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Ⅰ型糖尿病患者外周血中骨桥蛋白与ＩＬ１２的表达及临床意义
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　　摘　要：目的　探讨Ⅰ型糖尿病患者外周血中骨桥蛋白（ＯＰＮ）与ＩＬ１２的表达及临床意义。方法　选取２０１１～２０１２期间于

本院诊治的Ⅰ型糖尿病患者５０例。并收集同期健康体检者５０名作为对照组。采用ＥＬＩＳＡ法检测血浆中ＯＰＮ和ＩＬ１２的水平，

并运用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测外周血单个核细胞中ＯＰＮ和ＩＬ１２基因的表达水平。结果　Ⅰ型糖尿病患者外周血中ＯＰＮ

与ＩＬ１２水平均高于对照组（狋值分别为４０．７、３３．７，犘＜０．０５）。Ⅰ型糖尿病患者外周血中单个核细胞中ＯＰＮ与ＩＬ１２ｍＲＮＡ表

达水平与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ⅰ型糖尿病患者外周血中 ＯＰＮ与ＩＬ１２水平呈正相关（狉２＝０．９３６，犘＝

０．００）。结论　Ⅰ型糖尿病发生与骨桥蛋白和ＩＬ１２表达有关，骨桥蛋白与ＩＬ１２水平呈正相关。
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　　Ⅰ型糖尿病是由于某些因素导致的Ｔｈｌ细胞活动增强、

Ｔｈ２细胞活动减弱、胰岛Ｂ细胞损害的自身免疫性疾病
［１］。在

细胞免疫中骨桥蛋白（ＯＰＮ）具有Ｔｈ１型细胞因子的功能，能

诱导树突状细胞分泌大量的白细胞介素，同时能刺激巨噬分泌

ＩＬ１２，与许多自身免疫性疾病如多发性硬化、风湿性关节炎、

糖尿病等有关［２］。本研究主要通过检测Ⅰ型糖尿病患者外周

血中骨桥蛋白与ＩＬ１２的变化，并进一步分析其相关性，为揭

示Ⅰ型糖尿病发病机制提供线索。

１　资料与方法

１．１　一般资料　新诊断Ⅰ型糖尿病患者５０例，男２７例，女

２３例，年龄３５～７７岁。均符合美国糖尿病协会（ＡＤＡ）的糖尿

病诊断标准，病程小于３个月，未合并其他慢性疾病。健康组

５０例，性别、年龄与Ⅰ型糖尿病组匹配。Ⅰ型糖尿病家族史阴

性。所有患儿及健康对照组均抽取空腹静脉血３ｍＬ，检测空

腹血糖、糖化血红蛋白。

１．２　仪器与试剂　检测 ＯＰＮ试剂盒购自日本ＩＢＬ公司；检

测ＩＬ１２的ＥＬＡＳＡ试剂盒来购自美国ＲＤ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ逆转录酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；

犜犪狇酶、Ｇｅｎｅｆｉｎｄｅｒ染料购自 ＭＢＩ公司；ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自

ＴａＫａＲａ公司。

１．３　方法

１．３．１　ＥＬＡＳＡ检测　所有标本血浆ＯＰＮ和ＩＬ１２的检测按

照说明书操作。

１．３．２　外周血单个核细胞制备　待检者外周血３ｍＬ，乙二胺

四乙酸抗凝，以磷酸盐缓冲液１∶１稀释，层叠于淋巴细胞分离

液上，４００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集界面白膜细胞层，磷酸盐缓冲

液洗涤２遍，加入１ｍＬ的ＴＲＩｚｏｌ试剂，混匀。

１．３．３　总 ＲＮＡ的提取　１ｍＬ的 ＴＲＩｚｏｌ试剂后加入氯仿

０．２ｍＬ剧烈振荡１５ｓ再静置３ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ离心１５

ｍｉｎ。将上层无色水相层移入新的导管内，加入异丙醇０．５ｍＬ

混匀，室温静置１０ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。弃上清

液，沉淀用１ｍＬ７５％乙醇洗涤，４℃７５００×ｇ离心５ｍｉｎ，倒掉

乙醇后稍微干燥，加入双蒸水溶解，－７０℃保存。逆转录前用

分光光度计测定ＲＮＡ浓度。

１．３．４　逆转录反应　取４μＬ５×ＭＭＬＶ缓冲液、０．７５μＬ引

物、２．５ｍｍｏＬ／ＬｄＮＴＰｓ、５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１μＬＲＮＡ酶抑制

剂、０．５μＬＭＭＬＶ逆转录酶、２μＬ总ＲＮＡ，用蒸馏水补足到

２０μＬ，混匀后于３７℃反应１ｈ，９５℃反应１０℃ ｍｉｎ。

１．３．５　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ　反应在密闭的的白色荧光定

量专用八排管中进行。２５μＬ的反应体系：模板１μＬ，上下游

引物各１μＬ，１１．２５μＬ的ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ混合染料，补足无ＲＮＡ

酶的水至２５μＬ。混匀后，放入热循环仪中进行反应。ＧＡＰ

ＤＨ上游引物：５′ＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡ３′，下

游引物：５′ＴＴＧＡＡＣＴＴＧＣＣＧＴＧＧＧＴＡＧＡ３′扩增片段

大小为２９６ｂｐ；ＯＰＮ上游引物：５′ＴＧＧＣＣＧＡＧＧＴＧＡＴＡＧ

ＴＧＴＧＧＴＴＴＡ３′，下游引物：５′ＴＣＴＣＡＴＣＡＴＴＧＧＣＴＴ
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ＴＣＣＧＣＴＴＡＴ３′，扩增片段大小为２５０ｂｐ；ＩＬ１２上游引物：

５′ＡＧＡＣＣＣＡＧＧＡＡＴＧＴＴＣＣＣＡＴ３′，下游引物：５′ＣＡＡ

ＣＴＣＣＣＡＴＴＡＧＴＴＡＴＧＡＡ３′，扩增片段大小２６０ｂｐ。条

件设置如下：９５℃１５ｓ预变性，９５℃变性４ｓ，６０℃退火１５ｓ，

７２℃延伸１５ｓ共４５个循环。所有的样本检测均包含一个不

加模板的阴性对照，以排除假阳性的结果。共４５个循环，所有

的样本检测均包含一个不加模板的阴性对照，以排除假阳性的

结果。计算参照文献［３］，通过计算２－△△Ｃｔ值来比较对照组和

实验组的目的基因ｍＲＮＡ相对表达量的差异。

１．３．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学处

理，两组间ＩＬ１２及 ＯＰＮ水平差异的比较采用两样本均数狋

检验，ＩＬ１２与ＯＰＮ关系分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　对照组与Ⅰ型糖尿病患者外周血浆中 ＯＰＮ与ＩＬ１２水

平检测　Ⅰ型糖尿病患者外周血中ＯＰＮ高达（９９６．７±４６．３）

ｎｇ／ｍＬ，高于对照组的（４６０．３±３８．３）ｎｇ／ｍＬ，差异具有统计学

意义（狋＝４０．７，犘＜０．０５）。Ⅰ型糖尿病患者外周血中ＩＬ１２水

平（１３７．９±２１．３）ｐｇ／ｍＬ高于对照组（９８．２±１９．８）ｐｇ／ｍＬ，差

异具有统计学意义（狋＝３３．７，犘＜０．０５）。

２．２　对照组与Ⅰ型糖尿病患者外周血中单个核细胞中 ＯＰＮ

与ＩＬ１２ｍＲＮＡ表达水平　ＯＰＮ基因ＰＣＲ产物的熔解曲线峰

值在７８．０℃，ＩＬ１２基因ＰＣＲ产物的熔解曲线峰值在８０℃，

ＧＡＰＤＨ的峰值在８５℃。熔解曲线分析可见只有单峰值，排

除了非特异性扩增。Ｌｉｖａｋ等
［３］设计的一种比较阈值法来测

定目的基因的相对表达量（目的基因的相对表达量＝２－ΔΔＣｔ），

Ｃｔ值的含义是：每个反应管内的荧光信号到达所设定的阈值

时所经历的循环数，ΔΔＣｔ＝ （Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ管家基因 ）实验组 －

（Ｃｔ目的基因－Ｃｔ管家基因）对照组，表示基因的差异表达倍数。

表１　　对照组与Ⅰ型糖尿病患者外周血单个核细胞中

　ＯＰＮ与ＩＬ１２ｍＲＮＡ相对表达水平的比较

组别
ΔΔＣｔ

ＩＬ１２ ＯＰＮ

２－ΔΔＣｔ

ＩＬ１２ ＯＰＮ

对照组 ３．５７ ２．０３ ０．０８ ０．２４

Ⅰ型糖尿病患者 １．８０ ０．３９ ０．２９ ０．７６

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．３　对照组与Ⅰ型糖尿病患者外周血 ＯＰＮ、ＩＬ１２水平的关

系　Ⅰ型糖尿病患者外周血中 ＯＰＮ与ＩＬ１２水平均明显升

高，笔者进一步研究了这两种细胞因子是否存在着相关性，通

过Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析表明Ⅰ型糖尿病患者外周血中ＯＰＮ与

ＩＬ１２水平与对照组中呈正相关（犢＝０．８７８＋０．８８７犡，狉２＝

０．９３６，犘＝０．００）。

３　讨　　论

Ⅰ型糖尿病是在遗传易感基因的基础上，在环境因素作用

下，引发机体自身免疫功能紊乱，导致胰岛细胞损伤和破坏［４］。

Ⅰ型糖尿病是Ｔ淋巴细胞介导的胰岛细胞特异性损伤和胰岛

素分泌不足的自身免疫性疾病，许多免疫细胞参与Ⅰ型糖尿病

发生。ＯＰＮ是一种含精氨酸，甘氨酸一天冬氨酸的分泌型磷

酸化糖蛋白，它可表达于肾小管、间质及球旁器，介导单核巨噬

细胞的趋化，参与一氧化氮信号途径的调节。肾素血管紧张

素系统、转化生长因子β、蛋白尿及高血糖可诱导 ＯＰＮ生成，

促进细胞外基质合成并抑制其降解，参与肾小管间质损伤及糖

尿病肾病的进展［５６］。在细胞免疫中骨桥蛋白具有 Ｔｈ１型细

胞因子的功能，能诱导树突状细胞分泌大量的白细胞介素，同

时能刺激巨噬分泌ＩＬ１２，与许多自身免疫性疫病如多发性硬

化、风湿性关节炎、糖尿病等有关［２］。ＩＬ１２是使 ＴＨ１／ＴＨ２

平衡的一个重要因子，研究已经证明了ＩＬ１２是Ⅰ型糖尿病发

病的关键因子。在非肥胖型糖尿病（ＮＯＤ）小鼠动物模型中，

持续应用ＩＬ１２可以加速ＮＯＤ小鼠糖尿病病情地进展，ＩＬ１２

参与了Ⅰ型糖尿病的发病
［７］。

本研究发现Ⅰ型糖尿病患者中血浆中ＯＰＮ与ＩＬ１２水平

明显高于健康对照组，差异具有统计学意义。研究还进一发

现，外周血单个核细胞中 ＯＰＮ与ＩＬ１７基因表达水平明显高

于健康对照组。血浆中ＯＰＮ与ＩＬ１２水平呈正相关性，本研

究的结果表明ＯＰＮ能促进淋巴细胞细胞产生ＩＬ１２。

在Ⅰ型糖尿病患者中血浆中 ＯＰＮ与ＩＬ１２水平明显增

高，ＯＰＮ可能促进ＩＬ１２的表达，引起嗜中性粒细胞等的游走

和趋化，导致胰岛Ｂ细胞的坏死与凋亡。另外，细胞因子之间

存在着复杂的相互调节作用，ＴＮＦα能促进淋巴细胞产生

ＯＰＮ，从而诱导产生大量的促炎性细胞因子如ＩＬ１２和趋化因

子［８］。因此，在临床测定ＯＰＮ、ＩＬ１２活性在监测疾病的进展、

及治疗等方面具有一定的意义［９１１］。
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