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摘要
目的:探讨中国东北地区汉族人群中年龄相关性黄斑变性
(ＡＲＭＤ)与转铁蛋白受体 ２(ＴＦＲ２)基因单核苷酸多态性
的相关性ꎮ
方法:选取 ２００ 例 ＡＲＭＤ 患者(干性 １００ 例ꎬ湿性 １００ 例)
和 １００ 名健康志愿者(对照组)ꎬ采集所有研究对象的外
周静脉血并以 ＥＤＴＡ 抗凝处理ꎬ提取基因组 ＤＮＡꎬ根据相
关文献提供的引物序列ꎬ扩增 ＴＦＲ２ 基因多态性位点
ｒｓ２０７５６７４ꎬ进行聚合酶链式反应(ＰＣＲ)ꎮ 比较各组间的
基因型频率ꎬ并按照 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡原理确定样本
的群体代表性ꎮ
结果:ＴＦＲ２ 基因的多态性位点 ｒｓ２０７５６７４ ＡＲＭＤ 组与对照
组比较有差异(χ２ ＝ ６.４９４ꎬＰ ＝ ０.０１１)ꎻ湿性 ＡＲＭＤ 组与对
照组比较有差异(χ２ ＝ １１.０５４ꎬＰ＝ ０.００１)ꎬ而干性 ＡＲＭＤ 组
与对照组无差异(χ２ ＝ １.４１８ꎬＰ＝ ０.２３４)ꎮ
结论: 中国东北地区汉族人群中 ＴＦＲ２ 基因多态性
ｒｓ２０７５６７４ 与 ＡＲＭＤ 具有相关性ꎬ且与湿性 ＡＲＭＤ 相关性
较大ꎮ
关键词:年龄相关性黄斑变性ꎻ转铁蛋白受体基因ꎻ单核苷
酸多态性
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０引言

年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ) 是发达国家老年人致盲的首要疾

病[１]ꎮ ＡＲＭＤ 主要损害视网膜的黄斑区ꎬ疾病早期的病理

学特点是蛋白质、脂质和炎症介质等细胞外沉积物在视网

膜形成玻璃膜疣[２]ꎮ ＡＲＭＤ 分为两型:干性 ＡＲＭＤ 和湿

性 ＡＲＭＤꎮ 干性 ＡＲＭＤ 的特点是视网膜色素上皮(ＲＰＥ)
细胞的衰老和地图样缺失ꎬ而湿性 ＡＲＭＤ 的特点是 ＲＰＥ
和脉络膜血管的异常生长ꎮ ＡＲＭＤ 患者视网膜分析显示ꎬ
脂质沉积在 Ｂｒｕｃｈ 膜和 ＲＰＥ 细胞导致细胞凋亡[３]ꎮ

ＡＲＭＤ 是一种多因素疾病ꎬ其发病受非遗传因素和遗

传因素影响ꎮ 非遗传因素中主要与年龄、环境、饮食等相

关[４－５]ꎮ 许多研究证明ꎬ在老化的视网膜中氧化应激和活

性氧在疾病的病理学中发挥了重要作用[６]ꎮ 视网膜对氧

化应激高度敏感ꎬ因为视网膜具有氧消耗量大、代谢活性

高并且直接暴露于光等特点ꎮ 过量的活性氧可以损害视

网膜脂质、蛋白质和核酸ꎬ随后导致视网膜细胞死亡ꎮ 研

究发现ꎬ在 ＡＲＭＤ 患者视网膜中氧化损伤增加ꎬ玻璃膜疣

中的氧化蛋白含量也增加[７]ꎮ 大量证据表明ꎬ氧自由基的

损害与包含 ＡＲＭＤ 在内的年龄相关的神经退行性疾病相

关[８－９]ꎮ 然而ꎬ当体内各种原因导致氧自由基的清除失

衡ꎬ从而出现毒性蛋白(包括脂褐素)的积累ꎬ导致细胞外

玻璃膜疣出现ꎮ 所有这些机制均会导致 ＲＰＥ 功能障碍或

ＲＰＥ 细胞的死亡ꎬ从而导致 ＡＲＭＤ 的发生[１０]ꎮ
在细胞膜中许多酶的激活需要铁的辅助[１１]ꎮ 血液循

环中的铁和转铁蛋白结合形成配体与细胞膜表面的转铁

蛋白受体( ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＦＲ)结合ꎬ通过血－视网膜

屏障进入细胞内发挥作用ꎮ 因此ꎬ当 ＴＦＲ 功能异常时会

影响体内铁的平衡ꎬ导致氧自由基产生增多ꎬ当氧自由基

含量超过视网膜自身清除能力时ꎬ会导致视网膜的凋亡ꎬ
最终导致患者视力下降ꎮ ＴＦＲ 有很多种类ꎬ其中作用最重

要的受体之一就是 ＴＦＲ２ꎮ ＴＦＲ２ 基因定位于 ７ｑ２２􀆰 １ꎬ其编

码的蛋白质是单通道Ⅱ型膜蛋白ꎬ介导细胞摄取铁、结合

铁ꎮ ＴＦＲ２ 基 因 单 核 苷 酸 多 态 性 包 括 ｒｓ２０７５６７４、
ｒｓ４１２９５９４２、 ｒｓ５２７３７４８８７ 等ꎮ 而 ＴＦＲ２ 基 因 多 态 性 与

ＡＲＭＤ 是否相关ꎬ这个问题一直是近年来国内外研究的热

点ꎮ 相关的研究也已经在白种人和日本人中有过类似的

探讨ꎮ 白种人中 ＴＦＲ２ 基因 ｒｓ２０７５６７４ 是 ＡＲＭＤ 的危险因

素ꎬ其与干性 ＡＲＭＤ 相关性更大[１２]ꎮ 而在日本人中研究

得到的结果是 ＴＦＲ２ 基因多态性与 ＡＲＭＤ 无相关性ꎮ 国

内没有相关的研究ꎬ所以我们选择了 ＡＲＭＤ 患者与正常

人分别作为病例组与对照组ꎬ应用限制性片段长度多态

性－ 聚 合 酶 链 式 反 应 法 ( ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ－ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＦＬＰ － ＰＣＲ) 对

ＴＦＲ２ 基因的多态性与 ＡＲＭＤ 的相关性进行了分析ꎮ
１对象和方法

１􀆰 １对象　 病例组:选取 ２０１４－０６ / ２０１６－０６ 哈尔滨医科大

学附属第一医院确诊为 ＡＲＭＤ(无影响视力的其他眼部疾

病)的患者 ２００ 例ꎬ均无血缘关系ꎬ其中干性 ＡＲＭＤ 患者

１００ 例ꎬ湿性 ＡＲＭＤ 患者 １００ 例ꎬ平均年龄 ６５±１５ 岁ꎬ男
１２０ 例ꎬ女 ８０ 例ꎮ ＡＲＭＤ 的诊断和分型原则:４５ 岁以上患

　 　

图 １　 ＴＦＲ２ 基因 ＰＣＲ产物电泳图ꎮ

者双眼渐进性视力减退ꎬ眼底散在玻璃膜疣ꎬ或后极部视

网膜脉络膜萎缩病灶ꎬ排除其它眼病者ꎬ即可诊断为干性

ＡＲＭＤꎻ突然严重视力障碍ꎬ后极部深、浅层出血伴有新生

血管和玻璃膜疣或黄斑区盘状瘢痕ꎬ并排除其它眼病者ꎬ
即可诊断为湿性 ＡＲＭＤꎮ 对照组:选取 ２０１４－０６ / ２０１６－０６
哈尔滨医科大学附属第一医院体检中心健康志愿者 １００
名ꎬ直接检眼镜未检出眼底病变ꎬ平均年龄 ５５±５ 岁ꎬ男 ５５
名ꎬ女 ４５ 名ꎮ 所有选择的患者和健康志愿者均了解试验

目的和意义ꎬ并签署知情同意书ꎬ已获得哈尔滨医科大学

附属第一医院伦理委员会批准ꎮ
１􀆰 ２方法 　 提取人类基因组 ＤＮＡꎬ根据相关文献设计

ＴＦＲ２ 基 因 多 态 性 位 点 ｒｓ２０７５６７４ ＰＣＲ 引 物: ＴＦＲ２ －
ｆｏｒｗａｒｄ:５􀆳－ＡＣＴＣＣＣＴＧＣＣＧＴＣＧＡＧＴＴＣＴ－３􀆳ꎻＴＦＲ２－ｒｅｖｅｒｓｅ:
５􀆳－ＡＣＴＣＣＣＡＧＡＧＡＣＣＡＡＧＡＧＣＧ－ ３􀆳ꎮ ＰＣＲ 仪扩增ꎬ９４℃
预变性 ５ｍｉｎꎬ９５℃变性 ３０ｓꎬ５６℃变性 ３０ｓꎬ７２℃变性 １ｍｉｎꎬ
共 ２９ 次循环ꎬ７２℃ 延伸 １ｍｉｎꎮ 制备 ２０ｇ / Ｌ 琼脂糖凝胶ꎬ
６０Ｖ 恒压电泳 １􀆰 ５ｈꎬ取出凝胶ꎮ 限制性核酸内切酶酶切ꎬ
取 ＰＣＲ 产物 ２μＬꎬ加入 ＭｓＰＡ１Ⅰ内切酶 ０􀆰 ３μＬꎬＣｕｔＳｍａｒｔ
缓冲液 １μＬꎬ并加入超纯水使溶液体积达到 １０μＬꎮ 置于

３６℃水浴锅恒温水浴 ４ｈꎬ待下一步试验使用ꎮ 取 ８μＬ 酶

切后产物加入到胶孔中ꎬ最后一孔中加入 ２５０ｂｐ－Ⅱ ＤＮＡ
梯形标记物 ５μＬꎮ ６０Ｖ 恒压电泳 １􀆰 ５ｈꎬ取出凝胶ꎮ 将琼脂

糖凝胶置于 ＣＤＤ 凝胶成像分析系统配套软件中进行观察

处理ꎮ 比较各组间的基因型频率ꎬ并按照 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡原理确定样本的群体代表性ꎮ

统计学分析:应用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎮ
采用 χ２ 检验比较各组间的基因型频率ꎬ并按照 Ｈａｒｄｙ －
Ｗｅｉｂｅｒｇ 平衡原理确定样本的群体代表性ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义ꎮ
２结果

２􀆰 １ ＴＦＲ２聚合酶链反应产物电泳结果 　 ＰＣＲ 产物扩增

后 ＴＦＲ２ 可见 ３８１ｂｐ 的电泳条带(图 １)ꎮ
２􀆰 ２ ＴＦＲ２基因限制性核酸内切酶酶切后产物电泳结果

　 ＰＣＲ 产物经过限制性核酸内切酶酶切后 ＴＦＲ２ 可表现

为 ＣＣ、ＣＴ 两种基因型ꎮ ＣＴ 基因型可被切开ꎬ表现为两条

条带ꎬ一条 ３８１ｂｐꎬ一条 １９８ｂｐꎻＣＣ 基因型不可被限制性核

酸内切酶切开ꎬ表现为一条 ３８１ｂｐ 的条带(图 ２~３)ꎮ
２􀆰 ３基因型频率结果　 经 χ２检验ꎬＴＦＲ２( ｒｓ２０７５６７４)基因

型分布符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡ꎮ ｒｓ２０７５６７４ 基因型频率

分布:ＡＲＭＤ 组与对照组比较ꎬ差异有统计学意义( χ２ ＝
６􀆰 ４９４ꎬＰ＝ ０􀆰 ０１１ꎬ表 １)ꎻ湿性 ＡＲＭＤ 组与对照组比较ꎬ差
异有统计学意义( χ２ ＝ １１􀆰 ０５４ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００１)ꎻ干性 ＡＲＭＤ 组

与对照组比较ꎬ差异无统计学意义( χ２ ＝ １􀆰 ４１８ꎬＰ ＝ ０􀆰 ２３４ꎬ
表 ２)ꎮ

５６９
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图 ２　 湿性 ＡＲＭＤ ＴＦＲ２ 基因单核苷酸多态性( ｒｓ２０７５６７４)代
表图ꎮ

图 ３　 干性 ＡＲＭＤ ＴＦＲ２ 基因单核苷酸多态性( ｒｓ２０７５６７４)代
表图ꎮ

表 １　 ＡＲＭＤ组与对照组 ＴＦＲ２ 基因型频率 例(％)

组别 例数 ＣＣ ＴＣ
ＡＲＭＤ 组 ２００ １７３(５７􀆰 ６) ２７(９􀆰 ０)
对照组 １００ ９６(３２􀆰 ０) ４(１􀆰 ３)

　 　
合计 ３００ ２６９(８９􀆰 ７) ３１(１０􀆰 ３)

注:对照组:健康志愿者ꎮ

表 ２　 ＡＲＭＤ亚组与对照组 ＴＦＲ２ 基因型频率 例(％)

组别 例数 ＣＣ ＴＣ
湿性 ＡＲＭＤ 组 １００ ８１(４０􀆰 ５) １９(９􀆰 ５)
干性 ＡＲＭＤ 组 １００ ９２(４６􀆰 ０) ８(４􀆰 ０)
对照组 １００ ９６(４８􀆰 ０) ４(２􀆰 ０)

注:对照组:健康志愿者ꎮ

３讨论

本研究中我们首次发现ꎬＴＦＲ２ 基因多态性 ｒｓ２０７５６７４
与中国东北地区人群 ＡＲＭＤ 的发病具有相关性 ( Ｐ ＝
０􀆰 ０１１)ꎮ ｒｓ２０７５６４７ 与中国东北地区人群中湿性 ＡＲＭＤ
的发生有很强的相关性(Ｐ ＝ ０􀆰 ００１)ꎮ 此外ꎬ本次研究还

发现 ＴＦＲ２ 基因多态性 ｒｓ２０７５６７４ 与中国东北地区干性

ＡＲＭＤ 的发生无相关性(Ｐ ＝ ０􀆰 ２３４)ꎮ 本次试验结果得

出ꎬｒｓ２０７５６７４ 与中国东北地区人群中干性 ＡＲＭＤ 无相

关性ꎮ 但是这一结果并不能证明该单核苷酸多态性与

ＡＲＭＤ 无关ꎬ却从侧面反映出该基因对中国东北地区干

性 ＡＲＭＤ 的发病没有起到至关重要的作用ꎮ
关于 ＴＦＲ２ 基因多态性是否与 ＡＲＭＤ 的发病相关ꎬ

一直以来是国内外研究的热点ꎮ Ｉｍａｍｕｒａ 等[１１] 研究发

现ꎬ在日本人中 ＴＦＲ２ 基因多态性与 ＡＲＭＤ 的发生无相

关性ꎮ 而我们的试验首次应用 ＲＦＬＰ － ＰＣＲ 法发现了

ＴＦＲ２ 基因单核苷酸多态性 ｒｓ２０７５６７４ 与 ＡＲＭＤ 发病有

相关性ꎬ其中 ＣＴ 基因型与 ＡＲＭＤ 发病相关性较高ꎮ
Ｉｍａｍｕｒａ 等研究着重于视网膜在光暴露后感光细胞中亚

铁离子的代谢过程ꎬ而且该研究的基因扩增于 ＡＲＭＤ 小

鼠模型ꎬ这可能是其未发现 ＴＦＲ２ 基因单核苷酸多态性

与 ＡＲＭＤ 发病相关的主要原因ꎮ 本研究发现ꎬＣＴ 基因

型会增加 ＡＲＭＤ 患者的发病风险ꎬ后续试验可以通过检

测 ＣＴ 基因型患者的感光细胞外液中亚铁离子、活性氧、
羟自由基等浓度来丰富本项课题ꎮ

基于 ＡＲＭＤ 有干性和湿性两种分型ꎬ且这两种分型

的临床表现和治疗方法不尽相同ꎬ本试验在 ＡＲＭＤ 组与

对照组进行比较分析的基础上ꎬ将干性、湿性 ＡＲＭＤ 与对

照组分别进行了对照分析ꎮ 本研究发现 ｒｓ２０７５６７４ 与湿

性 ＡＲＭＤ 相关性更大ꎬ而与干性 ＡＲＭＤ 无相关性ꎮ 湿性

ＡＲＭＤ 的病理学特点为视网膜血管的异常生长ꎬ干性

ＡＲＭＤ 的病理学特点为脂质的沉积导致视网膜 ＲＰＥ 的缺

失ꎮ 根据 ＡＲＭＤ 的 病 理 学 特 点ꎬ 我 们 有 理 由 相 信

ｒｓ２０７５６７４ 参与了湿性 ＡＲＭＤ 形成过程中视网膜新生血管

的形 成ꎮ 但 是 Ｄａｎｉｅｌ 等 通 过 对 白 种 人 研 究 发 现ꎬ
ｒｓ２０７５６７４ 与干性 ＡＲＭＤ 具有较高的相关性ꎬ而与湿性

ＡＲＭＤ 的相关性则较低ꎮ Ｄａｎｉｅｌ 等研究结果与本次研究

结果具有差异性ꎬ可能说明白种人与黄种人具有遗传差异

性ꎮ 未来我们可以扩大样本量ꎬ将不同种族人群的 ＡＲＭＤ
患者进行基因层面的对比分析ꎬ这可能会为 ＡＲＭＤ 发病

机制的研究开辟新的道路ꎮ
本研究中ꎬＡＲＭＤ 试验组和对照组中均未发现 ＴＴ 基

因型ꎬ这可能说明中国东北地区人群的 ＴＦＲ２ 基因不存在

ＴＴ 基 因 型ꎮ 而 Ｄａｎｉｅｌ 等 基 于 白 种 人 ＡＲＭＤ 患 者 的

ｒｓ２０７４６７４ 研究均存在 ＴＴ 基因型ꎮ 造成以上试验结论差

异性的原因可能是由于白种人与黄种人具有不同的遗传

特性ꎬ也有可能是本次试验的样本量较少ꎬ所得结论并不

能代表中国东北地区所有人群ꎬ以后我们可以通过扩大样

本量进一步验证ꎮ
随着全世界学者对 ＡＲＭＤ 发病机制的关注度越来越

高ꎬ许多学者认为 ＡＲＭＤ 的发病机制可能是多种机制共

同作用的结果ꎬ不可否认的是遗传易感性是 ＡＲＭＤ 不可

忽视的一种发病途径ꎮ 因此不同人种对于 ＡＲＭＤ 的发展

进程也存在较大的差异ꎮ 目前 ＡＲＭＤ 的发展与不健康的

饮食结构、吸烟等不良环境关系密切ꎮ 中国汉族人与日本

人和白种人的种族、饮食、生活习俗、文化背景等方面均有

不同ꎬ导致 ＡＲＭＤ 遗传易感性在不同人群中有较大的差

距ꎮ 这可能是本次课题研究结果与欧洲、日本有差别的原

因之一ꎮ
我们的研究发现也许会在今后人们对 ＡＲＭＤ 发病机

制的探索提供新的思路ꎮ 后续试验也可建立 ＡＲＭＤ 的动

物模型ꎬ检测动物模型眼中 ＴＦＲ２ 基因的表达水平ꎬ用以

研究 ＴＦＲ２ 基因表达水平在 ＡＲＭＤ 时是否有变化ꎬ若有条

件也可收集相关患者眼内部分玻璃体检测其 ＴＦＲ２ 表达

水平ꎬ进一步行相关试验ꎮ 另外ꎬ本试验病例组与对照组

样本数量均停留在 １００ 数量级上ꎬ如果将样本量扩大至

１０００ 级ꎬ可能会出现更有意义的结果ꎮ
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