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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨 琢2鄄HS鄄糖蛋白的 4 个单核苷酸多态性位点( rs4917、rs4918、rs1071592 和 rs2248690)与 2 型

糖尿病及其合并下肢动脉粥样硬化的相关性。 方法摇 采用聚合酶链反应鄄限制性片长多态性及等位基因特异引物鄄
聚合酶链反应技术对包括 88 例正常对照和 245 例 2 型糖尿病患者(其中无下肢动脉粥样硬化者 84 例和合并下肢

动脉粥样硬化者 161 例)4 个多态性位点检测,通过 B 超检测其下肢动脉,比较三组间 4 个多态性位点的基因频率,
分析筛选 2 型糖尿病及其合并下肢动脉粥样硬化的危险因素。 结果摇 琢2鄄HS鄄糖蛋白基因 rs4917(C / T)、rs4918(C /
G)、rs2248690(A / T)多态性在三组中其基因型分布及等位基因频率无明显差异(P > 0郾 05);rs1071592(C / A)多态

性在单纯糖尿病组、糖尿病合并下肢动脉粥样硬化组与正常对照组比较其基因型分布及等位基因频率差异有显著

性(P < 0郾 01 或 P < 0郾 05);多元回归分析显示携带 rs1071592 的 A 等位基因者 2 型糖尿病患病风险明显增加(OR =
8郾 501,95%CI 1郾 201 ~ 60郾 153)。 结论摇 琢2鄄HS鄄糖蛋白基因 rs1071592 的 A 等位基因是 2 型糖尿病的易感基因,但
没有发现 琢2鄄HS鄄糖蛋白基因的 4 个多态性与 2 型糖尿病合并下肢动脉粥样硬化相关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the relationship of alpha 2鄄Heremans鄄Schmid glycoprotein (AHSG) gene poly鄄
morphism including four single nucleotide polymorphisms (SNPs) (rs4917, rs4918, rs1071592 and rs2248690) with type
2 diabetes mellitus (T2DM) and combined lower extremity atherosclerosis (LEA) in T2DM. 摇 摇 Methods摇 A case鄄con鄄
trol study for 333 Kunming Han subjects including 88 normal control and 245 T2DM (84 without LEA and 161 T2DM with
LEA) was performed. 摇 Four SNPs of AHSG gene polymorphism analysis were performed with polymerase chain reaction鄄
restricted fragment length polymorphism (PCR鄄RFLP) and allelic specific primer鄄polymerase chain reaction (ASP鄄PCR) in
three groups. 摇 摇 Results摇 The SNPs including rs4917 (C / T), rs4918 (C / G) and rs2248690 (A / T) frequency of geno鄄
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type and allele of AHSG gene had no significant differences in three groups (P > 0郾 05). 摇 In the groups of T2DM without
LEA and with LEA there were significant difference on the AC and AA frequency of genotype and A allele distributions in
rs1071592 compared with control subjects (P < 0郾 01 or P < 0郾 05). 摇 The Logistic regression showed that A allele s of
rs1071592 was an important risk factor in T2DM (OR = 8郾 501, 95% CI 1郾 210鄄60郾 153). 摇 摇 Conclusions摇 The study
suggested that A allele of rs1071592 was probably a predisposing gene for T2DM, but it was not found AHSG gene was re鄄
lated with T2DM combined LEA.

摇 摇 琢2鄄HS鄄糖蛋白( alpha 2鄄heremans鄄schmid glyco鄄
protein,AHSG),又称胎球蛋白 A( fetuin A),是导致

胰岛素抵抗[1] 及系统性血管钙化抑制物[2]。 糖尿

病患者是动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)的高危

人群,大血管并发症是糖尿病的主要致死和致残原

因。 血管钙化是动脉粥样硬化及不稳定性斑块的

标志,是导致其心血管疾病发生及死亡的重要原

因,尤其对 2 型糖尿病 ( type 2 diabetes mellitus,
T2DM)患者是心血管死亡的最佳指标[3]。 本研究
皆在探讨钙化抑制物 AHSG 基因的 4 个单核苷酸多

态性 ( single nucleotide polymorphism, SNP ) 位 点

rs4917、rs4918、rs1071592、rs2248690 与 2 型糖尿病

及其合并下肢动脉粥样硬化( lower extremity athero鄄
sclerosis,LEA)的发病遗传易感关联性。

1摇 对象与方法

1郾 1摇 研究对象

摇 摇 收集 333 例长期定居云南省昆明市、3 代以内

未与其他民族通婚的、并且相互之间无血缘关系的

汉族人。 T2DM 患者按 1999 年 WHO 推荐的诊断和

分型标准,随机选取 2008 年 7 月至 2009 年 5 月在

昆明医学院附一医院糖尿病科住院的 T2DM 患者

245 例,进一步通过多普勒彩色超声仪对双下肢股

总动脉、腘动脉、胫后动脉、足背动脉进行管腔内中

膜厚度( intima鄄medial thickness, IMT)、斑块及狭窄

情况进行检测,分为 2 组:单纯糖尿病组(n = 84 例,
年龄 51郾 24 依 8郾 10 岁)和糖尿病合并下肢动脉硬化

组(n = 161 例,年龄 59郾 66 依 8郾 44 岁)。 正常对照组

来自同期昆明医学院附一医院体检中心的汉族健

康体检者,无糖尿病、高血压家族史且血糖、血脂、
血压均正常,进一步经多普勒彩色超声仪对双下肢

动脉检查无病变(n = 88 例,年龄 53郾 92 依 5郾 92 岁)。
记录以上研究对象的年龄、性别指标,测量身高、体
重,并计算体质指数(body mass index,BMI) = 体重

(kg) / 身高2(m2),其中 T2DM 患者记录糖尿病病程

及是否合并高血压。
1郾 2摇 血液检查

所有研究对象要求禁食 12 h,取空腹肘静脉血

4 mL,其中 2 mL 置于乙二胺四乙酸(ethylenediamine
tetraacetic acid,EDTA)抗凝管中,分离血浆和血细

胞。 血细胞保存于 - 20益 冰箱用于 DNA 提取。
Olympas AU 4500 全自动生化分析仪测定血浆总胆

固醇( total cholesterol,TC)、甘油三酯( triglyceride,
TG)、高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)、
低密度脂蛋白( low density lipoprotein,LDL)、血肌酐

(serum creatinine,Scr)、尿素氮(blood urea nitrogen,
BUN)、空腹血糖( fasting blood glucose,FBG)、餐后 2
h 血糖(2 hour postprandial blood glucose,2hPBG)。
采用乳胶凝聚反应法测定糖化血红蛋白(glycosylat鄄
ed hemoglobin A1,HbA1c)。
1郾 3摇 下肢动脉超声检查

固定专人操作,采用日本 Aloka 琢 10 多普勒彩

色超声仪、探头频率为 7郾 5 ~ 10 MHz。 受检者平卧

或俯卧,探头先置于腹股沟处由上至下,双侧对比,
检测双侧股动脉,检测部位为双侧股总动脉、股浅

动脉、腘动脉、胫后动脉、足背动脉,观察管腔 IMT
有无增厚、斑块、狭窄形成。 以 IMT < 1郾 0 mm、局部

没有斑块并且无狭窄为单纯糖尿病组;以 IMT逸1郾 0
mm、局部有斑块、管腔狭窄中任何一项为糖尿病合

并 LEA 组。
1郾 4摇 单核苷酸多态性位点的检测

使用上海华舜生物技术有限公司柱式小量血

液 DNA 抽提试剂盒抽提基因组 DNA。 对于 rs4917
(6828C / T)、rs4918(7495C / G)多态性位点的检测采

用聚合酶链反应鄄限制性片长多态性 ( polymerase
chain reaction鄄restricted fragment length polymor鄄
phism,PCR鄄RFLP),其反应体系及反应方法参见参

考文献[4]。 对于 rs1071592(7538C / A)、rs2248690
( - 799A / T)多态性位点的检测采用等位基因特异

引物鄄聚合酶链反应( allelic specific primer polymer鄄
ase chain reaction,ASP鄄PCR),其反应体系及反应方

法参见参考文献[4]。 挑选不同的基因型送大连宝

生物公司进行测序[4]。
1郾 5摇 统计分析

根据 Hardy鄄Weinberg 遗传平衡定律估计等位基

因频率,确定样本的群体代表性[4]。 用基因计数法

026 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 20,No 7,2012



计算各组基因型频率及等位基因频率。 正态分布

计量资料用x 依 s 表示,两组间比较用配对 t 检验,多
组间比较用 ANVOA / LDS;率的比较采用 字2 检验;
多因素采用 Logistic 逐步回归素分析。 P < 0郾 05 为

差异有统计学意义。 使用 SPSS 11郾 5 统计软件进行

分析。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 各组临床资料比较

摇 摇 糖尿病合并 LEA 组的年龄、收缩压、尿素氮、血
肌酐、胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白高于其他两

组(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01),高密度脂蛋白低于其他

两组(P < 0郾 01),糖尿病病程、高血压发生率、BMI、

餐后 2 h 血糖及糖化血红蛋白高于单纯糖尿病组(P
< 0郾 05 或 P < 0郾 01);单纯糖尿病组和糖尿病合并

LEA 组的空腹血糖、舒张压明显高于正常对照组(P
< 0郾 01),高密度脂蛋白明显低于正常对照组(P <
0郾 01)(表 1)。
2郾 2摇 三组间 rs4917 的基因型及等位基因频率

聚合酶链反应(polymerase chain reaction,PCR)
扩增片段为 298 bp,根据限制性内切酶 Hin域酶切

片段的情况,基因型有 3 种,CC 型为 298 bp;CT 型

为 298、242、57 bp(片段小,跑出凝胶,故图中未显

示);TT 型为 242、57 bp(片段小,跑出凝胶,故图中

未显示)。 SNP rs4917(C / T)基因型分布及等位基

因频率在三组间差异无显著性(P > 0郾 05)(图 1、表
2)。

表 1. 各组间临床资料比较

Table 1. Comparison of clinical characteristics in different groups

指摇 标 正常对照组(n = 88) 单纯糖尿病组(n = 84) 糖尿病合并 LEA 组(n = 161)

男性占百分比 47郾 8% 58郾 7% 53郾 4%

年龄(岁) 53郾 92 依 5郾 92 51郾 24 依 8郾 10b 59郾 66 依 8郾 44bd

糖尿病病程(月) — 18(2,69) 36(6,96) c

合并高血压 — 22郾 6% 44郾 1% d

收缩压(mmHg) 112郾 57 依 12郾 73 132郾 44 依 27郾 92b 142郾 85 依 30郾 74bd

舒张压(mmHg) 73郾 63 依 8郾 66 83郾 77 依 18郾 52b 87郾 50 依 16郾 24bd

体质指数(kg / m2) 22郾 61 依 2郾 72 24郾 88 依 2郾 92b 23郾 66 依 3郾 41bd

尿素氮(mmol / L) 4郾 26 依 1郾 02 4郾 01 依 1郾 27 4郾 82 依 1郾 59bd

血肌酐(滋mol / L) 65郾 37 依 13郾 33 72郾 07 依 17郾 61 78郾 01 依 26郾 12bd

总胆固醇(mmol / L) 4郾 58 依 0郾 68 4郾 64 依 1郾 01 7郾 26 依 2郾 38bd

甘油三酯(mmol / L) 1郾 21 依 0郾 35 2郾 19 依 1郾 35b 4郾 51 依 2郾 10bd

高密度脂蛋白(mmol / L) 1郾 67 依 0郾 50 1郾 50 依 0郾 40b 1郾 03 依 0郾 32bd

低密度脂蛋白(mmol / L) 2郾 64 依 0郾 64 2郾 95 依 0郾 83b 4郾 82 依 1郾 54bd

空腹血糖(mmol / L) 4郾 68 依 0郾 44 10郾 48 依 1郾 77a 11郾 52 依 4郾 01ac

餐后 2 h 血糖(mmol / L) — 10郾 91 依 3郾 11 16郾 44 依 5郾 83d

糖化血红蛋白 — 6郾 39% 依1郾 22% 9郾 48% 依 2郾 56% d

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P < 0郾 01,与单纯糖尿病组比较。

表 2. 各组间 rs4917 基因型分布及等位基因频率(例)
Table 2. The genotype and allele frequencies of rs4917 in different groups(cases)

分摇 组 例数
基因型

CC CT + TT

等位基因

C T

正常对照组 88 61 (69郾 3% ) 27(30郾 7% ) 145(82郾 4% ) 31(17郾 6% )

单纯糖尿病组 84 57(67郾 9% ) 27(32郾 1% ) 135(80郾 4% ) 33(19郾 6% )

糖尿病合并 LEA 组 161 99(61郾 5% ) 62(38郾 5% ) 254(78郾 9% ) 68(21郾 1% )

TT 型的期望频数 < 5,合并至 CT 型。
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图 1. rs4917 酶切结果摇 摇 1、2 为 TT 型,3、4 为 CT 型,5、6 为 CC
型;57 bp 因片段小,跑出胶外。

Figure 1. Restriction enzyme digestion results of rs4917

2郾 3摇 三组间 rs4918 的基因型分布及等位基因频率

聚合酶链反应扩增片段为 1 063 bp,根据限制性

内切酶 Sac玉酶切片段的情况,基因型有 3 种,CC 型为

1 063 bp;CG 型为 354、709、1 063 bp;GG 型为 354、
709 bp(图 2)。 SNP rs4918(C / G)基因型分布及等位

基因频率在三组间差异无显著性(P >0郾 05;表 3)。

图 2. rs4918 酶切结果摇 摇 1、2 为 GG 型,3、4 为 CG 型,5、6 为 CC
型。

Figure 2. Restriction enzyme digestion results of rs4918

表 3. 各组间 rs4918 基因型分布及等位基因频率(例)
Table 3. The genotype and allele frequencies of rs4918 in different groups(cases)

分摇 组 例数
基因型

CC CG GG

等位基因

C G

正常对照组 88 54(61郾 4% ) 29(23郾 0% ) 5(5郾 7% ) 127(77郾 8% ) 39(22郾 2% )
单纯糖尿病组 84 53(63郾 1% ) 22(26郾 2% ) 9(10郾 7% ) 128(76郾 2% ) 40(23郾 8% )
糖尿病合并 LEA 组 161 98(60郾 9% ) 53(32郾 9% ) 10(6郾 2% ) 249(77郾 3% ) 73(22郾 7% )

2郾 4摇 三组间 rs1071592 的基因型分布及等位基因

频率

聚合酶链反应扩增片段为 349 bp,共有 3 种基

因型,为 AA 型、AC 型、CC 型(图 3)。 单纯糖尿病

组、糖尿病合并 LEA 组 SNP rs1071592 的 AC、AA 基

因型分布及 A 等位基因频率高于正常对照组(字2 =
13郾 505,P < 0郾 01;字2 = 5郾 193,P < 0郾 05),但糖尿病

合并 LEA 组与单纯糖尿病组比较 SNP rs1071592
(C / A)基因型分布及等位基因频率无显著差异(字2

= 3郾 776,P = 0郾 052;表 4)。
2郾 5摇 三组间 rs2248690 的基因型分布及等位基因

频率

聚合酶链反应扩增片段为 433 bp,共有 3 种基

因型,为 TT 型、AT 型、AA 型(图 4)。 SNP rs2248690
(A / T)基因型分布及等位基因频率在三组间无显著

差异(P >0郾 05;表 5)。

图 3. rs1071592 PCR 扩增产物摇 摇 1、2 为 AA 型,3、4 为 AC 型,
5、6 为 CC 型。

Figure 3. The polymerase chain reaction products of rs1071592

表 4. 各组间 rs1071592 基因型分布及等位基因频率(例)
Table 4. The genotype and allele frequencies of rs1071592 in different groups(cases)

分摇 组 例数
基因型

CC AC + AA

等位基因

C A

正常对照组 88 76(86郾 4% ) 12(13郾 6% ) 162(92郾 0% ) 14(8郾 0% )
单纯糖尿病组 84 52(61郾 3% ) 32(38郾 1% ) b 125(74郾 4% ) 35(25郾 6% ) b

糖尿病合并 LEA 组 161 119(73郾 9% ) 42(26郾 1% ) a 273(84郾 8% ) 49(15郾 2% ) a

AA 型的期望频数 < 5,合并至 AC 型。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较。
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图 4. rs2248690 PCR 扩增产物摇 摇 1、2 为 TT 型,3、4 为 AT 型,
5、6 为 AA 型。

Figure 4. The polymerase chain reaction products of rs2248690

2郾 6摇 2 型糖尿病与单核苷酸多态性 rs1071592 (C /
A)的相关危险因素分析

进一步以 T2DM 发生与否作为应变量,选择年

龄、性别、是否合并高血压、体质指数、收缩压、舒张

压、空腹血糖、胆固醇、甘油三酯、高密度脂蛋白、低
密度脂蛋白、血肌酐、尿素氮、rs1071592 的 A 等位

基因为协变量,进行 Logistic 回归分析,结果显示收

缩压、甘油三酯、空腹血糖和 rs1071592 AC + AA 基

因型(即 A 等位基因携带者)是 T2DM 发生的独立

危险因素。 其中携带 A 等位基因的个体患 T2DM
的风险为非携带者的 8郾 501 倍(表 6)。

3 摇 讨摇 论

染色体 3q27 是糖尿病和代谢综合征的一个易

感区域,人 AHSG 基因定位于染色体 3q27,由 7 个

外显子和 6 个内含子及 1 个长约 8 kb 的侧翼序列

组成,AHSG 基因编码的蛋白质是一种多功能蛋白

质,其可抑制胰岛素受体的酪氨酸激酶,胰岛素受

体的自动磷酸化以及胰岛素底物玉的磷酸化,从而

认为 AHSG 为天然的抗胰岛素物质[1]。 AHSG 基因

突变可能是导致一些代谢性疾病如肥胖、代谢综合

征、T2DM 等的原因。 Heiss 等[5] 研究表明 AHSG 基

因的 5忆端 - 469T > G 的 SNP 与胰岛素介导的抑制

脂肪分解、促进脂肪合成密切相关,且与胆固醇水

平正相关。 Siddiq 等[6] 对法裔高加索人的研究发

现,AHSG 基因位于外显子 7 的 SNP rs1072592 与

T2DM 显著相关[P = 0郾 008,OR =1郾 27(95%CI 1郾 06
~ 1郾 52)],另外 2 个 SNP rs2248690 与 rs4918 也表

现出与 T2DM 有一定的相关性。 我国在对重庆地区

的人 群 研 究[7] 中 也 显 示, AHSG 基 因 的 SNP
rs1072592 和 rs2248690 的分布频率和国外报道接

近,其中 rs1071592 等位基因突变导致患糖尿病的

表 5. 各组间 rs2248690 基因型分布及等位基因频率(例)
Table 5. The genotype and allele frequencies of rs2248690 in different groups(cases)

分摇 组 例数
基因型

AA AT + TT

等位基因

A T

正常对照组 88 64(72郾 7% ) 24(27郾 3% ) 148(84郾 1% ) 20(15郾 9% )

单纯糖尿病组 84 56(66郾 7% ) 28(33郾 3% ) 131(77郾 0% ) 37(22郾 0% )

糖尿病合并 LEA 组 161 110(68郾 3% ) 51(31郾 7% ) 265(82郾 3% ) 57(17郾 7% )

TT 型的期望频数 < 5,合并至 AT 型。

表 6. 2 型糖尿病危险因素的多元 Logistic 分析

Table 6. Multiple Logistic regression analysis of type 2 diabetes mellitus for the influencing factors

项摇 目 B S郾 E Wald P OR 95% CI(OR)

常数 - 22郾 256 5郾 342 17郾 359 0郾 001 0郾 001 —

收缩压 0郾 065 0郾 024 7郾 658 0郾 006 1郾 067 1郾 019 ~ 1郾 118

甘油三酯 3郾 001 0郾 867 11郾 985 0郾 001 20郾 096 3郾 676 ~ 109郾 864

空腹血糖 2郾 481 0郾 567 19郾 165 0郾 001 11郾 955 3郾 937 ~ 36郾 305

rs1071592(AC + AA) 2郾 140 0郾 998 4郾 596 0郾 032 8郾 501 1郾 201 ~ 60郾 153

风险增加。 本研究通过对 AHSG 基因 4 个 SNP
rs4917、rs4918、rs1071592 及 rs2248690 进行筛查,
其中 rs4917 ( C / T)、 rs4918 ( C / G)、 rs2248690 ( A /

T)的基因型分布及等位基因频率在正常对照组与

单纯糖尿病组之间没有统计学差异,而 rs1071592
的杂合型 AC 和多态纯合型 AA 及野生纯合型 CC
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的分布在两组人群中有统计学差异(字2 = 13郾 505,
P < 0郾 01),进一步调整年龄、是否合并高血压、体
质指数、收缩压、舒张压、空腹血糖、胆固醇、甘油

三酯、高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、血肌酐、尿素

氮后,显示 rs1071592 A 等位基因与 T2DM 存在关

联性,我们认为携带 rs1071592 A 等位基因可能增

加 T2DM 的风险 ( OR = 8郾 501,95% CI 1郾 201 ~
60郾 153)。

另一方面,体外研究证实 AHSG 是主要的羟基

磷灰石形成的抑制物[2]。 近年来对 AHSG 基因多

态性与血管钙化高发人群的关系成为研究热点。
在对终末期肾病患者的研究显示, 携带 AHSG
rs4918 的 G 等位基因发生血管钙化的风险可能更

大[8]。 在一项对来自 368 个欧美家庭的 829 名

T2DM 患者关于冠状动脉粥样硬化斑块和颈动脉粥

样硬化斑块与 AHSG 基因的 11 个 SNP 的连锁分析

的研究[9] 显示,3 个非编码区的 SNP ( rs2248690、
rs2593813 和 rs2070632 ) 与 一 个 编 码 区 的 SNP
(rs10197592)与 T2DM 的冠状动脉动脉粥样硬化相

关(P < 0郾 05)。 本研究通过对健康对照及 T2DM 及

其合并下肢动脉粥样硬化与 AHSG 基因 1 个非编码

区的 SNP( rs2248690)和 3 个编码区 SNP( rs4917、
rs4918 和 rs1071592)的关联分析显示, rs4917 ( C /
T)、rs4918(C / G)和 rs2248690(A / T)的基因型分布

及等位基因频率在糖尿病合并 LEA 组与正常对照

组及单纯糖尿病组之间无明显差异;rs1071592 (C /
A)基因型分布及等位基因频率在糖尿病合并 LEA
组与正常对照组之间有统计学差异(字2 = 5郾 193,P
< 0郾 05),糖尿病合并 LEA 组基因型分布及等位基

因频率与单纯糖尿病组进一步比较也存在差异,但
没有达到统计学差异(字2 = 3郾 776,P = 0郾 052),尚不

能认为 rs1071592 (C / A)与 2 型糖尿病合并 LEA 有

关联 性。 原 因 可 能 与 我 们 筛 查 的 样 本 量 小,
rs1071592 的 AA 基因型期望频数小有一定关系。

2 型糖尿病及糖尿病大血管病变为复杂疾病,
其发生为遗传与环境的共同作用结果。 由于 AHSG
拮抗胰岛素及抑制钙化的生物作用,使其与 T2DM
及动脉粥样硬化之间存在密切而复杂的关系[10]。
目前关于 AHSG 基因多态性与 T2DM 合并动脉粥样

硬化的相关性报道较少,对于 AHSG 基因存在多个

SNP 位点,本研究选择编码区的 3 个 SNP( rs4917、
rs4918、 rs1071592 ) 和 1 个 非 编 码 区 的 SNP

(rs2248690)进行关联性分析,认为 rs1071592 (C /
A)与中国昆明地区汉族 T2DM 存在关联性。 今后

如能通过进一步对 AHSG 基因 SNP 与 T2DM 及其

大血管并发症进行流行遗传病学研究,能进一步明

确复杂性遗传疾病发生、发展机制,为其防治提供

更好的防治途径。
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