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2型糖尿病家系人类白细胞抗原DRBl”和DQBl+单倍型分析

袁宝军 颉玉欣邹吉敏安新李伟 张志欣

2型糖尿病是以胰岛素抵抗和p细胞功能减弱为特征的

遗传异质性疾病，其发病与遗传因素密切相关u’2J。人类白

细胞抗原(huⅡ姗leukocyte antigen，}ⅡA)系统是目前已知的最

为复杂的抗原系统之一，其中一些基因是参与某些疾病易感

性的重要基因。目前，对2型糖尿病家系HIA-DRBl’和

DOBl’基因易感性的研究甚少，我们随机选择唐山地区汉族

6个具有2型糖尿病家族史的家系，探讨2型糖尿病与I-ILA—

DRBl。和DQBl。基因单倍型的关系。

1材料与方法

1．1调查对象经我院内分泌科确诊的住院和门诊患有2

型糖尿病的家系共6个，每个家系的患者人数>2，共计22

例，患病成员均按1997年世界卫生组织制定的诊断标准确

诊，各家系成员均系唐山地区汉族人。

1．2材料Biotest公司提供酶联探针杂交分析(ELPHA)

HLA-DRB和HIA-DQB低分辨率分型试剂盒。

1．3基因组DNA的提取抽取5 ml抗凝新鲜血(2％ElYrA

抗凝)，分离白细胞，饱和酚／氯仿／异戊醇抽提，100出TE溶解

DNA。调整DNA浓度至50—100 ng，出。

1．4 PCR反应条件检测HLA-DRB和DQB等位基因需要

配置的PCR反应体系严格按操作说明执行。扩增条件：95。C

预变性5min，然后于95℃15 8-．55℃15 S-．72℃15 s为一个循环

进行扩增，共30个循环，结束后于72℃延伸6 min。

1．5 EIJ'HA取扩增后的PCR产物，按照DRB、OQB低分辨

率基因分型试剂盒操作。根据DRB-SSo、OQB-Sso反应格局

图判断样本DRB、DQB等位基因特异性。

1．6单倍型分离分析按公式b112=(I∑F_∑f1．0．5)／∑V

(f)计算HLA-DRBl+一DQBl+基因单倍型在家庭中的分布，确

定本病与mA—DRBl。．DQBl+基因单倍型是否关联。

1．7 患病同胞共享mA-DRBl’．OQm。基因单倍型分析
根据分离率，正常家庭同胞中共享HLA单倍型的分布按两条

单倍型相同(2)、一条单倍型相同(1)、两条单倍型不同(0)3

种类型的比例，期望值分别为25％、50％和25％。据此计算

2型糖尿病患者同胞间共享mA．DRBl’．DQBl+基因单倍型
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的偏离情况，对6个家系的子一代作HLA．DRBl+．DQBl+基

因单倍型分析。

1．8 Lods分析H1 本文6个家系均满足Lods法分析所需条

件。判断标准：Lods值>1支持连锁，Lods值>3肯定连锁，

Lads值<一2否定连锁。丽基因位点的重组率(e)≤0．10为

紧密连锁，e≥0．20为松弛连锁，0．10<0<0．20为中度连锁。

2结果

2．1单倍型分离分析6个家庭中子一代患病数均>2，共

15例，单倍型分布见表1。单倍型分离分析得z2=0．94，

df=1，P>0．25，表明家系中的HLA-DRBl’．DQBl’基因单倍

型与随机分布未发生显著偏离。

表1 6个家庭HIA-DRBl+．D‘邓1+单倍型分布

2．2患病同胞共享单倍型分析在上述6个家庭15例患病

子一代同胞中，其同胞中共享单倍型见表2。观察值与期望

值(Pd=1．0，Pd代表疾病基因频率)对比见表3。∑)[2=

3．94，df=2，P>0．1，未显示患病同胞共享HLA．DRBl。一

DQm’单倍型的频率比期望值明显增高，说明与随机分布未

发生显著偏离。

表2患病同胞共享I-ILA-DRBl’-DQm+单倍型

HLA一

家庭患病同胞数D。RQBBll：‘
单倍型

共享HLA-DRBl+

一DQBl+单倍型数量

(2) (1) (0)
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表3患病同胞间HLA-DRill’．D‘邓1。单倍型分布 2．3 1．ods分析6个家系的Lods计算结果见表4，从表中可

见0=0．30，hxts=0．184，RP=1．527，本病易感基因与ⅢA—

DRBl+、DQBl+位点基因连锁的相对概率仅是不连锁的1．5

倍，两位点距离按文献计掣51图距D=25Lo＆(1+20／1—
20)=34．657 cm，相距甚远。

表4 6个家系中HLA和2型糖尿病Lods计算结果

家系号婚姻类型乏釜翥星尹
0

0．00 0．05 0．10 0．20 0．30 0．40

1 GgTt×ggtt

2 Ggn×GgTt

3 GgTt×ggtt

4 GgTt×ggtt

5 GgTt×ggtt

6 GgTt×ggtt

Z1 4：2

E1 4：2

Z3 2：1

E3 2：1

Z1 3：0

E1 2：1

Z1 3：1

E1 3：1

Z1 3：1

El 2：2

Z1 3：0

．0．164

0．544

一∞

一∞

一1．191

．0．121

0．铝5

．0．483

—0．491

．0．678

．O．088

0．4，'7

．0．241

．O．253

0．257

—0．042

O．296

—0．064

．0．077

—0．088

．0．017

0．160

—0．012

．0．019

．0．018

．0．004

0．047

．0．001

—0．003

El 2：1 0．544 0．485 0．427 0．296 0．160 0．047

3讨论

本文单倍型分离分析、患病同胞共享HLA．DRBl+．

OQm+单倍型分析结果表明，患病同胞间的HLA-DRBl+．

DQBl“单倍型呈随机分布，无显著性偏离，说明2型糖尿病

与HLA-DRBl’．DQBl+单倍型可能无关联。对6个家系亲代

和子代相对进行Lods分析也得到相同结论，考虑在HLA领

域与2型糖尿病易感性关联的可能是6号染色体上某些单

个基因，并非该单倍型中各位点基因共同作用。值得注意的

是，有2个家系分析表明亲代中的等位基因均以HI．A-

DRBl。．12．DQBl+0301单体形式传给子代，提示该单体可能

为中国北方汉族人中的稳定单体型，但其作用尚待深入研

究。

本病的易感基因与mA．DRBl’、DQBl+间的图距为

34．657 cm，提示假设的易感基因与mJA有很大距离，患病同

胞共享单倍型分析还表明，本病易感基因与HLA-DRBl’、

DQBl+基因连锁的可能性非常小，这一现象说明了外显率的

不完全性，提示本病易感基因需要其他环境因子的触及，因

此本病可能为遗传因素和环境因素共同作用的结果，这与

Trevisan等⋯所做的流行病学调查结果相一致。

由于HLA基因的结构与功能复杂，并且mA_DRBl+、

DQBl’基因只提供6号染色体上很小一段信息，而2型糖尿

病的发病方式未明，为进一步确定家系中2型糖尿病与I-ILA

的关系，尚需扩大样本量，在更多家庭调查中多调查其他基

因遗传标记，用更多的多态性遗传标志及更先进的分型方法

作深入研究。
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