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2型糖尿病视网膜病变与基质金属蛋白酶-3基因	

多态性关系的研究

杨洁1，张铁民1，崔秀成1，马英慧1，王红梅2

(1. 承德医学院附属医院眼科，河北 承德 067000；2. 河北省秦皇岛市青龙县中医院，河北 秦皇岛 066500)

[摘　要]	 目的：探讨基质金属蛋白酶-3(matrix metalloproteinases-3，MMP-3)基因多态位点与承德地区人群

2型糖尿病视网膜病变的遗传易感性的关系。方法：应用病例对照研究方法，选取195例糖尿病

视网膜病变患者(DR组)，其中非增殖性糖尿病视网膜病变(non-proliferative diabetic retinopathy，

NPDR)组(n=152)和增殖性糖尿病视网膜病变(proliferative diabetic retinopathy，PDR)组(n=43)，

2 0 5 例单纯糖尿病患者 ( D M 组 ) 和 2 6 1 例正常对照组 (C o n t r o l 组 ) ，采用限制性片段长度多态性

(restrictive fragment length polymorphism，RFLP)-聚合酶链反应(polymerase chain reaction，PCR)方

法检测MMP-3的基因多态性。结果：MMP-3-1171 5A/6A的等位基因及基因型频率分布在Control

组，DM组和DR组之间差异无显著性(P=0.474和P=0.407)。MMP-3-1171 5A/6A的等位基因及基因

型频率分布在NPDR和PDR组之间差异无显著性(P=0.724和P=0.820)。结论：MMP-3-1171 5A/6A基

因多态性与2型糖尿病视网膜病变的遗传易感性无关。
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Abstract Objective: To determine the correlation between polymorphism at MMP-3 gene and risk of type 2 diabetic 

retinopathy (DR). Methods: In a hospital-based case-control study, MMP-3 SNP was genotyped by polymerase 

chain reaction-restrictive fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis in 195 diabetic retinopathy 

patients, 205 diabetes mellitus patients and 261 healthy persons as control. Results: There is no significant 

difference between the Control groups, DM group and DR group in allele or genotype distributions of MMP-
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根据文献报道，糖尿病视网膜病变(d i a b e t i c 
r e t i n o p a t h y ， D R ) 是 美 国 等 发 达 国 家 4 个 主 要 致

盲 疾 患 之 一 [ 1 ] 。 在 中 国 ， 随 着 人 们 生 活 水 平 的

不 断 提 高 ， 糖 尿 病 的 发 病 率 已 经 超 过 3 . 2 % ， 与

之 相 应 的 ， D R 也 成 为 近 十 年 来 我 国 发 病 率 急

剧 升 高 的 主 要 疾 患 [ 2 ]。 基 质 金 属 蛋 白 酶 ( m a t r i x 
metal loproteinases，MMPs)是Zn2+和Ca2+依赖的内

肽酶家族,其与结缔组织与细胞外基质(extracellular 
m a t r i x ， E C M ) 的 降 解 有 关 , 并 与 人 体 的 多 种 生

理 和 病 理 过 程 相 关 。 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 3 (m a t r i x 
metal loproteinases-3，MMP-3)是基质金属蛋白酶

家族中比较关键的成员之一，它活化后可以降解

层粘蛋白、Ⅳ型胶原等多种ECM成分，而且还能

激活其他的MMP,如激活MMP-1、MMP-2等，从而

加速了糖尿病血管并发症的发生。M MP-3基因启

动子区的-1171 5A/6A的多态性会影响MMP-3的转

录活性 [3-4]。本研究采用病例对照研究方法，分析

MMP-3-1171 5A/6A基因多态性与承德地区人群2型

糖尿病视网膜病变遗传易感性的关系。

1  材料和方法

1.1  研究对象

研 究 对 象 均 为 承 德 地 区 汉 族 人 群 ， 收 集

2 0 1 4 年 5 月 至 2 0 1 5 年 1 0 月 本 院 住 院 的 糖 尿 病 患

者 ， 其 中 单 纯 糖 尿 病 组 ( D M 组 ) 2 0 5 例 ， 平 均 年

龄( 4 9 . 0 6± 1 0 . 2 8 )岁，糖尿病视网膜病变患者(D R
组)195例，平均年龄(48.78±10.78)岁。入选患者均

符合1997年美国糖尿病协会的2型糖尿病的诊断标

准；糖尿病视网膜病变依据国际糖尿病视网膜病

变分型标准诊断，均经散瞳眼底检查及荧光血管

造影检查诊断，并根据糖尿病视网膜病变国际临

床分型标准分为非增殖性糖尿病视网膜病变(non-
proliferative diabetic retinopathy，NPDR)组(n=152)
和增殖性糖尿病视网膜病变( proli ferat ive diabetic 
re t i n o pat hy，P D R)组(n = 4 3 )。2 6 1例健康对照组

(Control组)来自我院同期健康体检的无关个体 ,  平
均年龄(48.25±11.78)岁。本研究经承德医学院附

属医院伦理委员会批准，所有受试者均告知研究

目的并签署知情同意书。本研究经承德医学院附

属医院伦理委员会批准，所有受试者均告知研究

目的并签署知情同意书。

1.2  实验方法

1.2.1  DNA 的提取

收集全部受试对象外周血的标本，蛋白酶K消

化-饱和氯化钠盐析法提取基因组DNA[5]。

1.2.2  MMP-3 基因多态性基因检测

通 过 聚 合 酶 链 反 应 - 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

(PCR-RFLP)方法对MMP-3基因上的-1171 5A/6A多

态位点进行基因分型。引物设计参考文献[6]，上游

引物CTT CCT GGA ATT CAC ATC ACT GCC ACC 
ACT；下游引物：GGT TCT CCA TTC CTT TGA 
TGG GGG G A A AG A。PCR反应体系25 μL：10× 
Taq 缓冲液2.5 μL, dNTPs(10 mM) 0.5 μL，Mg Cl2 
(25 mM) 1.5 μL，Taq 聚合酶0.5 μL (5 u/μL)，上游引

物1 μL,下游引物1 μL, ddH2O 17 μL，DNA 模板1 μL 
(10 pmol)。反应条件：95 ℃预变性5 min，95 ℃变

性30 s，63 ℃退火30 s，72 ℃复性30 s, 经过30个循

环后，72 ℃总延伸8 min。PCR的扩增产物在限制

性内切酶PsyI 37 ℃的消化过夜后，用2%琼脂糖凝

胶电泳分析MMP-3基因型。

1.3  统计学分析

用SPSS18.0软件进行数据处理。使用行×列表
χ2比较正常对照组与病例组间基因型分布频率的差

异。认为P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

1) MMP-3 基因-1171 5A/6A 基因型判定：经

过PCR扩增后会出现一条129bp的特异性条带，PsyI

3-1171 5A/6A (P=0.474 and P=0.407). There is no significant difference between the NPDR and PDR group 

in allele or genotype distributions of MMP-3-1171 5A/6A (P=0.724 and P=0.820). Conclusion: There is no 

significant difference between the Control groups, DM group and DRgroup in allele or genotype distributions of 

MMP-3 -1171 5A/6A.
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作为限制性内切酶进行酶切，6A/6A基因型上无酶

切位点 ,  因此不能被切开，只有一条129bp条带；

5A/6A基因型会产生129bp、96 bp、32 bp 3个条

带；5A/5A基因型经会产生96bp、32bp2个条带。

2) M MP-3基因 -1171 5A/6A基因型和等位基

因频率的比较：本组资料基因型分布符合Ha rd y-
Weinberg平衡。

3 )  M M P - 3 基 因 启 动 子 区 - 1 1 7 1  5 A / 6 A 基 因

多 态 性 和 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 的 关 系 ： ( 见 表 1 ) 。

Control组，DM组，DR组三组的6A/6A，5A/6A，

5 A / 5 A基因型频率分别为6 7 . 4 %，2 8 . 4 %，4 . 2 %；

6 8 . 8 % ， 2 5 . 9 % ， 5 . 4 % ； 6 1 . 5 % ， 3 3 . 8 % ， 4 . 6 % 。

三 组 之 间 也 无 显 著 差 异 ( χ 2 = 3 . 5 3 7 ， P = 0 . 4 7 4 ) 。

Control组，DM组，DR组三组6A、5A等位基因频

率分别为81.6%，18.4%；81.1%，18.3%；78.5%，

21.5%，三组5A和6A等位基因频率之间无显著差异

(χ2=1.800，P=0.407)(见表2和表3)。

4 )  以 国 际 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 分 型 作 为 分 层

表1 MMP-3-1171 5A/6A SNP的基因型在正常对照组、糖尿病组和糖尿病视网膜病变组中的分布

Table 1 �e genotype of MMP-3-1171 5A/6A in diabetes mellitus without diabetic retinopathy patients, diabetic retinopathy 

patients and their healthy controls

分组 对照组 [n=261 (%)] 糖尿病组 

[n=205 (%)]

糖尿病视网膜病变组 

[n=195 (%)]

χ2 值 P 值

MMP-3-1171 5A/6A genotype

6A/6A 176 (67.4) 141 (68.8) 120 (61.5)

5A/6A 74 (28.4) 53 (25.9) 66 (33.8) 3.537 0.474

5A/5A 11 (4.2) 11 (5.4) 9 (4.6)

表2 MMP-3-1171 5A/6A SNP的等位基因型频率在正常对照组、糖尿病组和糖尿病视网膜病变组中的分布

Table 2 �e allelotype frequency of MMP-3-1171 5A/6A in diabetes mellitus without diabetic retinopathy patients, diabetic 

retinopathy patients and their healthy controls

分组 对照组 [n=261 (%)] 糖尿病组 

[n=205 (%)]

糖尿病视网膜病变组 

[n=195 (%)]

χ2 值 P 值

-1171 5A/6A allelotype

6A 426 (81.6) 335 (81.7) 306 (78.5) 1.800 0.407

5A 96 (18.4) 75 (18.3) 84 (21.5)

表3 MMP-3-1171 5A/6A SNP的基因型和等位基因型频率在非增殖性糖尿病视网膜病变组和增殖性糖尿病视网膜病变组

中的分布

Table 3 �e genotype and allelotype frequency of MMP-3-1171 5A/6A in nonproliferation diabetic retinopathy patients and 

proliferation diabetic retinopathy

分组 非增殖性糖尿病视网膜病变组 

[n=152 (%)]

增殖性糖尿病视网膜病变组 

[n=43 (%)]

χ2 值 P 值

-1171 5A/6A genotype

6A/6A 138 (90.7) 39 (90.7)

5A/6A  12 (7.9) 4 (9.3) 0.647 0.724

5A/5A  2 (1.4) 0 (0)

-1171 5A/6A allelotype

6A 288 (94.7) 82 (95.3) 0.052 0.820

5A  16 (5.3)  4 (4.7)
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标准：NPDR组MMP-3-1171 5A/6A位点6A/6A、

6A/5A、5A/5A基因型频率分别为90.7%，7.9%，

1.4%，与PDR组(90.7%，9.3%，0%)相比差别没有

统计学意义(χ 2=0.647，P=0.724)。两组6A、5A等

位基因频率分别为94.7%，5.3%；95.3%，4.7%，相

比差异也无统计学意义(χ2=0.052，P=0.820)。

3  讨论

糖尿病视网膜病变是2型糖尿病患者最常见并

且最严重的微血管并发症之一。DR的基本病理改

变包括：周细胞选择性的丢失；基底膜的增厚；

微血管瘤的形成；内皮细胞的增生以及新生血管

的形成。

MMPs是一类Zn2+依赖的中性蛋白酶。MMP-3
又被称为基质溶解素-1，能降解纤维结合蛋白、IV
型胶原蛋白及层粘连蛋白在内的多种细胞外基质成

分，而这些成分被认为是视网膜屏障的基本结构

和功能成分，可能与糖尿病视网膜病变的发生相

关。MMP-3基因位于11q22，在Ye等 [7]的研究中已

经证实人类的MMP-3启动子区域5A/6A基因普遍存

在着多态性。这个位点的多态性改变会M MP-3基

因的转录活性，因此影响人体内的M MP-3水平。

在Medley等[8]人的研究中发现了大动脉血管患者中

MMP-3 5A/5A基因型的人，其血管壁中MMP-3的表

达和mRNA的转录水平与杂合子基因型(5A/6A)相

比是增高的，而基因型为6A/6A的MMP-3的表达和

mRNA的转录水平与之相比则是下降的。

我 们 的 研 究 结 果 中 未 发 现 D R 患 者 中 M M P -
3 ( - 1 1 7 1  5 A / 6 A )基因各基因型和等位基因频率与

D M 组及正常对照组有显著性差异 ( P > 0 . 0 5 ) ，结

果提示我么 M M P- 3 ( - 1 1 7 1  5 A / 6 A ) 基因多态性与  
2型糖尿病视网膜病变的易感性无关。有研究表明

MMP-3(-1171 5A/6A)与大血管疾病的发生相关，

因此我们不能忽略MMP-3(-1171 5A/6A)基因多态

性与2型糖尿病视网膜病变易感性之间的联系。本

结果显示MMP-3(-1171 5A/6A)基因多态性可能与

2型糖尿病视网膜病变的易感性无关,原因有可能在

于DR是一种多基因的遗传病，DR的遗传易感性可

能是由多个基因决定的，其发病可能取决于多个

基因独立或是叠加效应。另外不同地区、种族的

人群的易感性也可能不同。
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