
!论
!!

著!

胱抑素
;

及其基因多态性与广西壮族人群代谢综合征的研究"

杨
!

兰"

!陆俊佳"

!吴秋莲"

!俞开敏#

!郑利平"

%

"

"$

广西医科大学第三附属医院暨南宁市第二人民医院!南宁
%(&&("

$

#$

广西壮族自治区人民医院!南宁
%(&&("

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨胱抑素
;

"

;

3

G;

%水平及其基因位点
C"E?)

'

=

(

CD(=

'

)

和
V?#)

'

;

的多态性与广西壮族人群代谢综合

征"

+Z

%的相关性&方法
!

采用免疫比浊法检测壮族(汉族
+Z

患者和壮族(汉族健康人"各
"&&

例%血清中
;

3

G;

水平!聚合酶链

反应
1

限制性片段长度多态性"

9;<1<,X9

%技术检测
;

3

G;

基因位点
C"E?

(

CD(

和
V?#

的多态性&结果
!

"

"

%

E

组间
;

3

G;

水平

和临床指标差异有统计学意义"

!

#

&$&%

%!两个民族
+Z

组临床指标和血清中
;

3

G;

水平较两组健康组差异有统计学意义"

!

#

&$&%

%$"

#

%

E

组中外周血
;

3

G;

水平与肌酐"

;J

%水平呈正相关"

7̂ &$%%"

!

! &̂$&&&

%$"

(

%

E

组间
;

3

G;CD(

(

;

3

G;C"E?

(

;

3

G;V

?#

位点的等位基因分布频率差异均无统计学意义"

!

#

(̂$"(@

!

! &̂$D@"

$

!

#
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代谢综合征$

+Z

%是一组以多种代谢性疾病或危险因素在

个体聚集的综合征#包含了可致动脉粥样硬化$

=Z

%的多种危

险因素#如高血压*血脂异常*高血糖等#其结局主要是心血管

疾病及肾脏损害)胱抑素
;

$

;

3

G;

%是一种广泛存在于有核细

胞和体液中的半胱氨酸蛋白酶抑制剂#可调节特异性组织蛋白

酶的活性#参与了
=Z

的发生*发展)

;

3

G;

基因突变可导致

;

3

G;

表达的改变#且
;

3

G;

基因位点及其频率分布受人种*

地域等因素的影响较大)本研究旨在通过检测广西壮族
+Z

患

者
;

3

G;

水平及其基因位点
C"E?)

"

=

*

CD(=

"

)

和
V?#)

"

;

基

因多态型及等位基因的分布频率#探讨
;

3

G;

水平及
(

个基因

位点与广西壮族
+Z

的关系#从而为
+Z

防治提供全新视角)

A

!

资料与方法

A$A

!

一般资料
!

选择南宁市壮族
+Z

患者*壮族健康个体*汉

族
+Z

患者和汉族健康个体各
"&&

例)其中#壮族
+Z

患者!

女
E?

例#男
%#

例#年龄
E'

#

D%

岁#平均年龄
%($"

岁&壮族健

康个体!女
E%

例#男
%%

例#年龄
%&

#

D"

岁#平均年龄
%($@

岁&

汉族
+Z

患者!女
E%

例#男
%%

例#年龄
ED

#

D?

岁#平均年龄

%E$(

岁&汉族健康个体!女
ED

例#男
%(

例#年龄
E@

#

D#

岁#平

均年龄
%E$E

岁)入选标准!$

"

%

(

代以上未有与外族通婚的壮

族或汉族家庭#最后一代个体纳入研究#且尽可能确保研究对

象在其可追踪的历史上没有与外族通婚&$

#

%无遗传性疾病家

族史及其他继发血脂*血糖升高的急*慢性疾病史)

+Z

的诊

+

@&%#

+

国际检验医学杂志
#&"D

年
@

月第
(?

卷第
"?

期
!

RHK_X5>+8N

!

Z8

4

K8I>8J#&"D

!

/̀0$(?

!

]/$"?

"

基金项目"广西壮族自治区卫生厅科研课题$

g#&"('DD

%&广西壮族自治区南宁市科技委员会课题$

g;#&"((&&%

%)

!!

作者简介"杨兰#女#副主任技师#主要从事分子诊断方向的研究)

!

%

!

通信作者#

S1I5-0

!

0-

4

-H

O

TL8H

O

??

'

"'($./I

)



断参照/中国成人血脂异常防治指南0

'

"

(

)

E

组研究对象在年

龄和性别上差异无统计学意义$

!

$

&$&%

%)采样过程遵循知

情同意原则#并通过询问确保样本间无血缘关系)同时收集所

有研究对象的临床指标)该研究通过南宁市第二人民医院医

学伦理委员会批准)

A$B

!

标本采集
!

抽取各研究对象空腹静脉血
%IX

#分别注入

干燥管和乙二胺四乙酸二钾$

S*!=1a

#

%抗凝管中)干燥管静

置
(&I-H

#

(&&&J

"

I-H

离心
"&I-H

#分离血清置
V#&d

保存#

用于测定空腹血糖$

,9)

%*三酰甘油$

!)

%*总胆固醇$

!;

%*高

密度脂蛋白胆固醇$

2*X1;

%*低密度脂蛋白胆固醇$

X*X1;

%*

;

3

G;

及肌酐$

;J

%水平)

S*!=1a

#

抗凝管充分混匀后#置

Ed

冰箱$

#

DN

%保存#用于
;

3

G;

基因位点多态性检测)

A$C

!

仪器与试剂
!

日立
1D'&&

全自动生化仪$日本日立公司%*

=:R1@D&&

扩增仪$美国
=:R

公司%*电泳仪$北京六一仪器厂%*

凝胶成像仪$珠海黑马生物公司%*

;

3

G;

试剂$浙江伊利康生

物技术有限公司%*血糖*

!)

*

!;

*

2*X1;

*

X*X1;

$罗氏公司%*

;J

试剂$浙江伊利康生物技术有限公司%*

*]=

抽提试剂$北

京天根生化科技有限公司%)

A$D

!

生化项目的检测
!

采用全自动生化仪测定研究对象血清

中
,9)

*

!)

*

!;

*

2*X1;

*

X*X1;

*

;

3

G;

和
;J

水平)

A$E

!

*]=

制备
!

全血
*]=

的制备严格按照试剂说明书操

作#最后
V#&d

保存备用)

A$F

!

;

3

G;

基因检测采用聚合酶链反应
1

限制性片段长度多

态性技术$

9;<1<,X9

%

!

引物序列和反应体系!根据
)8H:5Hf

提供的
;

3

G;

基因启动子序列#用
9J-I8J%$&

软件设计引物#

;

3

G;

基因
C"E?

*

CD(

和
V?#

位点引物序列见表
"

)

9;<

混

合反应液
?

%

X

$含
N]!9

*

>7MM8J

%*

!5

6

酶
&$%

%

X

*无菌水
(D$%

%

X

*

*]=

模版
#

%

X

和上*下游引物各
"

%

X

#共
%&

%

X

反应体

系)

;

3

G;C"E?

*

CD(

和
V?#

基因位点的扩增条件!

@Ed%

I-H

预变性&

@Ed "I-H

#

'# d E%G

#

D# d E%G

#

(%

个循环&

D#d

延伸
%I-H

)

;

3

G;C"E?

*

CD(

和
V?#

基因位点限制性

片段长度多态性分析!

;

3

G;C"E?

位点#

9;<

后产物
#&

%

X

*

Z5.

$

内切酶
"

%

X

#

>7MM8J(

%

X

#无菌水
'

%

X

#

(Dd

酶切
"L

)

9;<

产物为
#%E>

4

$

=

等位基因%#酶切后为
"(#

和
"##>

4

的
#

个片段$

)

等位基因%)

;

3

G;CD(

位点#

9;<

后产物
#&

%

X

*

]

O

/+R̀

内切酶
"

%

X

#

>7MM8J(

%

X

#无菌水
'

%

X

#

(Dd

酶切
"

L

)

9;<

产物为
#%E>

4

$

=

等位基因%#酶切后为
'(

和
"@">

4

的
#

个片段$

)

等位基因%)

;

3

G;V?#

位点#

9;<

后产物
#&

%

X

*

Z5.

$

内切酶
"

%

X

#

>7MM8J(

%

X

#无菌水
'

%

X

#

(Dd

酶切
"

L

)

9;<

产物长度为
(D@>

4

$

;

等位基因%#酶切后为
"D@

和

#&&>

4

$

)

等位基因%

#

个片段)

%

%

X

酶切产物在
#B

琼脂糖凝

胶上点样#电压
"&&`

#电泳
(&I-H

后凝胶图象分析仪下观察

电泳结果并摄像保存)

A$L

!

统计学处理
!

采用统计学软件
Z9ZZ"D$&

进行数据处

理#符合正态分布的计量资料用
FAE

描述#四组间计量资料的

比较采用方差分析&

E

组间
;

3

G;

基因型频率分布的比较#采

用
!

# 检验#血清
;

3

G;

水平相关性分析采用单因素相关分析

和多元逐步回归分析#以
!

#

&$&%

表示差异具有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B$A

!

E

组临床资料及
;

3

G;

水平的比较
!

E

组间临床指标及

;

3

G;

水平比较#差异有统计学意义$

!

#

&$&%

%)较同族健康

个体#两个民族的
+Z

组外周循环中
2*X1;

水平显著降低#而

;

3

G;

#

:+R

*

,9)

*收缩压*舒张压*

!)

*

!;

*

X*X1;

*

;J

明显升

高#差异均有统计学意义$

!

#

&$&%

%)而壮族
+Z

组与汉族

+Z

组间的
,9)

*

:+R

*收缩压*舒张压*

!)

*

!;

*

2*X1;

*

X*X1

;

*

;

3

G;

差异无统计学意义$

!

$

&$&%

%)见表
#

)

表
"

!!

;

3

G;C"E?)

'

=

&

CD(=

'

)

和
V?#)

'

;

基因位点引物序列

位点 引物序列
9;<

产物大小$

>

4

%

;

3

G;C"E?

*

CD(

上游引物!

%U1!;!=!;!=);!;;=);;!;!;)1(U #%E

下游引物!

%U1!);!));!!!)!!)!=;!;)1(U

;

3

G;V?#

上游引物!

%U1)=!))=!))))==))=;=)1(U (D@

下游引物!

%U1;=))=!));;=);=))=)1(U

表
#

!!

E

组临床指标和血清中
;

3

G;

水平比较#

FAE

$

参数
壮族

+Z

组

$

/ "̂&&

%

汉族
+Z

组

$

/ "̂&&

%

壮族健康组

$

/ "̂&&

%

汉族健康组

$

/ "̂&&

%

T !

;

3

G;

$

I

O

"

X

%

"$#"A&$'D

"

"$#DA&$'E

"

&$?'A&$"& &$@EA&$#( ?$%"( &$&&&

:+R

$

f

O

"

I

#

%

#'$(%A#$'#

"

#'$@DA#$E(

"

##$"?A#$(# ##$(@A#$?E "'$(D# &$&&&

,9)

$

II/0

"

X

%

%$'DA#$&"

"

%$?%A#$#@

"

E$(?A&$'? E$E%A&$%@ %$?"( &$&&&

收缩压$

II2

O

%

"(D$%&A"'$%&

"

"(@$?&A"D$?&

"

""E$%&A"%$D& ""'$?&A"E$@& E&$""' &$&&&

舒张压$

II2

O

%

?#$E&A"#$%&

"

?($@&A"($"&

"

D#$"&A?$#& DE$E&A?$&& "($'E" &$&&&

!)

$

II/0

"

X

%

#$?%A&$'"

"

#$@EA&$'D

"

"$"(A&$%# "$#EA&$%? '$(EE &$&&&

!;

$

II/0

"

X

%

%$%"A"$'@

"

%$'?A"$D#

"

E$#DA"$"# E$(%A"$#E D$(D' &$&&&

X*X1;

$

II/0

"

X

%

($(#A"$%"

"

($E'A"$'D

"

"$D@A&$?@ "$?%A&$@' ?$&E' &$&&&

2*X1;

$

II/0

"

X

%

"$#@A&$E#

"

"$(%A&$E@

"

"$'#A&$%E "$'@A&$%? %$'@D &$&&&

;J

$

%

I/0

"

X

%

@#$(&A#E$(&

"

@D$"&A#?$E&

"

'?$?&A"'$D& '@$E&A"D$"& (E$'"? &$&&&

!!

注!与同民族健康组比较#

"

!

#

&$&%

)

+

&"%#

+
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B$B

!

+Z

组血清
;

3

G;

水平与临床指标的相关性分析
!

两个

+Z

组患者血清中
;

3

G;

水平与
,9)

*

:+R

*收缩压*舒张压*

!)

*

!;

*

2*X1;

*

X*X1;

无明显相关性$

!

$

&$&%

%#但与
;J

水

平呈正相关)经多元逐步回归分析发现#校正年龄*性别*

,:)

*

:+R

*收缩压*舒张压*

!)

*

!;

*

2*X1;

*

X*X1;

的影响#

;

3

G;

水平仍与
;J

呈正相关$

!

#

&$&%

%)见表
(

)

表
(

!!

;

3

G;

与其他临床指标的相关情况

;

3

G; 7 !

:+R &$"(' &$#"'

,9) &$#&' &$"D#

收缩压
&$(&% &$&(%

舒张压
&$#?" &$&'(

!) &$"%? &$("#

!; &$""@ &$E&@

X*X1; &$"(% &$('%

2*X1; V&$#'@ &$&%(

;J &$%%" &$&&&

B$C

!

E

组
;

3

G;

基因分型结果
!

E

组
;

3

G;C"E?

*

CD(

和
V

?#

基因型主要是野生型#其中#

+Z

组中
;

3

G;C"E?

*

CD(

基

因杂合程度较健康组高#而
;

3

G;V?#

基因位点杂合程度较健

康人杂合程度低高)经
@UB

平衡检验#

E

组的
;

3

G;C"E?

*

C

D(

和
V?#

基因位点#符合
@UB

群体遗传平衡法则#具有群体

代表性$

!

$

&$&%

%)比较
E

组
;

3

G;C"E?

*

CD(

和
V?#

不同

基因型频率#

;

3

G;CD(

*

;

3

G;C"E?

和
;

3

G;V?#

不同基因

型分布频率间的差异无统计学意义$

!

#

^($"(@

#

!^&$D@"

&

!

#

Ê$?E"

#

! &̂$%'E

&

!

#

^($#&D

#

!^&$D?#

%)见表
E

)电泳

图见图
"

)

B$D

!

+Z

患者
;

3

G;C"E?)

"

=

*

CD(=

"

)

和
V?#)

"

;

基因型

与血清
;

3

G;

水平的关系
!

+Z

患者
;

3

G;CD(

位点不同基

因型间血清
;

3

G;

水平#差异有统计学意义$

!

#

&$&%

%)组间

两两比较#

))

基因型患者
;

3

G;

水平显著低于
=)

和
==

型#

差异有统计意义$

!

#

&$&%

%#而
=)

型与
==

型之间
;

3

G;

水

平差异无统计学意义$

!

$

&$&%

%)进一步比较壮族*汉族
+Z

患者
;

3

G;CD(

位点发现#两民族同一基因型间
;

3

G;

水平差

异无统计学意义$

!

$

&$&%

%)

+Z

患者
;

3

G;V?#

位点和
C

"E?

位点不同等位基因型间血清
;

3

G;

水平比较#差异无统计

学意义$

!

$

&$&%

%)见表
%

)

表
E

!!

广西壮族&汉族
+Z

和健康个体

!!!

;

3

G;

的基因检测结果#

/

$

基因型
壮族

+Z

组

$

/ "̂&&

%

壮族健康组

$

/ "̂&&

%

汉族
+Z

组

$

/ "̂&&

%

汉族健康组

$

/ "̂&&

%

;

3

G;C"E?

!

)) '" '? %% '(

!

)= (& #' (D (#

!

== @ ' ? %

!

! &$&D' &$"#& &$'"' &$D##

;

3

G;CD(

!

== '& '? 'E D"

!

=) (# #' #@ #E

!

)) ? ' D %

!

! &$#"@ &$"#& &$"'& &$"(%

;

3

G;V?#

!

)) %@ %% '' '"

!

); (" (E #? (&

!

;; "& "" ' @

!

! &$&'' &$""D &$#"" &$&D'

!!

注!

#(

#

;

3

G;CD())

基因型&

#E

#

;

3

G;CD(=)

基因型&

#'

#

;

3

G;

CD(==

基因型&

#D

#

;

3

G;V?#))

基因型&

#?

#

;

3

G;V?#);

基因型&

#@

#

;

3

G;V?#;;

基因型&

(&

#

;

3

G;C"E?);

基因型&

("

#

;

3

G;C

"E?)=

基因型&

(#

#

;

3

G;C"E?==

基因型&

+5Jf

!

*]=

标记物)

图
"

!!

;

3

G;C"E?)

'

=

&

CD(=

'

)

和
V?#)

'

;

电泳图

表
%

!!

+Z

组
;

3

G;CD(

&

;

3

G;V?#

和
;

3

G;C"E?

不同基因型的血清
;

3

G;

水平#

FAE

%

H

O

'

X

$

基因型
+Z

组$

/ #̂&&

%

T !

壮族
+Z

组$

/ "̂&&

% 汉族
+Z

组$

/ "̂&&

%

8 !

;

3

G;CD(

!

== "$(EA&$'?

"

"$#@A&$'"

*

"$(@A&$'?

*

&$?'& &$(@#

!

=) "$#%A&$'(

"

($'?E &$&#@ "$#(A&$%@

*

"$#'A&$D#

*

&$"DD &$?'#

!

)) "$"(A&$'E "$""A&$'E "$"%A&$'( &$"## &$@&%

;

3

G;V?#

!

)) "$#@A&$'( "$#%A&$'" "$((A&$'% &$D&D &$E?"

!

); "$##A&$%@ "$&'' &$(E? "$#"A&$%D "$#(A&$'" &$"(& &$?@D

!

;; "$#"A&$'D "$#(A&$E@ "$#&A&$'? &$"&# &$@"@

;

3

G;C"E?

!

)) "$#?A&$'E "$#&A&$'" "$("A&$?@ &$D?( &$E(%

+

""%#

+
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续表
%

!!

+Z

组
;

3

G;CD(

&

;

3

G;V?#

和
;

3

G;C"E?

不同基因型的血清
;

3

G;

水平#

FAE

%

H

O

'

X

$

基因型
+Z

组$

/ #̂&&

%

T !

壮族
+Z

组$

/ "̂&&

% 汉族
+Z

组$

/ "̂&&

%

8 !

!

)= "$"DA&$'" "$"?" &$#@' "$#"A&$'D "$#(A&$%% "$@%( &$"ED

!

== "$##A&$'% "$#(A&$'D "$#"A&$'? &$"(E &$?@E

!!

注!与
))

基因型血清
;

3

G;

水平比较#

"

!

#

&$&%

&与同民族
))

基因型血清
;

3

G;

水平比较#

*

!

#

&$&%

)

C

!

讨
!!

论

;

3

G;

表达于所有有核细胞#参与了机体许多生理和病理

过程#除了作为评价肾小球滤过功能的一个重要指标外'

"1(

(

#还

通过与组织蛋白酶等胱抑素酶形成紧密的复合物#从而抑制组

织蛋白酶的活性#影响细胞外基质产生和降解的动态平衡)同

时
;

3

G;

可影响粒细胞的吞噬及趋化作用#参与
=Z

和炎性反

应的病理过程'

E1%

(

)有研究表明#

;

3

G;

水平与冠心病$

;2*

%

的发生有着密切关系#

;

3

G;

水平降低时#其抑制某些半胱氨

酸蛋白酶#尤其是抑制组织蛋白酶的功能下降#从而导致组织

蛋白酶活性箱子增强#造成病理性损害#加速
=Z

的发生*发

展'

'1?

(

)

;

3

G;

编码基因位于染色体
#&

4

""$#

#是胱抑素家族中

的成员'

@

(

)有前瞻性队列研究发现
;

3

G;

基因发生突变可能

引起
;

3

G;

的合成和分泌量降低#引起
;

3

G;

酶活性抑制功能

减弱#导致机体发生生理性或病理性改变'

"&

(

)

;

3

G;

基因突变

主要在基因启动子处#且基因突变及其频率分布受人种*地域

等因素的影响较大#有研究发现其多态性与心血管疾病的关系

密切'

""1"#

(

)

+Z

包含了心血管疾病的多重危险因素#其进一步

发展的结局是心血管疾病和肾脏疾病)

+Z

和
;

3

G;

与心血

管疾病及肾脏受损有关#探讨
;

3

G;

水平及其基因位点与广西

壮族
+Z

的关系#从而为
+Z

*心血管疾病*肾脏疾病防治提供

全新视角)

本研究发现#广西壮族*汉族
+Z

组血糖*血脂*血压等指

标较同民族健康个体有显著差异#证实
+Z

是一组包含多代谢

疾病的综合征)广西壮族*汉族
+Z

组较健康同民族个体外周

血中
;

3

G;

水平显著升高#这与国内外的相关的研究结果相

似'

"(1"%

(

)本研究中两个民族的
+Z

组
;J

水平较健康组显著升

高#且
;

3

G;

水平与
;J

水平呈正相关)

;J

水平升高
;

3

G;

水

平亦升高)而其他血糖*血脂*血压等指标与
;

3

G;

水平并无

相关性#提示肾功能受损导致
+Z

患者外周循环中
;

3

G;

水平

升高#也进一步证明
;

3

G;

是肾小球滤过功能损害的敏感

指标)

有研究发现
;

3

G;CD(

位点的
=

"

)

突变#可导致信号肽

该位点的丙氨酸被苏氨酸替换#

;

3

G;C"E?

位点
)

"

=

突变可

导致信号肽该位点的氨基酸由苏氨酸转变为丙氨酸)这些替

换可改变
;

3

G;

向内质网和高尔基复合体的输运#或通过中断

信号肽与成熟蛋白的断裂来修饰
;

3

G;

的分泌加工途径#从而

导致
;

3

G;

分泌减少或活性降低'

"%

(

)本研究中壮族和汉族的

+Z

患者
;

3

G;CD(

*

;

3

G;C"E?

和
;

3

G;V?#

位点等位基因

分布频率与同民族健康个体间虽有差异#但差异无统计学意义

$

!

$

&$&%

%)这与本课题组成员研究发现
;

3

G;CD(

基因多

态性与
;2*

发生*发展相关的结论不同#而
;

3

G;C"E?

和

;

3

G;V?#

与冠心病的发生*发展无相关性的研究结论相同)

进一步分析
+Z

患者
;

3

G;CD(

*

;

3

G;C"E?

和
;

3

G;V?#

位

点不同基因型的外周血中
;

3

G;

水平#发现
;

3

G;CD(

位点
)

基因外周血中
;

3

G;

水平降低#特别是
))

基因型
+Z

患者

;

3

G;

水平较其他等位基因型
+Z

患者显著降低)分析原因

可能是!$

"

%

;

3

G;CD(

位点的
)

基因可能是广西壮族和汉族

+Z

发生*发展的危险因素#但因本研究观察的样本例数较少#

研究人群代表性还不够强#具有局限性#不足以检测出相关性&

$

#

%

;

3

G;CD(

基因位点与心血管疾病有关#而
+Z

是一组受

多种环境因素影响的心血管疾病的发病前期状态#通过积极干

预可延缓疾病发展*甚至改变结局)

总之言之#肾功能受损引起的血清高
;

3

G;

水平是
+Z

的

一个危险因素)

;

3

G;CD(

位点
)

基因型可引起
+Z

患者外

周血中
;

3

G;

水平降低#但
;

3

G;CD(

基因多态性与
+Z

的关

系还需通过在后续的研究中进一步扩大样本例数确定)
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