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肝移植后２型糖尿病患者葡萄糖激酶基因
突变研究

吴意，陈雪初，吴金术

（湖南省人民医院 检验科，湖南 长沙 ４１０００２）

　　摘要：为探讨肝移植后 ２型糖尿病患者葡萄糖激酶（ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ，ＧＣＫ）基因的突变情况。应用多
聚酶链反应 －单链构像多态性（ＰＣＲＳＳＣＰ）的分析方法，对湖南，湖北 ３０例肝移植后 ２型糖尿病患者

ＧＣＫ基因 １２个外显子进行突变检测，在 ３０例肝移植后 ２型糖尿病患者 ＧＣＫ基因的 １２个外显子中

均没有发现突变。葡萄糖激酶基因可能不是中国湖南，湖北汉族人肝移植后 ２型糖尿病患者的发病

原因可能与 ＧＣＫ突变无关。
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　　器官移植应用于临床治病救人已有近半个世

纪的历史，是 ２０世纪外科领域的重大进展之一。

１９６４年，美国 Ｓｔａｒｚｌ教授在动物狗肝移植实验的基

础上，成功地进行了人类肝脏移植。目前，我国已

经有多家医院，可以开展肾脏、肝脏等器官的移植

手术。

１９９２年，Ｍｉｓｈｒａ［１］等就将葡萄糖激酶（ＧＣＫ）基

因定位于 ７ｑ５－７，并证实 ＧＣＫ基因与 ２型糖尿病有

关，其主要功能是促使胰岛素分泌，作用于肝细胞

和胰岛 β细胞中糖代谢的第一个限速部位，催化葡

萄糖磷酸化。２０００年，Ｎａｍ等［２］对 ５８个肾移植后

糖尿病患者的基因组 ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）做了突变检测，

在 ５号外显子，７，９号内含子发现了突变。为探讨

肝脏移植后糖尿病发病机制与 ＧＣＫ基因的相关

性，笔者对 ３０例肝脏移植后的患者，做了 ＧＣＫ基

因 １２个外显子的突变检测，旨在找出中国人移植

后糖尿病发病基因的突变热点。

１　对象与方法

１．１　对象

　　基金项目：湖南省卫生厅资助项目（Ｙ０２－０９９）。

　　收稿日期：２００３－０９－０６；　修订日期：２００４－０１－０８。

　　作者简介：吴意（１９７０－），男，湖北广水人，湖南省人民医院主治医

师，硕士，主要从事临床免疫学、临床化学，分子免疫学方面的研究。

　　收集来自湖南、湖北的汉族人种中 ３０例肝移

植后 ２型糖尿病患者血样（糖尿病诊断及分型均符

合 １９９９年 ＷＨＯ的标准），采用 ＰＣＲＳＳＣＰ的分析

方法，对 ＧＣＫ基因的 １２个外显子进行突变检测。

１．２　主要试剂与仪器

ＴａｋａＲａＴａｑ酶（大连宝生生物公司）；中型和大

型垂 直 电 泳 槽，低 电 压 电 源 电 泳 仪 （ＢｉｏＲａｄ公

司）；３７７测序仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）。ＲＴＥ

２１１型恒温水浴箱（Ｎｅｓｌａｂ公司）；ＰＥＲＫＩＮＥＬＭＥＲ９

６００ＰＣＲ仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）。

１．３　方法

１．３．１　模板的准备　常规苯酚／氯仿法抽提外周

血基因组 ＤＮＡ。

１．３．２　引物设计　采用互联网上引物设计软件

Ｐｒｉｍｅｒ３设计引物，引物序列见附表。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　在薄壁 ＰＣＲ管中进行 ＰＣＲ扩

增，ＰＣＲ反应体系（５０μｌ）：１０×Ｂｕｆｆｅｒ５．０μｌ，１０ｍＭ

ｄＮＴＰ１．０μｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ５′引物 １．５μｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ３′

引物 １．５μｌ，Ｔａｑ酶 ２Ｕ，模板 １００ｎｇ，加 ｄｄＨ２Ｏ至体

系为 ５０μｌ。扩增条件：９６℃预变性 ３ｍｉｎ，以 ９５℃

２０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ ４０ｓ循 环 ３０次，７２℃ 延 长

１０ｍｉｎ。取 ４μｌＰＣＲ产物，在 ６％非变性聚丙烯酰胺

凝胶上 ３００Ｖ电泳 ４０ｍｉｎ，银染，显色。



　第３期　　　　　 吴意，等：肝移植后２型糖尿病患者葡萄糖激酶基因突变研究

附表　 ＧＣＫ基因 １２个外显子的引物设计

外显子 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′） 片段长度（ｂｐ）

１ａ ＧＧＡＧＡＡＧＣＣＴＴＧＧＡＴＡＴＴＴＣＣ ＧＧＣＴＣＡＡＡＣＡＡＡＣＣＡＴＧＧＡＡＴＧ ２０２

１ｂ ＡＧＣＡＧＧＣＡＧＧＡＧＣＡＴＣＴＣＴＧ ＧＧＴＡＡＴＣＴＧＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＧＣ １８２

１ｃ ＣＴＣＡＣＡＴＧＧＣＣＡＡＣＴＧＣＴＡＣ ＧＡＡＧＡＡＧＡＧＧＴＴＣＣＡＴＣＴＧＡＣ １２１

２ ＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＴＧＧＴＧＡＣＡＧＣ ＣＡＣＡＧＣＴＧＣＴＴＣＴＧＧＡＴＧＡＧ ２９０

３ ＴＡＡＴＡＴＣＣＧＧＣＴＣＡＧＴＣＡＣＣ ＣＴＧＡＧＡＴＣＣＴＧＣＡＴＧＣＣＴＴＧ ２９５

４ ＴＡＧＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡＧＧＣＣＧＴＧ ＣＴＣＣＣＣＴＣＡＴＣＴＧＣＣＴＴＣＴＧ ２４１

５ ＧＡＴＡＴＧＴＴＡＧＣＡＧＣＣＡＣＧＡＧＧ ＡＧＡＡＡＧＧＣＡＧＧＣＡＧＴＧＣＴＧＧ ２０３

６ ＴＴＣＴＣＣＴＴＧＧＣＴＴＣＣＡＧＣＡＣ ＧＣＣＣＴＴＧＡＡＧＣＣＴＧＴＴＧＴＡＣ ２１４

７ ＣＧＧＧＧＣＡＧＴＧＣＡＧＣＴＣＴＣ ＣＴＣＣＣＡＴＣＴＧＣＣＧＣＴＧＣＡＣ ２９５

８ ＴＧＣＣＴＧＣＴＧＡＴＧＴＡＡＴＧＧＴＣ ＴＧＡＧＡＣＣＡＡＧＴＣＴＧＣＡＧＴＧＣ ２６２

９－１ ＧＡＧＣＧＡＣＡＣＴＣＡＧＣＧＡＣＣＧ ＡＴＧＣＧＧＴＴＧＡＴＧＡＣＧＣＣＣＧ ２０１

９－２ ＣＣＴＧＣＧＡＧＡＧＣＧＴＧＴＣＴＡＣ ＣＴＴＧＧＡＧＣＴＴＧＧＧＡＡＣＣＧＣＡ ２２９

１０ ＣＧＧＴＡＡＴＧＡＡＴＧＴＧＧＡＧＧＡＴＧ ＡＧＣＡＣＴＴＣＣＣＣＡＴＧＧＡＧＣＣ ２７６

１．３．４　单链构像多态性（ＳＳＣＰ）电泳　将扩增好

的 ＰＣＲ产物 １０μｌ在 ８％非变性聚丙烯酰胺凝胶（含

７％甘油）上，４℃，８Ｗ，电泳 １９ｈ４０ｍｉｎ，银染，显色

（附图）。

附图　ＧＣＫ基因 ５号外显子 ＳＳＣＰ电泳图

２　结　果

３０例肝移植术后糖尿病（ＰＴＤＭ）患者 ＧＣＫ基因

１２个外显子 ＳＳＣＰ检测均未发现异常条带。

３　讨　 论

糖尿病是一种慢性内分泌代谢性疾病，主要是

由于胰岛素分泌和胰岛素作用的缺陷。肝移植是

治疗终末期肝脏疾病的最后手段，而移植后由于多

种因素也可引起糖尿病［３］，它与肾脏等器官移植后

引起的糖尿病，统称为移植后糖尿病，发病机制目

前不很清楚。对于肝脏移植后糖尿病发病的机制，

目前 认 为 有 以 下 一 些 学 说：（１）免 疫 移 植 剂 学

说［４］；（２）肝移植修正学说［５］；（３）胰岛素减少学

说［６］；（４）自主神经受损学说［７］。但这些学说，目

前都有待进一步证实。

笔者对湖南、湖北汉族人种 ３０例 ＰＴＤＭ进行了

研究，在 ＧＣＫ基因中均未检测到突变。说明 ＧＣＫ基

因的突变可能不是中国湖南、湖北汉族人种 ＰＴＤＭ

发生的易感因素。也即 ＧＣＫ基因的突变，与中国湖

南湖北汉族人种 ＰＴＤＭ 患者糖尿病的发生无关。

Ｎａｍ［２］在肾移植后糖尿病患者中发现 ＧＣＫ基因 ５

号外显子，７，９号内含子存在突变，Ｃｈｉｕ［８，９］发 现

ＧＣＫ基因启动子的突变是迟发型 ２型糖尿病的重

要危险因素，但此结论在芬兰和丹麦的人群研究中

亦未得到证实。这些说明 ＧＣＫ基因与迟发型 ２型

糖尿病的相关性存在种族的差异。本次研究未发

现突变，可能存在其他致病基因
"

易感基因，或者

不是由于基因的变异。同时由于标本数量有限，也

可能造成偏差。希望本研究能为以后大规模对中

国汉族人种 ＰＴＤＭ的研究起到抛砖引玉的作用。

（华中科技大学同济医院李辉军提供部分标

本，特表致谢！）
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·病例报告·

食管、胃同时多源性癌１例
王小林，白华，白翎

（解放军第三二三医院 普外科，陕西 西安 ７１００５４）
关键词：肿瘤，多原发性；消化系统肿瘤；病例报告

中图分类号：Ｒ７３５　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　男，６４岁。因上腹部疼痛
伴返酸 １个月余，于 ２００３年 １月 ６日

入院。体查：一般状况尚可，未触及浅

表肿大的淋巴结，心肺部及腹部检查

均未见异常。上消化道钡餐示食管中

段之右后壁可见局部隆起改变，长约

２ｃｍ，高约 ０．２～０．３ｃｍ，胃小弯角切迹

下方可 见 １．８ｃｍ ×２．４ｃｍ 大 小 之 龛

影，周围呈环堤征，黏膜破坏，局部蠕

动消失。诊断为食管中段癌，胃窦癌。

纤维内镜检查距门齿 ３５ｃｍ食管后壁

可见一隆起性病变，大小约为 ０．８ｃｍ

×１．０ｃｍ，表面覆白苔，组织脆易出血。

胃角可见一巨大不规则凹陷性溃疡，

表面覆污秽苔，周围黏膜粗大集中充

血水肿，组织较硬。两处活检病理诊

断为食管高分化鳞癌，胃窦中 －低分

化腺癌（图 １）。胸片及腹部 Ｂ超均未

　　收稿日期：２００３－１２－１８。

　　作者简介：王小林（１９６６－），男，陕西乾
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事胃肠道肿瘤方面的研究。

见异常。经术前准备后，于 ２００３年 １

月 １４日在全麻下同时行食管癌及胃

癌根治术，消化道重建采用结肠代食

管经颈部与食管吻合术（图 ２），手术

顺利，术后恢复良好，于 ２００３年 １月

２９日康复出院。术后病理诊断：食管

高分化腺癌，侵及黏膜下层；胃中分化

腺癌，侵及深肌层达浆肌层。

图 １　肿瘤部位示意图

图 ２　消化道重建示意图

讨论　多源性癌系指人体不同部

位及器官同时或先后发生 ２个以上原

发性恶性肿瘤，多源发性癌有同时和

异时性之分，前者系指 ６个月内先后

发生 ２个以上部位的 原 发 性 恶 性 肿

瘤，同时多源性癌少见，而同时存在的

多源性癌更少见。本例属同时存在的

同时性食管、胃多源性癌。
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