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人类重组免疫球蛋白λ轻链０２２与ＴＯＭ１基因在２型糖尿病胰岛素抵
抗患者网膜脂肪组织的表达
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［摘要］　目的：探讨人类重组免疫球蛋白λ轻链（ＨＳＩＧＶＬ）０２２和ＴＯＭ１基因在２型糖尿病胰岛素抵抗（Ｔ２ＤＭＩＲ）患者网膜

脂肪组织表达水平并鉴定 ＨＳＩＧＶＬ０２２蛋白表达。方法：取２型糖尿病伴胰岛素抵抗（Ｔ２ＤＭＩＲ组）与非糖尿病无胰岛素抵

抗者（对照组）网膜脂肪组织，用荧光定量ＲＴＰＣＲ技术测定 ＨＳＩＧＶＬ０２２和ＴＯＭ１ｍＲＮＡ的表达量，用免疫组化方法鉴定

ＨＳＩＧＶＬ０２２蛋白表达。结果：荧光定量ＲＴＰＣＲ显示 ＨＳＩＧＶＬ０２２和ＴＯＭ１ｍＲＮＡ的表达量Ｔ２ＤＭＩＲ组和对照组分别为

（３４１４０±６１６０）、（４４４０±６１７）和（５９３０±６６１）、（１３６０±８２）拷贝／每百万看家基因 （Ｐ＜０．０５）；ＨＳＩＧＶＬ０２２较ＴＯＭ１表达量

高（Ｐ＜０．０１），且与ＨＯＭＡＩＲ呈直线相关（Ｐ＜０．０５）；免疫组化显示ＨＳＩＧＶＬ０２２蛋白在Ｔ２ＤＭＩＲ组和对照组阳性率分别为

（１２．４３±２．４１）％、（２．３１±０．４８）％，强阳性率分别为（６．６２±１．６９）％、（２．１２±０．３４）％，Ｐ＜０．０５。结论：ＨＳＩＧＶＬ０２２和

ＴＯＭ１在人网膜脂肪组织中均有表达，ＨＳＩＧＶＬ０２２表达量较高；在Ｔ２ＤＭＩＲ者中均呈上调表达，ＨＳＩＧＶＬ０２２蛋白表达相应

增高；ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡ表达量与 ＨＯＭＡＩＲ呈直线相关；这２条基因可能与Ｔ２ＤＭＩＲ有关。
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　　胰岛素抵抗为２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）的基本病理
生理改变，脂肪细胞能表达和分泌多种细胞因子，在

Ｔ２ＤＭ胰岛素抵抗（Ｔ２ＤＭＩＲ）的病理中发挥着错
综复杂的作用。我实验室郑骄阳等［１］应用基因芯片

技术观察到Ｔ２ＤＭＩＲ患者脂肪组织免疫相关基因
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如人类重组免疫球蛋白λ轻链（ＨＳＩＧＶＬ）０２２（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ：Ｘ５７８１２）ｍＲＮＡ 和 ＴＯＭ１ （ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＭ
００４５８８）ｍＲＮＡ表达明显增高，有望成为Ｔ２ＤＭＩＲ
的侯选基因。本研究初步观察了上述两基因在人网
膜脂肪组织中的表达，以进一步探讨其与Ｔ２ＤＭＩＲ
的关系。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选择自２００４年１０月至２００５年３
月我院普外科慢性胆囊炎择期手术的患者，年龄

４０～６０岁，２型糖尿病患者要求病程＜３年，口服降
糖药治疗，空腹血糖＜８ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨｂＡ１ｃ＜８．０％。

２型糖尿病胰岛素抵抗患者均符合１９９９年 ＷＨＯ

糖尿病诊断标准且胰岛素抵抗 ＨＯＭＡＩＲ＞４．００。
排除急性炎症；恶性肿瘤；严重肝、肾疾病；胰岛素增
敏剂（双胍类或噻唑烷二酮类）或胰岛素治疗；有家
族性遗传病史者。均签署知情同意书。研究对象分
为２型糖尿病胰岛素抵抗组（Ｔ２ＤＭＩＲ组）和非糖
尿病非胰岛素抵抗（对照组），每组７男９女，年龄、
体质量指数（ＢＭＩ）、腰臀比（ＷＨＲ）均相似，而空腹
血糖、空腹胰岛素与 ＨＯＭＡＩＲ存在显著性差异
（表１），用药情况为Ｔ２ＤＭＩＲ组（二甲双胍６例、磺
脲类１０例），对照组不用药。用放免法测血清胰岛
素；葡萄糖氧化酶法测血浆血糖；ＨＯＭＡＩＲ为空
腹血浆胰岛素（μＵ／ｍｌ）×空腹血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ）／

２２．５。脂肪组织离体后置入液氮冻存。

表１　２型糖尿病胰岛素抵抗患者与对照组一般特征的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ＝１６，珚ｘ＋ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ＢＭＩ
（ｋｇ／ｍ２） ＷＨＲ ＦＢＳ

（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ＦＩＮＳ

（ｚＢ／μＵ·ｍｌ－１）
ＨｂＡ１ｃ
（％） ＨＯＭＡＩＲ

Ｔ２ＤＭＩＲ ５４．０±８．５ ２５．８±１．１ ０．９３±０．０４ ７．２±０．５ １６．５±２．０ ７．０３±０．４３ ５．２９±０．６０

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４９．５±８．８ ２５．４±０．９ ０．９４±０．０５ ４．７±０．４ ９．４±０．５ ４．７８±０．１９ １．９４±０．１９

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

１．２　试剂及仪器　引物由上海生工生物工程公司
合成。总ＲＮＡ抽提试剂盒购于 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，
荧光定量 ＲＴＰＣＲ试剂盒、免疫组化试剂盒购于

ＴａＫａＲａ公司，免疫球蛋白λ轻链单克隆抗体购于
美国 ＮｅｏＭｅｒｋｅｒｓ公司。荧光定量ＰＣＲ仪（美国

ＢｉｏＲａｄ公司），台式离心机（ＳＯＲＶＡＬＬｐｉｃｏ公
司），移液枪（ＳＯＲＶＡＬＬｐｉｃｏ公司），Ａｘｉｏｐｌａｎ２ｉｍ
ａｇｉｎｇ显微图像分析系统（德国ＺＥＩＳＳ公司）。

１．３　网膜脂肪组织总 ＲＮＡ 的抽提和 ｍＲＮＡ 纯
化　ＲＮＡ抽提：在液氮中将组织研磨后转移到匀浆
器，每２５ｇ组织加１０ｍｌＴＲＩｚｏｌ；加２００μｌ氯仿／异
戊醇（２４１），振荡混匀３０ｓ，放置５ｍｉｎ；高速冷冻
离心机离心８ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ）；将上清液小心转
移到ＲＮａｓｅｆｒｅｅ离心管里，加入与上清液等体积的
异丙醇和３．０μｌ的糖原，室温下放置５ｍｉｎ；离心１０
ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ）；小心移去上清液，防止沉淀丢
失；用７０％乙醇洗涤２次；尽可能彻底吸出上清液，
防止丢失ＲＮＡ沉淀；真空离心干燥５ｍｉｎ；沉淀用

５０μｌＤＥＰＣＨ２Ｏ溶解。ｍＲＮＡ纯化：反应体系２０

μｌ：０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ２μｌ，４０Ｕ／μｌＲＮａｓｉｎ０．５μｌ，

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１．０μｌ，随机引物１．０μｌ，５×１ｓｔ
ＳｔｒａｎｄＢｕｆｆｅｒ４．０μｌ，５Ｕ／μｌＤＮａｓｅⅠ１．０μｌ，ＲＮＡ
１０．５ μｌ。 反 应 程 序 为 ３７℃ ３０ ｍｉｎ；７５℃

１０ｍｉｎ。　　　
１．４　荧光定量ＲＴＰＣＲ测定　逆转录：（１）立即冰
浴５ｍｉｎ，再加入４０Ｕ／μｌ的ＲＮａｓｉｎ０．５μｌ，２００Ｕ／

μｌ的ＳＳⅡ０．５μｌ。（２）反应程序：２５℃１０ｍｉｎ；４２℃
１ｈ；５２℃１５ｍｉｎ；７０℃１５ｍｉｎ；４℃保存。荧光定量

ＰＣＲ：（１）ＨＳＩＧＶＬ０２２引物序列为正义 ５′ＴＧＴ
ＧＣＴＧＧＴＣＧＴＣＴＡ ＴＧＧＴＧ３′，反义５′ＡＧＧ
ＧＣＧＧＧＡＡＣＡＧＡＧＴＧＡ３′；ＴＯＭ１引物序列为
正义５′ＣＡＣＴＧＧＣＴＧＡＣＣＡＡＣＧＧＡＡ３′，反
义５′ＧＧＴＧＡＣＣＣＣＣＴＴＡＧＧＣＴＣＴＴ３′；看家
基因引物序列为正义５′ＡＡＧ ＧＴＣＧＧＡ ＧＴＣ
ＡＡＣＧＧＡＴＴ３′，反义５′ＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ
ＡＡＣＧＧＡ ＴＴ３′。（２）反应体系（２５μｌ）：５×Ｒ
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５．０μｌ；２５０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｍｇ

２＋ ０．３μｌ；１０
ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．７５μｌ；１０μｍｏｌ／Ｌ引物１．０μｌ；

２５×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ１．０μｌ；１０
－３×Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ１．０

μｌ；５Ｕ／μｌＴａｑＥ０．２５μｌ；ｄｄＨ２Ｏ１３．７μｌ；模板２．０

μｌ；（３）反应程序：９５℃９０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ（×４０
个循环）；９５℃１ｍｉｎ；５５℃１ｍｉｎ；５５℃１０ｓ＋０．５℃／
循环×８０个循环；４℃保存。６０℃３０ｓ为荧光信号
监测点。

１．５　免疫组化染色　（１）涂片准备及抗原修复：取
新鲜网膜脂肪组织，１０％甲醛固定；石蜡包埋；每标
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本切片３张，涂片；６０℃恒温干燥箱２０ｍｉｎ；二甲苯
浸泡１０ｍｉｎ；梯度、乙醇浸泡各５ｍｉｎ；蒸馏水冲洗５
ｍｉｎ；ＰＢＳ洗片３×５ｍｉｎ；常温孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗
片３×５ｍｉｎ。抗原修复为３７℃胰酶３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗
片３×５ｍｉｎ；（２）免疫组织化学染色：常温孵育５
ｍｉｎ；ＰＢＳ洗片５ｍｉｎ；加一抗免疫球蛋白λ轻链单
克隆抗体，１０％山羊血清封闭液稀释１１００，４℃过
夜；ＰＢＳ洗片３×５ｍｉｎ；加二抗，抗小鼠抗体，３７℃
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗片３×５ｍｉｎ；加亲和素，３７℃３０ｍｉｎ；

ＰＢＳ洗片３×５ｍｉｎ；ＤＡＢ显色；流水冲洗；苏木精复
染１ｍｉｎ；盐酸乙醇分化；梯度乙醇脱水各５ｍｉｎ；二
甲苯浸泡１０ｍｉｎ；中性树胶封固；烘干、显微镜下观
察、摄片、分析显色强度。通过Ａｘｉｏｓｋｏｐ２ｐｌｕｓ显微
镜及图像分析系统分析所有切片，计算阳性率、强阳
性率。

１．６　统计学处理　正态分布用珚ｘ±ｓ表示，数据采
用ＳＰＳＳ１０．０软件包进行统计分析，进行正态及方
差齐性检验，ＨＯＭＡＩＲ呈偏态分布，取自然对数转
为正态分布资料，进行ｔ检验、χ

２检验、回归与相关
分析。

２　结　果

２．１　荧光定量ＲＴＰＣＲ结果

２．１．１　标准曲线　根据不同浓度的标准品测得的
荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数（ＣＴ
值）绘制标准曲线，这２条基因的标准曲线相关性均
良好（Ｙ＝－３．９８３Ｘ＋４４．２７２，ｒ＝０．９９６，Ｐ＜０．０１），
达到荧光定量 ＲＴＰＣＲ的要求，故测定的 ｍＲＮＡ
表达量结果可信。

２．１．２　Ｔ２ＤＭＩＲ组与对照组 ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡ
和ＴＯＭ１ｍＲＮＡ表达量比较　在大网膜脂肪组织
中，Ｔ２ＤＭＩＲ 组 ＨＳＩＧＶＬ０２２ ｍＲＮＡ 和 ＴＯＭ１
ｍＲＮＡ的表达量（拷贝／每百万看家基因）分别为
（３４１４０±６１６０）、（４４４０±６１７），对照组分别为
（５９３０±６６１）、（１３６０±８２），Ｔ２ＤＭＩＲ组较对照组
显著性增加（Ｐ＜０．０５）；在 Ｔ２ＤＭＩＲ组和对照组
中，ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡ在大网膜脂肪组织中的表
达量均较 ＴＯＭ１ｍＲＮＡ 的表达量显著性高（Ｐ＜
０．０１）。　　　　
２．１．３　ＨＯＭＡ 指数与 ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡｌ及

ＴＯＭ１ ｍＲＮＡｌ 表 达 量 相 关 性 分 析 　 发 现

ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡｌ表达量与 ＨＯＭＡＩＲ呈直线
相关（图１），回归方程为Ｙ＝－１８３８１．４＋９７９６．６Ｘ
（ｒ＝０．８９１，Ｐ＜０．０５）。

图１　ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡ表达量与

ＨＯＭＡＩＲ相关性分析

Ｆｉｇ１　ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗａｓ

ｌｉｎｅａｒｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＨＯＭＡＩＲ

２．２　免疫组化结果　ＨＳＩＧＶＬ０２２大量沉积在脂
肪组织中，呈棕黄色，而正常对照组可见少量的

ＨＳＩＧＶＬ０２２表达（图２）。ＨＳＩＧＶＬ０２２在 Ｔ２ＤＭ
ＩＲ组中表达的阳性率及强阳性率分别为（１２．４３±
２．４１）％、（６．６２±１．６９）％。在对照组分别为（２．３１±
０．４８）％、（２．１２±０．３４）％，统计学分析认为具有显
著性差异（Ｐ＜０．０５）。

图２　ＨＳＩＧＶＬ０２２蛋白在网膜脂肪组织中的表达

Ｆｉｇ２　ＨＳＩＧＶＬ０２２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｍｅｎｔｕｍｆａｔｔｉｓｓｕｅｓ
（Ｃａｅｓａｌｐｉｎｉａｓａｐｐａｎｒｅｆｉｎｅｄｄｙｅｉｎｇ，×４００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔ２ＤＭＩＲｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　２型糖尿病患者最显著的病理生理学特征之一
即是胰岛素抵抗，脂肪组织不仅仅是贮存脂肪、调节
能量摄入和能量消耗、脂类和碳水化合物代谢的作
用，还能分泌多种细胞因子，在２型糖尿病胰岛素抵
抗的病理中发挥着错综复杂的的作用。

　　人类λ轻链基因，位于２２号染色体２２ｑ１１．１
ｑ１１．２，含５０～１００个复杂的可变区（Ｖλ）基因，

ＨＳＩＧＶＬ０２２基 因 是 Ｖλ０２２号 基 因 。Ｄｕｇｏｕｊｏｎ
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等［２］研究发现作为免疫球蛋白同种异型体标志（ＧＭ
与ＫＭ）与糖尿病有关联，ＧＭ 可能为糖尿病遗传标

志，ＧＭ 出现的频次是糖尿病病因学的重要危险因

子。最近又有研究发现人类免疫球蛋白轻链基因表

达的调节通过核转录因子 ＮＦκＢ协同作用进行

的［３］。在２型糖尿病、胰岛素抵抗、肥胖症、动脉粥

样硬化发病机制中氧化应激是共同的土壤，而氧化

应激激活了核转录因子ＮＦκＢ的活性，推测ＮＦκＢ
的激 活 可 能 增 加 了 免 疫 球 蛋 白 轻 链 的 基 因

表达。　　　　　

　　ＴＯＭ１最初作为一个致癌基因ｖｍｙｂ特殊的

靶基因被鉴定［４］。ＴＯＭ１属于包含 ＶＨＳ区域蛋白

质家族成员，它除在Ｎ端ＶＨＳ区域之外，中央区还

有一个ＧＡＴ区域。在胞内体通路中起到间接的转

运和分选作用的接头蛋白如 Ｈｒｓ／Ｖｐｓ２７、ＳＴＡＭ、

ＧＧＡ和泛肽，均含有ＶＨＳ区域，认为ＶＨＳ区域是

这些蛋白发挥作用的关键部位［５～７］。并且 ＴＯＭ１
与Ｔｏｌｌｉｐ相互作用，都能单独与泛肽复合物蛋白链

和网格蛋白结合［８］。在衰老模型人类胚胎肺二倍体

成纤维细胞株中 ＴＯＭ１基因表达明显增加，表示

ＴＯＭ１基因在２ＢＳ细胞的过度表达能延迟衰老的

进展［９］。Ｙａｍａｋａｍｉ等［１０］发现过度表达 ＴＯＭ１能

抑制通过ＩＬ１β或肿瘤坏死因子α诱导的对ＮＦκＢ
和ＡＰ１等核转录因子的激活。最近又有研究证实

泛肽蛋白酶体通路是一个新的控制胰岛素信号通

路［１１］。

　　研究显示人类免疫球蛋白λ轻链和 ＴＯＭ１基

因在人网膜脂肪组织中均有表达，ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲ

ＮＡ 的 表 达 量 较 ＴＯＭ１ ｍＲＮＡｌ 表 达 高；

ＨＳＩＧＶＬ０２２和ＴＯＭ１基因在Ｔ２ＤＭＩＲ患者网膜

脂肪组织中均呈过度表达，且 ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡ
的表达量与 ＨＯＭＡＩＲ呈直线相关；免疫组化提示

ＨＳＩＧＶＬ０２２蛋白表达量在 Ｔ２ＤＭＩＲ患者网膜脂

肪组织中呈上调表达，从蛋白水平进一步证实了

ＨＳＩＧＶＬ０２２ ｍＲＮＡ 的 表 达。 从 而 说 明 这

ＨＳＩＧＶＬ０２２ｍＲＮＡ和 ＴＯＭ１基因过度表达可能

参与了脂肪组织胰岛素抵抗和糖尿病的发生及发

展。但 是 对 于 ＨＳＩＧＶＬ０２２ 和 ＴＯＭ１ 基 因 在

Ｔ２ＤＭＩＲ的发生、发展过程中所起的作用还需要进

一步探讨。

　　本实验为横断面研究，不能证明它们之间的因

果联系，样本量较小，只能得出上述的初步结论，拟

进一步扩大样本量和更为细致地分组以进行更为深

入的研究；检测基因编码的蛋白，建立胰岛素抵抗检

测的生化指标，作为诊断和治疗 Ｔ２ＤＭＩＲ的新靶

点；用基因敲除技术，观察相关基因编码蛋白的外周

生物学效应并探明其调控因子，进一步明确这些蛋

白的信号转导机制，阐明人类是否由于这两种蛋白

基因或其受体后转导的异常导致个体胰岛素敏感性

和２型糖尿病易感性的差异。
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