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甘露糖结合凝集素基因与中国北方汉族
人群2型糖尿病的关系

张娜娜 马爱霞程平庄茂强 曹菲菲 陈兴栋 李淑元 吕明

【摘要】 目的探讨甘露糖结合凝集素(MBL)基因与中国北方汉族人群2型糖尿病

(1r2DM)的关系。方法收集318例北方汉族T2DM患者和448名血糖正常健康对照，应用多重

SNaPshot技术检测MBL2基因rsl800450、rsl800451和rsll003125位点多态性。logistic回归分析

该基阒变异和其他危险因素对T2DM的作用。Haploview软件对3个位点进行连锁不平衡分析和

单倍型分析。结果rsl80045l位点检测到的基因型均为CC，在病例和对照中均不存在变异，

rsl800450和rsll003125位点多态性的分布符合Hardy—Weinberg平衡。rsl800450多态位点基因

型频率和等位基因频率在病例组和对照组中分布的差异均有统计学意义(P=O．006和P=0．003)，

rsll003125多态位点基因型频率和等位基肉频率的差异也均有统计学意义(P=0．010和P=

0．004)。多元logistic回归模型分析显示超重、中心性肥胖、高胆固醇血症是T2DM的危险因素。

携带rsl800450位点GG基因型以及rsll003125位点(GC+cc)基因型患T2DM危险显著增高。

单倍型分析结果显示rsl800450和rsll003125单倍型构成为GC患糖尿病的风险明显增高(OR=

2．2I．95％C／：1．47～3．33。P=0．000)。结论 MBL2基因第l外显子墙1800450多态、启动子

rsll003125多态与T2DM可能相关。携带rsl800450位点G等位基因以及rsll003125位点C等位

基因可能是汉族人群发生T2DM的危险因素。
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The study involved 3 l 8 type 2 diabetic patients and 448 normoglycemic controls．The variances of
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by logistic regression method．Linkage disequilibrium and Hapiotype measulws weTe computed in all
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frequencies of Exonl IS,1800450 polymorphism as well as(GC+CC)genotype frequencies of

rsll003125 polymorphism in MBL2 COIlfefred increased risks for type 2 diabetes．Haplotype analyses

of the two SNPs(船l 800450．rs l l 003 I 25)revealed similar e行ects嬲compared with the single SNP

associations．Only haplotype constructed from GC alleles confcfred increased trends for type 2 diabetes

(OR=2．2 1．95％C／：1．47—3．33．P----0．000)．Conclusion Our result suggested that t11e Exonl

rs l 800450 polymorphism and promoter region rs l l 003 l 25 polymorphism in MBL2 gene were both

associated with type 2 diabetes in the Chinese population living in the northern areas of China．11圮G

allele ofrsl800450 and C allele ofrsll003125 might be the risk factors oftype 2 diabetes．

【Key words】Type 2 diabetes mellitus；Genetic polymorphism；Mannose·binding—lectin 2

gene；Chinese population

糖尿病是复合病因的综合征，发病与遗传、自身

免疫及环境因素有关⋯。甘露糖结合凝集素2

(MBL2)基因在人体自身免疫系统中起着重要作用，

最近发现与胰岛素抵抗相关，且在l型糖尿病微血管

病变和妊娠糖尿病的发生发展中起重要作用【2J】。目

前关于MBL2基因与2型糖尿病(T2DM)的报道较

少，本研究旨在探讨MBL2基因外显子1上的54密

码子rsl800450、57密码子rsl80045l以及启动子区

域rsll003125多态是否与中国北方汉族人群T2DM

的发生存在关联。

对象与方法

1．纳入标准：样本来自2010年3月至2011年3

月在山东大学齐鲁医院收集的糖尿病病例(病例组)

和体检人群(对照组)。T2DM诊断标准为空腹血糖

(FPG)>17．0 mmoUL或近期服用降糖药或注射胰岛

素者，去除l型糖尿病和妊娠糖尿病等其他类型糖

尿病患者；空腹血糖受损(IGF)诊断标准为6．1

mmol／L≤FPG<7．0 mmol／L且餐后2 h血糖<7．8

mmol／L。对照组筛选标准：按照与病例性别、年龄

匹配的原则筛选去除患有高血压、糖尿病、血脂异常

等慢性病的体检人群．所有研究对象无血缘关系。

2．人体基本参数测定：应用ZT-120型仪测定身

高、体重(无法站立的患者询问其亲属)，测定腰围

(wc)、臀围．计算BMI(kg／m2)、腰臀比(wHR)；被

检者在安静环境下休息5—10 min，使用电子血压计

测量右上肢肱动脉血压，取3次测量的均值。

3．血样测定：所有受试对象均在前夜禁食后于

晨抽取空腹肘静脉血5 ml。其中2 mI抗凝血12 000

r／min离心4 min，分离血浆和血细胞，分装于EP

管，一20℃保存，用于基因组DNA提取[采用小量全

血基闲组DNA快速提取试剂盒(北京艾德莱生物科

技有限公司)抽提基因组DNA，检测DNA浓度。标

化至10 ng／I．d]；3 ml非抗凝血当日分离血清，用于生

化指标检测[由山东大学齐鲁医院检验科采用日立

717S全自动生化分析仪测定．包括酶比色法测定

FPG、甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)等]。

4．MBL2基因多态性检测：采用多重SNaPshot

(multiplex SNaPshot)分型技术检测。

(1)引物设计：应用PrimerPremier 5．0软件设计

PCR引物和延伸引物，由英潍捷基(上海)贸易有限

公司合成引物(表1)。

表1 SNP位点的PCR和延伸引物序列

SNP位点 引物序列

rsl800450 F TGAGTNrGGTGGCAGCGTCm
R CGTACCTGGTrCCCCCTll．r

Y 1’rnl．rT．GCAAAGATGGGCGTGATG

rsl8∞45l F TGAGTATGGTGGCAoCGTCnA

R CGTACCTGGTrCCCCCTTTT

Y TACCTGGTTCCCCC丁rrrCT

rsl l∞3125 F GCTGAAAGCTGGTGATCCAAA

R GGAGGAGGArrCAAGGCAA(汀

Y丁兀1Tr几1Tr几1TrnlTr兀TTr九Tr几广11-r

Trrr兀’GCTTCCCCTTGGTG丁r兀jA

注：F为PCR上游引物；R为PCR下游引物；Y为延伸引物

(2)聚合酶链反应扩增：PCR反应体系(8 Ftl)包

括10×buffer 0．8¨l，MgCl2(25 mmol／L)0．5“l，

dNTP混合物(10 mmolFL)1 pl。引物混合物0．1“l，
Faststar Tag酶0．15¨l，DNA模板l“l(10 ng／lal)，

ddH20 4．45“l。采用Touchdown PCR反应程序：

95℃预变性15 min；94℃变性20 S，62℃退火
40 S．一0．5℃／循环，72℃延伸90 S，共11个循环；然

后94℃变性20 S，57℃退火30 S，72℃延伸90 S，共

22个循环；最后72 cC延伸5 min。反应产物纯化：取

2¨l的PCR产物加入l“l虾碱酶SAP(Promega公
司)和0．2 ttl外切酶(Exon I)，反应体系混匀，37℃

反应80 min，75 oC 15 min失活虾碱酶。

(3)SNaPshot反应：反应体系(6 V,I)包括5×
buffer 1．2 pl，Snapshot master mix l¨l(ABI公司)，

延伸引物混合物2 p1．纯化PCR产物l“l。ddH：O
0．8 lal。反应程序包括96℃预变性l min，96℃变性

10 S，52℃退火5 S，60℃延伸30 S，共28个循环。

单碱基延伸反应产物的纯化是在上述反应体系中加

入l IIl虾碱酶，反应体系混匀．37℃80 min．75℃
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15min。

(4)DNA测序：l¨l纯化产物加入9肛1分子质量

内标GeneSean—120 LIZ lizl20(Applied Biosystems)

和甲酰胺hidi的混合物(8．8“l hidi+0．2肛l

lizl20)，混匀，由ABl3130基因分析仪毛细管电泳分

析，运行Peak Scanner Software(Version 1．0)记录测

序结果。SNaPshot基凶分型结果见图1。

3

注：红色：T．蓝色：G。黑色：C。绿色：A；I：exonl处+230bp：

GA等位基因型(rsl800450)；2：exonl+239 bp：CC等位基因型

(rsl800451)；3：启动子区域一550bp：GC等位基因型(m11003125)

图1 MBL2基内外显子+230 bp、+239 bp和启动子区域

一550 bp的波形和基因型

5．统计学分析：比较两组临床资料，连续性资

料经正态性检验，服从正态或近似正态分布采用

；±s表示，组间比较用t检验和方差分析；偏态分布

用中位数和四分位数间距表示，组问比较应用秩和

检验。计数资料用z 2检验，计算MBL2基因

rsl800450、rsl800451、rsll003125多态位点基因型

频率和等位基因频率，确定是否符合Hardy—

Weinberg平衡，应用)c2检验进行组间比较。采用多

元logistic回归模型分析不同基因型频率分布及相

关危险因素与糖尿病的关系，P<0．05(双侧检验)作

为具有统计学意义的标准。以上数据分析均采用
SAS 9．1软件。运用Haploview软件分别计算3个多

态性位点间的连锁不平衡并分析两组样本的单倍型

频率。

结 果

1．临床资料：病例组318例(男147例，女171

例)，平均年龄(60．56±12．15)岁；对照组448例(男

198例，女250例)，平均年龄(61．96±11．45)岁。两

组年龄、性别、吸烟的差异无统计学意义，BMI、WC、

臀围、WHR、SBP、FPG、TG、TC的差异有统计学意

义(P<0．001)。见表2。

2．基因型频率和等位基因频率的分布特点：两

组中采用SNP分型技术检测rsl800451的基因型均

表2病例组和对照组一般临床资料

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)，其余为i土s；

l mill Hg=0．133 kPa

为CC，且不存在变异；两组的rsl800450和
rsl 1003 125基因型分布均符合Hardy．Weinberg平衡

(P>O．05)。其中病例组rsl800450位点GG、GA、

AA基因型频率分别为78．3％、20．4％、1．3％，G和A

等位基因频率分别为88．5％、11．5％；对照组GG、

GA、AA基因型频率分别为67．8％、30．6％、1．6％，G

和A等位基因的频率分别为83．1％、16．9％。三类基

因型及等位基因频率在两组分布的差异有统计学意

义(P=0．006和P=O．003)，rsll003125位点基因型

和等位基因的频率在两组间分布的差异均有统计学

意义(P=0．010和P----O．004)。见表3。

表3 rsl800450、rsll003125多态位点基因型

与等位基闪频率的分布

基因型 GG 249

(78．31
GA 65

(20．4)

AA 4

(1．3)

等位基因G 563

(88．51

A 73

(1I．5)

显性模型GG 249

(78．3)

GA+69

AA(21．7)

304

(67．8l

137

(30．61
7

(1．6)

745

(83．1)
15l

(16．9)

304

(67．91

144

(32．11

O．006

O．∞3

0．∞2

GG 47

(14．81

GC 169

(53．1)
CC 102

(32．1)

10l

(22．51

235

(52．51
112

(25．01

G 263 437

(41．4)(48．8)

C 373 459

(58．6)(51．2)

GG 47

(14．81

GC+271

CC(85-2)

IOI

(22．5)

347

(77．5)

0．010

O．004

O．∞7

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)

3．不同基因型的临床指标比较：病例组和对照

组rsl800450位点(GA+AA)基因型与GG基因型的
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差异有统计学意义(P=0．002)。比较二类基因型在

各临床指标中的分布，结果显示GG基因型的SBP、

FPG、TG、TC指标高于(GA+从)基因型，其中SBP
和FPG的差异有统计学意义，尸值分别为0．020和

0．008。巧11003125位点(GC+CC)基因型(突变后)

和GG基因型在临床指标分布的

结果显示：(GC+CC)基因型在

BMI、WHR、SBP、FPG、TG、TC指

标中高于GG基因型，其中仅FPG

的差异有统计学意义(P=

0．022)。见表4。

4．与T2DM关系的多元

logistic回归分析：为明确MBL2
基因11s1800450、rsl 1003125不同

基因型及各种临床生化指标是否

为T2DM的独立危险因素，应用

logistic回归模型进行分析，采用
逐步回归法拟合模型，变量入选

标准为0．05，剔除标准为0．1，纳

入逐步回归模型中的初始变量有

rsl800450基因型、体11003125基

因型、年龄、性别、BMI、血压、TC、

TG、WHR，最终被入选的因素有

BMI、WHR、TC及基因型。校正

年龄、性别后1800450位点携带

GG基因型患糖尿病的风险是携

带(GA+AA)基因型的1．82倍

()C 2=9．29，P=0．002，OR=1．82，

Estimated power为0．9263，按Na=0．05的检验水

准，发现病例对照艘值为1．8，这种差异的能力为
92．63％(作者注：病例对照设计时是按照年龄、性别

频数匹配的原则，因病例还未收集结束，计算效能时

是按照非匹配的原则)。

表4 MBL2基因rsl800450、rsll003125多态性不同基冈型问的临床指标

注：同表2

95％c，：1．23．2．67)，rsll003125位点携带(G-C+

CC)基因型患糖尿病的风险是携带GG基因型的

1．52倍()c 2=3．45，P=O．030，OR=I．52，95％c，：

1．00。2．35)。见表5。

5．位点连锁不平衡和单倍型分析：rsl800450与
rsl 1003125存在高度连锁不平衡。由图2可见LD

的颜色为深红色，两位点存在强烈的连锁不平衡

(D’=1且LOD≥2)，对连锁不平衡结果进行验证。

LD的颜色为深灰色，这两个位点的连锁不平衡有统

计学意义。进一步对rSl800450与rsll003125构造

单倍型并进行分析．结果显示若两位点单倍型构成

为GC，患糖尿病的危险增加2．2l倍(f=14．5l，P=

0．000。OR=2．21，95％c，：1．47—3．33)。GG和AG单

倍型构成的差异无统计学意义(表6)。

6．效能检验：根据本研究中病例组、对照组的样

本量及检验水准．将现有参数输入SAS程序后。算得

襄5 MBL2基因rs1800450、rsll003125与DM影响因素的

多元logistic回归分析

注：校正年龄、性别
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图2 rsl800450与rsll003125位点连锁不平衡分析

表6 MBL2基因rsl800450、rsl 1003125单倍型构成晤t～㈣删：s揣伽值(9s％C1)P值
G C O．584 0．51 1 2．21(1．47—3．331<O．0001

G G O．301 0．321 1．06(0．76—1．47) O．736

A G O．1 12 O．167 0．80(O．59一1．10、 O．175

注：校正年龄、性别

讨 论

MBL是一种与先天免疫防御相关的血清凝集

素，通过结合微生物上的不同糖配体，利用MBL丝

氨酸蛋白酶激活第3种补体通路(凝集素通路)，进

而发挥调理吞噬、凝集细菌及诱导炎症反应的作

用b1。已有的研究表明MBL不足与系统性红斑狼

疮和风湿性关节炎等自身免疫疾病相关D≈]，近年来

国外研究进一步说明MBL不足与1型糖尿病哺J、妊

娠糖尿病n】、糖尿病肾病n】、胰岛素抵抗和肥胖【93相

关，MBL通过诱导炎症和激活补体系统可能参与糖

尿病血管并发症的发生¨引。有研究表明，血清MBL

的水平主要受MBL2基因结构决定，并受启动子区

基因的活性的调节哺]，位于exonl上的54密码子上

的rsl800450位点(B基因型)、57密码子上的

rsl800451位点(C基因型)、52密码子上的

rs5030737位点(D基因型)错义突变与MBL功能缺

陷相关哺】o

MBL基因位于10号染色体长臂(10q11．2一

q21)，其中MBLl基因为假基因，只有MBL2基因编
码蛋白质产物，目前已知有6处基因多态位点n¨，外

显子l上3个多态位点(B、C和D基因型)，启动子区

和5’端一550 G，C(肌)、一221／C(Y，)()和+4(n(P／
Q)。这些基因多态位点的发生频率在不同种族中

分布存在差异，D等位基因最为罕见且种族差异不

明显，B等位基因在欧洲人、亚洲人群和爱斯基摩人

群中的分布频率为0．1l～0．25，而在非洲和澳大利亚

土族人群中极为罕见。相反，c等位基因在欧洲人、

亚洲人群和爱斯基摩人群中均罕见，而在非洲人群

中却高达O．22n引。施红等¨3埘中国5个民族的MBL
基因多态调查结果显示，汉族人群B等位基因频率

为18．1％，未发现C、D等位基因；谷翔等¨引报道湖北

地区汉族人群B等位基因频率12．0％，也未发现C、

D等位基因，因此选择了B等位基因作为研究对

象。选择rsl800451的原因主要是想验证是否与上

述文献报道结果相一致。本研究对rsl800450和

rsl80045l多态分型后在病例组和对照组的B等位

基因频率分别为11．48％和16．85％，也未发现C等位

基因，与国内文献报道结果一致，表明B等位基因是

中国汉族人群MBL2外显子l区的主要变异体。由

于MBL2基因功能缺陷除了与外显子1相关外，还

受到启动子区域调控，启动子区域的rsll003125位

点及外显子l上的rsl800450、rsl800451位点均为在

国外其他人群研究中的阳性位点。因此，本研究以

MBL2基因rsl800450(B基因型)、rsl800451(C基因

型)和rsll003125(一550 G／C)为研究对象，进一步探

讨该变异与我国北方汉族人群T2DM的关系。

本研究采用多重单碱基延伸SNP分型技术

(multiplex SNaPshot)，对318例T2DM患者和448例

对照进行基因分型，发现rsl800450位点在A等位基

因及rsll003125位点在C等位基因显性遗传模型

下，差异有统计学意义()C2=10．11，P=0．002；)C2=

7．19，P=0．007)，rsl800450位点G等位基因和
rsl 1003 125位点C等位基因在病例组的频率显著高

于对照组(P=0．003和P=0．004)，这说明G等位基

因和C等位基因与中国北方汉族人群T2DM相关，

参与了发生发展过程。Muller等b1对土著人和白种

人研究结果也显示，携带rsl800450位点G等位基因

和rsll003125位点C等位基因增加了T2DM的患病

风险。进一步比较rsl800450位点不同基因型临床

生化指标的差异，结果提示G等位基因可能增加了

高血糖和高血压的风险，A等位基因可能是血糖、血

压和血脂的保护因素。多元logistic回归模型在校

正了年龄、性别后，显示BMI、wHR、TC和不同基因

型与T2DM存在关联，携带rsl800450位点GG基因

型患T2DM的风险是携带(GA+从)基因型的1．82
倍，rsl800450位点突变之前的基因型为GG，突变后

为GA和从，变异后的A等位基因是亿DM的保护
因素，携带璐11003125位点(GC+CC)基因型患

T2DM的风险是携带GG基因型的1．52倍，
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rsll003125位点突变之后的基因型为(GC+CC)，变

异后的C等位基冈是T2DM的危险因素。单倍型分

析的结果进一步证实了个体如果同时携带

rsl800450位点G等位基因和rsll003125位点C等

位基因则患糖尿病的危险性大大增加(OR=2．21，

P<0．0001)。传统危险因素如超重、中心性肥胖和高

胆同醇血症则是T2DM的独立危险因素。目前对

MBL2基因与T2DM关系报道结果不一致。国内对

MBL2基因与T2DM的研究较少，秦映芬等¨纠对

MBL2基因54密码子与T2DM的研究发现。MBL2基

因rs l 800450多态可能与T2DM及其大血管并发症无

关，但血清MBL水平升高可能与T2DM大血管并发

症发生有关。国外很多研究证实了血清MBL水平与

T2DM及并发症存在关联。尽管血清MBL水平受

MBL2基因结构的影响，但不排除受到机体其他因素

如炎症、感染等的影响。该结果提示在今后的研究中

不仅要从遗传学的角度还要考虑到血清学指标对

T2DM的影响。Muller等D’对患T2DM的土著印第安

人(n=3723)和阿米什人(n=486)的研究发现，

MBL2通过激活骨骼肌的脂肪酸氧化参与代谢并影

响胰岛素的分泌¨刮，在调整年龄、性别、家族史后，

rsl800450和rsll003125多态与T2DM的易感性仍相

关联，这种关联同样存在于美洲原住印第安人和高加

索人中。本研究结论与Muller等的报道一致。

综上所述，由于T2DM致病机制复杂，MBL2基

因与糖尿病关联的生理学机制仍未清楚，但之前的研

究已经说明了MBL2基因在炎症反应中发挥着双重

作用¨引。本研究只是探讨MBL2基因外显子l上的

rsl800450和rsl80045l突变以及启动子rsll003125

多态与中国汉族人群T2DM的关联，而糖尿病是—个

多基因疾病，在今后的研究中可以联合检测血清甘露

糖水平以及其他相关基冈的突变对糖尿病的影响，更

为客观的反映MBL2基因与糖尿病的关联性。本研

究是以医院为基础收集的病例对照人群，难免存在选

择偏倚。此外，由于MBL2基因的变异存在种族差

异，我国是一个多民族的国家，因此关于MBL2基因

与T2DM的关系可在多个民族中继续验证。
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