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提 要 比较 3 组起病年龄不同的胰岛素依赖型糖尿病 ( DI D M )病人 ( A 组毛 14 岁
,

B 组 15

~ 30 岁
,

C 组 ) 31 岁 )其 I IL A
一

D Q A I 链 52 位精氨酸 ( A gr )与 ID D M 易感性之间的关系
。

结果显

示
,

A 组 H L A
一

D Q A I 链 52 位 rA g ( + )等位基因频率为 87
.

5 %
,

明显 高于对照组 ( 53
.

9 %
,

尸 < 0
.

0 5
,

R R = 5
.

9 8 )及 B 组和 C 组 ( P < 0
.

0 5 ) ; A 组 H L A
一

D Q A I 链 5 2A r g ( + ) / iA g ( + )表现型的频率

为 75 %
,

明显高于 C 组 ( 23
.

1写
,

P < 。
.

05 )
。

本文提示
:

H L A
一

D Q A I 链 52 位 A gr 与 ID D M 易感性

之间的关系存在着起病年龄相关的异质性
,

有必要进一步研究以阐明 I D D M 的免疫遗传学本质
。
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近年来国内外研究发现人类白细胞抗原

( H L A ) I 类抗 原与胰岛素依赖 型糖尿病

( ID D M )易感性 有关
:
H L A

一

D Q B I 链 5 2 位

精氨酸 ( A gr ) 与对 I D D M 的易感性相关
,

而

H L A
一

D Q B I 链 57 位天门冬氨酸 ( A s p )则与

对 I D D M 的抵抗性 (或保护性 )相关
。

国内大

多数有关资料中 ID D M 病人起年龄小于 14

岁 或 18 岁 .l[
2 〕 ,

但 据 报 道 至 少 半 数 以 上

I D D M 病人于
.

20 岁以后起病 3j[
,

实际上作者

所在医院的 I D D M 病人中至少约 80 % 于 14

岁以后发病
。

目前尚不明确是否成年起病的

I D D M 病人 H L A
一

D Q 位点与 I D D M 易感性

之间也存在着相似关系
。

本研究比较 3 组起

病年龄不同的 ID D M 病人其 H L A
一

D Q A 1 52

位 A gr 与 I D D M 易感性之间的关系
,

从而探

讨 I D D M 是否在免疫遗 传性方面存在着异

质性
。

1 研究对家和方法

1
.

1 研究对象

均为无亲属关系的华南籍汉族人
,

包括

4 0 例 I D D M 病人 (男 2 0 例
,

女 2 0 例
;
年龄

31
·

7 岁士 1 2
.

4 岁 )和 51 例健康正常对照者

(男 2 4 例
,

女 2 7 例
;
年龄 3 0

.

6 岁士 8
.

7 岁 )
。

ID D M 根据下述条件进行综合分析判断而作

出临床诊断
:

①起病年龄 ; ②起病急缓 ; ③酮

症倾向
;④对注射外源性胰岛素的依赖性 ; ⑤

体型
; ⑥ 低 胰 岛 素 血 症

,

即 空 腹 C
一

肤 <

4 0 0 p m o l / L
,

餐 后 2 h C
一

肤 < 6 0 0 p m o l / L

及 /或 胰 高 糖 素 刺 激 后 6 m in C
一

肤 <

6 0 0 p m o l / L
。

4 0 例 ID D M 病人按起病年龄

而 分为簇 1 4 岁起病组 ( A 组
,

8 例 )
,

1 5一 3 0

岁起病组 ( B 组
,

19 例 )和 ) 31 岁起病组 ( C

组
,

13 例 )
.

I D D M 各组主要临床特征见表 1
。

L Z 实验方法

所有研究对象均抽取外周血 3 ml
,

肝素

抗 凝
,

分 离 白细 胞 : 用 酚 提 法 抽提基 因组

D N A
。

H L A
一

D Q A I 第 2 个外显子用下列引

物进行扩增
: P P

一

D Q A I
一

P L ( 5
’ 一

G G T G T A A A

C T T G T A C C A G
一

3 夕
,

1 2
一

1 8 a a ) 和 P P
一

D Q A I
-

P R ( 5 ’ 一

C A T T G G T A G C A G C G G T A G A G
-

3 ’ ,

8 0
一

8 6 a a )
。

聚合酶链反应 ( P C R )循环条件

① 广东省科委重点攻关项 目基金资助课题 ;② 第一作者
, 19 43 年出生

,

女
,

硕士
,

副教授
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为
: 9 3℃ 4 5 5 ,

5 3℃ 4 5 5 ,

7 2 ℃ 2 0 5 ,

共 3 0 个循

环
,

最后置 72 ℃ 5 m in
。

P C R 扩增产物经电泳

分析结果为 2 2 5 b p
。

采用 5 ’ 末端标记法标记

D Q A l l
一

5 2
、

3
一

5 2
、

5
一

5 2 及 6
一

5 2 共 4 个探针

(探针序列见表 2 )
。 ’ Z P 所标记的探针与 P C R

扩增产物进行狭缝杂交
,

使用 D B 硝纤膜
,

4 2℃预杂交 2一 4 h
,

预杂交液含 6 又 S S C (一x

S S C 为 0
.

1 5 m m o l / L 氯化钠
、

0
.

0 1 5 m m o l /

L 柠檬酸钠 )
、

s x D e n h a r d t
’ s ( I X D e n h a r d t

’ s

为 0
.

02 % W / V 牛血清 白蛋 白
、

0
.

02 % W / V

聚蔗糖 4 00
、

0
.

02 % 聚乙烯毗咯烷酮 )
、

0
.

5%

十 二 烷 基 磺 酸 钠 ( s D S )
、

10 0 m g / L 蛙 精

D N A ( s s D N A )
、

5 0 %甲酞胺
。

4 2℃杂交过夜
,

杂交液为预杂交液 中加入口
一 3 , P〕三磷酸腺昔

5 ’

末端标记的探针
。

计算洗膜温度 T m 〔T m ~

4 x ( G + C ) + 2 又 ( A + T )〕
,

G
、

C
、

A
、

T 分别

代表探针中鸟便嗦吟
、

胞崛咤
、

腺嗦吟和胸腺

嗜咤的数 目
。

严格于 T m 下洗膜 10 m in
。

经放

射 自显影读取结果
。

标准 D N A ( H L A 一 D Q A

链 0 10 1
、

0 2 0 1
、

0 30一和 0 5 0 1
,

购自上海第二医

科大学免疫室 )( 见表 2 )
。

表 1 I D D M 病人的临床特征

A 组 B 组 C 组
分 组 F 尸

( , : = 8 ) (
,: = 1 9 ) (

, :
= 1 3 )

男 /女

起病年龄 (岁 )

病程 (年 )

体重指数 ( k g /m
Z
)

空腹 C
一

肤 ( pm o
l / L )

4 / 4 9 / 1 0 7 / 6 ) 0
.

0 5

1 0
.

10 士 1
.

6 0 2 3
.

4 0士 3
.

5 0
, )

3 7
.

2 0士 5
.

3 0
, ) “ ’

1 2 1
.

4 2 > 0
.

0 5

4
.

1 0 士 4
.

5 0 6
.

8 0士 4
.

9 0 7
.

5 0 士 5
.

8 0 ) 0
.

0 5

1 6
.

7 0士 2
.

4 0 1 9
.

5 0土 2
.

2 0 , 、 2 0
.

8 0 士 2
.

5 0 , ’

1
.

1 4

7
.

6 0 < 0 0 1

9 1
.

6 0士 6 0
.

9 0 17 7
.

7 0士 1 2 6
.

5 0 2 5 5
.

9 0土 1 1 3
.

4 0 2 )

4
.

2 0 < 0
.

0 5

l) 与 A 组 比较
,

P < 0
.

05 ; 2) 与 B 组比较
,

P < 0
.

05

表 2 合成的寡核昔酸探针序列

探 针 等位基因 氨基酸位置 52 A gr
.

A G I 一 5 2 1 0 1
,

1 0 2
,

1 0 3 5
’ 一

C C T G A G T T C A G C A A A T T T G G 一 3
’

4 9
一
5 5 ( 一 )

A G 3一 5 2 5 0 1
,

6 0 1
,

4 0 1 5
’ 一

G T G T T T G C C T G T T C T C A G A C 一 3
’

4 6
一
5 3 (十 )

A G S一 5 2

A G 6一 5 2

3 0 1

2 0 1

5
’ 一

C A G T T G C C T C T G T T C CG C 一 3
,

4 7
一
5 2 ( + )

5
’ 一

C C T C T G T T C C A C A G A C T T A G A 一 3
’

5 0
一
5 5 (一 )

1
.

3 统计学处理

I D D M 病人和 对 照组 之间 以及 I D D M

各亚组之间 H L A D Q A I 等位基因及表现型

频率 比较 采用 丫 检验
,

当 1簇理论值 < 5 且

样本数 > 40 时
,

采用 Y a t e ’ s 连续校正 ; 当 1

簇理论值 < 5 而且样本数 < 40 或理论值 < 1

时采用 iF s h e r
精确检验法

; 对具统计学意义

结果进行相对危险度 ( R R )计算
。

ID D M 病人

亚组间其它各指标均数差异的 比较采用方差

分析
。

2 结 果

2
.

1 ID D M 病人 H L A
一

D Q A I 等位基因及

表现型频率分析 (表 3)

A 组 H L A
一

D Q A I 链 5 2A r g ( + )频率为

87
.

5%
,

明显高于对照组 ( 53
.

9%
,

尸 < 0
.

05
,

R R 一 5
.

9 8 ) ; B 组和 C 组分别为 53
.

9 %和
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一
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53
.

8%
,

与对照组的差异无统计学意义 (尸 >

0
.

0 5 )
。

A 组 H L A
一

D Q A I 链 5 2 A r g ( + )频率

高于 B 组和 C 组 (尸 均 < 0
.

0 5 )
。

A 组 H L A
-

D Q A I 链 52 A gr ( 一 )频率为 12
.

5%
,

明显低

于对照组 ( 4 6
.

1%
,

P < 0
.

0 5 ; R R ~ 0
.

1 7 ) 以

及 B 组和 C 组 ( P < 0
.

0 5 )
。

A 组 H L A
一

D Q A I 链 52 A gr ( + )/ A gr

( + )
,

A r g ( + ) / A r g ( 一 ) 以及 A r g (一 ) A r g

(一 )表现型频率分别为 75 %
,

25 %和 0 %
。

A

组 H L A
一

D Q A I 链 5 2 A r g ( + ) / A r g ( + )频率

明显高于 C 组 (2 3
.

1%
,

尸 < 0
.

05 )
。

比较 A

组和对照组 H L A
一

D Q A I 链 52 A gr (十 )/ A r g

( + )频率 之间的差异
,

尸一 0
.

06
。

A 组 H L A
一

D Q A I 链 0 3 01 等位基因频

率为 8 7
.

5 %
,

高于对照组以及 B 组和 C 组
,

H L A
一

D Q A I 链 0 2 01 等位基 因频率为 1 .2

5%
,

低于对照组以及 B 组和 C 组
,

但任何两

组间的差异均无统计学意义 (尸 > 。
.

05 )
。

2
.

2 ID D M 亚组间主要临床特征比较 (表

1 )

体重指数 ( BM D
,

A 组低于 B 组和 C 组

护 < 0
.

05 )
。

空腹 C
一

肤水平
,

A 组低于 B 组
,

B 组低于 C 组
,

A 组和 C 组之间的差异具统

计学意义 (尸 < 0
.

05 )
。

此外
,

发生酮症的平均

次数
,

A 组
、

B 组和 C 组 分别为 2
.

8
、

2
.

0 和

1
.

0
,

但差异无统计学意义 (尸 > 0
.

0黔
。

表 3 ID D M 病人起病年龄相关的 H L A
一

D Q A I 链遗传异质性

ID D M 组
正常对照组

A 组 B 组 C 组 全组

一
-

一

( n = 8 ) ( n = 1 9 ) ( n = 1 3 ) ( n ~ 4 0 )

n , , ’
%

n ,

写 n ,

% n ,

% n ,

写

A
r g ( + )

A r g (一 )

rA g ( + ) / A
r g ( + )

rA g ( + ) / A
r g ( 一 )

lA g ( 一 ) / A
r g (一 )

0 3 0 1 a
l l

e
l
e

0 2 0 1 a
l l

e
l
e

5 5

4 7

5 3
.

9 0 1 4 8 7
.

5 0 2 )
2 2 5 7 1 4 5 3

.

8 0 3 )

4 6
.

1 0

3 3
.

3 0

1 2
.

5 0 2 )

7 5
.

0 0

1 6 4 2

9 0 3 )

1 0 3 )
1 2 4 6

5 0

3 0

6 2
.

5 0

3 7
.

5 0

l 7

2 1

8 4 2

4 1
.

2 0 2 5
.

0 0 3 1

2 6

l 0

6 0

3 2 3

8 6 1

2 0 3 )

1 0 3 )
4 2

.

5 0

4 0
.

0 0

l 3

2 1

3

5
.

9 0

4 1
.

1 0

0 0
.

0 0 1 5
.

4 0

1 7

l 6

7

8 7
.

5 0

1 2
.

5 0

1 1 5 7

3 0

9 0 4 3 0
.

8 0 2 2

1 7
.

5 0

5 5
.

0 0

2 3
.

1 0 1 2 5 0

1 )n
’

为各组 H L A D Q A I 链 5 2 位基因表现型数 目 ;
2) 与对照组 比较

,

尸 < 0
.

05 ; 3) 与 A 组比较 尸 < 0
.

05

3 讨 论

本研 究 中 A 组 H L A
一

D Q A I 链 52 A gr

( + ) 频率明显高于对照组 ( P < 0
.

05 )
,

而 B

组和 C 组与对照组的差异无统计学意义
。

A

组 H L A
一

D Q A I 链 52 A gr ( + )频率高于 B 组

和 C 组 ( P < 0
.

0 5 )
,

H L A
一

D Q A I 链 5 2 A r g

( + ) / A gr ( + )频率高于 C 组 ( P < 0
.

0 5 )
。

此

外
,

A 组 H L A
一

D Q A I 链 0 3 0 1 ( A r g + )频率

相当高
,

为 8 7
.

5% ; H L A
一

D Q A z 0 2 0 1 频 率

相当低
,

为 12
.

5%
,

但 A 组与对照组及 B 组

和 C 组的差异无统计学意义
,

可能与例数不

足有关
。

上述结果提示
,

本组 I D D M 病人存

在着起病年龄相关的遗传异质性
,

儿童期起

病的 I D D M 和成年起病 的 I D D M 其遗传背

景可能有所不同
。

儿童期起病的 I D D M 病人

中 H L A
一

D Q A I 5 2 A r g ( + ) / A r g ( + )纯合子

频率高
,

说明 H L A
一

D A Q I 52 A r g (十 )本身或

与其连锁的一些易感因素作用强可能是促使

疾病早发的原因之一
;
成年起病的 ID DM 病

人可能比儿童起病 的 I D D M 病人更具异质
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性
,

这 些 病人 的遗 传易感性 可 能 主 要 由

H L A
一

D Q A I 5 2A r g ( + ) 以外的其 他易感基

因所决定
,

也可能与环境因素或其他获得性

因素有关 s[]
。

此外
,

本研究结果显示
,

A 组与 B 组和 C

组 比较
,

尚具有某些 临床特征
,

包括 BM I 较

低以及 B 细胞 残 留功能更差等
,

换 言之
,

成

年发病 I D D M 病人有较好的 B 细胞残留功

能
,

与文献报道一致困
,

提示 I D D M 病 人在

l店床方面也存在着异质性
。

近来有文献报道关于 I D D M 的异质性
,

包括免疫遗传学方面的异质性
。

如就 H L A
-

D Q
、

一 D R 位点与 I D D M 易感性关系而言
,

不同种族如中国人
、

日本人
、

高加索人
,

北 印

度亚洲人和非洲的加勒比海人等之间有共同

之处
,

也有不同之处 [’j
。

ID D M 发病率在世界

范围内均呈现从北到南下降的趋势
,

以斯堪

的纳维亚发病率最高
,

对某一人群所鉴定的

易感性等位基因并不一定适用于地理位置不

同的另一人群 [ , 〕
。

C a i l l a t 一 Z n e m a n ( 1 9 9 2 )报

道 15 岁以后起病的 I D D M 病人 ( 2 90 例 )与

儿童期起病的 I D D M 病人 ( 1 1 2 例 ) 比较
,

其

非 D R 3 /非 D R 4 基 因型 频率 明显较高
,

而

D R 3 / D R 4 杂合子和 H L A
一
D Q B 1 5 7 A s p ( 一 )

频率 明显较低
;
这些非 D R 3 /非 D R 4 病 人虽

然临床上表现为 ID D M
,

但诊断时胰岛细胞

抗体阳性率较低
,

胰岛素缺乏程度也较轻 a1[
。

有报道成年发病 I D D M 的临床特征是诊 断

前病程较长 以及 B 细胞 残 留功能较好 61[
。

K a b a y a s h i ( 1 9 9 3 )年报道缓慢起病的 ID D M

具有免疫遗传学及临床方面的特征
,

包括起

病年龄晚
,

胰岛细胞抗体阳性率高
,

残留一定

的 B 细胞功能及与 H L A I 类
一

抗原无明显相

关等闭
。

此 外
,

尚有报道 在 30 岁以 上 的

I D D M 病人中男性病人较多
,

提示男性性别

可能通过体液因素或免疫学过程对缓慢进展

的 B 细胞功能衰竭有一定影响 6[]
。

本文 结果 及所 复 习文献提 示 H L A 与

DI D M 易感性之间的关系是异质性 的
,

有必

要对 I D D M 病人按种族
、

地理分布
、

年龄
、

性

别
、

临床及免疫学特征或其不同组合分组
,

进

行 H L A 分 型 及 遗 传学 研 究
;
也有 必 要按

H L A 分型或遗传学特征进行分组研 究其临

床特征
。
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