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  [摘要] 目的 分析HLA-G基因多态性与2型糖尿病遗传易感性的相关性。方法 选取2016年1月至

2017年10月在湖北医药学院附属东风医院内分泌科住院的2型糖尿病患者103例为研究对象,健康体检志愿

者321例为对照。提取全血基因组DNA,采用聚合酶链反应(PCR)和Sanger测序法检测 HLA-G
 

rs12722477
位点的基因多态性。结果 HLA-G基因rs12722477位点3种基因型的分布均符合 Hardy-Weinberg平衡

(χ2=5.198,P=0.074)。HLA-G基因rs12722477位点的A等位基因在糖尿病组的频率略高于对照组,但差

异无统计学意义(P=0.054),AA基因型在糖尿病组中出现的频率明显高于对照组(P=0.010)。AA基因型

的淋巴细胞计数高于CC基因型和CA基因型(P=0.006、0.003);AA基因型与CC基因型的糖化血红蛋白水

平比较,差异有统计学意义(P=0.029)。logistic回归分析显示,HLA-G基因rs12722477位点AA基因型在隐性

模型中增加糖尿病的患病风险(OR=3.954,95%CI:1.132~13.811,P=0.031)。结论 HLA-G基因rs12722477
位点多态性与糖尿病的发生有关,AA基因型增加了糖尿病的患病风险,A等位基因为糖尿病的风险基因。
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  [Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

association
 

between
 

HLA-G
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

genetic
 

pre-
disposition

 

of
 

type
 

2
 

diabetes.Methods A
 

total
 

of
 

103
 

patients
 

with
 

type
 

2
 

diabetes
 

who
 

were
 

hospitalized
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

October
 

2017
 

were
 

selected
 

as
 

study
 

subjects,and
 

321
 

healthy
 

physical
 

ex-
amination

 

volunteers
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Whole
 

blood
 

genomic
 

DNA
 

was
 

extracted.The
 

poly-
morphism

 

of
 

HLA-G
 

rs12722477
 

stie
 

was
 

detected
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

and
 

Sanger
 

sequen-
cing.Results The

 

polymorphisms'
 

distribution
 

of
 

HLA-G
 

gene
 

rs12722477
 

stie
 

followed
 

Hardy-Weinberg
 

e-
quilibrium

 

(χ2=5.198,P=0.074).For
 

the
 

HLA-G
 

gene
 

rs12722477
 

stie,the
 

frequency
 

of
  

A
 

allele
 

in
 

the
 

dia-
betic

 

group
 

was
 

longer
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,but
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P=
0.054).The

 

AA
 

genotype
 

appeared
 

more
 

frequently
 

in
 

the
 

diabetic
 

group
 

(P=0.010).The
 

lymphocyte
 

count
 

with
 

AA
 

genotype
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

with
 

CC
 

and
 

CA
 

genotype
 

(P=0.006,0.003).The
 

gly-
cosylated

 

hemoglobin
 

level
 

in
 

AA
 

genotype
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

CC
 

genotype
 

(P=0.029).
Logistic

 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

HLA-G
 

gene
 

rs12722477
 

stie
 

AA
 

genotype
 

increased
 

the
 

risk
 

of
 

diabetes
 

in
 

recessive
 

model
 

(OR=3.954,95%CI:1.132-13.811,P=0.031).Conclusion The
 

rs12722477
 

stie
 

polymorphism
 

of
  

HLA-G
 

gene
 

was
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

diabetes.AA
 

genotype
 

increased
 

the
 

risk
 

of
 

dia-
betes,and

 

A
 

allele
 

was
 

a
 

risk
 

gene
 

for
 

diabetes.
[Key

 

words] diabetes
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2;HLA
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nucleotide;genetic
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sition

 

to
 

disease;correlation
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  糖尿病是由胰岛素分泌相对或绝对不足和(或)
胰岛素作用缺陷所导致的糖、蛋白质和脂肪代谢紊

乱,长期慢性高血糖是其主要特征。2型糖尿病是非

胰岛素依赖型糖尿病,在我国糖尿病患者中占
 

90%~
95%[1]。有研究表明,糖尿病同时也是一种慢性炎症

反应性疾病,先天性免疫系统中各种免疫细胞和炎症

介质的相互作用参与了糖尿病的发生[2-3]。HLA-G
是一种非经典的主要组织相容性复合体Ⅰ类(MHC
Ⅰ类)分子,位于 HLA 复合体6号染色体短臂区

域[4],具有抑制免疫反应、调节免疫耐受等作用。有

证据表明,HLA-G的组织表达可能受 HLA-G基因

的遗传多态性影响[5]。HLA-G分子可能是通过影响

HLA
 

mRNA的稳定性来影响 HLA-G的表达,最终

来影响T淋巴细胞介导的自身免疫反应,如系统性红

斑狼疮、类风湿性关节炎、多发性硬化等[6-7]。考虑到

糖尿病是一种与慢性炎症有关的疾病,本研究旨在评

估HLA-G基因多态性与2型糖尿病的相关性,为疾

病的易感基因研究和遗传诊断积累更多的证据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2016年1月至2017年10月在湖北医药学

院附属东风医院内分泌科住院的2型糖尿病患者为

研究对象,健康体检志愿者为对照。在除外1型糖尿

病及其他类型糖尿病后按 WHO糖尿病专家委员会

(1999)提出的糖尿病诊断标准:空腹血糖大于或等于

7.0
 

mmol/L,或糖尿病症状+随机血糖大于或等于

11.1
 

mmol/L,或葡萄糖耐量试验2
 

h血糖大于或等

于11.1
 

mmol/L。排除标准:甲状腺功能亢进、支气

管哮喘、自身免疫性疾病、慢性结缔组织疾病、急性传

染性疾病、严重肝肾疾病、外科行胃空肠吻合术后、恶
性肿瘤等。糖尿病组103例,其中男59例,女性44
例,平均年龄(63.04±1.07)岁;对照组321例,其中

男165例,女156例,平均年龄(63.15±1.09)。两组

年龄、性别等一般资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。本研究经医院伦理委员会审批,患者及家属

签署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 生化指标检测

所有研究对象抽取静脉血5
 

mL,留取2
 

mL,肝
素抗凝,-80

 

℃冰箱保存至提取DNA。剩余3
 

mL
送至检验科,检测淋巴细胞数、空腹血糖、超敏C-反应

蛋白(HsCRP)、总胆固醇、三酰甘油、高密度脂蛋白胆

固醇(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)、糖化

血红蛋白、肌酐、尿素、胱抑素-C、肾小球滤过率等生

化指标。
1.2.2 基因型分析

取200
 

μL肝素抗凝全血混匀,按照外周血基因

组DNA提取试剂盒说明书提取基因组DNA,试剂盒

购自北京天根生化科技有限公司(DP304-03)。提取

的DNA标本置于-80
 

℃冰箱保存备用。PCR反应

引物由上海生工生物工程有限公司合成,序列如下:
5'-CCAGTGGATGATTGGCTGCG-3', 5'-CCGT-
TCTCCAGGTATCTGTG-3'。PCR 扩增体系为25

 

μL。PCR反应条件:94
 

℃预变性5
 

min,94
 

℃
 

30
 

s、
56

 

℃退火30
 

s、72
 

℃
 

60
 

s进行38个循环,最后72
 

℃
延伸5

 

min。PCR反应完成后将产物送至上海生工生

物工程有限公司进行测序。
1.3 统计学处理

采用SPSS16.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用t检验;计数资料以例数表示,采用

χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 生化指标比较

两组HsCRP、淋巴细胞数等炎症反应指标差异

无统计学意义(P>0.05),空腹血糖、糖化血红蛋白、
总胆固醇、HDL-C、LDL-C、血清肌酐、胱抑素-C、尿
素、肾小球滤过率等差异有统计学意义(P<0.05),见
表1。

表1  两组生化资料比较(x±s)

项目 对照组(n=103) 糖尿病组(n=321) P

HsCRP(mg/L) 3.430±7.480 8.150±23.394 0.069

白细胞计数(×109/L) 6.590±2.623 7.020±2.000 0.138

中性粒细胞数(×109/L) 4.340±2.355 4.620±1.715 0.272

淋巴细胞数(×109/L) 1.670±0.611 1.830±1.327 0.227

单核细胞数(×109/L) 0.420±0.215 0.460±0.161 0.155

糖化血红蛋白(%) 5.930±0.579 7.610±1.506 <0.001

空腹血糖(mmol/L) 5.520±1.227 7.450±2.878 <0.001

总胆固醇(mmol/L) 4.220±1.066 3.760±0.960 <0.001

三酰甘油(mmol/L) 1.470±1.087 1.670±1.135 0.125

HDL-C(mmol/L) 1.120±0.262 1.000±0.242 <0.001

LDL-C(mmol/L) 2.450±0.838 2.070±0.806 <0.001

血清肌酐(μmol/L) 69.820±23.598 77.060±33.300 0.043

尿素(mmol/L) 5.250±1.867 5.580±1.652 0.012

尿酸(μmol/L) 329.530±88.914 329.040±102.917 0.963

胱抑素-C(mg/L) 1.070±0.353 1.240±0.651 0.039

肾小球滤过率(mL/min) 82.210±18.833 75.590±22.373 0.014

2.2 遗传平衡检验

对糖尿病和非糖尿病组进行 Hardy-Weinberg遗

传平衡检验,HLA-G基因rs12722477位点基因型分

布频率比较,差异无统计学意义(χ2=5.198,P=
0.074),符合Hardy-Weinberg遗传平衡定律,研究对

象是遗传平衡群体,具有一定的人群代表性,见表2。
2.3 HLA-G基因rs12722477位点基因型和等位基

因与糖尿病发病的相关性

HLA-G基因rs12722477位点 A等位基因在糖

尿病组的频率高于对照组,但差异无统计学意义(P=
0.054);AA 基因型在糖尿病组中出现的频率更高

(P=0.010),见表3。
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表2  Hardy-Weinberg遗传平衡检验

位点 等位基因 频数
 

基因型
 

频数
 

期望值

rs12722477 C 651 CC 239 250

A 197 CA 173 151

AA 12 23

2.4 不同基因型临床指标比较

AA基因型的淋巴细胞计数高于CC基因型和

CA基因型(P=0.006、0.003)。AA基因型糖化血红

蛋白与 CC基因型比较,差异有统计学意义(P=
0.029)。CC、CA、AA基因型的空腹血糖水平比较差

异无统计学意义(P=0.086)。血清肌酐、血清尿素

氮、胱抑素-C水平和肾小球滤过率在不同基因型间比

较,差异无统计学意义(P>0.05),见图1。
表3  HLA-G基因rs12722477位点等位基因和基因型

   频率在不同组之间的比较

项目 对照组 糖尿病组 OR(95%CI) P

等位基因

 C 503 148 1.418(0.992~2.003) 0.054

 A 139 58

基因型

 CC 187 52

 CA 129 44 1.227(0.774~1.943) 0.384

 AA 5 7 5.035(1.535~16.517)0.010

图1  rs12722477的不同基因型临床指标比较

2.5 logistic回归分析对照组和糖尿病组之间的遗传

模型

与C相比,假定 A是危险等位基因。经过校正

后,构建了3种遗传模型(加性、显性和隐性模型)来
分析基因型与糖尿病的关联。logistic回归分析显示,
HLA-G基因rs12722477位点 AA基因型在隐性模

型中增加糖尿病的患病风险(OR=3.954,95%CI:
1.132~13.811,P=0.031),见表4。
表4  logistic回归分析对照组和糖尿病组之间的遗传模型

rs12722477
基因型频数

CC CA AA
模型 OR(95%CI) P

对照组 187 129 5
显性

隐性

1.455(0.915~2.314)

3.954(1.132~13.811)
0.113
0.031

糖尿病组 52 44 7 加性 1.326(0.823~2.137)0.247

4.466(1.256~15.885)0.021

  显性:CC/AA+CA;隐性:CC+CA/AA:加性:CC/CA/AA。

3 讨  论

  本研究发现,HLA-G 基因rs12722477位点的

AA基因型与糖尿病的发病风险有关。且AA基因型

的糖化血红蛋白水平和淋巴细胞数量明显高于CC基

因型。
糖尿病是一种慢性炎症反应性疾病,先天性免疫

系统中各免疫细胞和炎症介质的相互作用参与了糖

尿病的发生。HLA-G是体内重要的免疫调节分子,
近年来,已有研究报道发现 HLA-G的基因多态性与

心血管疾病的发生具有相关性。BOIOCCHI等[8]的

研究发现,HLA-G
 

3'端的14
 

bp多态性与意大利人群

的冠心病发病率有关,这可能是由于在插入了14
 

bp
后,信使RNA的稳定性下降,导致外周循环的有效

HLA-G浓度下降。重组可溶性 HLA-G1在体外可

能通过Fas/Fas配体途径介导并触发了外周血活化

CD8T细胞的特异性凋亡[9],从而发挥抗炎、免疫抑制

和免疫耐受的作用。在本研究中,糖尿病组患者的
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HsCRP、中性粒细胞数、淋巴细胞数和单核细胞数都

高于对照组,虽然差异无统计学意义,但从某种程度

上能提示糖尿病患者的系统性炎症水平较高。推测

HLA-G基因rs12722477位点的多态性可能通过干

扰炎症水平影响糖尿病的发生。
HLA-G可能还参与内皮细胞的生成与活性调

节[10]。纯化的重组可溶性 HLA-G1能够在体外抑制

内皮细胞的增殖和迁移[11]。这说明除了免疫功能外,
可溶性 HLA-G1还可以调节内皮细胞的活性。在糖

尿病的情况下,高糖诱导了内皮细胞功能障碍[12]。
rs12722477位点的AA基因型可能导致蛋白活性下

降,进一步导致线粒体分裂[13]和氧化应激[14]的加剧。
另外,最近的一项研究表明,HLA-G的14

 

bp基

因多态性与胰岛素抵抗有关,插入型的纯合子有更高

的胰岛素抵抗的稳态模式评估值、白细胞计数和C反

应蛋白的水平[15]。一方面,可能是14
 

bp的多态性与

HLA-G的信使RNA稳定性有关,也就是说插入型的

纯合子导致了外周的活性 HLA-G分子减少[16]。另

一方 面,由 于 HLA-G 有 抗 炎 活 性[17],外 周 活 性

HLA-G分子的减少也导致了外周炎症水平升高,胰
岛素抵抗加重。rs12722477位点位于第4个外显子

上,A/C突变属于错义突变,即亮氨酸突变为异亮氨

酸。笔者推测,蛋白质一级结构的改变可能导致活性

的降低或者丧失,加重炎症反应和胰岛素抵抗。这可

能也是本研究发现 AA基因型的淋巴细胞的数量明

显高于CC基因型的原因。而且有文献表明,正常范

围内白细胞计数的变化与亚临床炎症和心脏代谢风

险有关[18-20]。本研究早期没有设计检测胰岛素抵抗

的相关指标来进一步验证这一假设。
综上所述,HLA-G基因rs12722477位点的多态

性可能是通过影响炎症水平、调节内皮细胞活性和胰

岛素抵抗增加糖尿病的风险。
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