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结合珠蛋白基因多态性对糖尿病血管并发症的影响研究*
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  [摘要] 目的 探讨结合珠蛋白(Hp)基因多态性在2型糖尿病(T2DM)血管并发症中的作用。方法 抽

取2016年8月至2018年11月该院建档T2DM男性患者403例,根据有无血管并发症和合并血管并发症的类

型进行分组。无血管并发症的对照(DM)组82例,合并血管发并症组321例,合并血管发并症组再分为单纯糖

尿病肾病(DN)组75例、单纯糖尿病眼病(DR)组33例、DN+DR组65例、心血管病(CVD)组47例、CVD+
DN+DR组101例。采用PCR-SSP技术进行Hp基因分型,并将合并血管并发症各组 Hp等位基因和基因频

率与DM 组进行比较。分析 Hp基因分型差异组的临床生化指标。结果 DN 组、DN+DR组、CVD组、
CVD+DN+DR组分别与DM组比较,Hp基因型及等位基因频率差异均无统计学意义(P>0.05)。与DM组

比较,DR组有更高的Hp2-2基因型频率(P<0.05)、更低的TG水平(P<0.01)、更高的年龄(P<0.01)和TC
水平(P<0.01)。结论 Hp2-2基因型男性T2DM患者可能更易发生DR。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

haptoglobin
 

(Hp)
 

gene
 

polymorphism
 

in
 

type
 

2
 

diabe-
tes

 

(T2DM)
 

vascular
 

complications.Methods Four
 

hundred
 

and
 

three
 

cases
 

of
 

male
 

T2DM
 

patients
 

regis-
tered

 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

August
 

2016
 

to
 

November
 

2018
 

were
 

selected.They
 

were
 

grouped
 

according
 

to
 

the
 

presence
 

of
 

vascular
 

complications
 

and
 

the
 

type
 

of
 

vascular
 

complications.There
 

were
 

82
 

cases
 

in
 

the
 

control
 

(DM)
 

group
 

without
 

vascular
 

complications,and
 

321
 

cases
 

in
 

the
 

vascular
 

complications
 

group.The
 

vascular
 

complications
 

group
 

was
 

further
 

divided
 

into
 

the
 

simple
 

diabetic
 

nephropathy
 

(DN)
 

group
 

(n=75)and
 

the
 

simple
 

diabetic
 

eye
 

disease
 

(DR)
 

group
 

(n=33),DN+DR
 

group
 

(n=65),cardiovascular
 

disease
 

(CVD)
 

group
 

(n=47)
 

and
 

CVD+DN+DR
 

group
 

(n=101).PCR-SSP
 

technology
 

was
 

used
 

for
 

Hp
 

genotyping,and
 

the
 

Hp
 

alleles
 

and
 

gene
 

frequencies
 

of
 

each
 

group
 

with
 

vascular
 

complications
 

were
 

compared
 

with
 

those
 

of
 

the
 

DM
 

group.The
 

clinical
 

biochemical
 

indexes
 

of
 

Hp
 

genotype
 

difference
 

group
 

were
 

analyzed.Results There
 

were
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

Hp
 

genotype
 

and
 

allele
 

frequency
 

between
 

DN
 

group,DN+DR
 

group,CVD
 

group,CVD+DN+DR
 

group
 

and
 

DM
 

group
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

DM
 

group,the
 

DR
 

group
 

had
 

higher
 

rate
 

of
 

Hp2-2
 

genotype
 

(P<0.05),lower
 

TG
 

level
 

(P<0.01),older
 

age
 

(P<0.001)
 

and
 

higher
 

TC
 

level
 

(P<0.01).Conclusion Male
 

T2DM
 

patients
 

with
 

Hp2-2
 

genotype
 

may
 

be
 

more
 

likely
 

to
 

develop
 

to
 

DR.
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  糖尿病是由复杂的遗传-环境相互作用引起的一

种常见慢性临床综合征,严重威胁人类健康[1]。中国

是世界上糖尿病人口最多的国家,也是世界上糖尿病

发病率上升最快的国家之一[2]。研究发现糖尿病患
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者发生微血管病变和大血管病变的风险显著高于非

糖尿病患者[3]。我国糖尿病的主要类型为2型糖尿

病(T2DM)。T2DM 的发病机制和糖尿病血管并发

症与炎症及氧化应激有关[4-5]。结合珠蛋白(Hp)是一

种急性时相蛋白,与通过溶血或正常红细胞周转释放

到循环中的血红蛋白特异性结合,结合的复合物被巨

噬细胞上清除受体CD163介导的内吞作用降解从而

发挥抗氧化和抗炎作用[6]。近年来多个研究报道 Hp
基因分型与糖尿病血管并发症有关[7-9]。并认为 Hp
基因型可用于糖尿病患者的个性化抗氧化治疗[7]。
研究亦报道糖尿病血管并发症的风险与性别有关[10]。
虽然不同人群中血管并发症与 Hp的关系已有报道,
但结果尚不清楚。本研究描述了中国北方汉族男性

T2DM患者Hp基因多态性与各血管并发症的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料

抽取2016年8月至2018年11月本院建档男性

T2DM患者403例为研究对象,平均年龄(60.52±
8.23)岁,平均BMI(26.03±2.75)kg/m2。所有患者

均符合1999年世界卫生组织糖尿病诊断标准:空腹

血糖(FPG)≥7.0
 

mmol/L、餐后2
 

h血糖(2
 

h
 

PG)≥
11.1

 

mmol/L 或 糖 化 血 红 蛋 白 (HbA1c)≥47.5
 

mmol/L(6.5%)。本研究经本院伦理委员会批准同

意,患者及家属均知情同意并签署知情同意书。纳入

标准:(1)男性;(2)T2DM 患者;(3)年龄大于或等于

50岁。排除标准:(1)免疫性血管炎;(2)最近3个月

内急性心肌梗死或冠状动脉粥样硬化性心脏病发作;
(3)急性或慢性感染;(4)糖尿病急性并发症;(5)终末

期肾病;(6)近5年内患恶性肿瘤。
1.2 方法

1.2.1 标本的采集和检测

记录403例男性 T2DM 患者的年龄、糖尿病病

程、身高、体重等基本信息。所有参与者禁食10
 

h,次
日早晨采集外周血,检测临床生化指标,提取DNA。
BMI以体重(kg)/身高(m)2 计算。收缩压(SBP)和
舒张压(DBP)测量采用自动血压计(日本 Omron)坐
位休息5

 

min后测量。自动生化检测仪测定FPG、三
酰甘油(TG)、总胆固醇(TC)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)、C肽、血尿

素氮(BUN)、血清肌酐(Cr)、α1微球蛋白(α1-M)和

β2微球蛋白(β2-M)水平;采用放射免疫分析法测定

空腹胰岛素(FIns)水平;采用免疫散射比浊法测定尿

微量 清 蛋 白(mAlb);采 用 免 疫 透 射 比 浊 法 测 定

HbA1c水平;全自动血液分析仪测定血液中血红蛋白

(HGB)水平。
1.2.2 Hp基因分型检测

使用仪器指定核酸提取试剂盒在核酸自动提取

仪(天隆GeneRotex96,中国)中进行基因组DNA提

取。根据KOCH等[11]的报道,采用序列特异性引物

聚合酶链反应(PCR-SSP)进行 Hp基因分型检测。
20.0

 

μL反应体系中包含100
 

ng的DNA、上下游引

物(10
 

μmol/L)各0.5
 

μL、2×Rapid
 

Taq
 

Master
 

Mix
(诺唯赞,中国)10.0

 

μL,添加ddH2O补至20.0
 

μL。
反应 所 需 引 物 A(5'-GAG

 

GGG
 

AGC
 

TTG
 

CCT
 

TTC
 

CAT
 

TG-3')、引物B(5'-GAG
 

ATT
 

TTT
 

GAG
 

CCC
 

TGG
 

CTG
 

GT-3')、引物C
 

(5'-CCT
 

GCC
 

TCG
 

TAT
 

TAA
 

CTG
 

CAC
 

CAT-3')和引物 D
 

(5'-CCG
 

AGT
 

GCT
 

CCA
 

CAT
 

AGC
 

CAT
 

GT-3')均由上海生

工生物工程公司合成。引物 A和B分别扩增1
 

757
 

bp
 

Hp1等位基因特异性序列和3
 

481
 

bp
 

Hp1等位基

因特异性序列,然后用引物C和引物D扩增349
 

bp
 

Hp2等位基因特异性序列。PCR反应条件如下:95
 

℃预变性2
 

min;95
 

℃变性1
 

min,69
 

℃退火2
 

min(A
引物和B引物)或1

 

min(C引物和D引物),72
 

℃延

伸2
 

min,共
 

33个循环;末次循环后72
 

℃充分延伸7
 

min,冷却至4
 

℃。PCR产物经1.5%琼脂糖电泳30
 

min后在成像系统中观察并拍照。
1.3 观察指标

(1)PCR-SSP方法体外扩增 Hp基因片段,琼脂

糖凝胶电泳观察条带位置以进行 Hp基因分型。(2)
统计分析各组Hp等位基因与基因型的频率,并进行

比较。(3)观察 BMI、SBP、DBP、FPG、HGB、FIns、
TG、TC、LDL-C、LDL-C、C肽、BUN、Cr、α1-M、β2-M、
mAlb、HbA1c等临床生化和个体指标水平,并进行统

计学分析。
1.4 统计学处理

Hardy-Weinberg平衡法确定样本代表性,基因

计数法 计 算 相 对 等 位 基 因 频 率。统 计 分 析 采 用

SPSS21.0软件,计量资料采用x±s表示,比较采用

方差分析,计数资料比较采用χ2 检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Hp基因分型PCR电泳结果

采用PCR-SSP法测定了403例男性T2DM患者

的Hp基因型。引物 A、B分别从含有 Hp1和 Hp2
等位基因的基因组DNA中扩增出1

 

757
 

bp
 

和3
 

481
 

bp的特异性片段。引物C、D从含有 Hp2等位基因

的基因组DNA中扩增出349
 

bp的特异性片段(图
1)。然后再通过第一代测序确认PCR得到的目标片

段为Hp1和Hp2。引物A和B扩增基因组DNA得

到的约1
 

kbp和2
 

kbp的明显冗余条带,经Primer-
BLAST(Pubmed)和第一代测序证实分别是钙调素结

合转录活性因子1亚基4及结合珠蛋白相关前体

(HPR)的基因片段。
2.2 Hp基因型与T2DM患者血管并发症的关系

各组基因型分布符合 Hardy-Weinberg平衡。所
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有参与者分为无血管并发症的对照(DM)组、糖尿病

肾病(DN)组、糖尿病眼病(DR)组、DN+DR组、心血

管病(CVD)组和CVD+DN+DR组共6组。
 

结果显

示DN组、DN+DR组、CVD组、CVD+DN+DR组

与DM组比较,Hp基因型及等位基因频率差异均无

统计学意义(P>0.05)。仅DR组与DM组比较,Hp
基因型频率差异有统计学意义(P<0.05)。DM组和

DR组的 Hp基因型频率分别为:Hp1-1
 

3.70%和0;
Hp2-1

 

37.04% 和 15.15%;Hp2-2
 

59.26% 和

84.85%。Hpdel只在DM组检测到1例。见表1。

表1  各组等位基因和基因型频率比较[n(%)]

组别
Hp等位基因

n Hp1 Hp2 Hpdel

Hp基因分型

n Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2

DM组 164 36(21.95) 126(76.83) 1 82 3(3.70) 30(37.04) 48(59.26)

DN组 150 34(22.67) 116(77.33) - 75 5(6.67) 24(32.00) 46(61.33)

DR组 66 5(7.58) 61(92.42) - 33 5(15.15) 28(84.85)

DN+DR组 130 37(28.46) 93(71.54) - 65 4(6.15) 29(44.62) 32(49.23)

CVD组 94 17(18.09) 77(81.91) - 47 2(4.26) 13(27.66) 32(68.08)

CVD+DN+DR组 202 51(25.25) 151(74.75) - 101 7(6.93) 37(36.63) 57(56.44)

合并血管发并症组 642 144(22.43) 498(77.57) - 321 18(5.61) 108(33.64) 195(60.75)

合计 806 180(22.33) 624(77.42) 1 403 21(5.22) 138(34.33) 243(60.45)

  -:此项无数据。

  Ⅰ:MarkerⅢ(Biosharp);Ⅱ、Ⅳ、Ⅵ:引物 A和B的扩增产物;Ⅲ、

Ⅴ、Ⅶ:引物C和D的扩增产物;Ⅱ、Ⅲ:Hp1-1基因型患者的基因扩增

产物;Ⅳ、Ⅴ:Hp2-2基因型患者的基因扩增产物;Ⅵ、Ⅶ:Hp2-1基因型

患者的基因扩增产物。

图1  Hp1和 Hp2等位基因电泳图

2.3 DM组患者与DR组患者临床特征比较

DM 组与 DR 组两组间年龄、BMI、SBP、DBP、
FPG、HbA1c、FIns、HGB、CP、α1-M、β2-M、HDL-C、
LDL-C、mAlb、Cr和BUN水平差异均无统计学意义

(P>0.05)。与DM 组比较,DR组患者糖尿病病程

较长,TG 水平较低,TC水平较高(P<0.01)。见

表2。
表2  DM组、DR组临床和生化指标比较(x±s)

项目 DM组(n=82) DR组(n=33) P

年龄(年) 60.65±8.33 60.21±8.09 0.782

中位病程(年) 7(1,20) 10(3,30) 0.001

BMI(kg/m2) 26.05±3.08 26.01±2.27 0.613

SBP(mm
 

Hg) 133.18±15.81 130.75±16.76 0.736

DBP(mm
 

Hg) 79.96±9.67 77.09±9.80 0.188

FPG(mmol/L) 7.95±3.28 8.57±3.34 0.120

HbA1c(%) 7.95±2.08 8.41±2.27 0.175

FIns(mU/L) 9.38±5.08 13.68±12.80 0.327

续表2  DM组、DR组临床和生化指标比较(x±s)

项目 DM组(n=82) DR组(n=33) P

HGB(g/L) 145.84±11.23 143.76±20.21 0.743

C肽(ng/mL) 2.46±1.51 2.10±0.72 0.702

TG(mmol/L) 3.05±1.83 1.55±0.80 <0.001

TC(mmol/L) 3.08±1.99 4.89±2.48 <0.001

α1-M(μg/mL) 3.79±3.96 3.16±3.13 0.277

β2-M(μg/mL) 0.65±1.73 0.25±0.62 0.272

HDL-c(mmol/L) 1.14±0.23 1.12±0.30 0.852

LDL-c(mmol/L) 2.80±0.88 2.68±0.97 0.833

mAIb(μg/mL) 9.83±7.87 8.54±6.38 0.982

Cr(μmol/L) 82.32±13.19 87.05±37.52 0.444

BUN(mmol/L) 5.43±1.47 5.87±1.82 0.638

3 讨  论

  人类Hp基因位于16q22号染色体上,具有两个

等位基因:Hp1和 Hp2[12]。Hp1等位基因在物种间

保守,Hp2等位基因的形成可能是两个 Hp1基因的

第四个和第二个内含子的非同源位置的断裂和重组

的结果。两个等位基因产生了Hp1-1、Hp2-2和Hp2-
1

 

3种常见的表型和1种罕见的等位基因缺失型 Hp-
del[11]。Hp等位基因和基因型的分布在人种和地区

上存在差异。在欧洲裔美国人中 Hp基因型分布约

为16%
 

Hp1-1、48%
 

Hp2-1和36%
 

Hp2-2[13]。与欧

洲人和美国人比较,亚洲人的 Hp1等位基因频率较

低。本研究显示403例男性T2DM 的 Hp等位基因

和 基 因 型 分 布 分 别 为 Hp2-2
 

60.45%、Hp2-1
 

34.33%、Hp1-1
 

5.22%,与1项在中国北方汉族人群
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中T2DM 患者组的 Hp基因型分布分别为 Hp2-2
 

51.7%、Hp2-1
 

39.7%、Hp1-1
 

8.6%的研究报道相

似[14]。与欧洲人和美国人比较,亚洲人的 Hp1等位

基因频率较低的报道[15]相符。
临床和实验数据表明 Hp基因分型是糖尿病血

管并发症的独立危险因素,具有Hp2-2基因型的糖尿

病患者发生血管并发症如DR[16]、DN[17]和CVD[18]的
风险增加。研究发现 Hp2-2基因型与T2DM 之间存

在相关性[19-20]。Hp基因型与1型糖尿病(T1DM)的
微血管和大血管并发症有关,而与T2DM心血管并发

症的 相 关 性 更 为 一 致[7]。Hp2-2 基 因 型 可 能 是

T2DM患者心血管疾病的危险因素[9],而Hp2-2在中

国T2DM患者微血管疾病中的作用罕见报道。本研

究结果显示Hp基因型及等位基因频率与DN、DN+
DR、CVD、CVD+DN+DR无关,而DR患者有更高

的Hp2-2基因型。与Hp2-2基因型可能是T2DM视

网膜病变的一个危险因素[21]的报道相符。在T1DM
中晚期男性中更常见糖尿病视网膜病变和黄斑水

肿[22],男性出现糖尿病微血管并发症的风险更高,而
女性出现糖尿病大血管并发症的风险更高[10],均提示

Hp2-2基因型可能与男性T2DM 患者的DR风险增

加有关。Hp1蛋白的抗氧化能力高于 Hp2蛋白[23]。
Hp1-1蛋白能够结合更多的 Hb,更有效地促进了

CD163受体对Hp-Hb复合物的摄取,较 Hp2-2蛋白

能更快地被清除出循环[24]。因此,笔者认为DR的发

生可能与 Hp2具有更低抗氧化能力有关。Hp基因

型还是糖尿病体内外胆固醇逆向转运的调控因子。
在糖尿病患者中,Hp2-2-Hb复合物携带的 HGB相

关铁离子和活性氧物质与 HDL中的载脂蛋白 A1
 

(ApoA1)相互作用,致使 HDL中内源性 Hb和氧化

还原活性铁的水平增加,HDL功能异常、胆固醇逆向

转运能力降低[25]。也有报道称在 Hp基因中反复出

现的外显子缺失与较低的血胆固醇水平有关[26]。本

研究发现DR组患者有更低的TG水平和更高的TC
水平,说明DR的发生可能与 Hp基因型导致异常的

血脂水平有关。
综上所述,糖尿病血管并发症全球流行,但很少

有研究调查或报道糖尿病血管并发症的性别差异。
本研究首次报道了在中国北方汉族人群中 Hp2-2基

因型可能与男性T2DM 患者DR风险增加有关。这

个发现将有助于该疾病的早期诊断和及时干预,但本

研究存在一定的局限性,仍需要在更大的队列中进行

基于 人 群 的 前 瞻 性 研 究 来 了 解 Hp 等 位 基 因 与

T2DM患者DR风险之间的潜在机制。
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