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摘要：目的 研究 1基因 C609T多态性与糖尿病视网膜病变之间的关系。方法 根据眼底检查的结

果，把 546例 2型糖尿病患者分成糖尿病视网膜病变组（DR组）和糖尿病无视网膜病变组（NDR组）。采用构

象差异凝胶电泳对 1基因 C609T多态性进行分型。结果 1基因 C609T多态性的 CC、CT和 TT

3种基因型在 DR组的频率分别为 29.7%、53.2%和 17.1%，在 NDR组的频率分别为 28.1%、51.8%和 20.1%，两

组比较差异无统计学意义（c2=0.678， =0.713）。结论 1基因 C609T多态性与我国江西汉族 2型糖尿病

视网膜病变的发生无关。
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Yan Deng1, Ji-xiong Xu2, Xiao-long Yin1, Jing-lin Yi3, Wei-feng Zhu4

(1. Department of Pediatric Ophthalmology, the Second Affiliated Hospital to Nanchang University,
Nanchang, Jiangxi 330006, China; 2. Department of Endocrinology and Metabolism, the First

A ffiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang, Jiangxi 330006, China; 3. Department of
Ophthalmology, A ffiliated Eye Hospital of Nanchang University, Nanchang, Jiangxi 330006, China;

4. Department of Biochemistry and Molecular, Basic Medical College of Nanchang University,
Nanchang, Jiangxi 330006, China)

Abstract: Objective To investigate the association of 1 C609T polymorphism with diabetic retinopathy.
Methods Based on the results of direct funduscopy detection, 546 patients with type 2 diabetes mellitus were
divided into 2 groups: diabetic retinopathy (DR) group and non -diabetic retinopathy (NDR) group. 1 C609T
polymorphism was genotyped by PCR conformation -difference gel electrophoresis (PCR -CDGE). Results The
frequencies of genotype CC, CT and TT at 1 C609T polymorphism in DR group and NDR group were 29.7%,
53.2%, 17.1% and 28.1%, 51.8%, 20.1%, respectively. No significant difference in genotype between DR group and
NDR group was found (c2 = 0.678, = 0.713). Conclusions 1 C609T polymorphism may not associated with
diabetic retinopathy patients with type 2 diabetes mellitus in Jiangxi Han nationality.
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糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）作

为糖尿病的主要微血管并发症之一，目前已成为工

作年龄人群致盲的主要原因之一[1]。DR发病是一个

非常复杂的病理过程，受多种因素影响 [2]，其中氧化

应激被认为与糖尿病视网膜病变的发生密切相关[3]。

依赖还原型辅酶Ⅰ/Ⅱ醌氧化还原酶 [NAD（P）H：

quinine oxidoreductase 1，NQO1] 作为影响氧化应激

的重要酶，其活性与外显子 6 上的 C609T多态性

（ 1800566）密切相关。当此位点由 C转变为 T时，

NQO1蛋白第 187位上的脯氨酸转变为丝氨酸，导

致该酶活性明显降低[4]。本研究采用聚合酶链反应 -

构象差异凝胶电泳 [5]（polymerase chain reaction-con-

formation-difference gel electrophoresis，PCR-CDGE）

的方法，对 1基因 C609T多态性与我国糖尿病

视网膜病变的相关性进行了研究，报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2011年 6月 -2013年 3月在南昌大学第一

附属医院住院 546例糖尿病患者。明确诊断为 2型

糖尿病（均符合 1999年 WHO糖尿病诊断标准），其

中，男性 301例，女性 245例，年龄 30～87岁，平均

（59.58±11.24）岁。均为江西地区汉族人，确诊糖尿

病时年龄≥30岁，且相互之间无血缘关系。根据是

否合并糖尿病视网膜病变分成两组：糖尿病视网膜

病变组（DR 组）和糖尿病无视网膜病变组（NDR

组）。

NDR组满足以下条件：汉族，年龄≥30岁。散瞳

检眼镜检查或小瞳下眼底照相检查眼底无异常。排

除标准：①有其他严重全身疾病及急性并发症；②非

2型糖尿病者；③散瞳下检眼镜检查或小瞳下眼底

照相眼底不正常（见 DR组）。

DR组满足以下条件：汉族，年龄≥30岁。散瞳

检眼镜检查、小瞳下眼底照相检查或眼底血管荧光

造影显示：微动脉瘤、任一象限中有 >20 处视网膜

内出血、在 2个以上象限有静脉串珠样改变、在 1个

以上象限有显著的视网膜内微血管异常、新生血管

形成玻璃体积血或视网膜前出血。以上检查出现 1

项即为存在视网膜病变。排除标准：①有其他严重全

身疾病及急性并发症；②非 2型糖尿病者。

对入组的研究对象收集临床资料，包括：性别、

年龄、民族、出生地和病程，计算体重指数（body

mass index，BMI），测量血压，包括收缩压（systolic

blood pressure，SBP）和舒张压（diastolic blood pres-

sure，DBP）。测定空腹血糖（fasting blood glucose，

FBG）、餐后 2 h血糖（postprandial two-hour blood

glucose，2 hBG）、 糖 化 血 红 蛋 白 (glycosylated

hemoglobin，HbA1c) 和血脂，包括总胆固醇（total

cholesterol，TC）、三酰甘油（triglyceride，TG）、高密度

脂蛋白胆固醇（high density lipoprotein cholesterol，

HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（low density lipopro-

tein cholesterol，LDL-C）、血尿素氮（blood urea ni-

trogen，BUN）、血肌酐（serum creatinine，Scr）及尿酸

（uric acid，UA）等。

1.2 基因组 DNA提取

使用百泰克全血基因组 DNA提取试剂盒提取

全血基因组 DNA[6]，根据琼脂糖凝胶电泳结果，取部

分 DNA稀释为大约 10 ng/μl作为扩增模板。

1.3 1基因 C609T多态性分型

用 PCR-CDGE 的方法对 1基因 C609T多

态性进行检测。正向引物：5'-GAAGCCCAGACCAA

CTTCTG-3'，反向引物：5'-AGGCTGCTTGGAGCAAA

ATA-3'，扩增产物长度为 247 bp。PCR体系为 10μl，

包含 5μl 2×Pfu Master Mix，10μmol正反向引物

各 0.2μl，模板 1.0μl，ddH2O 3.6μl。扩增条件：

94℃预变性 3 min；94℃变性 20 s，60℃退火 20 s，

72℃延伸 15 s，35 个循环；最后 72℃延伸 5 min。

PCR完成后在 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳上进行构象

差异凝胶电泳分析。

1.4 1基因 C609T多态性分型的验证

用 PCR-RFLP 的方法对 1 基因 C609T 多

态性的分型进行验证。PCR 体系为 10μl，包含

5μl 2×Taq Master Mix，10μmol 正反向引物各

0.2μl，模板 1.0μl，ddH2O 3.6μl。扩增条件：94℃预

变性 3 min；94℃变性 20s，60℃退火 20 s，72℃延伸

15 s，35个循环；最后 72℃延伸 5 min。酶切体系为

15.5μl，包含其中 10×Buffer R 1μl，PCR 产物

5μl，HinfⅠ0.5μl，ddH2O 9μl。在 PCR仪上 37℃酶

切 1 h。用 2%琼脂糖凝胶电泳对酶切产物进行检

测，酶切产物上样 5μl。当多态性位点为 C时，Hinf

Ⅰ不能对 PCR 产物进行酶切，酶切产物仍为 247

bp。当多态性位点为 T 时，247 bp 的 PCR 产物被

HinfⅠ切成 2个片段：120 bp 和 127 bp（120 bp 和

127 bp 在 2%琼脂糖凝胶上不能分开，表现为在

100 bp和 200 bp之间 1条带）。故酶切后在琼脂糖

凝胶电泳上表现为 1个较大条带（247 bp）的样本为

中国现代医学杂志 第 26卷

36· ·

PDF      pdfFactory Pro        www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


注：覮资料不符合正态分布，采用中位数和四分位数 M（Q25，Q75）表示

表 1 两组样本的临床资料比较

组别 年龄 /
（岁，x±s）

男 /女 /
例

病程 /
年 覮 BMI/

（kg/m2，x±s）
SBP/

（mmHg，x±s）
DBP/

mmHg覮
HbA1c/

%覮

NDR组（ =388） 60.08±11.45 216/172 5.00（2.00～10.00） 23.81±3.31 133.98±18.19 80.00（72.00～90.00） 8.10（6.70～10.40）

DR组（ =158） 58.34±10.64 85/73 9.50（5.00～13.00） 23.71±3.26 134.83±18.02 80.00（74.00～90.00） 8.60（6.90～10.40）

/ /c2值 1.649 0.159 -5.582 0.317 -0.493 -0.387 -0.861

值 0.100 0.690 0.000 0.751 0.622 0.699 0.389

组别 HbA1c/
%覮 FBG/

（mmol）覮
2 hBG/
（mmol）覮

TG/
（mmol）覮

TC/
（mmol）覮

NDR组（ =388） 8.10（6.70～10.40） 7.50（5.93～9.90） 12.40（9.70～15.55） 1.34（0.88～1.90） 4.35（3.80～5.10）

DR组（ =158） 8.60（6.90～10.40） 8.20（6.50～10.13） 12.30（9.40～15.90） 1.35（0.81～1.93） 4.47（3.83～5.15）

/ /c2值 -0.861 -2.123 -0.324 -0.085 -1.070

值 0.389 0.034 0.746 0.933 0.285

组别 HDL-C/
（mmol）覮

LDL-C/
（mmol）覮

Scr/
（mmol）覮

BUN/
（mmol）覮

UA/
（mmol，x±s）

NDR组（ =388） 1.11（0.91～1.31） 2.60（2.08～3.20） 60.00（46.25～76.00） 5.30（4.50～6.90） 291.21±87.61

DR组（ =158） 1.17（0.92～1.43） 2.62（2.10～3.29） 68.50（52.00～98.00） 6.20（5.18～8.35） 314.20±91.32

/ /c2值 -1. 409 -1.097 -3.270 -5.046 -2.746

值 0.159 0.273 0.001 0.000 0.006

CC基因型，酶切后在琼脂糖凝胶电泳上表现为 1个

较小条带（120 bp和 127 bp）的样本为 TT 基因型，

酶切后在琼脂糖凝胶电泳上表现为 2个条带的样本

为 CT基因型。对 55例样本（约 10%）进行酶切。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，对于连续型数据，如

不符合正态分布，采用中位数和四分位数 M（Q25，

Q75）表示；符合正态分布且方差齐的数据，两个样

本均数的比较用两独立样本 检验，多个样本均数

的比较用单因素方差分析；不符合正态分布时，两个

样本的比较用 Wilcoxon rank sum test，多个样本的

比较用 Kruskal-Wallis 检验。Hardy-Weinberg平

衡检验、基因型频率分布采用 c2检验， <0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床资料

根据确立的入组标准，共有 546例患者满足以

上条件，其中 NDR组 388例，DR组 158例。两组患

者的年龄、性别、BMI、SBP、DBP、2 hBG、HbA1c、TC、

TG、HDL-C和 LDL-C差异无统计学意义。DR组病程

长于 NDR组，FBG、Scr、BUN和 UA高于 NDR组，差

异有统计学意义。见表 1。

2.2 1基因 C609T多态性的分型结果

构象差异凝胶电泳显示 1 基因 C609T 多

态性表现为 3种情况：迁移率快的 1条带、迁移率慢

的 1条带和 2条带。见图 1。

图 2 为 1 基因 C609T 多态性 247 bp 的

PCR产物电泳图，PCR产物表现为单一清晰的目的

条带，可以用于酶切分型。

酶切结果显示在构象差异凝胶电泳上显示为迁

移率快的样本在酶切时都未被切开，为 CC基因型，

在构象差异凝胶电泳上显示为迁移率慢的样本在酶

切时都被切开，为 TT基因型，而在构象差异凝胶电

泳上显示为 2条带的样本在酶切时都有 2条带，为

CT基因型。见图 3。

2.3 Hardy-Weinberg平衡检验结果

从表 2 可知，NDR 组和 DR 组 1 基因

C609T多态性均符合 Hardy-Weinberg平衡检验，表

明本研究对象具有代表性。

2.4 1基因 C609T多态性与糖尿病视网膜病

变的关系

从表 3可知， 1基因 C609T多态性在 NDR

组和 DR组的基因型频率差异无统计学意义。
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表 4 1基因型与临床资料的关系

组别 2 hBG/
（mmol，x±s）

TG/
（mmol）覮

TC/
（mmol）覮

CC 13.37±4.83 1.38（0.92～2.15） 4.40（3.81～5.12）

CT 12.76±4.60 1.33（0.86～1.80） 4.37（3.77～5.10）

TT 12.84±4.68 1.27（0.77～1.93） 4.40（3.91～5.21）

/ /c2值 0.915 2.013 0.799

值 0.401 0.366 0.671

HbA1c/
%覮 FBG/

（mmol）覮

8.45（6.80～10.80） 7.90（6.00～10.65）

8.10（6.70～10.15） 7.80（6.00～9.50）

8.10（6.70～10.50） 7.40（6.30～9.85）

1.909 1.742

0.385 0.418

组别 年龄 /
（岁，x±s）

男 /女 /
例

病程 /
年 覮 BMI/

（kg/m2，x±s）
SBP/

（mmHg，x±s）
DBP/

（mmHg，x±s）

CC 59.62±11.26 82/74 7.00（2.25～10.00） 23.89±3.23 135.76±18.90 81.72±11.06

CT 60.09±11.23 160/125 6.00（3.00～10.00） 23.87±3.42 134.39±18.13 81.36±11.23

TT 58.11±11.23 59/46 6.00（2.00～10.00） 23.36±3.03 131.51±16.76 81.45±10.06

/ /c2值 1.192 0.581 1.229 1.044 1.748 0.055

值 0.304 0.748 0.541 0.353 0.175 0.947

M：DNA MarkerⅠ；1、5：迁移率慢的 1条带；2、4：迁移率快的 1

条带；3、6：2条带；7：阴性对照

图 1 1基因 C609T多态性构象差异凝胶电泳

600 bp

500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 M

247 bp

M：DNA MarkerⅠ；1~6： 1基因 C609T多态性 PCR产物；7：

阴性对照

图 2 1基因 C609T多态性 PCR产物电泳图

M 1 2 3 4 5 6 7

表 2 1基因 C609T多态性 Hardy-Weinberg

平衡检验 例（%）

组别 观察频数 预期频数 c2值 值

NDR组

CC 109（28.1） 113.1（29.1）

CT 201（51.8） 192.8（49.7） 0.709 0.400

TT 78（20.1） 82.1（21.2）

CT 84（53.2） 77.7（49.2） 1.027 0.311

TT 27（17.1） 30.1（19.1）

DR组

CC 47（29.7） 50.1（31.7）

表 3 1基因 C609T多态性位点在 NDR组和 DR组的

基因型频率 例（％）

组别 CC CT TT

NDR组（ =388） 109（28.1） 201（51.8） 78（20.1）

DR组（ =158例） 47（29.7） 84（53.2） 27（17.1）

c2值 0.678

值 0.713

M：DNA Marker Ⅰ；1、5：TT基因型；2、4：CC基因型；3、6：CT基因型

图 3 1基因 C609T多态性酶切产物电泳图

247 bp

120/247 bp

M 1 2 3 4 5 62.5 1基因 C609T多态性位点与糖尿病患者

临床资料之间的关系

表 4显示 1不同基因型的糖尿病患者的临

床资料差异无统计学意义。
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3 讨论

近几十年来，受我国城市化进程明显加快、人口

老龄化和生活方式改变等因素的影响，我国糖尿病

患病率显著增加。最近 10年糖尿病流行情况更为严

重。根据 2007～2008年我国 14个城市糖尿病流行

病学的调查，估计我国 20岁以上的成年人糖尿病患

病率为 9.7%，成人糖尿病总数达 9 240万[7]。我国可

能已成为世界上糖尿病患病人数最多的国家。糖尿

病视网膜病变作为糖尿病严重和常见的微血管并发

症之一，其发生、发展是一个慢性过程，除与血糖控

制情况、病程长短、合并全身其他病变、环境因素等

有关外，遗传因素也起了重要作用[8-9]。近期国内外

的研究表明有多个多态性位点与糖尿病视网膜病变

的发生有关[10-11]。视网膜含有较高的多不饱和脂酸，

有较高水平的氧摄入量和糖氧化，易于发生氧化应

激。研究表明，糖尿病及其视网膜病变患者存在着严

重的氧化应激[12]。因此有必要研究氧化应激相关基

因多态性与糖尿病视网膜病变之间的关系。

依赖还原型辅酶Ⅰ/Ⅱ醌氧化还原酶 [NAD（P）

H：quinine oxidoreductase 1，NQO1]是参与氧化应激

的重要酶，能催化醌双电子还原反应，从而减少活性

氧的产生 [13]。 1基因 C609T多态性是影响NQO1

活性最重要的多态性位点，目前在肿瘤方面的研究

较多[14]。有研究认为， 1基因 C609T多态性与 2

型糖尿病患者冠心病的发生相关[15-16]，但尚无 1

基因 C609T多态性与糖尿病视网膜病变之间关系

的报道。

本研究用快速、简便、低成本的 PCR-CDGE法

对 546 例 2 型糖尿病患者的 1 基因 C609T 多

态性进行分型，结果表明 1基因 C609T多态性

各基因型在 DR组和 NDR组比较差异无统计学意

义。进一步分析 1基因 C609T多态性各基因型

与糖尿病患者临床资料之间的关系，显示 1基

因C609T多态性不同基因型糖尿病患者的临床资料

差异无统计学意义。因此，本研究认为， 1基因

C609T多态性可能与我国江西汉族人群 2型糖尿病

视网膜病变的发生无关。而文献中关于 1基因

C609T多态性与 2型糖尿病患者冠心病的发生有关
[15-16]，可能是因为 1基因 C609T多态性在糖尿病

大血管病变和微血管病变中所起的作用不同。
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