胆固醇
（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇
（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）及；余
２ｍＬ在－８０℃冰箱保存，用于 ＤＮＡ提取和酶联免
疫吸附法检测 Ａｐｅｌｉｎ水平。胰岛素抵抗指数
（ＨＯＭＡＩＲ）＝（ＦＰＧ×ＦＩｎｓ）／２２．５。
１．２．２　基因组ＤＮＡ提取　应用美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司
ＤＮＡ提取试剂盒，严格按照试剂盒操作说明提取全

血基因组 ＤＮＡ，提取后的 ＤＮＡ应用微量核酸蛋白
测定仪（ＮａｎｏＶｕｅ超微量分光光度计，英国）进行定
性、定量分析，－８０℃冰箱保存备用。
１．２．３　引物合成　根据Ｇｅｎｅｂａｎｋ中提供的基因组
序列由上海生工生物技术有限公司设计 ＴＡＲＭＳ
ＰＣＲ引物，其中（１）内引物上游引物５′ＣＣＣＣＣＴＧ
ＣＡＣＣＡＴＣＴＧＣＴＴ３′，下 游 引 物 ５′ＧＧＧＡＣＡＧＧ
ＧＡＴＣＴＡＧＴＡＧＣＡＧＧＡＡＧ３′；（２）外引物上游引物
５′ＡＡＧＴＧＧＴＧＣＡＧＧＧＴＡＴＣＣＴＴＧＧＧＴ３′，下游引物
５′ＡＡＧＧＡＧＣＣＡＡＧＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＧＣ３′。
１．２．４　ＤＮＡ扩增条件　ＰＣＲ反应体系总体积
２５μＬ，包括模板 ＤＮＡ１００ｎｇ，四引物各 １μＬ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ），１０×缓冲液 ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ０．５μＬ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ），ＭｇＣｌ２１．５μＬ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），ＴａｑＤＮＡ聚合
酶为０．１５μＬ（５ｕ／μＬ），加双蒸水至２５μＬ。所有
试剂均由 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司提供。ＰＣＲ反应条件：①
９５℃预变性５ｍｉｎ，②９５℃变性３０ｓ，③６１℃退火
３０ｓ，④７２℃延伸６０ｓ，进行３５个循环，最后７２℃
终末延伸１０ｍｉｎ。
１．２．５　扩增产物验证　应用２％琼脂糖制胶，取扩
增产物 １０μＬ进行凝胶电泳，ＥＢ染色，以 ＤＬ
６００ＤＮＡ片段长度为参考标准，使用培清 ＪＳ７８０Ａ
全自动凝胶成像分析仪观察电泳结果并拍照保存。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数
据分析，使用 χ２ 检验分析各 组 Ａｐｅｌｉｎ基 因
ｒｓ２２３５３０６位点基因型及等位基因频率是否符合
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。计量资料以 ｘ±ｓ表示，组间
比较采用ｔ检验。计数资料比较采用 χ２检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６位点多态性结果　ＰＣＲ
产物电泳后于２０８ｂｐ和４５８ｂｐ处出现两条带者为
野生纯合型 ＴＴ；于２９５ｂｐ和４５８ｂｐ处出现两条带
者为突变纯合型ＣＣ；于２０８ｂｐ、２９５ｂｐ和４５８ｂｐ处
出现三条带者为突变杂合型ＴＣ。见图１。
２．２　三组研究对象 Ａｐｅｌｉｎ基因 ｒｓ２２３５３０６位点多
态性比较　三组研究对象 Ａｐｅｌｉｎ基因 ｒｓ２２３５３０６位
点的基因型和等位基因频率均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡（Ｐ＞０．０５）。ＭＡ组 ＣＣ基因型频率及 Ｃ等位
基因频率明显高于ＮＣ组（χ２值分别为４．５９１、
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　　注：Ｍ为ＤＬ６００ｍａｋｅｒ；１、２、５为ＣＣ基因型；３为ＴＴ基因型；４、６

为ＴＣ基因型

图１　Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６位点多态性

４．０８２，Ｐ值为０．０３２、０．０４３）；与ＮＡ组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＮＡ组ＣＣ基因型频率及Ｃ
等位基因频率与 ＮＣ组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见表１。
２．３　糖尿病组 Ａｐｅｌｉｎ基因 ｒｓ２２３５３０６位点多态性
与其他临床指标的关系　由于人群 ＣＣ型基因分布
频率少，因此采用 ＴＣ＋ＣＣ与 ＴＴ比较。糖尿病组
ＴＣ＋ＣＣ基因型与 ＴＴ基因型比较，ＦＩｎｓ、ＨＯＭＡＩＲ

和Ａｐｅｌｉｎ水平明显升高（均Ｐ＜０．０５）。见表２。
２．４　Ａｐｅｌｉｎ的影响因素分析　以Ａｐｅｌｉｎ为因变量，
年龄、腰围（ＷＣ）、ＢＭＩ、收缩压（ＳＢＰ）、舒张压（ＤＢＰ）、
ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ、ＦＰＧ、ＦＩｎｓ、ＨＯＭＡＩＲ为自变
量的多元逐步回归分析显示 Ａｐｅｌｉｎ与 ＨＯＭＡＩＲ和
ＢＭＩ正相关（ｔ＝４．０７８、２．０７１，均 Ｐ＜０．０５），因此，
ＨＯＭＡＩＲ和ＢＭＩ是Ａｐｅｌｉｎ的独立相关因素（ｒ２分别
为０．１４８和０．１７１，均Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　Ａｐｅｌｉｎ与其他指标的多元逐步回归分析

指标 β Ｓｔｄ．Ｅｒｒｏｒ β′ ｔ值 Ｐ值
ＨＯＭＡＩＲ １４．７２５ ３．６１１ ０．３５０ ４．０７８＜０．００１
ＢＭＩ ６．６５３ ３．２１３ ０．１７８ ２．０７１ ０．０４１

３　讨论
糖尿病肾病是糖尿病的主要微血管并发症之

一，起病隐匿，以微量清蛋白尿为早期表现，其确切

的发病机制目前尚未完全阐明。许多研究显示细胞

因子和炎性反应参与了糖尿病肾病的发生和发

展［１２］。Ａｐｅｌｉｎ是１９９８年被发现的一种脂肪因子，
与血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）同源，具有降血压、增强心
肌收缩力、促进胰岛素分泌及垂体激素的释放等多

表１　糖尿病亚组和健康对照组Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６位点多态性分布比较［例（％）］

组别 例数
基因型频率分布

ＴＴ ＴＣ ＣＣ

等位基因频率分布

Ｔ Ｃ

ＮＣ组 ６０ ２６（０．４３） ２７（０．４５） ７（０．１２） ７９（０．６６） ４１（０．３４）

ＮＡ组 ５８ ２３（０．４０） ２６（０．４５） ９（０．１５） ７２（０．６２） ４４（０．３８）

ＭＡ组 ６３ ２１（０．３３） ２５（０．４０） １７（０．２７）ａ ６７（０．５３） ５９（０．４７）ｂ

　　注：与ＮＣ组比较，ａχ２＝４．５９１，Ｐ＜０．０５；ｂχ２＝４．０８２，Ｐ＜０．０５

表２　糖尿病组Ａｐｅｌｉｎ基因ｒｓ２２３５３０６位点多态性与其他临床指标的关系（ｘ±ｓ）

组别 例数 年龄（岁） ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ＷＣ（ｃｍ） ＳＢＰ（ｍｍＨｇ） ＤＢＰ（ｍｍＨｇ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＣ＋ＣＣ ７７ ４７．１±１１．９ ２６．０±２．４ ９１．３±７．７ １３２．８±１５．２ ８１．９±１３．７ ５．３７±１．２０ １．９１±１．１１

ＴＴ ４４ ４７．７±１２．４ ２５．３±１．９ ８９．７±８．５ １２９．４±１２．７ ７７．９±１１．８ ４．９６±１．８６ １．８０±１．３７

ｔ值 ０．２４１ １．５８７ １．０４３ １．２５８ １．６２８ １．８０４ ０．４８８

Ｐ值 ０．８１０ ０．１１５ ０．２９９ ０．２１１ ０．１０６ ０．０７４ ０．６２６

组别 例数 ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＦＢＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＦＩｎｓ（ｍＵ／Ｌ） ＨＯＭＡＩＲ Ａｐｅｌｉｎ（ｎｇ／Ｌ）

ＴＣ＋ＣＣ ７７ １．４９±０．５６ ３．５７±０．８０ ７．８７±１．０３ １５．１６±４．６６ ５．３８±２．０６ ３７５．５８±８１．４８

ＴＴ ４４ １．４５±０．５１ ３．５０±１．０７ ７．７３±０．９６ １３．１５±４．０７ ４．５７±１．６９ ３２４．６２±７５．８５

ｔ值 ０．３８４ ０．３５５ ０．７５２ ２．３７６ ２．２３６ ３．３９３

Ｐ值 ０．７０２ ０．７２４ ０．４５３ ０．０１９ ０．０２７ ０．００１

　　注：ＢＭＩ为体质指数，ＷＣ为腰围，ＳＢＰ为收缩压，ＤＢＰ为舒张压，ＴＣ为总胆固醇，ＴＧ为三酰甘油，ＨＤＬＣ为高密度脂蛋白
胆固醇，ＬＤＬＣ为低密度脂蛋白胆固醇，ＦＰＧ为空腹血糖，ＨＯＭＡＩＲ为胰岛素抵抗指数，下表同
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种生物学效应［３５］。研究发现 Ａｐｅｌｉｎ不仅参与了众
多心血管疾病的发生发展，而且在肥胖相关疾

病———２型糖尿病中起重要作用。此外，Ａｐｅｌｉｎ还
与肾脏疾病也有一定的关系。

　　Ａｐｅｌｉｎ表达分布广泛，在肾脏组织和血管内皮
细胞都有表达。体外研究表明ＡｐｅｌｉｎＡＰＪ系统以自
分泌或旁分泌的方式诱导内皮细胞增殖，促进新生

血管形成［６］。Ｚｈａｎｇ等［７］研究发现Ａｐｅｌｉｎ通过促进
肾小球上皮细胞增殖和增加肾小球毛细血管的通透

性两方面在糖尿病肾病发生中发挥作用。曾翔俊

等［８］的研究也表明 Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ在２型糖尿病小鼠
及２型糖尿病患者肾脏组织中表达上调，上调表达
的Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ系统促进肾小球微血管内皮细胞形
成血管样结构并促进２型糖尿病小鼠肾小球毛细血
管增生，从而参与糖尿病肾病的发生发展。人类

Ａｐｅｌｉｎ基因位于Ｘ染色体ｑ２５２６．１段，含有３个外
显子和 ２个内含子，ｍＲＮＡ长度是 ２６７３ｂｐ。
ｒｓ２２３５３０６位点存在于 Ａｐｅｌｉｎ基因启动子区，存在
ＴＣ的变异，本研究发现ＭＡ组ＣＣ基因型及Ｃ等位
基因频率高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ＮＡ组 ＣＣ基因型
频率及Ｃ等位基因频率与ＮＣ组比较差异无统计学
意义，因此推测 Ａｐｅｌｉｎ基因 ｒｓ２２３５３０６位点 Ｃ等位
基因携带可能与２型糖尿病早期肾损害有关。

胰岛素抵抗是早期糖尿病肾病的独立危险因

素，而Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ系统与肥胖、胰岛素抵抗密切相
关。Ｋｒｉｓｔ等［９］研究发现肥胖、胰岛素抵抗患者的血

清Ａｐｅｌｉｎ水平明显升高，而且减少脂肪组织 Ａｐｅｌｉｎ
的表达有助于提高胰岛素敏感性。国内黎英荣

等［１０］研究发现血清 Ａｐｅｌｉｎ浓度与血清胰岛素水平
和ＨＯＭＡＩＲ呈正相关。本研究结果显示糖尿病组
人群ＴＣ＋ＣＣ基因型组与 ＴＴ基因型组比较，ＦＩｎｓ、
ＨＯＭＡＩＲ和Ａｐｅｌｉｎ水平明显升高，多元逐步回归分
析显示 ＨＯＭＡＩＲ和 ＢＭＩ是 Ａｐｅｌｉｎ的独立相关因
素，提示Ａｐｅｌｉｎ与胰岛素抵抗密切相关。因此，推
测Ａｐｅｌｉｎ可能在糖尿病肾病的发生、发展中发挥作
用。

Ａｐｅｌｉｎ是一种新发现的调节肽，目前关于Ａｐｅｌｉｎ

和ＡＰＪ在基因水平与疾病的相关性研究尚未普遍
开展，因此，Ａｐｅｌｉｎ基因多态性与糖尿病肾病的相关
性机制还需进行大样本的深入研究和探索。
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（５）：１３２２１３２３．
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