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摘　要　应用 PCR-RFLP方法 ,对 140例有家族史的糖尿病患者的线粒体 t RNA1eu(UU R)基因 n t3243A→ G

突变进行筛查 ,结果发现 6例 ( 4. 3% )该突变基因阳性者。总结其主要临床特征为:①呈母系遗传 ,②起病早 ( <

40岁 ) ,③多消瘦 ( BM I < 24 mg /m2 ) ,④继发性口服降糖药失效需用胰岛素治疗 ,⑤多伴有神经性耳聋。本研究

提示该突变在中国人家族性糖尿病群体中有较高的发生率 ;在临床上属于另一种糖尿病亚型。
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　　近年研究发现线粒体 DNA ( mitochondria l

DN A, mtDN A)突变是导致家族性糖尿病的原因之

一。1992年 , Ballinger [1]等和 Van den Ouw eland [2]等

分别在母系传递的糖尿病 ( diabe tes mellitus, DM )

伴耳聋家族中发现 m tDN A 10. 4 kb的缺失和 m tD-

NA t RNA1eu( UUR)基因 nt3243A→ G点突变 ,为 DM

病因的遗传异质性提供了证据。 研究表明 , 3243 bp

突变是迄今为止所知的唯一致糖尿病点突变 ,为了

解该突变在华南地区中国人家族性 DM群体中的发

生率及该类 DM的临床特点 ,我们对 140例有一级

亲属或母系亲属患病史的 DM患者进行该基因的筛

查 ,并对基因突变阳性者的临床资料进行分析总结。

1　材料和方法

1. 1　对　象

从本校附属第一医院和孙逸仙纪念医院内分泌

专科门诊就诊的 DM患者中 ,选择无亲缘关系 ,家族

中有两个以上一级亲属或母系亲属患 DM的患者

140例 ,男 39例 ,女 101例 ,年龄 9～ 75岁 (平均 54.

17岁± 11. 41岁 ) ,其中胰岛素依赖型糖尿病 ( ID-

DM ) 14例 ,非胰岛素依赖型糖尿病 ( N IDDM ) 126

例。所有患者按照 1985年 WHO的糖尿病诊断标准

进行诊断。 另外选择 50例正常人作对照 ,男 18例 ,

女 32例 ,年龄 25～ 68岁 (平均 31. 03岁± 10. 76

岁 )。

1. 2　 DNA抽提

研究对象空腹取静脉血 3～ 5 mL ,用 SDS-蛋白

酶 K于 50℃水浴摇床中消化过夜 ,苯酚、氯仿和异

戊醇抽提白细胞总 DNA。

1. 3　引物设计及 DN A片段扩增

以线粒体 DNA nt ( 2993-3019)和 nt ( 3467-

3493)为引物进行 PCR扩增。在 0. 5 mL离心管中 ,

加入模板 DN A 100 ng , 10× PCR缓冲液 3. 0μL, 4

种 dNT P各 200μmol / L,一对引物各 10 pmol,

TaqDN A聚合酶 1. 0 U ,反应总体积 30μL。扩增产

物为 501 bp,经琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1. 4　 PCR-RFLP分析

mt DNA nt3243A→ G突变产生了 ApaⅠ 酶切

位点 ( GAGCCC→ GGGCCC)和 HaeⅢ 酶切位点

( AGCC→ GGCC)。 PCR产物分别用 ApaⅠ 酶

( pr omega产品 )和 HaeⅢ 酶 (天象人产品 )酶解 ,

37℃ , 2 h。酶解产物经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,

硝酸银染色 ,观察限制性片段长度大小 ,识别突变。

1. 5　阳性对照标本

为 1例经测序证实为 3243A→ G突变的 DM患

者的 PCR产物克隆质粒 ( TA vecto r ) ,经转化、筛

选、 质粒 DN A提取、 酶切和纯化等步骤获取

3243 bp突变阳性片段 ,做为上述两种酶切的阳性

对照。
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2　结　果

2. 1　突变筛选结果

在 140例有家族史的 DM 患者中检出 6例

( 4. 3% ) 3243A→ G突变。 突变患者的 PCR产物经

ApaⅠ 酶切可见一个未酶解的 501 bp片段和两个

酶解的 250 bp和 251 bp片段 (重叠呈一条带 ) ,无

突变者仅见 501 bp的片段。 HaeⅢ酶解突变者 PC R

产物可见 155、 169、两个 97、 72、 65和 15 bp 6个片

段 ,无突变者只有 155、 169、 97、 65和 15 bp 5个片段

(图 1,图 2)。并且该突变是异胞质性的 ( h eteroplas-

my ,即细胞内同时存在野生型和突变型两种 m tD-

NA) ,故突变患者的 PCR产物一部分被酶解 ,一部

分不能被酶解。 50例正常对照组中未发现该突变。

2. 2　 6例突变阳性者的临床资料

本组 6例突变阳性者的临床情况 ,见表 1。

图 1　 ApaⅠ 酶解 PCR产物电泳图谱

1: 3243A→ G突变者 ; 2- 7, 9:无突变者 ; 8:阳性对照

图 2　 HaeⅢ酶解 PCR产物电泳图谱

1, 4, 5:正常人 ; 2: 3243A→ G突变者 ; 3:阳性对照

表 1　 3243 bp突变患者的临床和实验室资料

　　病　　例 1 2 3 4 5 6

　性　　别 M F F F M F

年龄 /发病年龄 (岁 ) 50 /39 36 /32 45 /29 36 /35 40 /25 63 /52

体重指数 [ BM I( kg /m2 ) ] 18. 7 20. 1 19. 2 28. 2 15 17. 9

类　　型 N IDDM IDDM NIDDM N IDDM IDDM NIDDM

目前治疗 胰岛素 胰岛素 胰岛素 磺脲类 胰岛素 胰岛素

耳　　聋 + + + - +

糖基化血红蛋白 (% ) 8. 4 8. 2 11. 8 6. 7 13. 9 9. 7

胰岛细胞抗体 + - + - -

胰高糖素-C肽释放试验 ( pmo l /mL)

　空　腹 0. 12 0. 36 0. 35 1. 01 0. 27 0. 56

　 6 min 0. 44 0. 67 0. 32 0. 75

胰高糖素胰岛素释放试验 ( mU / L)

　空　腹 < 2. 5 3. 3 < 2. 5

　 6 min 3. 1 15 < 2. 5
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3　讨　论

我们在 140例有家族史的 DM患者中发现 6例

mt DNA t RN A1eu( UUR) nt3243A→ G突变 ,发生率为

4. 3% ,比文献报道的调查值为高 ,这可能与调查对

象的选择标准不同及种族间的差异有关。 例如

Otabe[3 ]等在随机抽样的日本 DM病人中检出该突

变率为 0. 9% ; V ionet等 [4]报道在有阳性家族史的

法国人 NIDDM群体中该突变发生率是 1. 9%。提示

本病并不罕见 ,比其它致糖尿病的侯选基因如胰岛

素基因、胰岛素受体基因及葡萄糖激酶基因突变在

DM群体中的检出率高 [3]。

从 6例突变阳性者的临床资料中总结其主要临

床特征如下: ①有家族史并呈母系遗传。经家系调查

和家系成员的基因分析 ,证实突变基因由母亲传给

子女 ,而父亲不传递该突变基因 ,这符合线粒体基因

的母系遗传方式 ,家系分析详见另文报道。②发病年

龄较早 ,多 < 40岁。③消瘦 , BM I多 < 24 kg /m2 ,仅

病例 4 BM I为 28. 2 kg /m2。④继发性口服降糖药失

效 ,需用胰岛素治疗。 5例患者中除 2例 IDDM外 , 3

例 NIDDM随着病情进展 ,逐渐出现对胰岛素的依

赖 ;病例 4因患病仅半年 ,现服用口服降糖药。 ⑤不

同程度的神经性耳聋。 4例患者有耳聋 , 1例 (病例

6)因死亡未检查 ,发生率在 60%以上 ,均出现于 DM

后数年 , DM和耳聋的因果关系尚不清楚。⑥胰岛 β -

细胞功能进行性损害 ,胰岛素分泌降低 ,但胰岛细胞

抗体 ( ICA)检测可为阴性。 6例中有 2例 N IDDM者

ICA阳性 ,这可能由于含有 mtDN A突变的 β-细胞

不稳定性增加 ,诱发自身免疫介导的 β-细胞损坏。

Oka等 [5]曾报道过部分 3243 bp突变的 NIDDM患

者 ICA呈阳性。以上特征与近年来报道的突变家系

情况相似 [2, 3, 6～ 9 ]。有学者认为 ,该类 DM属于一种特

殊的亚型 ,称其为慢性进行性 IDDM或胰岛素需要

型 N IDDM [7]。

对有上述临床特征尤其是数种情况并存者进行

该突变基因的筛查。 3243 bp A→ G突变产生了 Apa

Ⅰ 和 HaeⅢ酶切位点 ,可通过观察酶解片段参照阳

性对照来识别该突变 ,无需进行测序分析。因为线粒

体 DN A突变是异胞质性的 ,有时白细胞中突变

mt DNA含量很低 ( < 5% ) ,很难检出或漏诊。为了能

敏感准确地筛查突变 ,本研究应用一对特殊引物 ,将

突变位点设计在扩增片段 501 bp 的中间位置

( 250 bp处 ) , ApaⅠ 酶解后产生 250 bp和 251 bp

两个片段 ,增强了酶解带的强度。此方法简便、敏感 ,

适用于临床筛查。

在选择筛查对象时 ,应注意:这类患者的家族史

常常不完全 ,因为许多亲属从未做过糖尿病的各项

检查或发病前已死亡 ;对母亲无病或已亡故 ,而家族

中有母系亲属或兄弟姐妹患病者也应例为筛查对

象。对有 3243 bp突变的 DM患者 ,临床医师应注意

早期未发现的神经性耳聋 ,进行听力检测 ,晚期使用

听力辅助。 这类患者由于线粒体氧化磷酸化功能受

损 ,可辅以抗氧化剂治疗 ,如辅酶 Q,抗坏血酸盐等 ,

据报道有较好疗效 [10]。
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PREVALENCE OF MITOCHONDRIAL tRNA
1eu( UUR)

GENE

MUTATION IN DIABETIC PATIENTS WITH FAMILY

HISTORY AND CLINICAL CHARACTERIZATION

OF THE SUFFERED PATIENTS

Zhang Qing1　 Zeng Ruiping1　 Du Ch uanshu1　Xiu Ling ling2　 Cheng Hua3

( 1　 Department of Sun Yat-sen Medical Genetics,　 2　 Endocrinology of Fi rs t Aff iliated Hospi tal,

3　 Endocrind og y of Sun Yat-sen Mem orial Hospi tal, Su n Yat-sen Univ ersi ty of M edical Sciences , Guangzh ou, 510089)

The re is suggestion r ecently tha t an A to G transitio n at nucleo tide pair 3243 o f the mitochondrial g ene,

a t RNA1eu( UUR) muta tion may play a ro le in the pathogenesis o f diabetes mellitus. To assess the preva lence of

this muta tion in South China, we scr eened 140 unrelated diabetic patients w ith family histo ry o f diabetes us-

ing polym erase chain r eac tion ( PCR) and restriction fragment leng th polymorphism ( RFLP) . Six patients

( 4. 3% ) we re identified as having this mutation. Th ere w as none with this mutation in 50 no rmal cont rols.

Tho se with the mutation possess the fo llowing clinical fea tures: ① the mitochondrial g ene is ma ternally inhe r-

ited; ② the age of diabetes onset is lower ( < 40 year s o ld) ; ③ the patients relativ ely have lean constitutions

( BM I< 24 kg /m2 ); ④ th ey mo re likely have to be tr eated w ith insulin due to seconda ry failur e to o ral hypo-

glycemic agents; ⑤ about 60% o f them suffered from hearing loss. The study suggested that diabetes melli-

tus and deafness asso ciated w ith the mutation r epresents a subtype o f diabetes found in bo th patients with ID-

DM and N IDDM in China and the preva lence o f the mutation is r elativ ely high in diabetes mellit us with a fam-

ily histo ry .

Subject headings　　 mutation; mito chondria /g enetics; RNA, t ransfer /g enetics; diabetes mellitus /g e-

netics
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