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线粒体基因 ND1/T3394C突变与糖尿病
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摘　要:【目的】调查线粒体 NADH 脱氢酶亚单位 1(ND1)基因的 T3394C 位点突变与中国人糖尿病的发病情况。【方

法】随机收集 338 例无血缘关系的糖尿病患者及 262 例正常对照组 , 用聚合酶链反应扩增 、限制性内切酶 Hae Ⅲ消化进行突

变筛查 , DNA 序列分析确认。【结果】糖尿病患者中 T3394C 突变者共 8 例(2.37%), 正常对照组中只有 1 例(0.38%, P <

0.01)。糖尿病突变患者中 4 例有糖尿病家族史 , 4例病人由于胰岛素分泌功能下降和/或出现并发症 , 需用胰岛素治疗。【结

论】ND1/ T3394C 突变在糖尿病患者中的发生率明显高于正常对组 ,提示这个位点突变可能是导致线粒体糖尿病的易感基因

之一。
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Mitochondrial ND1/ T3394CMutations Associated with Diabetes Mell itus in Chinese　XIU L ing-ling , LIANG

Wei , WU Hua , LIANG Y i-quan , YU Bin-jie.(Department of Endocrinology , First Af f iliated Hospital , Sun Yat-sen Univer-

sity of Medical Sciences , Guangz hou 510080 , China)

Abstract:【Objective】To investigate the contribution of the ND1/3394 mutations in mitochondrial g enes to the development of

diabetes in Chinese diabetic population.【Methods】Using PCR- Hae Ⅲ-RFLP and PCR product direct sequencing techniques , 338

randomly selected Chinese patients w ith diabetes mellitus without prior information about type o f diabetes , age of onset , family histo-

ry , mode of therapy , or any other clinical features , and 262 nondiabetic control subjects were examined.【Results】A homoplasmic

mutation at position 3394 T-C w as observed in 2.37% of diabetic patients and 0.38% of nondiabetic controls.The frequency was

significantly higher in the diabetic patients than in the control subjects.Among eight unrelated subjects with 3394 mutation , half o f

them required insulin therapy due to secondary failure to o ral hypoglycemic agents and / o r decreased insulin secretory capacity.【Con-

clusion】The high incidence o f mutations in Chinese diabetic pa tients suggests that the ND1/ 3394 is associated with diabetes mellitus.

Clinical features of the patients with the ND1/ 3394 mutation are similar to that of type 2 diabetes mellitus.
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　　线粒体糖尿病以 tRNALeu(UUR)为“突变热区” ,

其中 3243A-G 突变最常见[ 1 ～ 3] ,WHO 已将此类糖

尿病分型为胰岛 β细胞功能遗传缺陷性糖尿病[ 4] 。

线粒体基因因遗传变异部位不同 ,使它对 β细胞胰

岛素分泌功能的影响不一样 ,因而产生不同的临床

表现 ,包括胰外器官的影响———即遗传异质性导致

临床表现型的异质性。 Hirai 等[ 5] 报道与 tR-

NALeu(UUR)基因临近的 NADH 脱氢酶复合物亚单

位Ⅰ(NADH Dehydrogenase subunit 1 , ND1)基因

中 ,3394T-C新的突变点为日本 2型糖尿病人群的

易感基因之一 。本研究了解 ND1/ T3394C 突变在

中国汉族糖尿病群体中的分布情况及其临床特征 ,

以探讨其在糖尿病的发生发展中所起的作用 。

1　材料与方法

1.1　研究对象

随机抽样无血缘关系的糖尿病患者 338例 ,男

164例 ,女 174例 ,年龄(56.1±13.9)岁 ,平均病程

6.2年 ,其中有糖尿病家族史的 112例 。262 例正

常对照组 ,男 127例 ,女 135例 ,年龄(51.7±11.8)

岁。糖尿病诊断标准按WHO 的标准确定。

1.2　引物合成

根据人 mtDNA Cambridge 序列合成引物:L

链 nt3130-3149 ,H 链 nt3423-3403 , 由 Bex 公司合

成。

1.3　方　法

按常规方法提取患者外周血细胞的 DNA进行

PCR-RFLP 测定 。PCR 扩增条件:94 ℃变性 2

min;94 ℃15 s , 61 ℃15 s ,72 ℃15 s ,共进行 30个

循环 ,最后 72 ℃延伸 2 min。PCR产物经限制性
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内切酶 Hae Ⅲ酶解消化 ,用 20 g/L 琼脂糖凝胶电

泳 ,鉴定酶切产物 。DNA 序列测定应用荧光标记

引物循 环测序试剂 盒 (Amersham Pharmacia

bio tech),直接测序法对突变 PCR产物进行序列分

析 ,以确认突变点的位置 。此外 ,对 3394突变患者

再进行 mtDNA 3243A※G 、3316G※A 和 3391G※

A等位点的筛查。

2　结　果

2.1　PCR-HaeⅢ酶解-RFLP结果

线粒体 DNA第 3394 位核苷酸 T-C 的改变使

Hae Ⅲ酶解后在电泳带上可见 169 bp 、76 bp和 21

bp 3条带 ,而正常者的电泳带为 169 bp 、97 bp 和

21 bp 3条带(图1A ,因 21 bp片段较短故在琼脂糖

凝胶上不显示),该突变为同质性的(homoplasmy)。

2.2　PCR产物序列分析

图1B 测序结果可见患者线粒体 DNA L 链

3394位点由 T 突变为 C ,这与 PCR-RFLP 结果一

致。此突变位点位于呼吸链复合物 I ND1基因上 ,

并导致氨基酸替代。

2.3　线粒体 ND1/3394突变发生率及其临床表现

①发生率:338例糖尿病患者中 ,8例(2.37%)

为3394 T ※C 突变 ,而 262 例正常人中只有 1 例

(0.38%)为该突变者(P <0.01);②遗传:糖尿病

患者中一级亲属有糖尿病的 112 例 , 检出率为

3.56%,无家族史的为 1.77%。8例先证者中 ,只

有 4例有糖尿病家族史(其中 3例为母系家族史 ,1

例子女有糖尿病史),4 例为无家族糖尿病史;③发

病年龄:平均发病年龄 41 岁(22 ～ 58 岁);④胰岛

功能:除 1例 1型糖尿病外 ,7例为 2型糖尿病 ,其

图 1　线粒体 ND1/T3394C突变的鉴定

Fig.1　Identification for mitochondrial ND1/ T3394C mutation

A:Analysis of ND1/ T3394C by PCR- Hae Ⅲ-RFLP.The pres-

ence of mutant DNA resulted in the formation of 169 bp and 76 bp

fragments(lane 5 , 6 ,11 , 12)

B:Mitochondrial DNA sequence surrounding the mu tated site

3394 T-C subst itut ion

中 4例空腹 C 肽水平偏低;⑤肥胖情况:BM I 平均

为 20.9 ,无 1例肥胖者;⑥其它表现:6例患者伴发

不同的并发症 , 4例病人由于胰岛素分泌功能下降

和/或出现并发症 ,需用胰岛素治疗;尚未发现该突

变患者伴有耳聋症状;⑦其它突变位点:本组患者

中有 6例为 3243A※G , 8例 3316G※A的先证者 ,

在这些带有变异的同一患者中未检测出同时存在

两个突变的位点 。详细情况见表 1。

表 1　糖尿病 ND1/3394T-C 突变患者的临床情况

Table 1　Clinical features of the patients with the ND1/3394 mutation

Subject

No.
Sex

Age/ Age at

onset(y r)

BMI

(kg/m2)

Family

history

F-C peptide

(nmo l/ L)
Complication 1) Therapy 2)

1

2

3

4

5

6

7

8

M

M

F

F

M

F

F

F

50/ 48

56/ 26

38/ 22

60/ 55

39/ 32

37/ 37

61/ 50

70/ 58

24.8

19.0

19.1

24.7

22.9

16.4

24.3

18.8

+

-

-

+

+

-

+

-

3.31

0.10

0.19

1.38

0.68

0.30

0.37

0.42

a

d

e

a , b

-

-

d , e

c

OHA

Insulin

Insulin

OHA

Insulin

OHA

Insulin

OHA

　　1) a:hypertension , b:hypert riglyceridemia , c:osteoporosi s, d:diabetic ret inopathy , e:diabetic neuropathy;2)OHA:oral hypoglycaemic

agents
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3　讨　论

研究表明在 tRNA
Leu(UUR)

临近的 ND1基因上

存在着与糖尿病相关的突变位点[ 5 ,6] ,ND1蛋白是

高度疏水性的蛋白质 ,存在5个跨膜 α-螺旋二级结

构。3394nt处于呼吸链复合物Ⅰ(Co Ⅰ)ND1基因

上 ,在进化中保守度较高。当 3394T ※C 突变使第

30位密码子由原来编码的酪氨酸(TAT)被组氨酸

(CAT)替代 ,可能影响该蛋白质二级和三级结构的

形成或稳定性 ,引起 ND-1酶活性的改变使复合物

I功能发生障碍 ,从而影响胰岛 β细胞的功能 ,最终

发生糖尿病。另 ND1 基因功能的重要性亦在

Leber 氏遗传性视神经病(LHON)、Parkinson 病和

Altzheimer病等疾病中证实了 。

每一种线粒体疾病并不限于某一特定位点的

突变 ,不同患者可检出不同的位点 ,这些不同的突

变位点在疾病的严重程度上或影响的范围上亦不

相同。例如 ,在与 LHON 相关的 4个突变位点中 ,

并非表现的严重程度都相同[ 7] , 有的突变仅与

LHON 有关 ,有的则表现出更严重的临床症状;从

变异部位的分布和发病人数上 ,这些突变位点也有

差异。但与其他的线粒体疾病相比较 , LHON 还是

有较定型的临床表现。是否在线粒体糖尿病的发

生中也有类似的情况出现?Hirai[ 5] 在 365例 2 型

糖尿病患者中检测出 18 例此突变点(4.9%),在

225例对照组中发现 3 例突变者(1.3%),但二者

的突变频率有显著性差异 ,这与本研究结果相似。

另一项调查结果该突变的频率在日本儿童 1 型糖

尿病中为 3.2%,并认为这一基因突变导致糖尿病

的发生可能与其它连锁基因和/或环境因素改变有

关[ 8] 。

3394T ※C 突变糖尿病患者中既有 1型也有 2

型糖尿病;发病年龄不一;有无糖尿病家族史的各

占一半 ,并不都是有母系家族史;虽然多数患者有

糖尿病常见的并发症 ,但未见伴有特殊的神经系统

疾病;胰岛分泌功能也不尽相同。本突变患者的临

床表现与一般的糖尿病患者基本相似———无特殊

的临床表现 ,尤其与 tRNALeu(UUR)3243A※G 突变

的患者明显不同 (如母系糖尿病家族史;伴神经性

耳聋;低体重指数等)。其他的研究表明 ,在不同的

线粒体疾病中尽管突变的基因型相同 ,但临床表现

却不同 ,或者有较多的临床症状 ,给诊断带来不少

困难 ,本研究的 ND1/T3394C 突变糖尿病患者亦

不例外 。本研究还对 3316G ※A 、3391G ※A 和

3243A※G进行了筛选 ,未在同一患者中发现有两

种突变同时存在 ,每一个突变位点的分布和临床情

况亦有所不同 ,说明了线粒体糖尿病也是一种高度

异质性的疾病。
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·简　讯·

眼科中心卫生部眼科学实验室被评为良好类实验室

国家科技部委托国家自然科学基金委员会对生命科学国家重点实验室 、部门开放实验室进行评估 , 我校眼科中心的卫生

部眼科学实验室作为卫生部的部门开放实验室通过了评估并被评为良好类实验室 , 该实验室的各项工作得到以杨雄里院士

为组长的评议专家组的好评。

(眼科中心办公室)
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