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eNOS基因第7外显子894G--T多态与糖尿病肾病合并

高血压的相关-陛研究

吕淑云邢强强李长贵

【摘要1目的探讨内皮细胞型一氧化氮合酶(eNOS)基因第7外显子894位点多态性与糖鼹病肾病合并高

血压的相关惟。方法随机选择研究埘象为单纯糖尿病(DM)思者52例，平均年龄(66 3±7 9)岁，单纯糖尿病肾

病(DN)患者45例，平均年龄(65 91 6．7)岁，糖屎病烀病台并高血压(T列l HP)患者50例，平均年龄(65 9±6 8)

岁。运用聚合酶链反应限制性片段长度多态性(PCR。RFLP)技术扩增eNOS基因第7外硅子的I)N／＼片段(248

bp)，以限制性内切酶BanⅡ进行酶切消化，2％的琼脂糖电泳分离PCR产物=．各组间等位基因频率及基因型频率

的比较用f检验．危险囡索分析用L，gistic回归分析。结果I)N组T等傅基因和’Iu基因型频率显著岛于单纯

DM组(f=7 20，P<0 05；f=9 17，P<0 05)．DN合并高f|lL压组T等位幕因及TG基因型频率高于DN组，但

差异无显著性(f=0 44，P>o 05；<=0 61，P>0 05)。多冈素Logistic回归分析发现：收缩雎(SBI，)、糖化m红

蛋白(truAlC)、“油一酯(’I、G)、总胆固醇(TO)、eNOS基因第7外显f 894G，T突变是DN的独立危险因素。结论

eNOS基因第7外显于894G一‘l、多态与糖尿病肾病有关=．T等位基因口』能足中国人2型糖尿病患者易患DN的

独立危险凶素。eN08基因第7外显予894G—fI多态与糖屎病肾病合并高血压的笑系有待进～步研究。

【关键词】 内皮细胞犁一氧化氮合酶；基困多态性；糖尿病肾病；高血压
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【Abslract】Objective To inv∞tigate the aqsociarion between 894G—T polymorphism at t2xon 7 of eNOS gene

and diebeti<txephropatby with or without hyperleILsion Methods A case control study in 147 Chinese subjects【in—

cluding 52 patients wT涵tyw-2 diabetes melJitus(DM)，45 patients,Mth diabetic nepbropatby(DN)and 50 patients witb

diabetic 1eghropathv and bypertension]㈣per{ormed’l'he allele frequency and genotyw,distribution d 894G’fl pdy

m。rt)hism at exon 7 of eNOS gene were determined by polymeram chain reaction combined with restriction fragment

Mlgth txdyn“)rphism(PCR—RFLP)methods R∞【Ilt3 The frequency of T allde and TG genotype at cxon 7 wem sig

nlficandy highel．in DN group than in DIM one；but there’Ⅷ】∞sigailiceaxv difference betwe,：It DN with hypertension and

DN wittlo㈥1 tlyp tensi()n Multivariate logistic regression analysis showed that the systolic bkr．xl preHsure，TG，]℃，HbAlc

and the 894G+T palymorplfism at exon 7 of eNOS germ x,vere risk factors for diabetic nephropathy Conclusion T al一

1de d zhe 894G，‘r耐ymorphism at exoo,7 of eNOS gene is related to diabetic nephropathy in type-2 diabetes mellirus，

but it is not re[ated to hypertension in diabetic nephropathy
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尿病患者一旦出现高血压病，单纯糖尿病’肾病(DN)

的发牛、发展加速。DN和高血压病皆为多基因遗

传性疾病，其发生、发展都是遗传因素和环境因素共

同作用的结果。一氧化氮合酶(eNOS)基因的表达

产物NOS是一氧化氮(NO)合成中的主要限速因
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小球内压的平衡中起再要作用，此外，NO还可通过

抑制甲滑肌增殖和抑制血小板聚集，拈抗肾小球硬

化的发生发展。NOS的功能异常通过影响血管鼙

NO基础水平，进而影响血管壁平滑肌的舒缓。临

床研究还发现，早期糖尿病肾病患者中，有的患者出

现高血压，『酊有的患者则小出现高仇压，出现I．述现

象的原因除环境因素外，遗传因素可能在其中起一

定的作用。我们对cN(2S基因第7外显子处894G—

T多态与精尿病肾病合并高血压的关系进行了研究。

1对象与方法

1．1研究对象所有人选的患者均为2型糖尿病(T2

DM)患者，糖尿病病史均≥8年，伴或不伴高仇压，伴

高『|fL压者，高『舡压在糖尿病之后出现。糖尿病诊断参

照1999年WHO制定的标准：症状+随机血糖≥

11 1 rcaaⅢ)l／L，或空腹血糖≥7．0 mmol／L，或OGT丁

中2 h血糖≥11．1 rmrLol／L。高f|I【压诊断参照WHO

的诊断标准：收缩压≥140 mmHg和(或)舒张压≥90

nm·H瞻。糖尿病肾病诊断：6个月内连续两次尿微量

白蛋白排泄率(UAER)20～200 lqg／min，血肌

酐<132 plnol／l，，并排除其他原因引起蛋白尿者。

根据UAFR和Jf『L压分为：(1jDM组：糖尿病诊断

明确，无糖尿病肾病和高血压病，共52例，男／

女=20／32，年龄(66 3±7 9)岁，糖尿病病程(10．21

22．09)年。(2)IjN：有糖尿病且合并糖尿病肾病但

无高血压病，共45例，男／女=18／27，年龄(65．9±

6．7)岁；糖尿病病程(¨．69 i 3．32)年。(3)DN+

HP组：有糖屎病且合并精尿病肾病和高血压，共50

例，男／女=19／31，年龄(65．9=6 8)岁，糖尿病病程

(12 31=5．31)年，高血压病程(5．61 i 2 86)年。

1．2实验方法(1-血糖、血脂、肌酐用全自动生化仪

测定，糖化血红蛋白采川HPLC法。c肽和24 h尿

白蛋白排泄率用酶联免疫吸附法。(2)DNA的提取

应用Promega公司试剂，“一20℃保存。【3)PCR扩

增：上游及F游引物分别为：5．一AAC,GCAG(}A

GACAGTGGAT(：(jA 3‘。5二CCCAGTCAAq、CCCl”1、

’f(}GTGCT(认3’。反应总体积为25”l，含DDW

1l 8 fl】，1()×缓冲液2 5止MgC[2 l 5 Pl，dNTPs

2．0“1，上游引物2．5 Jzl．下游引物2 5 i*1，Taq DNA

聚合酶0 2”l，模板DNA 2．0 p1。反应条件为94℃

预变性5 min，94C变性30 s，60"{2退火30 s，72℃延

伸45 s，循环35间后，于72℃终延伸5 rain。⋯

eNOS基因第7外显子894位点多态性分析：反应

体积共20 Jtl，含DDW 10．3 p1，10×缓冲液2 ul，

BSA 0 2“，PCR产物7 Jtl，B。N 11内功酶0．5脚：．

70℃水浴酶切3 h，冷却。㈦基因型确定：舣酶刨产

物于2％琼脂糖凝胶分离，经溴化乙锭染色，于紫外

投射仪下观察结果。

1 3统计学分析计量资料用l_：s表示，用方差分

析，计数资料用Y2检验，危险性分析用Logistic【旦J

归所有统计用SPSSl0．0软件完成。

2 结果

2．1 2型糖尿病患者eNOS第7外显子894G,-+T多

态检测结果 不含894G，T多态的等位基因经

BanⅡ内切酶酶切后得到大小为163 bp和85 bp的

两个片段，基冈型为GG；酶切得到248 hp，又得到

163 bp和85 bD的片段者，基因型为，lG(图1)。

图l eNOS第7外显子894(卜I多态位点BanⅡ酶切后电泳

2．2DM组、DN组和DN合并高血压组临床资料和生

化特征DM组和DN组除UAER的差异有显著性

(P<0 05)，其他如年龄、病程、体重指数、血压、糖化血

红蛋白、甘油三酯、总胆固醇等差异均无显著性

(P>O．05)i．DN组和DN合并高血压组除收缩蚯和舒

张压差异有显著降(P<o 05)9b，其他如年龄、病程、体

首指数、尿白蛋白排泄率、糖化血红蛋白、甘油兰酯、总

胆固醇等差异均无显著性(P>0．05；表1)。

2．3 eNOS第7外显子894G--，T多态不同基因型的

临床和生化特征所有病例依据基因型分为二组：

GG基因型95例(男36．女59)，G'I、基因型52例

(男20，女32)。两组患者除UAER比较有显著性

差异(P<0 05)外，其余指标如年龄、病程、性别、『【『【

压、体重指数、血糖、血脂、总胆固醇、糖化血红蛋白

差异均无显著性(P>O 05；表2)。

2．4 eNOS第7外显子894G—T多态各组中基因型

及基因频率分布 eNOS基因多态产牛三种基因
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(杂合子)。本实验中没有发现TT基因型。DN组

的GT摹因型频率明显高j’DM组(P<0 05)，T

等位基因频率电叫显高于DN组(P<0．05；表3)。

DN合并高Il【1压组(：T基因型频率和T等位基因频

率高于单纯DN组，但差异无盟著性(P>0 05；表

4)。相对风险分析发现GT基刚型者发生糖尿病肾

病的概率是非GT基因型者的2 29倍(P<0．05；

在5)。

表l各组患者临床资料及牛化特征比较

临床资料DM组DN组DN+HP组 F值P值

例数(例) 52 45 50 一

性别(男伎) 20／．32 18／27 19／31

年龄(岁) 66 3上7 9 65 9=6 7 65 9±6 8 0 482

糖尿病病稗(年) 10 21±2 09 ¨69±3 32 12 31±5 31 2 511

高血压痛程(年) 一 一 5 61±2 85

体覃指数(kg／m2) 24 05±2 53 24 39±2 30 26 45+3．02 0 784

收缩压(nm正Ig) 126 08±8 23 125 671 9 27 16I 431 15 75 148 526

舒张压(rnmHg) 76．92±6 87 77 71±6 27 90 92±7 12 63 33

空腹血糖(mmol／L) 9 48±2 27 9 57+1 99 9 53±2 92 0 017

甘油三酯(rIⅡnol／1。) 1 70±0 54 1 92±0 54 2．36±0 56 2 316

总胆固醇(rrmaol／L) 5 46±1 34 5 99±1 13 6．62±1 14 2 694

糖化血红蛋白(％) 7．22±0 76 7 79±1 03 7 96±I 64 l 430

Ifll肌酐(Ⅳnoi／I。) 91 48±14 78 89 84±14 8l 88 20±15 46 0 629

0 619

0 085

0 458

<0 001

<0 001

0 983

0 102

0 07l

0 243

0 535

篓至篓星釜 竺竺 竺竺兰!竺竺竺： 竺!
表2所有患者eNOS基困第7外显子G—T多态不同基因型临床资料特征

侧数(侧) 95 52 一 一

性别(贝／虫) 36／59 20／32 一 一

年龄(岁) 65 8±7 4 65 8±6 8 O 000 u，994

病程(年) 10 25i2．74 10 92±3 31 1 733 0 190

体重指数(奴／m2) 24．96±2 63 25 01±3 09 2—013 0 158

收缩压(T11TnHg) 134 84±22 35 140 59±19 20 1 107 0 294

舒张压(nullHg)80 47±9 48 85 33 4-19 20 o一790 0 376

空腹血糖(rtualol／L) 9 73±2 34 9 15±2 52 2—676 u 104

甘油二酯(nlm。l／t，) 2 02+-0 60 1 92=0 63 O．871 0 352

总胆固醇(rImlol几) 6．07±1 25 5 86±l 32 0—815 0 368

糖化血红蛋白(％) 7 55±0 91 7 76±0 86 1 801 0 182

24 h尿微量白蛋白 75 36±78 13 146 64±77 95 4—451 0 037。

塑堂兰!f堡：型!! 一一沣：。两组比较P<0 05

表3 DM组和DN组及单纯DN组和DN+HI'-e捐．．NN频率及基因型分布

(；G G'I' G T————————二二二～———————=——————————————————————————————————一
DM}Jl 52 42(80 81 lo(19 2) 94(90 4) 10(9 6)

DN组 95 53(55 8)42(44 2) 148(77 9)42(22 1)

单纯DN组45 27(60) 18(40) 72(80) 18(20)

型：塑望 塑 型型 型型————』业坠————型型—一注：DN-N与I)M组比较，P<0 05；r】N+liP组与单纯DN组比较，P>0 05
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表4 eN()S基因894G+T多态畸糖尿病肾病相对风险分析

幕囡多态

G／I、

G／O

表5精尿病肾病存危险因素的l-ogistic回归分析结果

2．5糖尿病肾病各危险因素的Logistic回归分析

以收缩压、l{MI、HBAlc、TC、’I'G、病程和eNOS基因

第7外显f基因型为自变最，UAER为因变量，进行

多因素Logistic回归分析，结果显示，收缩』玉、

HbAlC、’I'C、TG和第7外显f基因型进人回归方程。

2．6基因适合度检测对三组患者的基因型频率经

f检验进行适合度检测，符合HardY Weinberg平衡。

3讨论

NO是以L—Arg为原料合成的·种血管舒缓物

质，生理条件下，N0通过激活鸟苷酸环化酶，促进

c(；MP的合成，使平滑肌松弛和血管舒张、降低【IIL小

板聚集、抑制脂质过氧化、抑制内皮细胞增殖⋯t。

NO生成减少可导致血管收缩、内皮细胞增殖。

DM患者体内NO含茸的变化是一个双相过程，

表现为早期NO代偿性合成增加而晚期则减少_2 J。

T01ins等_31研究链脲佐菌素(Sq'Z)诱导的糖尿病大

鼠发现，6周病程时肾小球滤过率、肾滤过压、肾血浆

流量等均明显升高，且尿N()1、N03排泄量也增加。

给予NOS抑制剂L—NAME后上述指标均下降，提

示DN早期NO合成增加可能是导致肾小球高滤过

的贯要原冈。倪连松等”J发现单肾切除8周后，精

尿病大鼠NO含量明显下降，而细胞基质蛋白的积

聚及尿白蛋白的排泄却显著增加。提示DN晚期

NO含量的降低可能与肾小球硬化有关。

NO水平与高血压病的发生发展有关。国内外

学者研究发现原发性高血压患者NO水平明显降

低[5-71。吴秀香等_8j研究还发现肾性高血压大鼠小

仅基础NO牛成与释放减少，内皮素(ET)的含量也

明显增加。

NOS是NO合成IfI的主要限速因子，NOS的功

能障碍将影响血管壁NO基础水平。Wang等【9。发

现血浆NO水平的变化30％是由于eNOS基因多态

惟所致。近年来eNOS摹陶第7外屉子894G—T多

态与DN和高J1Ⅱ压关系成为罔内外研究的热点，但

研究结果各家报道不一。Suzuki等㈨研究发现，各
种原因引起的ESRD中GT和Tr基因型明显升高，

提示Glu298Asp突变是ESRD的一个危险因素。国

内学者研究发现，T等债基因与DN的发牛有关⋯1 l。

Miyamoto等“2^”j发现，eNOS基因894G一'I、多态

性与高血压明显相关。而Benjafield等Ⅲ17 J却得出

相反的结论。以上研究丧明eNOS基因第7外显子

894G—T多态与糖尿病肾病有关，与糖尿病肾病合

并高血压的关系尚不明确。

糖尿病肾病高血压可能是多种因素作用的结果，

其中包括容量负荷增加，血管活性张力增高，内源性

咀管扩张物质的减少及遗传易感性等。临床研究发

现，早期糖尿病肾病患者中部分患者出现高血压，有

的则不出现，导致该现象的原因目前尚不清楚。eNOS
基因第7外显子894G—T多态与DN和高血压病均

有关，推测其在早期糖尿病肾病高血压患者中发生卒

府较高，但目的国内外均未见有关的报道。本研究发

现，DN合并高血压组的T等位基因和GT基冈型频

率均明显高于DM组，高于DN组但差异无显著性。

出现上述情况可能与本研究样本数偏少有关，凶此

eNOS基因894G-，T突变与DN合并高血压的相关性

研究有待于大样本研究证实。把所有DN患者与DM

组比较发现DN组的T等位基因和GT基因型频率均

明显高于DM组，进一步证实eNOS基因894G—T多
态与DN的发生有关。本研究发现，DN除与eNOS基

因第7外屁子894G--．-'1、突变有关外，还与收缩期血

压、HhAI。Tc、TG呈正相关。

eNOS基因第7外显子894G—T多态导致NO

合成减少的原因目前尚不清楚。有人发现eNOS基

因298位的Glu为Ⅱ螺旋，894G—T突变使298Glu

变为Asp可使其结构变得更为紧密，从而影响酶的

一级和二级结构。导致酶的活性降低。提示eNOS

基因894G—T多态可影响eNOS的蛋白功能，使

NO生成减少l“J。

综上所述，我们的研究显示eN(x'S基因第7外显

子894G—T突变与DN的发生有关，而与DN合并高

血压的关系尚需多中心大样本的研究加以证实。
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