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Abstract
誗 AIM: To investigate the correlation of vascular
endothelial factor (VEGF) I / D gene polymorphism with
diabetic retinopathy(DR) in type 2 diabetes mellitus.
誗 METHODS: The 91 patients with diabetes and 30
control cases which VEGF I / D genotypes and VEGF level
were determined by polymerase chain reaction -
restriction fragment length polymorphism(PCR-RFLP) .
誗 RESULTS: The DD genotype frequencies were
significantly higher in NPDR and PDR groups than in
groups of NDR and control (P < 0. 01); The VEGF level
were significantly higher in NPDR and PDR groups than
in groups of NDR and normal control(P<0. 01) .
誗 CONCLUSION: VEGF I / D gene polymorphism is
associated with the development of diabetic retinopathy;
D allele is probably a susceptible gene of diabetic
retinopathy.
誗KEYWORDS:vascular endothelial; growth factor; gene
polymorphism; diabetic retinopathy
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摘要
目的:探讨血管内皮生长因子(vascular endothelial growth
factor,VEGF) I / D 基因多态性与糖尿病视网膜病变
(diabetic retinopathy,DR)的关系。
方法:应用 PCR-RFLP 方法检测 91 例 2 型糖尿病患者和
30 例对照者的 VEGF I / D 基因和 VEGF 水平。
结果:NPDR 组和 PDR 组 DD 基因型频率显著高于 NDR
组和对照组(P<0. 01);NPDR 组和 PDR 组血清 VEGF 水
平显著高于 NDR 组和对照组(P<0. 01)。
结论:VEGF I / D 基因多态性很可能与 DR 的发生发展有
关,D 等位基因可能是 DR 的易感基因。
关键词:血管内皮;生长因子;基因多态性;糖尿病视网膜
病变
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病的最严重的微血管并发症,也是一种世界性的主要致
盲眼病。 中国糖尿病的发病率为 6. 7% ,成为全球糖尿
病第一大国,大约有 1. 5 亿人患有糖尿病。 探讨防治 DR
的机制和方法,对于防盲治盲有极其重要的意义。 目前
研究发现,血管内皮生长因子(vascular endothelial growth
factor,VEGF) 是 DR 新生血管形成的最强刺激因子,
VEGF 基因与 DR 发展也存在一定关系。 因此,从基因水
平探讨 DR 的发生、发展,成为目前国内外的研究焦
点[1,2]。 本课题应用聚合酶链反应-限制性片段长度多态
性(PCR-RFLP)方法检测 VEGF 水平及其 I / D 基因多态
性,旨在探讨 VEGF 及其基因多态性在 DR 发生、发展中
的作用,为预防和治疗 DR 提供新的方法和理论依据。
1 对象和方法
1. 1 对象 摇 选取我院 2011 -07 / 2012 -10 眼科住院患者
121 例进行分组,其中对照组 30 例,糖尿病组 91 例。 对
照组:随机选择同期在我院眼科住院的老年性白内障患
者 30 例,其中男 14 例,女 16 例,年龄 57 ~ 75(平均 66依
9)岁,无糖尿病史。 糖尿病组 ( T2 DM):按照 1999 年
WHO 糖尿病诊断标准,病程超过 10a 的 T2 DM 患者 91
例。 根据眼底照相检查分为三个亚组:(1)无糖尿病视
网膜病变组(non-diabetic retinopathy,NDR):31 例,其中
男 14 例,女 17 例,年龄 52 ~71(平均 62依9. 3)岁,病程 8 ~
16(平均 12依4. 2) a,眼底没有 DR。 (2)非增殖性糖尿病
视 网 膜 病 变 组 ( nonproliferative diabetic retinopathy,
NPDR):30 例,其中男13 例,女17 例,年龄51 ~73(平均 63依
9. 6)岁,病程 8 ~ 18(平均 13 依5. 1) a,眼底病变玉 ~ 芋
期。 (3)增殖性糖尿病视网膜病变组(proliferative diabetic
retinopathy,PDR):30 例,其中男 14 例,女 16 例,年龄 56 ~ 75
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摇 表 1摇 NDR和 NPDR及 PDR三个亚组间临床特点比较 軃x依s
组别 例数 年龄(岁) 病程(a) 收缩压 SBP(mmHg) 舒张压 DBP(mmHg) 血糖(mmol / L) HbA1c(% )
NDR 组 31 62依9. 3 12依4. 2 141依18. 5 86依10. 5 8依3. 8 8依2. 5
NPDR 组 30 63依9. 6 13依5. 1 142依19. 3 85依12. 2 9依3. 4 9依2. 7
PDR 组 30 65依9. 2 15依5. 6 142依21. 5 87依9. 6 11. 2依3. 6 10. 5依2. 2

(平均 65依9. 2)岁,病程 10 ~ 20(平均 15依5. 6)a,眼底病变
郁 ~ 遇期。 所有研究对象为中国汉族人群,彼此间无血缘
关系,部分患者有高血压病史。
1. 2 方法摇 采集受试者 2mL EDTA 抗凝的外周血用于基
因型检测,同时用干管采集 2mL 全血,4益静止凝集后离
心收集血清。 DNA 及血清样本均保存于-80益。 基因组
DNA 提取:外周血基因组 DNA 提取采用 Qiagen 公司
Qiagen DNeasy Tissue 试剂盒。 NanoDrop100 进行紫外分光
纯度测定,A260 / 280介于 1. 8 至 2. 0 之间,A 260 / 230大于 1. 5。 基
因型检测:rs35569394 位点(即-2549 位点) ( I / D)基因型
检测采用 PCR 产物多态性分析。 PCR 引物序列为:上游
5忆 - ATTTATTTTTGCTTGCCATT - 3忆, 下游 5忆 - GTCTGT
CTGTCTGTCCGTCA -3忆,其中上游引物在 5忆端标记 FAM
基团。 PCR 反应体系为:基因组 DNA 100ng,Mg2+终浓度
2. 0mmol / L, dNTP 0. 1mmol / L,上下游引物各 1滋mol / L。
PCR 反应条件预变性 94益 5min,扩增 25 个循环:94益
30s,65益 30s,72益 30s,最后 72益延伸 10min。 PCR 完成
后取 1滋L 采用 ABI 3100 型遗传分析仪检测,214bp 产物
峰为 D 型,230bp 产物峰为 I 型。 随机取 20 例样本,采用
前述非标记上游引物对片段进行基因序列测定,以验证基
因型。 外周血 VEGF 浓度测定:采用 CUSABIO 公司人
VEGF ELISA Kit 进行检测,操作方法见试剂盒说明书。
摇 摇 统计学分析:所有数据均采用 SPSS 10. 0 软件处理。
各组基因频率的群体代表性检验采用 Hardy-Weinbery 均
衡法。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 糖尿病组三个亚组间临床指标比较 摇 NDR 组和
NPDR 组的例数、血压、HbA1c 无统计学差异(P>0. 05);
PDR 组的年龄、病程和血糖明显高于 NDR 组和 NPDR 组
(P<0. 05,表 1)。
2. 2 各组患者血清 VEGF 水平比较 摇 NDR 组患者血清
VEGF 水平 115 依12pg / mL 高于 NC 组 81 依 11pg / mL(P <
0郾 05),NPDR 组和 PDR 组患者血清 VEGF 水平 208依13,
286依15pg / mL 明显高于 NC 和 NDR 组(P<0. 01)。
2. 3 各组 VEGF I / D 基因型分布频率比较 摇 正常对照组
和糖尿病患者三个亚组的 VEGF 基因均存在 II,ID,DD 3
个基因型。 NPDR 组及 PDR 组的 II 基因型频率显著低于
NDR 组和 NC 组(P<0. 01),DD 基因型频率显著高于 NDR
组和 NC 组(P<0. 01);NDR 组 DD 等位基因频率略高于
NC 组(P<0. 05)。 II,ID 和 DD 基因频率在 NPDR 和 PDR
组间的分布无明显差异(P>0. 05,表 2)。
3 讨论
摇 摇 DR 是糖尿病最严重的微血管并发症之一,也是一种
世界性的主要致盲眼病。 2000 年,全世界约有 1. 51 亿患
者,预计到 2025 年患病人数将达 3 亿。 糖尿病病程超过
20a 的患者几乎 100% 会出现 DR。 在毛细血管丢失所致
的缺氧或 / 和微动脉瘤形成的情况下,VEGF 可由视网膜
色素上皮细胞、周细胞及内皮细胞产生,能促进上皮细胞

表 2摇 各组 VEGF基因型分布频率比较 例(% )
组别 例数 II ID DD
NC 组 30 7(23) 12(40) 11(37)
NDR 组 31 8(26) 11(35) 12(39)
NPDR 组 30 3(10) 11(37) 16(53)
PDR 组 30 3(10) 10(33) 17(57)

有丝分裂及增加微血管渗透性。 VEGF,特别是 VEGF 亚
型 164 / 165,是视网膜缺血导致血视网膜屏障破坏和新生
血管形成的一个关键性介质,另外,VEGF 可通过诱导
ICAM-1 表达和白细胞粘附来促进炎症反应从而促进 DR
发生发展。 迄今为止,VEGF 被认为是 DR 新生血管形成
的最强刺激因子。 同时大量研究显示 VEGF 基因与 DR
发展也存在一定的关系:Monika Buraczynska, Piotr Ksiazek
等发现 VEGF 基因 I / D 多态性的 D 等位基因是 DR 的独
立危险因素[2], Awata 等[3]发现 VEGF 的 5蒺UTR C(634)G
多态性是 DR 及 DME 的基因危险因素;另外,VEGF-460
基因型能预测视网膜病变的发展[4];VEGF 在正常生理状
态下在体内呈低表达状态,如果 VEGF 在眼内表达水平增
高,可导致视网膜血管渗透性增高,刺激新生血管形成[4]。
有些学者认为[5],VEGF 基因多态性与 DR 的相关性受不
同民族遗传背景和环境因素影响,这使不同群体研究结果
之间存在差异。 因种族不同,这些基因与我国种族 DR 发
生发展有无关联,将是国内人们关注的热点问题。
摇 摇 本研究结果显示:没有发生视网膜病变的糖尿病患
者,其血清 VEGF 水平高于正常对照组(P<0. 05);非增殖
性和增殖性糖尿病视网膜病变患者血清 VEGF 水平明显
高于 NDR 组和 NC 组(P<0. 01);说明糖尿病越严重,血清
中 VEGF 水平越高,更进一步证实 VEGF 与 DR 发生、发展
呈正相关性。 本研究还发现,中国汉族人糖尿病视网膜病
变患者血清中 VEGF I / D 基因型中,DD 基因型频率明显
高于没有并发视网膜病变的糖尿病患者和正常对照组。
进一步说明,VEGF I / D 基因多态性中的 D 等位基因是
DR 发生、发展的危险因素。
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