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摘要 

2 型糖尿病是一种复杂的代谢性疾病，以高血糖为特征导致各种组织慢性损害，

功能障碍。糖尿病的危害巨大，治疗糖尿病不仅会花费大量金钱，并且会给病人带来

精神和肉体上的痛苦，其并发症更可能会使糖尿病患者致死。目前糖尿病流行的形势

严峻，认识其发病机理对于治疗和预防糖尿病必不可少。全基因组关联分析（GWAS）

是揭示复杂疾病易感基因以及影响复杂性状基因变异的有效方法。在之前的研究中，

全基因组关联分析已发现大量和 2 型糖尿病（T2MD）显著相关联的单核苷酸多态性

（SNPs），但是这些与 2 型糖尿病风险相关的单核苷酸多态性位点多为相关性研究，

缺少功能性分析。 

本课题组前期用高通量 SNP-SELEX 的方法筛选出的 11079 个影响转录因子结合

力的 SNPs 位点，并利用英国生物样本库中 T2DM 患者和对照人群的基因分型数据，

通过回归分析在这些位点中找出了 305 个与 T2DM 显著相关的位点。本研究在收集

到的陕西人群 T2DM 患者和对照人群的基因分型数据中通过卡方检验对显著性位点

SNP rs10811660 进行交叉验证，并对这个位点进行了功能研究。SNP rs10811660 有两

个等位基因，分别是 A 和 G。我们发现 SNP rs10811660 的 A/G 与其位点上结合的转

录因子 MAFG 结合力有明显差异，转录因子 MAFG 更倾向结合于 SNP rs10811660 的

G 等位基因。SNP 不同等位基因对转录因子结合力不同，我们猜测其不同等位基因会

对下游基因的表达产生影响。双荧光素报告系统检测发现 SNP rs10811660 所在的基

因组片段有增强子效果，并且当 SNP rs10811660 这个位点是 G 等位基因的时候具有

更高的增强子效应。Hi-C 数据分析表明与 SNP rs10811660 在同一个拓扑结构域的基

因有 CDKN2A、CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 等。当用转染 siRNA 的方法敲低 MAFG，

发现 CDKN2A、CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录水平明显下降。用 CRISPR/Cas9

的技术将含 SNP rs10811660 基因组片段敲除后，同样发现 CDKN2B 以及 CDKN2B-

AS1 的转录水平明显下降。以上结果表明 CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 可能是 SNP 

rs10811660 所在增强子的作用靶点，这些基因可能和 2 型糖尿病的发生发展有关。 

综上所述，我们确认了 rs10811660 是一个 2 型糖尿病的风险相关 SNP，其处于
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增强子上，并通过影响转录因子 MAFG 的结合来调控 CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 基

因的表达。本研究发现了可能影响 2 型糖尿病发生的相关基因，为后续进一步研究其

致病机理做了重要铺垫。本研究及后续的研究可以帮助了解 2 型糖尿病的遗传机制，

解释疾病背后的生物学机理，从而为疾病早期筛查和临床诊断治疗打下基础。 

 

关键词：2型糖尿病，单核苷酸多态性，增强子，全基因组关联分析，CDKN2A/2B 
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ABSTRACT 

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a complex metabolic disease characterized by 

hyperglycemia leading to chronic damage and dysfunction of various tissues. Diabetes not 

only brings a huge economic burden to patients, but also brings mental and physical pain to 

patients. Complications of diabetes are more likely to lead to death of people with diabetes. 

At present, the situation of diabetes epidemic is serious, and understanding its pathogenesis 

is very important for the treatment and prevention of diabetes. Genome-wide association 

analysis (GWAS) is an effective method to reveal complex disease susceptibility genes and 

genetic variations affecting complex traits. In previous studies, genome-wide association 

analysis has found a large numbers of single nucleotide polymorphisms (SNPs) significantly 

associated with T2DM. However, these SNPs are merely statistically associated with the 

risk of T2DM, lack of functional and causal relationship. 

 

In the early stage, our group identified 11079 SNPs that affect the binding affinity of 

transcription factors with the high-throughput SNP-SELEX method and revealed 305 

significantly related loci with T2DM containing these SNPs through regression analysis 

using the genotyping data of T2DM patients and non-diabetic controls in the UK biobank. 

In this study, we collected genotyping data of T2DM patients and non-diabetic controls in 

Shaanxi Province to cross-validate the significant locus containing SNP rs10811660. Then 

we conducted further functional studies on this locus. SNP rs10811660 has two alleles, A 

and G. We found that the binding affinity of the two alleles of SNP rs10811660 to the 

transcription factor MAFG was significantly different. The G-allele of SNP rs10811660 was 

more enriched in MAFG ChIP pulldown DNA than the A-allele. This means that MAFG 

preferentially binds to the G allele of SNP rs10811660. We speculate that this difference 

will affect the expression of downstream genes. To test it, we carried out a luciferase based 

reporter assay and found that the genomic fragment with G-allele displayed significantly 

stronger signal than A-allele although both allele-containing fragments presented mild 
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enhancer activity. Hi-C analysis showed that CDKN2A, CDKN2B and CDKN2B-AS1 genes 

were in the same topological associating domain as SNP rs10811660. When MAFG was 

knocked down by siRNA method, the transcription levels of CDKN2A, CDKN2B and 

CDKN2B-AS1 were significantly decreased. The transcriptional levels of CDKN2B and 

CDKN2B-AS1 were also significantly decreased after the SNP rs10811660 containing 

fragment was deleted by CRISPR/Cas9 mediated genome editing. These results suggest that 

CDKN2B and CDKN2B-AS1 may be the target of the putative enhancer harboring SNP 

rs10811660, and these genes may contribute to the occurrence and development of T2DM. 

 

In summary, we confirm that SNP rs10811660 is a risk-related SNP of T2DM, which is 

located on the enhancer and regulates the expression of CDKN2B and CDKN2B-AS1 genes 

by affecting the binding of transcription factor MAFG. This study identified genes that 

might affect the occurrence of T2DM, and laid an important foundation for further study of 

its pathogenesis. This and the follow-up study can help understand the genetic mechanism 

of T2DM, and lay the foundation for early screening and clinical diagnosis and treatment.  

 

Key words: type 2 diabetes, single nucleotide polymorphism, enhancer, Genome-wide 

association analysis, CDKN2A/2B 
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第一章  绪论 

1.1 糖尿病的相关研究 

1.1.1 糖尿病的流行特点 

随着经济的发展，我国生活水平越来越高，糖尿病成为非常常见的一种慢性疾病。

2 型糖尿病（T2DM）是由遗传和环境因素共同作用的复杂疾病，其中，遗传因素在

T2DM 的发病过程中扮演着至关重要的角色[1]。2 型糖尿病的遗传力在 30%-70%之间

[2]，常表现为家族聚集性。当家族中有人患有糖尿病，则亲属患糖尿病的风险将大大

提高，有糖尿病家族史的人群是发生糖尿病的最主要以及最高风险的人群。 

2 型糖尿病具有遗传易感性，2 型糖尿病的遗传易感性还存在着地区和种族差异

[3]。国际糖尿病联盟（IDF）数据显示，各国报道的糖尿病患病率差异较大，欧洲各

国白人约为 3%-10%，美国白人约为 6.1%，黑人约为 9.9%，墨西哥人约为 12.6%，

而美国土著印第安人则高达 50%。根据 2017 年版的中国 2 型糖尿病防治指南数据表

明，中国各民族间的糖尿病患病率也存在较大差异，截止到 2020 年，汉族的糖尿病

患病率最高，其次是满族、维吾尔族、壮族以及回族[4]。 

除了遗传因素，2 型糖尿病还跟一些外部环境因素有关，不健康的生活方式，比

如缺乏锻炼，不健康的饮食导致肥胖，吸烟等，都会促进 2 型糖尿病的发生。糖尿病

的发生与肥胖的持续时间和最高肥胖程度密切相关，肥胖主要是通过导致胰岛素抵抗

来决定 2 型糖尿病发生的危险性，肥胖会增加 2 型糖尿病的患病率及危险性[5]。糖尿

病的发生机率也随年龄的增加而增加[6]，年龄每增加十岁，糖尿病患病率上升约 1%。

如今医疗科学的发展，人均寿命普遍延长，国家进入老年化社会，这也是糖尿病逐渐

成为流行趋势的一个重要因素。糖尿病的发病率逐年升高[7]，2011 年全球有 3.66 亿

例糖尿病流行病例，预计到 2030 年将有 5.52 亿例糖尿病病例[8]。尤其是在发展中国

家增加速度将更快，2020 年中国糖尿病患者人数高达 1.3 亿，以 2 型糖尿病为主，且

男性高于女性[9]。 
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1.1.2 糖尿病相关组织的作用机制 

糖尿病涉及到多个组织器官，糖尿病的发生可能是多种器官出现问题所致。如果

胰腺出现问题，发生病变，那么胰岛素的合成会出现问题，会造成糖分、脂肪。蛋白

质等代谢紊乱。除了胰腺，2 型糖尿病也与肠胃、肝脏等器官密切相关（图 1）。当肠

胃、肝脏等器官出现问题，均会影响糖分的吸收和排除，从而引发糖尿病。 

当我们进食后，食物被胃肠道消化，水解成葡萄糖，这个时候需要胰腺分泌胰岛

素来与葡萄糖发生反应。整个过程需要肠道与胰腺进行配合，肠道会分泌一类激素，

被称为肠促胰岛素。肠促胰岛素会刺激胰腺分泌胰岛素，促进血糖分解，降低血糖。

除此之外，肠道中菌群对于 2 型糖尿病的发生也密切相关。不同品系的小鼠在高糖高

脂饮食下，对胰岛素分泌和代谢紊乱的易感性不同。当交换他们肠道菌群后，小鼠对

2 型糖尿病的易感性也发生了变化，说明肠道菌群在 2 型糖尿病发生发展过程中也有

潜在作用[10]。Prevotella copri 是人类肠道中普氏菌属中的一种细菌，在之前的研究中

表明，当给小鼠喂养高脂饮食与 Prevotella copri 可显著引发小鼠胰岛素抵抗[11]。所以

当肠道出现病变或肠道菌群失调时，会影响胰岛素分泌，导致血糖异常，增加患 2 型

糖尿病的风险。 

肝脏可以储存糖原，并参与脂肪、蛋白质等变成葡萄糖的过程，是调节血糖的重

要器官之一。当我们进食后，血糖浓度逐渐增高，有一部分血糖会通过肝脏转化为肝

糖原，储存在肝脏中。当我们血糖降低时，肝糖原会转化为葡萄糖，维持血糖稳定。

当肝脏出现病变，会影响正常的糖代谢，导致糖耐量异常。肝脏对胰岛素不敏感时，

肝糖原合成的能力出现问题，导致肝糖原合成减少，糖异生转化增加，导致血糖明显

升高。血糖升高，刺激胰岛 β 细胞的分泌，长期如此会导致胰岛功能出现问题，形成

恶性循环，导致糖尿病的发生。在 2 型糖尿病发病的早期和中期，肝脏对于胰岛素的

抵抗是形成高血糖的主要原因[12]。 

肌肉组织也是使用血糖的重要组织之一。肌肉组织细胞利用血糖，需要肌肉组织

细胞上的胰岛素受体与胰岛素结合，才可以使血糖进入细胞中。如果胰岛素受体发生

障碍，血糖不能被肌肉细胞利用，产生胰岛素抵抗，也会导致血糖浓度升高。 

脂肪组织也是一种内分泌器官，可以分泌多种脂肪因子来参与身体代谢，能量平

衡。比如瘦素，是由脂肪细胞产生的蛋白质类激素。瘦素可以刺激葡萄糖转化、糖原
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合成、脂肪形成；也可以调节胰岛素的合成、分泌。 

 

图 1  2 型糖尿病的病理生理涉及多个器官及其作用机制[12] 

附注：A：促进 2 型糖尿病的发病机制的因素会影响β细胞功能障碍，从而影响脂肪分解、肝糖

原生成、肌细胞摄取葡萄糖，形成恶性循环。B：各组织应对高血糖的有效作用机制。 

1.1.3 糖尿病的症状及诊断 

糖尿病是由胰岛素绝对或相对缺乏或胰岛素抵抗引致的以高血糖为特征的代谢综

合征[13]。目前糖尿病的诊断标准是根据世界卫生组织（WHO）标准，也是国际通用

的诊断标准和分类方法。首先是出现典型糖尿病症状“三多一少”，多饮、多尿、多

食以及体重减少，再加上随机血糖≥11.1mmol/L 或空腹血糖（FPG）≥7.0mmol/L[14]，

或进行葡萄糖耐量试验（OGTT）2h 后血糖≥11.1mmol/L 或 HbA1c≥6.5%[15, 16]。两个

指标联合检测，若同时达标即可诊断为糖尿病，若两个指标检测结果不一致，则需要

进行复查。糖尿病的临床诊断依据的是静脉血浆血糖的检测结果[17]。目前我国糖尿

病的漏诊率较高，不能仅查空腹血糖。理想的调查是检查空腹血糖，同时检测葡萄糖

耐量试验后 2h 血糖值[18]。2011 年世界卫生组织建议采用糖化血红蛋白（HbA1c）来

诊断糖尿病，诊断切点为 HbA1c≥6.5%[19]。糖基化血红蛋白是葡萄糖分子和血红蛋白

A 组分的特殊分子部位经过缓慢而不可逆的非酶促反应形成的产物。在红细胞中，葡

萄糖的摄取无需胰岛素介导，红细胞内葡萄糖浓度随血糖的升高而升高，与血浆葡萄

糖水平达到平衡。糖化血红蛋白的水平与红细胞暴露于高血糖的时间和高血糖的程度

有关。与 FPG 相比，HbA1c 是一项更稳定的生物学指标，因为 HbA1c 反映的是慢性
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血糖水平，而 FPG 反映的是急性血糖浓度，波动较大[20]。HbA1c 更有助于 2 型糖尿

病的诊断，已经成为评估长期血糖控制情况的金标准，也是临床治疗的重要依据。 

1.1.4 糖尿病的并发症 

糖尿病引发的高血糖是由于胰岛素分泌缺陷或其生物作用受损，或两者并存所致。

长期高血糖会导致各种组织，特别是眼、肾、心脏、血管、神经的慢性损害、功能障

碍。 

糖尿病的症状分为两大类：一大类是代谢紊乱，出现“三多一少”的现象。患者血

糖过高，葡萄糖不能完全被肾小管吸收，形成渗透性利尿，血糖越高，排尿就越多；

高血糖使血浆渗透压增高，再加上多尿，水分流失过多，导致多饮；多食的机制尚不

清楚，多数学者认为是进出组织细胞前后动静脉血中葡萄糖浓度差（葡萄糖利用率）

减小，刺激了摄食中枢，产生饥饿感；患者身体不能充分利用葡萄糖，所以去分解脂

肪和蛋白质来产生能量，导致体重减轻。另一大类是各种急性、慢性并发症。2 型糖

尿病常见的急性并发症是糖尿病高渗非酮症昏迷；慢性并发症涉及到全身各个组织器

官，慢性并发症往往是糖尿病患者致死的主要原因。慢性并发症主要有心脏病、高血

压、糖尿病肾小球硬化症、糖尿病眼病、糖尿病神经病变、脑血管病等[21]。心脏病

主要包括冠心病以及糖尿病心肌病等，这些疾病的病因跟高血糖、高血压有关，还与

脂质代谢异常、脉粥样硬化性、血液流变异常、胰岛素抵抗或高胰岛素血症等有关。

糖尿病眼部并发症主要有糖尿病视网膜病变、糖尿病性白内障、青光眼、糖尿病性虹

膜睫状体炎等。糖尿病作为系统性疾病，影响全身各个组织器官，神经系统是最容易

被累及的。从中枢神经系统到周围神经都会受到影响，但其发病机制尚不明确，一般

认为可能与神经缺血和压迫有关。脑血管病变的病理基础多为动脉粥样硬化，主要危

险病因与高血糖、高血压、脂质代谢紊乱、胰岛素抵抗及高胰岛素血症等有关。这些

疾病的发病因素息息相关，归根结底是因为胰岛素抵抗或者胰岛素分泌缺陷，导致高

血糖。糖尿病还会引起一些皮肤病变，目前对其作用机制尚不明确。 

1.1.5 糖尿病的治疗 

目前糖尿病尚不能完全治愈，属于终身疾病，需要终身治疗。所以糖尿病患者需

要进行长期的药物治疗以及配合饮食治疗和运动治疗。 

一般建议在发病开始病症较轻的时候可以通过饮食和运动来控制血糖。保持平衡
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且有规律的健康饮食和适度的锻炼有利于血糖、血脂、血压的控制、减少发生肥胖的

概率以及减少糖尿病并发症的发生。饮食治疗是一种基本的治疗方法，饮食要控制总

热量，碳水化合物供给量应占总热量的 55%-65%，蛋白质摄入量应占总热量的 15%-

20%，脂肪摄入量占总热量的 20%-25%。适当补充膳食纤维，维生素和微量元素，

减少钠的摄入，尽量少或不饮酒和吸烟。糖尿病患者不能吃糖，可以用甜味剂来代替

糖，每日用量不超过 50g。运动对于糖尿病患者是有很多益处的，但是需要根据自身

情况，科学合理的运动避免剧烈运动。不宜在空腹或餐后立即运动，一般建议在餐后

30min-1h 后运动为宜，每周运动时间不少于 150min。 

往往过几个月后，饮食和运动来控制血糖的效果会慢慢变得并不显著，只靠饮食

和运动是不够控制的，需要开始口服抗糖尿病药物治疗或胰岛素。降糖药一般有磺酰

脲类，双胍类，α-葡萄糖苷酶抑制剂，噻唑烷二酮类药物等。二甲双胍是治疗 2 型糖

尿病的常见药物，服用二甲双胍可以抑制肝脏的葡萄糖产生，增加肝脏胰岛素敏感性；

也可调节肠道菌群。如果口服降糖药物控制不佳者、或对口服药有禁忌症者，则需要

进行胰岛素治疗。 

1.2 SNP 相关研究 

1.2.1 SNP 的定义及功能 

SNP 即单核苷酸多态性，指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引起的 DNA

序列多态性。它是人类可遗传的变异中最常见的一种[22]。人类所有群体中存在大约

1500 万个 SNP 位点（稀有 SNP 位点的频率至少为 1%），平均约每 300-600bp 存在一

个碱基突变[23]。在基因组 DNA 中，任何碱基均有可能发生变异。SNPs 位于基因的

编码区或非编码区[24]，是人类基因组中疾病易感基因的遗传标记，甚至是可以影响

癌症、心脏病 、糖尿病与其他常见病的易感性基因位点[25]。 

当 SNP 位于编码区时，当发生同义突变，不会改变蛋白质序列。但由于蛋白质

翻译存在密码子偏好性，由常用的密码子变成不常用的密码子，核糖体通过 SNP 周

围的 mRNA 片段时速度发生了变化，而细胞内的折叠过程与翻译一般是同步进行的，

SNP 会影响蛋白质折叠和其转移到细胞膜的时间，从而改变蛋白质的空间结构和功

能[26]。当发生错义突变会直接改变氨基酸的组成；发生无义突变时，密码子变成终
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止密码子，肽链合成提前结束；终止密码子发生突变，导致肽链继续延长，这些都会

导致蛋白质的序列改变，从而影响其空间结构，影响蛋白质的稳定性及其行使的功能。 

非编码区包含内含子、启动子、增强子等。内含子区域的 SNP 会影响 mRNA 的

剪接位点活性来影响基因功能[27]。在之前的研究中，肌萎缩蛋白（Dystrophin）基因

的第 32 号内含子中 SNP 会使剪接位点失活，导致 32 号外显子 3’末端丢失了 98bp

的碱基或者 32 和 33 号外显子之间有 28bp 的内含子残留[28]。位于基因调控区域的

SNP，可以影响调控因子的结合位点，比如转录因子结合位点，miRNA 结合位点等。

SNP 碱基的改变，导致调控因子的结合能力发生改变，从而对基因表达水平产生影

响，最终影响疾病的易感性。比如在之前的研究中，位于 1p36.12 基因间的 SNP 

rs6426749，当 SNP rs6426749 为 G 等位基因时，招募转录因子 TFAP2A，并与其结合，

提高了含有 SNP rs6426749 基因组的增强子活性，增加 LINC00339（长基因间非蛋白

编码 RNA 339）的表达（图 2）。过表达的 LINC00339 反而抑制 CDC42（细胞分裂周

期 42）的表达，当 CDC42 的表达水平降低，会促使骨密度降低，增加骨质疏松的发

生率。反之，当 rs6426749 为 C 等位基因时，缺失与 TFAP2A 的结合，导致

LINC00339 的表达降低，增加 CDC42 的表达，降低骨质疏松症的发病风险[29]。大多

数与疾病相关的 SNP 都定位在非编码序列上[30]。 

图 2  rs6426749、LINC00339 和 CDC42 之间的潜在调控模型[29] 
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1.2.2 SNP 与 2 型糖尿病的研究现状 

人与人之间 99%以上的 DNA 序列是一样的，但是也存在一定的差异，单核苷酸

多态性就是形成差异的因素之一，所以单核苷酸多态性在遗传上的差异因素显得尤为

重要。就是因为这些差异，造成了人们患某种疾病的风险不同和对药物以及环境的反

应不同[31]。遗传学中通过全基因组关联分析这个方法可以找到 SNP 与疾病之间的风

险关联性。通过比较患者和正常人群的 SNPs 的频率，在频率有差异的染色体区域或

者周围，就有可能包含疾病相关的基因[32, 33]。 

此前，许多 2 型糖尿病的易感位点已被全基因组关联研究成功识别和复制[34]。

在过去的 20 年里，连锁分析、候选基因方法和大规模的 GWAS 已经成功地在世界主

要种族人群中鉴定出了 100 多个 2 型糖尿病易感性基因，其中大部分是在欧洲人群中

发现的[35-37]。然而，这些来自欧洲的基因座中只有不到 50%在东亚人群中被成功确

认[38]。全球已经定位超过 200 个 2 型糖尿病易感位点，其中仅 30% 在中国人群中得

到验证[39]。例如，IGF2BP2 位点上的两个已知风险变异 SNP rs4402960 和 rs1470579

只在白种人中与 T2DM 相关[40]，而在汉族或非裔美国人中则没有[41-43]。复制研究的

失败可能是由于不同种族的等位基因频率和效应大小的差异。由于不同人群中 SNP

最小等位基因频率的差异，来自不同种族的 GWAS 通常识别出不同的风险位点[44]，

因果突变应该在不同的人群中发挥同等的影响[45]。 

因此，有必要在其他种族人群中识别与 2 型糖尿病相关的特定基因。尽管许多基

因位点已被证明与 2 型糖尿病的易感性有关，但是这些 SNPs 的机制作用仍然很不明

确，特别是位于非编码区的 SNPs[46]，所以需要找到 SNP 致病的分子机理。大多数 2

型糖尿病位点位于与 β 细胞功能相关的基因附近，对胰岛素的作用产生影响，所以 β

细胞功能障碍在 2 型糖尿病发病机制中有重要作用。例如 SNP rs7074440，这个位点

与 T2DM 风险相关，并且能影响 ATF3 的结合，而 ATF3 是应激诱导的 β 细胞凋亡中

激活的一种 bZIP 转录因子[47]，被认为是糖和脂质代谢的主要调节因子[48]。 

GWAS 的发现仍存在争议，因为目前确定的关联位点只能解释了不到 10%的

T2DM 遗传性[49]，并且 GWAS 在确定这些相关变异介导其对疾病风险影响的机制方

面进展缓慢。因此需要进行深入研究，进一步确定 2 型糖尿病的因果变异、表观遗传

修饰、基因与基因之间的相互作用和基因与环境的相互作用，并将新发现转化为临床
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应用[50]。 

1.3 研究背景 

有研究表明，在转录因子结合位点中，有 2 型糖尿病的相关变异富集。SNP-

SELEX 是基于 HT-SELEX 技术进行改造，可以直接分析 SNP 对转录因子的影响。合

成包含带有研究的 SNP 位点及其附近基因组序列的片段，在体外表达纯化转录因子

蛋白，将纯化的转录因子蛋白与合成的片段进行结合，经过高通量测序技术，定量分

析转录因子与 DNA 序列结合的特异性。 

本研究组通过 SNP-SELEX 技术前期定量分析了 270 个转录因子与接近十万个非

编码 SNP 结合时，发现了 11079 个影响转录因子结合力的单核苷酸多态性位点[51]。

这些 SNPs 的不同等位基因会对转录因子的结合力产生影响，进而可能影响基因的表

达调控，为解释非编码 SNP 的分子机理以及疾病的机理和疾病的遗传模型提供了重

要的理论依据。因此这些 SNPs 是潜在的分子水平上的“功能 SNP”位点。将这些

“功能 SNP”与 2 型糖尿病风险相关位点相结合进行分析，有助于发现有生物学功

能的 2 型糖尿病风险相关位点，为以转录因子为切入点研究 2 型糖尿病的分子机理奠

定基础，将会推动糖尿病的分子机制研究，有助于阐明 2 型糖尿病的致病机制，对糖

尿病的预防和治疗具有重要意义，而且有望为易感人群筛查及早期防治创造条件。 

英国生物库是一个大规模的生物医学数据库，研究对象是英国各地大约 50 万名

受试者，招募时的年龄在 40-69 岁之间，数据库含有每个受试者的健康相关信息及遗

传信息[52]。我们通过用影响转录因子结合力的 SNPs 位点数据和 UKB 中的糖尿病患

者和非糖尿病对照样本，进行回归分析，得到了既影响转录因子结合力又与 2 型糖尿

病相关的 305 个 SNP 位点。rs10811660 在其中是一个差异极显著的位点，并且

rs10811660 这个位点曾被报道与 2 型糖尿病相关[53]，但是并没有其相关分子功能的研

究。rs10811660 所在的序列是转录因子 MAFG 倾向结合的基序。在代谢疾病中，比

如 2 型糖尿病，MAFG 是肝脏中富含能量营养状态的调节器[5]。MAFG 在肝脏葡萄糖

代谢中起负作用，MAFG 缺失可以阻止胰岛素刺激的 mTORC1 信号的激活肝细胞中

的蛋白质翻译。 

在之前的研究中发现 CDKN2A/B rs10811661 多态性与 2 型糖尿病的风险之间存
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在显著的相关性[53, 54]，rs10811661 这个位点的不同基因型携带者之间，β 细胞功能有

显著差异，同时 CDKN2A/CDKN2B 基因多态性与磺酰脲类药物的疗效有关，并且在

中国糖尿病患者中，CDKN2A/B 基因单核苷酸多态性也与冠心病相关。之前的多项研

究也报道了 CDKN2B-AS1 与 T2DM 的风险相关[55, 56]。在临床研究报道中，在 2 型糖

尿病和 T2DM-cad（冠心病）患者中观察到 CDKN2A 和 CDKN2B 的 mRNA 减少，这

可能与它们在调节胰岛 β 细胞数量和代谢相关细胞类型增殖中的作用相关[57, 58]。而

位点 rs10811661 位于 rs10811660 的下游，这两个位点完全连锁，所以我们的研究都

将围绕 rs10811660 和转录因子 MAFG 展开。 

 

 

 

 

 

  



西北大学硕士学位论文 

10 

 

 



第二章  实验材料与方法 

11 

第二章  实验材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 主要实验仪器 

表 1  仪器与设备 

名称 生产厂家 设备型号 

常温离心机 Eppendorf Centrifuge5425/5810 

4℃离心机 Eppendorf Centrifuge5424R/5810R 

4℃冰箱 Haier HYC-650 

-20℃冰箱 Haier DW-25L262 

-80℃冰箱 Haier DW-86L262 

金属浴 Eppendorf ThermoMixerC 

恒温培养摇床 Bluepard THZ-300C 

PCR 仪 Bio-Rad C1000Touch 

凝胶成像仪 赛智 Champge16000 

电泳仪 Bio-Rad 043BR64657 

涡旋混匀器 Kylin-Bell BE-1100 

灭菌锅 YAMATO SN510C 

Vortex Scientific Industries Vortex-Genie2 

电子天平 ME4002E 梅特勒 

移液器 赛多利斯 Mline 

超净工作台 Airtech SW-CJ-1FD 

生物安全柜 Airtech BSC-1004ⅡA2 

超微量分光光度计 K5800 凯奥 

制冰机 MF26 Scotsman 

二氧化碳培养箱 赛默飞 311 

荧光定量 PCR 仪 赛默飞 QuantStudio3 

超纯水机 默克 Milli-QAdvantage 

水浴锅 Bluepard BWS-5 

酶标仪 赛默飞 Multiskan FC 

超声破碎仪 Covaris M220 
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2.1.2 实验试剂及试剂盒 

1.常用试剂制备 

LB 液体培养基制备：用电子天平称取 Tryptone 1g，NaCl 1g，Yeast Extract 0.5g，

加入超纯水，定容至 100mL，高温高压灭菌，冷却后置于 4℃冰箱中保存。后续根据

实验要求，在超净工作台中添加相应的抗生素。 

LB 固体培养基制备：用电子天平称取 Tryptone 1g，NaCl 1g，Yeast Extract 0.5g，

Agar 1.5g，加入超纯水，定容至 100mL，高温高压灭菌。室温冷却到 60℃左右时，

在灭过菌的超净工作台中，根据实验要求在培养基中添加相应的抗生素，摇匀后，将

培养基倒入培养皿中，每个培养皿倒入大约 15mL 培养基，待培养皿中的培养基凝固，

置于 4℃冰箱中保存。 

50×TAE 缓冲液：称取 Tris 242g，EDTA 37.2g，先加入 800mL 超纯水，充分搅

拌溶解，再加入 57.1mL 冰乙酸，充分混匀，再加入超纯水，定容至 1L，室温保存。

配置电泳缓冲液时，需将 50×TAE 稀释成 1×TAE，取 20mL 50×TAE，加入超纯水，

定容至 1L，即可用于凝胶电泳。 

50%甘油：50mL 超纯水+50mL 甘油，混匀后高温高压灭菌，常温保存。 

2.常用试剂盒 

表 2  实验常用试剂盒 

试剂盒 生产厂家 产品编号 

质粒 DNA 微量提取试剂盒 Magen P1001-02C 

凝胶 DNA 小量回收试剂盒 Magen D2111-02 

低内毒素质粒大提试剂盒 Magen P1114-02 

血液基因组 DNA 提取试剂盒 TIANGEN DP348-03 

血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒 TIANGEN DP304-03 

反转录试剂盒 Vazyme R233-01 

点突变试剂盒 Vazyme C214-01 

2.1.3 实验所用菌株、细胞株及载体 

菌株：大肠杆菌 DH5α 

细胞株：人肝癌细胞 BEL-7404、BEL-7402、Huh-7、SMMC-7721、HepG2、

HepG3B，人结肠癌细胞 HCT116、LoVo、RKO，人正常结肠上皮细胞 NCM-460，人
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正常肠上皮细胞 HIEC，人正常肝细胞 LO2，人高转移肝癌细胞 LM3、97-H，人低转

移肝癌细胞 97-L，人克隆结肠腺癌细胞 Caco-2 

载体：pGL4.74、pGL4.23、px333-EGFP-Puro（结构如图 3-5 所示） 

 
图 3  pGL4.74 载体（在双荧光素报告系统中使用） 

 

图 4  pGL4.23 载体（用于构建 pGL4.23-10811660-A/G,在双荧光素报告系统中使用） 

 

图 5  px333-EGFP-Puro（用于构建双 sgRNA 的 CRISPR 载体） 
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 引物序列及其他核苷酸序列 

表 3  本研究所用引序列 

引物名称 核苷酸序列（5’-3’） 引物大小 

rs10811660-F ACCAACCTTCAGCCACCTCT 20 

rs10811660-R TGGGTAGGAGGAGCCAGAAG 20 

rs10811660-chip-A-R TAAAGCTGGAGGTGAGCTGA 20 

rs10811660-chip-G-R TAAAGCTGGAGGTGAGCTGG 20 

pGL4.23-rs10811660-F ctggcctaactggcc ACCAACCTTCAGCCACCTCT 35 

pGL4.23-rs10811660-R ccagatcttgatatc TGGGTAGGAGGAGCCAGAAG 35 

rs10811660-MUT-F 
TTCTTGCCCTGTCAGCAGCTCACCTCCAGCTTTA

G 
35 

rs10811660-MUT-R 
AGCTGGTGACAGGGCAAGAACGCTTATTGACA

AAG 
35 

rs10811660-dankelong-

F 
CTGTGAGAAACAGAGGTTCAAGG 23 

rs10811660-dankelong-

R 
GATGGAGCTTCACTCTTGTCG 21 

rs10811660-sgRNA1-F caccg GTGCTTTCAAGTCTGTTAAC 25 

rs10811660-sgRNA1-R aaac GTTAACAGACTTGAAAGCAC c 25 

rs10811660-sgRNA2-F caccg GTCAAAAACCTTCCCCATCC 25 

rs10811660-sgRNA2-R aaac GGATGGGGAAGGTTTTTGAC c 25 

human- MAFG-siRNA-3-F GCUGUUGACUCUUGUCAUUTT 21 

human- MAFG-siRNA-3-R AAUGACAAGAGUCAACAGCTT 21 

human- MAFG-siRNA-4-F GCGUCAUCACAAUAGUAAATT 21 

human- MAFG-siRNA-4-R UUUACUAUUGUGAUGACGCTT 21 

ACTB-qpcr-F GTTGCTATCCAGGCTGTGCT 20 

ACTB-qpcr-R GAGGGCATACCCCTCGTAGA 20 

MAFG-qpcr-F gaggcaccatcaacacttgtca 22 

MAFG-qpcr-R cctgtttctccccactccga 20 

CDKN2A-qpcr-F gctgcccaacgcaccgaat 19 

CDKN2A -qpcr-R cccctgcaaacttcgtcctcc 21 

CDKN2B-qpcr-F cttaaatgtagcaatggcact 21 

CDKN2B -qpcr-R atagtaggacatcccacgag 20 

CDKN2B -AS1-qpcr-F agcctcattctgattcaacagc 22 

CDKN2B -AS1-qpcr-R tccaaatagatctccccggtt 21 

CMV-enhancer-R cccagtacatgaccttatgg 20 

 

2.1.4
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2.2 收集糖尿病患者和非糖尿病患者的血样 

2.2.1 收集血样标准 

每周携带放有冰袋的保温盒到唐都医院领取 2 型糖尿病患者血样；糖尿病空腹血

糖大于 7.0mmol/L，静脉血体外两个小时最多消耗 0.96mmol/L 血糖[59]。所以我们同

时使用血糖检测仪选取当天门诊的空腹血糖正常（＜6.1mmol/L）人群血样，作为对

照。 

2.2.2 记录样品信息 

记录 2 型糖尿病样品受试者的年龄、性别、病历编号信息，同时记录正常对照人

群血糖的年龄、性别、病历编号信息。除去信息重复样品，重新编号，录入电子文档。 

2.2.3 提取血样的 DNA 

使用天根生物科技有限公司的血液基因组 DNA 提取试剂盒（DP348），提取样品 

DNA。 

1.将采血管上下颠倒 5 次，混匀血液，吸取 900μL 血液到 2mL 离心管中，加

入 900μL 细胞裂解液 CL，上下颠倒 10 次，混匀。 

2.10000rpm 离心 2min，弃掉多余上清。 

3.加入 200μL 缓冲液 GS，涡旋振荡 15sec，再用 200μL 枪头反复吹打沉淀，直

至沉淀成絮状散开。 

4.加入 20μL Proteinase K 溶液，涡旋混匀。 

5.加 200μL 缓冲液 GB，上下颠倒 10 次，混匀，56℃ 600 振/min 放置 30min，

每隔 10 min 上下颠倒混匀一次。 

6.室温放置 2-5min，加 350μL 缓冲液 BD，上下颠倒 10 次，混匀。 

7.将混合液加入到吸附柱 CG2 中，12,000 rpm 离心 2min，倒掉离心下来的废

液，将吸附柱 CG2 放入收集管中。糖尿病血样可将废液再倒回原管，重新离心一

次。 

8.向吸附柱 CG2 中加入 500μL 缓冲液 GDB，12,000rpm 离心 30sec，倒掉离心

下来的废液，将吸附柱 CG2 放入收集管中。 

9.向吸附柱 CG2 中加入 600μL 漂洗液 PWB，12,000rpm 离心 30sec，倒掉离心
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下来的废液，将吸附柱 CB3 放入收集管中。 

10.重复操作上一步骤。 

11.12,000rpm 离心 2min，弃掉吸附柱离心下来的废液，将吸附柱放置到新

1.5ml 离心管上，室温静置 5min，彻底晾干吸附柱中残留的漂洗液。 

12.向吸附膜中间位置悬空滴加 70μL 洗脱缓冲液 TB，室温放置 5min，12,000 

rpm，离心 2 min。 

13.将离心得到的溶液再加入吸附柱 CG2 中，室温放置 2min，12,000rpm 离心

2min，收集血液 DNA 溶液。 

14.取 2μL 跑琼脂糖凝胶进行电泳，检测 DNA 的浓度和纯度。提取后的 DNA

放置于-80℃冰箱保存待用。 

2.3 DNA 样品的测序和统计分析 

2.3.1 测序方法-SNPscan 

我们把目前已收集到的 T2DM 病人血液样品 734 个和正常对照样品 984 个送到

上海天昊生物科技有限公司进行 SNP 基因分型，采用的 SNPscan 技术能在一个检测

流程中同时实现对多个 SNP 位点等位基因进行识别和分型[60]。该技术的原理是通过

探针末段引入不同长度的非特异序列，每个位点得到不同长度的连接产物，再利用标

记荧光的通用引物对连接产物进行 PCR 扩增，通过荧光毛细管电泳对不同长度的扩

增产物进行分离，最后对连接产物的峰谱进行分析，确定不同位点的基因型。 

2.3.2 卡方检验该位点的显著性 

我们从测序公司得到每个样品的 SNP 基因型，通过卡方检验，一个 2×2 列联表

的独立性检验，计算每个 SNP 的两个等位碱基的数目在糖尿病患者和正常人群中是

否有显著差异。计算比值比，即 OR 值，OR 值可以反映某种因素跟疾病之间的联系

强度，比如我们要鉴别一个 SNP 的等位基因跟疾病之间的关系，需要分别计算出等

位基因在疾病组和对照组的比值，再将计算 OR 值，若 OR 值为 1，则说明该等位基

因对疾病不起作用；若 OR 值为小于 1，则说明该等位基因对于疾病来说是保护碱基；

若 OR 值大于 1，则说明该等位基因对于疾病来说是风险碱基。通过计算 OR 值，确

定每个 SNP 的风险碱基和保护碱基。 
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2.4 确定 rs10811660 所在位置是杂合子的细胞 

2.4.1 提取细胞系基因组 

1.首先用 PBS 清洗贴壁细胞两次，再添加胰酶，放进 37℃培养箱进行消化，

待细胞变圆变亮，加入 4 倍胰酶体积的培养基吹打细胞，使细胞悬浮并且分散成单

个细胞，将细胞悬浮液收集到 1.5ml 离心管中，800rpm 离心 3min，弃上清，收集

细胞沉淀，加入 200μL 缓冲液 GA 重新悬浮细胞。 

2.加入 20μLProteinase K 溶液混匀，再加入 200μL 缓冲液 GB，涡旋振荡使之

充分混匀，此时会有白色沉淀出现，再把样品置于 70℃金属浴中放置 10-30min，

直至白色 沉淀消失，溶液变清亮。 

3.加入 200μL 无水乙醇，涡旋振荡，使之充分混匀。 

4.把上一步混合均匀的溶液转移至 CB3 吸附柱中，12000rpm 离心 30s，弃掉吸

附柱离心下来的废液。 

5.向吸附柱中加入 500μL 缓冲液 GD，12000rpm 离心 30s，弃掉吸附柱离心下

来的废液。 

6.向吸附柱中加入 600μL 漂洗液 PW，12000rpm 离心 30s，弃掉吸附柱离心下

来的废液。 

7.重复操作上一步骤。 

8.12000rpm 离心 2min，弃掉吸附柱离心下来的废液，将吸附柱放置到新 1.5ml

离心管上，室温静置 5min，彻底晾干吸附柱中残留的漂洗液。 

9.向吸附柱中悬空滴加 50μL 水，室温放置 2min，12000rpm 离心 2min，收集

DNA 溶液，-20℃保存。 

2.4.2 设计引物，PCR 扩增所选 SNPs 位点片段，送测 

在 rs10811660 这个 SNP 位点上下游各设计一条合适的引物 rs10811660-F 和

rs10811660-R，分别用 16 种细胞系的 DNA 当模板，扩增含有这个 SNP 的基因组

片段，扩增出来片段长 347bp，再将扩增出来的片段送到公司测序，确定每个细胞

系关于这个 SNP 位点的基因型。扩增体系如下： 

细胞 DNA ：100ng 
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引物 1（10μM）：1μL 

引物 2（10μM）：1μL 

2×Taq Master Mix ：10μL 

无菌水 ： 补足至 20μL 

反应体系如下： 

2.5 检测 TF 在 rs10811660 不同 allele 富集 

2.5.1 染色质免疫共沉淀（ChIP） 

用 rs10811660 所在位置是杂合子的人肝癌细胞 BEL-7404 进行 ChIP 实验。 

1.第一天，固定细胞：将 10cm 培养皿里的培养基弃去，换上 8mL 新鲜的并且

已经预热的 DMEM 培养基，加入 216μL 的 37%甲醛，边摇边加，摇晃 10min。 

2.再加入 500μL 2M Gly， 边摇边加，摇晃 5min。 

3.将培养皿中的溶液弃掉，将培养皿放在冰上，用预冷的 PBS 清洗两遍（以下

操作均在冰上进行）。 

4.在培养皿中加入 5mL PBS，用细胞铲刮下细胞，用移液枪将细胞悬液转移至

15mL 离心管中（枪头用 0.5% BSA 润洗），4℃离心机中 500g 离心 5min，弃上清。 

5.加入 2mL PBS，用枪头吹打混匀细胞沉淀（枪头用 0.5% BSA 润洗），再添

加 PBS 补足至 10mL，4℃离心机中 500g 离心 5min，弃上清。 

6.加入 2mL Hypotonic，用枪头吹打混匀细胞沉淀（枪头用 0.5% BSA 润洗），

添加 Hypotonic 补足至 10mL，再添加 200μL PPI 和 10μL DTT，放在 4℃摇床上慢

摇 15min，4℃离心机中 500g 离心 5min，弃上清。 

7.加入 RIPA 重悬细胞，并加入 50×PPI，用 covaris 超声，超声后的产物用 4℃
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离心机中 20000g 离心 10min，取上清，先用液氮速冻，再放-80℃保存。 

8.取 beads，加入 1mLRIPA，用 RIPA 清洗 beads，放在 4℃冰柜里，在涡旋混

匀器上旋转 5min 后，4℃离心机中 800rpm 离心 2min。 

9.重复上一步骤三次，即用 RIPA 清洗三次 beads。 

10.将超声后的样品上清转移至 2mL EP 管中，再添加 RIPA 补至 1.7-1.8mL，

再加入 40μL 的 50×PPI（终体积为 2mL）。 

11.再加入 30μL 洗好的 beads，放在 4℃冰柜里，在涡旋混匀器上旋转 2-3h 后，

4℃离心机中 800rpm 离心 2min。 

12.离心后，取 30μL 的上清作为 Input，4℃保存。 

13.剩余的上清平均分成两管，一管加入 2μL IgG 抗体，另一管加入 2μL 

MAFG 抗体，放在 4℃冰柜里，在涡旋混匀器上旋转过夜。 

14.剩余的 beads 添加 RIPA 补至 1.4mL，再加入 150μL 的 5% BSA，使终浓度

为 0.5%BSA，放在 4℃冰柜里，在涡旋混匀器上旋转过夜。 

15.第二天，将过夜处理的 beads，4℃离心机中 800rpm 离心 2min，弃上清。 

16.向 beads 中加入 RIPA，平均分装到加入两种抗体过夜处理的管子中，放在

4℃冰柜里，在涡旋混匀器上旋转孵育 2h。 

17. 4℃离心机中 800rpm 离心 2min，弃上清，加入 1mL RIPA，放在 4℃冰柜

里，在涡旋混匀器上旋转 5min。 

18.重复上一步骤三次。 

19. 4℃离心机中 800rpm 离心 2min，弃上清，加入 1mL RIPA+0.5M NaCl，放

在 4℃冰柜里，在涡旋混匀器上旋转 5min。 

20.重复上一步骤两次。 

21. 4℃离心机中 800rpm 离心 2min，弃上清，加入 1mL LiCl buffer，放在 4℃

冰柜里，在涡旋混匀器旋转 5min。 

22. 4℃离心机中 800rpm 离心 2min，弃上清，加入 1mL TE buffer，放在 4℃冰

柜里，在涡旋混匀器上旋转 5min。 

23.重复上一步骤两次。 

24. 4℃离心机中 800rpm 离心 2min，弃上清。依次加入 150μL Extraction，
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12μL 5M NaCl，1μL RNAseA，放在金属浴上 37℃ 900 振/min 孵育 1h。 

25.取出 Input，在实验组和 Input 中依次加入 150μL Extraction，12μL 5M NaCl，

1μL RNAseA，放在金属浴上 37℃ 900 振/min 孵育 1h。 

26.取出孵育的样品加入 2μL Protein K，放在金属浴上 65℃ 900 振/min 孵育过

夜。 

27. 第 三 天 ， 取 出 过 夜 的 样 品 ， 短 暂 离 心 ， 加 入 300μL 

phenol/chloroform/isoamyl alcohol，涡旋振荡混匀。 

28. 4℃离心机中 20000g 离心 10min，吸 150μL 上清，依次加入 550μL EtOH，

5μL Glycogen，75μL 3M NaAc，并且加入一种试剂立即混匀后再加入下一个试剂。 

29. -80℃冰箱放置 30min 以上。 

30. 4℃离心机中 20000g 离心 20min，弃掉上清，加入 1mL 预冷的 75%无水乙

醇，上下颠倒，悬浮沉淀。 

31.4℃离心机中 20000g 离心 10min，弃掉上清。 

32.室温静置，直至 EP 管底部白色沉淀变透明，加入 30μL DEPC 水溶解底部

透明沉淀。 

33.取 1μL 样品测浓度，其余放置于-80℃冰箱保存。 

2.5.2 运用链特异性 PCR 的方法，进行 qPCR 

1.设计 qPCR 引物， rs10811660-chip-A-R 和 rs10811660-chip-G-R，分别和

rs10881160-F 进行 qPCR。 

2.qPCR 反应体系如下： 

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix： 10μL 

Primer1（10μM）： 0.4μL 

Primer2（10μM）： 0.4μL 

Template DNA ：3μL 

无菌水 ： 补足至 20μL 

反应程序如下： 
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2.6 检测 rs10811660 不同等位基因是否有转录差异 

2.6.1 构建双荧光素报告系统载体 

从公司购买双荧光素报告系统所需要的载体 pGL4.23 和 pGL4.74，对 pGL4.23 进

行改造，将含有 rs10811660 位点的片段插入到 pGL4.23 中。 

1.用 KpnⅠ、XhoⅠ酶切 pGL4.23，37℃酶切 1h，酶切体系如下： 

载体 ：1μg 

KpnⅠ酶 ：1μL 

XhoⅠ酶 ：1μL 

10×cutsmart Buffer ： 5μL 

无菌水 ： 补足至 50μL 

2.将酶切产物全部进行胶回收，使用浓度为 1%的琼脂糖凝胶中进行电泳，随

后把目的条带切割下来，使用 Magen 的琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒进行胶回收。 

3.称取凝胶重量，每 100mg 凝胶加入 100μL Buffer GDP，放入 55℃的金属浴

中，让凝胶完全溶解。 

4.将溶胶液转移至柱子中，12000g 离心 30s。 

5.倒掉废液，加入 300μL Buffer GDP 至柱子中，静置 1min，12000g 离心 30s。 

6.倒掉废液，加入 600μL Buffer DW2 至柱子中，12000g 离心 30s。 

7.倒掉废液，加入 300μL Buffer DW2 至柱子中，12000g 离心 2min。 

8.将吸附柱放置到新 1.5ml 离心管上，室温静置 5min，彻底晾干吸附柱中残留

的漂洗液。 

9.向吸附柱中悬空滴加 20μL 水，室温放置 2min，12000g 离心 2min，收集溶
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液，样品可于-20℃保存（若要提高产量可以重复第 9 步骤进行第二次洗脱）。 

10.设计含有载体 pGL4.23 序列的同源臂引物 pGL4.23-rs10811660-F 和

pGL4.23-rs10811660-R，将含有 rs10811660 的片段扩增出来。 

11.扩增插入片段的模板用的是 NCM460 细胞的 DNA，扩出来的片段上 SNP 

rs10811660 的碱基是 A，接下来进行点突变，将 A 碱基换成 G 碱基。 

12.将扩增的片段全部进行电泳，然后用 Magen 的琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒进行胶回收。 

13.将扩增出来的片段与酶切过的载体进行同源重组，同源重组反应体系如下： 

线性化载体 ： 30ng 

插入片段 ： 10ng 

2×ClonExpress Mix : 5μL 

无菌水 ：补足至 10μL 

14.用移液枪将液体轻轻吹打混匀，放入 PCR 仪中 50℃反应 5min 后立即置于

冰上冷却。 

15.将 DH5α 感受态细胞置于冰上解冻。 

16.将重组产物进行转化，把 10μL 重组产物加入到 100μL DH5α 感受态细胞中，

冰上静置 30min。 

17.42℃热激 60 秒，立即置于冰上冷却 2-3min。 

18.加入 800μL LB 培养基（不含任何抗生素），37℃摇床上摇 1h。 

19.将菌液离心，8000rmp 离心 3min，弃掉大部分上清，留约 100μL 上清将菌

体重新悬浮。 

20.将重新悬浮的菌液涂在具有氨苄抗性的固体 LB 培养基中，放进 37℃培养

箱倒置培养过夜。 

21.次日挑取长出来的单克隆，溶于 10μL 水中，取 5μL 菌液进行菌落 PCR，

菌落 PCR 体系如下： 

模板菌液 ： 5μL 

引物 1（10μM）：1μL 

引物 2（10μM）：1μL 
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2×Taq Master Mix ：10μL 

无菌水 ： 补足至 20μL 

扩增反应体系如下： 

22.取 5μL 扩增溶液进行电泳，取条带大小正确的扩增溶液送去公司进行测序，

查看序列有无问题，取测序正确的菌液进行摇菌、保菌以及提取质粒。 

23.将构建好的 pGL4.23-10811660-A 进行点突变，设计相应的点突变引物

rs10811660-MUT-F 和 rs10811660-MUT-R ，将质粒进行反向 PCR 扩增，将

rs10811660 的 A 等位基因突变成 rs10811660 的 G 等位基因。 

24.用诺唯赞的 Mut Express II Fast Mutagenesis Kit V2 试剂盒将质粒 pGL4.23-

10811660-A 进行反向扩增，反应体系如下： 

2×Max Buffer ：25μL 

dNTP Mix（10mM）： 1μL 

模板 DNA ： 10ng 

引物 1（10μM）： 2μL 

引物 2（10μM）： 2μL 

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase ： 1μL 

无菌水 ： 补足至 50μL 

PCR 反应程序如下： 
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25.反应结束后，取 5μL 的扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，若目的条带大小正

确，则进行下一步实验。 

26.因为扩增产物中包含原始模板质粒，为防止其在转化后形成假阳性转化子，

所以在进行重组环化之前进行 DpnI消化，去除模板质粒。反应体系如下： 

DnpI ： 1μL 

扩增产物 ： 45μL 

27.将液体轻轻吹打混匀，置于 37℃恒温反应 1-2h。 

28.将反应液全部使用浓度为 1%的凝胶进行电泳，再进行胶回收。 

29.将扩增消化后的产物进行重组，实现线性 DNA 的体外环化。反应体系如下： 

DpnI消化产物 ： 50-200ng 

5×CE II Buffer ： 4μL 

Exnase II ： 2μL 

无菌水 ： 补足至 20μL 

30.用移液枪将液体轻轻吹打混匀，放入 PCR 仪中 37℃反应 30min 后立即置于

冰上冷却。 

31.将重组产物进行转化。 

32.将 DH5α 感受态细胞置于冰上解冻，10μL 重组产物加入到 100μL DH5α 感

受态细胞中，冰上静置 30min。 

33.42℃热激 60 秒，立即置于冰上冷却 2-3min。 

34.加入 800μL LB 培养基（不含任何抗生素），37℃摇床上摇 1h。 

35.将菌液离心，8000rmp 离心 3min，弃掉大部分上清，留约 100μL 上清将菌

体重新悬浮。 

36.将重新悬浮的菌液涂在具有氨苄抗性的固体 LB 培养基中，放进 37℃培养
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箱倒置培养过夜。 

37.次日挑取长出来的单克隆，溶于 10μL 水中，取 5μL 菌液进行菌落 PCR，

再取 5μL 扩增溶液进行电泳，取条带大小正确的扩增溶液送去公司进行测序查看

序列有无问题，选取测序正确的菌液，进行摇菌、保菌以及后续提取质粒。 

2.6.2 大提无内毒素质粒 

将上述构建好的 pGL4.23-10811660-A、pGL4.23-10811660-G 以及 pGL4.23 和

pGL4.74 进行质粒大提。由于细胞比较脆弱，因此在转染之前需要提取对细胞无害的

无内毒素质粒。 

1.摇菌：在 15mL 离心管中加入 4-5mL LB 培养基（氨苄抗性），然后把构建好

的双荧光素载体的菌液加进去，放在 37℃摇床上摇 12h。 

2.在灭过菌的三角锥形瓶中加入 100mL LB 培养基（氨苄抗性），然后从摇了

12h 的菌液中取 1mL 菌液加进去，过夜摇菌使之扩大培养。 

3.培养 14-16h 后，用 50mL 离心管 12000g 离心 5min 后弃上清，收集菌体。 

4.加入 10mL 的溶液 P1 涡旋振荡，重悬菌体，室温放置 10min。 

5.向混匀后的离心管中加入 10mL 的溶液 P3 温和地上下颠倒 8-10 次，离心管

中溶液变得清亮粘稠。 

6.加入 10mL 的溶液 P3 后立即缓慢上下颠倒 8-10 次，此时离心管中应会现白

色絮状的沉淀，12000g 离心 10min。 

7.把上清液转移至过滤器中，慢慢推动推柄过滤，将滤液收集在干净的 50mL

离心管中。 

8.向滤液中加入 0.3 倍滤液体积的 P4，上下颠倒混匀后将溶液转移至吸附柱中。 

9.12000g 离心 3min，弃掉离心下来的废液，每次转移 15mL 溶液，分 2-3 次过

柱。 

10.向吸附柱中加入 10mL 的 P5 溶液，12000g 离心 3min，弃掉离心下来的废

液。 

11.向吸附柱中加入 10mL 的 PW 溶液，12000g 离心 3min，弃掉离心下来的废

液。 

12.重复上一步骤操作。 
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13.把吸附柱重新再放回到收集管中，12000g 离心 10min。 

14.将吸附柱放入 50℃烘干箱中烘干 10min。 

15.将吸附柱置于一个干净的 50mL 离心管中，向吸附柱中加入 1.5mL 水，室

温放置 2min，然后 12000g 离心 3min。 

16.将收集管中的溶液重新加入吸附柱中，室温放置 2min，然后 12000g 离心

3min。 

17.将收集管中的溶液全部转移至 2mL 离心管中，-20℃保存。 

18.取 1μL 样品测浓度后，可将质粒进行浓缩。 

19.取 500μL 大提的质粒，加入 710μL 异丙醇，再加入 210μL 5M NaCl，混匀

后放置 5min，然后 8000rpm 离心 10min。 

20.弃上清，加入 1mL 75%乙醇上下颠倒，洗涤沉淀，然后 8000rpm 离心 5min。 

21.重复上一步骤。 

22.弃掉上清，室温静置，直至 EP 管底部白色沉淀变透明，加入适量无菌水溶

解底部透明沉淀使质粒浓度达到 1μg/μL 左右。 

2.6.3 转染细胞 

1.铺细胞，将 10cm 培养皿中的人肝癌细胞 BEL-7404 消化下来，800rpm 离心

3min，弃去上清，再用培养基重悬，铺到 24 孔板中，使之细胞密度第二天达到

70%-80%。 

2.次日给 24 孔板换上新鲜培养基。 

3.将 pGL4.23-10811660-A、pGL4.23-10811660-G、pGL4.23 分别和 pGL4.74 共

转染，每个实验组做四个重复，共 12 个孔。 

4.配置转染复合物。取 240μL Opti-MEM（Reduced Serum Medium）培养基加

入 2.4μg 的 pGL4.23 和 48ng 的 pGL4.74（每个孔实验组质粒与内参质粒的质量比

是 50：1）再加入 6μL 的 Attractene 转染试剂，轻轻吹打混匀，室温孵育 15min。 

5.按上述方法再分别配置 pGL4.23-10811660-A 和 pGL4.23-10811660-G 与

pGL4.74 共转染的转染复合物。 

6.把 24 孔板从培养箱中拿出来，将上述配置好的三种转染复合物，每种转染

复合物平均分配加入四个孔中，轻轻晃动使转染复合物在细胞 24 孔板中分布均匀。 
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7.再把加入转染复合物的 24 孔板放入培养箱中培养，培养 72h 后进行发光检

测。 

2.6.4 发光检测 

本实验采用 Promega E1910 试剂盒检测 

1.配制试剂：（1）细胞裂解缓冲液 PLB：将 5×PLB 稀释成 1×PLB，现配现用，

5×PLB 母液在-20℃保存。（2）荧光素酶检测底物 LAR Ⅱ：将 LAS 冻干粉溶于 LA 

buffer Ⅱ中，避光与-80℃保存。（3）将 50×Stop&Glo Reagent 用 Stop&Glo buffer 稀

释成 1×Stop&Glo Reagent，需先计算好检测所用量再进行稀释，现配现用，

50×Stop&Glo Reagent 母液于-20℃保存。 

2.裂解细胞：细胞转染 72h 后，吸弃孔中培养液，每个孔用 500μLPBS 洗一遍，

再向每个孔中加入 100μL 细胞裂解缓冲液 PLB，在室温条件下放在摇床上 500 振

/min，裂解 10-15min，收集细胞裂解液，12000rpm 离心 1min。 

3.检测萤火虫荧光素酶活性：在 96 孔酶标板上每孔加入 50μL 荧光素酶检测底

物 LARⅡ，再向每孔中加入 10μL 待测样品，放入酶标仪中检测并记录数据。 

4.检测海肾荧光素酶活性：上一步骤完成之后，再在孔中加入 50μL 稀释好的

1×Stop&Glo Reagent，再次用多功能酶标仪检测并记录数据。 

5.数据分析。内参是海肾荧光素酶活性，用统计学方法分析萤火虫荧光素酶的

相对活性，从而确定含有 SNP 的基因片段对否具有增强子效果。 

2.7 检测敲低结合 SNP 的转录因子表达后对靶基因表达的影响 

2.7.1 转染 siRNA 

1.从公司订购转录因子 MAFG 的 siRNA。 

2.铺细胞，将 10cm 培养皿中的人肝癌细胞 BEL-7404 消化下来后，800rpm 离

心 3min，弃去上清，使用不添加任何抗生素的 DMEM 培养基重悬细胞，铺到 12

孔板中，使之细胞密度第二天达到 30%-40%。 

3.次日先给 12 孔板换上 900μL 新鲜的 DMEM 培养基（不添加任何抗生素）。 

4.配置转染复合物，取 100μL Opti-MEM 加入 4μL RFect 转染试剂用移液枪轻

轻吹打混匀，室温孵育 5min。 
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5.孵育 5min 后，加入 10μL 的浓度为 5μM/μL 的 siRNA（siRNA 的终浓度为

50nM），室温孵育 20min。 

6.把细胞 12 孔板从培养箱中拿出来，加入孵育好的转染复合物，轻轻晃动使

转染复合物在 12 孔板中分布均匀。 

7.再把加入转染复合物的 12 孔板放入培养箱中培养，培养 72h 后提取 RNA。 

2.7.2 提取 RNA 

1.从细胞培养箱中取出 12 孔板细胞，移液枪吸弃培养基，每孔中加入 500μL 

Trizol 溶液，反复吹打裂解细胞，室温放置 5min，使细胞充分裂解。 

2.吸取细胞裂解液移至 RNase-free 的 EP 管中，加入 100μL 的氯仿，涡旋振荡，

室温放置 2min 后，4℃离心机中 12000g 离心 15min（上层为水相，含有 RNA、下

层为 Trizol、中层为蛋白质和 DNA）。 

3.吸取 240μL 上层水相至新的 RNase-freeEP 管中，加入相同体积的异丙醇，

上下颠倒。涡旋振荡，使之充分混匀，-20℃放置 20min 以上。 

4. 放置 20min 以上后，从冰箱里把 EP 管拿出来，4℃离心机中 12000g 离心

10min，弃掉上清，此时底部有白色沉淀。 

5.加入 1mL 用 DEPC 水提前配置好的 75%无水乙醇，上下颠倒，清洗底部白

色沉淀，4℃离心机中 7000g 离心 5min，弃掉上清。 

6.室温静置，直至 EP 管底部白色沉淀变透明，加入 30μLDEPC 水溶解底部透

明沉淀。 

7.取 1μL 样品测浓度后，立即进行反转录，合成 cDNA，剩余 RNA 置于-80℃

冰箱保存。 

2.7.3 RNA 反转录 

1.使用诺唯赞 HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）试剂盒，

首先去除基因组 DNA，反应体系如下： 

模板 RNA ： 1μg 

4×gDNA wiper Mix ：4μL 

DEPC 水 ：补足至 16μL 

2.用移液器轻轻吹打混匀，放入 PCR 仪器中 42℃ 2 min。 
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3.进行反转录，反应体系如下： 

5×HiScript II qRT SuperMix II ：4μL 

第 1 步的反应液 ：16μL 

反应程序如下： 

50℃ 15min 

85℃ 5s 

4.将反转录的 cDNA 加入 80μL 的 DEPC 水进行稀释，放在冰上，或放置于-20℃

冰箱保存。 

2.7.4 RT-QPCR 

1.设计 β-Actin、MAFG、CDKN2A、CDKN2B、CDKN2B-AS1 的 RT-qPCR 引物，

进行 qPCR。 

2.RT-qPCR 反应体系如下： 

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix ： 10μL 

Primer1（10μM）： 0.4μL 

Primer2（10μM）： 0.4μL 

cDNA ：3μL 

DEPC 水 ： 补足至 20μL 

反应程序如下： 

 

2.8 检测含 SNP 基因组敲除前后对靶基因转录的影响 

2.8.1 构建含有两个 sgRNA 的 CRISPR 载体 

1.在 https://chopchop.cbu.uib.no/网站输入 rs10811660 上下游各 500bp 序列，在

https://chopchop.cbu.uib.no/%E7%BD%91%E7%AB%99%E8%BE%93%E5%85%A5rs10811660
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rs10811660 上下游各设计一个 sgRNA，分别为 sgRNA1 和 sgRNA2 将序列送到公

司进行合成。 

2.每个 sgRNA 有两条 oligos，分别将两个 sgRNA 的两条 oligos 进行退火，形

成双链结构，反应体系如下： 

Oligo1（100μM）：1μL 

Oligo2（100μM）：1μL 

10×T4 ligation Buffer : 1μL 

无菌水 ： 补足至 10μL 

反应程序如下： 

37℃ 30min 

95℃ 5min 

Ramp down to 25℃ by 6℃/min（0.1℃/s） 

3.取 1μL 退火后的产物，稀释到 100μL 的水里，待用。 

4.用 BbsⅠ酶切 px333-EGFP-puro，37℃酶切 1h，反应体系如下： 

载体 ： 1μg 

酶 ：1μL 

10×cutsmart Buffer ： 5μL 

无菌水 ： 补足至 50μL 

5.将酶切产物全部进行胶回收，使用浓度为 1%的琼脂糖凝胶中进行电泳，使

用 Magen 的琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒进行胶回收。 

6.将目的条带切割下来，称取凝胶重量，每 100mg 凝胶加入 100μL Buffer GDP，

放入 55℃的金属浴中，让凝胶完全溶解。 

7.将溶胶液转移至柱子中，12000g 离心 30s。 

8.倒掉废液，加入 300μL Buffer GDP 至柱子中，静置 1min，12000g 离心 30s。 

9.倒掉废液，加入 600μL Buffer DW2 至柱子中，12000g 离心 30s。 

10.倒掉废液，加入 300μL Buffer DW2 至柱子中，12000g 离心 2min。 

11.将吸附柱放置到新 1.5ml 离心管上，室温静置 5min，彻底晾干吸附柱中残

留的漂洗液。 
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12.向吸附柱中悬空滴加 20μL 水，室温放置 2min，12000g 离心 2min，收集溶

液，样品可于-20℃保存（若要提高产量可以重复第 9 步骤进行第二次洗脱）。 

13.将之前稀释的退火产物 sgRNA1 与用 BbsⅠ酶切好的载体用 T4 酶进行连接，

连接体系如下： 

酶切后的载体 ： 50ng 

退火后的 sgRNA ： 2μL 

10×T4 ligation Buffer ： 1μL 

NEB T4 ligase ： 1μL 

无菌水 ： 补足至 10μL 

14.室温放置反应 1h。 

15.将重组产物进行转化。将 DH5α 感受态细胞置于冰上解冻，把 10μL 重组产

物加入到 100μL DH5α 感受态细胞中，冰上静置 30min。 

16.42℃热激 60 秒，立即置于冰上冷却 2-3min。 

17.加入 800μL LB 培养基（不含任何抗生素），37℃摇床上摇 1h。 

18.将菌液离心，8000rmp 离心 3min，弃掉大部分上清，留约 100μL 上清将菌

体重新悬浮。 

19.将重新悬浮的菌液涂在具有氨苄抗性的固体 LB 培养基中，放进 37℃培养

箱倒置培养过夜。 

20.次日挑取长出来的单克隆，溶于 10μL 水中，取 5μL 菌液当模板，进行菌落

PCR，所用引物为：CMV-enhancer-R 和 rs10811660-sgRNA1-F，再取 5μL 扩增溶液

进行电泳，取条带大小正确的扩增溶液送去公司进行测序查看序列有无问题，取测

序正确的菌液进行摇菌、保菌以及提取质粒。 

21.提取连接正确的 px333-EGFP-puro-sgRNA1 的质粒，再次进行酶切，用

BsaⅠ酶切，37℃酶切 1h，酶切体系如下： 

载体 ： 1μg 

酶 ： 1μl 

10×cutsmart Buffer ： 5μL 

无菌水 ： 补足至 50μL 
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22.将全部的酶切产物使用浓度为 1%的琼脂糖凝胶中进行电泳，使用 Magen

的琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒进行胶回收。 

23.把目的条带切割下来，称取凝胶重量，每 100mg 凝胶加入 100μL Buffer 

GDP，放入 55℃的金属浴中，让凝胶完全溶解。 

24.将溶胶液转移至柱子中，12000g 离心 30s。 

25.倒掉废液，加入 300μL Buffer GDP 至柱子中，静置 1min，12000g 离心 30s。 

26.倒掉废液，加入 600μL Buffer DW2 至柱子中，12000g 离心 30s。 

27.倒掉废液，加入 300μL Buffer DW2 至柱子中，12000g 离心 2min。 

28.将吸附柱放置到新 1.5ml 离心管上，室温静置 5min，彻底晾干吸附柱中残

留的漂洗液。 

29.向吸附柱中悬空滴加 20μL 水，室温放置 2min，12000g 离心 2min，收集溶

液，样品可于-20℃保存（若要提高产量可以重复第 9 步骤进行第二次洗脱）。 

30.将之前稀释的退火产物 sgRNA2 与用 BsaⅠ酶切好的载体用 T4 酶进行连接，

连接体系如下： 

酶切后的载体 ： 50ng 

退火后的 sgRNA ： 2μL 

10×T4 ligation Buffer： 1μL 

NEB T4 ligase ： 1μL 

无菌水 ： 补足至 10μL 

31.将连接体系室温放置反应 1h。将重组产物进行转化。 

32.将连接产物进行转化。DH5α 感受态细胞置于冰上解冻，10μL 重组产物加

入到 100μL DH5α 感受态细胞中，冰上静置 30min。 

33.42℃热激 60 秒，立即置于冰上冷却 2-3min。 

34.加入 800μL LB 培养基（不含任何抗生素），37℃摇床上摇 1h。 

35.将菌液离心，8000rmp 离心 3min，弃掉大部分上清，留约 100μL 上清将菌

体重新悬浮。 

36.将重新悬浮的菌液涂在具有氨苄抗性的固体 LB 培养基中，放进 37℃培养

箱倒置培养过夜。 
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37.次日挑取长出来的单克隆，溶于 10μL 水中，取 5μL 菌液当模板，进行菌落

PCR，再取 5μL 扩增溶液进行电泳，取条带大小正确的扩增溶液送去公司进行测序

查看序列有无问题，选取测序正确的菌液，进行摇菌、保菌。 

2.8.2 大提无内毒素质粒 

将 px333-EGFP-puro-sgRNA1+2 进行质粒大提。 

1.摇菌：在 15mL 离心管中加入 4-5mL LB 培养基（氨苄抗性），然后把正确连

接的载体单克隆菌点进去，过夜摇菌。 

2.次日，取 500μL 菌液加入 500μL 50%甘油，混合均匀，放-80℃保存。在三

角锥形瓶中加入 100mL LB 培养基（氨苄抗性），然后从过夜培养的菌液中取 1mL

菌液加进去，过夜摇菌使之扩大培养。 

3.培养 14-16h 后，用 50mL 离心管 12000g 离心 5min 后吸弃上清，收集菌体。 

4.加入 10mL 的溶液 P1 涡旋振荡，重悬菌体，室温放置 10min。 

5.向混匀后的离心管中加入 10mL 的溶液 P3 温和地上下颠倒 8-10 次，离心管

中溶液变得清亮粘稠。 

6.加入 10mL 的溶液 P3 后立即缓慢上下颠倒 8-10 次，此时离心管中应会现白

色絮状的沉淀，12000g 离心 10min。 

7.把上清液转移至过滤器中，慢慢推动推柄过滤，将滤液收集在干净的 50mL

离心管中。 

8.向滤液中加入 0.3 倍滤液体积的 P4，上下颠倒混匀后将溶液转移至吸附柱中。 

9.12000g 离心 3min，弃掉离心下来的废液，每次转移 15mL 溶液，分 2-3 次过

柱。 

10.向吸附柱中加入 10mL 的 P5 溶液，12000g 离心 3min，弃掉离心下来的废

液。 

11.向吸附柱中加入 10mL 的 PW 溶液，12000g 离心 3min，弃掉离心下来的废

液。 

12.重复上一步骤操作。 

13.把吸附柱重新再放回到收集管中，12000g 离心 10min。 

14.将吸附柱放入 50℃烘干箱中烘干 10min。 
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15.将吸附柱置于一个干净的 50mL 离心管中，向吸附柱中加入 1.5mL 水，室

温放置 2min，然后 12000g 离心 3min。 

16.将离心下来的溶液重新加入吸附柱中，室温放置 2min，然后 12000g 离心

3min。 

17.将收集管中的溶液全部转移至 2mL 离心管中，-20℃保存。 

18.取 1μL 样品测浓度后，可将质粒进行浓缩。 

19.取 500μL 大提的质粒，加入 710μL 异丙醇，再加入 210μL 5M NaCl，混匀

后放置 5min，然后 8000rpm 离心 10min。 

20.弃上清，加入 1mL 75%乙醇上下颠倒，洗涤沉淀，然后 8000rpm 离心 5min。 

21.重复上一步骤。 

22.弃掉上清，室温静置，直至 EP 管底部白色沉淀变透明，加入适量无菌水溶

解底部透明沉淀使质粒浓度达到 1μg/μL 左右。 

2.8.3 转染细胞 

1.铺细胞，将 10cm 培养皿中的人结肠癌细胞 HCT116 消化下来，800rpm 离心

3min，弃去上清，再用 McCoy’s 5A 培养基重悬，铺到六孔板中，使之细胞密度第

二天达到 40%-50%，进行转基因。 

2.次日给六孔板换上新鲜 McCoy’s 5A 培养基。 

3.配置转染复合物，配方如下： 

1）125μL Opti-MEM + 7.5μL lip3000， 混匀； 

2）125μL Opti-MEM + 2.5μg 质粒 DNA + 5μL P3000，混匀； 

3）将 1）和 2）混合混匀后，室温静置 10-15min。 

4.把细胞六孔板从培养箱中拿出来，吸弃原有培养基，加入新鲜的培养基，再

将孵育好的转染复合物滴加到六孔板中，轻轻前后左右倾斜使转染复合物在六孔板

中分布均匀，24h 后换液（如期间培养基变黄时换液）。 

5.转染 48h 后进行流式分选。 

2.8.4 流式分选 

1.将六孔板中的细胞消化下来，离心后弃去上清，用 3ml 培养基重新悬浮，将

悬浮液用 40μm 尼龙膜（FALCON，352340）过滤至 5ml 流式管中（注意过滤前先
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用培养基润膜，再过滤细胞悬浮液）。 

2.使用美国 BD 公司流式分选仪器（YQ2018000651 FACSAri3），向流式管中

加入 1mL 培养基，每管收集 2000 个 HCT116 细胞（流式筛选时 gate选择要严格，

这样发光较强的细胞才会分选出来）。 

3.将流式管从机器中拿出来后，轻轻晃动培养基，将流式管壁上的细胞及时清

洗至培养基中。 

4.为防止细胞沉淀，用枪头轻轻吹打后，将流式管中的细胞悬浮液转移至

10cm 细胞培养皿中，再用 1mL 新鲜培养基清洗流式管壁，再次加入到 10cm 细胞

培养皿中。整个过程要轻柔，流式分选后，细胞有损伤。 

5.将细胞放入培养箱，培养 5 天后更换新鲜培养基，期间静置勿动。更换培养

基时要轻柔，防止吹起细胞。 

6.之后每隔三天换一次液，直到细胞长到适合挑取单克隆，对于 HCT116 细胞，

大概在 10cm 培养皿中长 14 天即可。 

2.8.5 挑取单克隆细胞鉴定 

1.先在光镜下观察单克隆，将长势良好的单克隆（大小适中，近似圆形，边缘

平滑）。用马克笔在培养皿底部标出来，待单克隆细胞长到肉眼可见就可以进行挑

取。 

2.将 10cm 培养皿中原培养基换为 5mL PBS。 

3.提前将 96 孔 PCR 板进行灭菌，向 96 孔板每孔中加入 10uL 胰酶，用枪头将

单克隆细胞挑起，并吸入枪头，再加入到胰酶中，吹打混匀。 

4.将 96 孔板放入到培养箱中消化 4min 后，用 50μL 培养基吹打混匀后，全部

转移至加了 400ul 培养基的 48 孔板中。 

5.待 48 孔板中的细胞长到 80%左右时，弃上清，用 200μL PBS 清洗细胞，加

入 70μL 胰酶消化 4min，然后加入 250μL 培养基进行中和，吹打细胞使细胞分散，

再全部转移至添加了 700μL 培养基的 12 孔板。 

6.待 12 孔板中的细胞长到 80%左右时，弃上清，用 500μL PBS 清洗细胞，加

入 250μL 胰酶消化 4min，然后加入 1mL 培养基中和，吹打细胞使细胞分散，取

1mL 悬浮液出来，提取 DNA 鉴定敲除效果；其余细胞留在 12 孔板中加 800μL 培
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养基继续培养。 

7.提取单克隆细胞 DNA，设计单克隆细胞鉴定引物，用提取的单克隆细胞

DNA 作为模板，进行 PCR，引物为 rs10811660-dankelong-F 和 rs10811660-

dankelong-R，正常细胞 DNA 作为对照，反应体系如下： 

细胞 DNA ：100ng 

引物 1（10μM）：2μL 

引物 2（10μM）：2μL 

2×Taq Master Mix ：25μL 

无菌水 ： 补足至 50μL 

反应体系如下： 

 
8.取 5μL PCR 扩增产物进行电泳，若细胞基因组受到剪切，则扩增出来的片段

会比正常扩增出来的片段小 200bp 左右，将片段小的剩余扩增产物送到公司进行测

序。 

2.8.6 提取细胞 RNA 

1.将 rs10811660 所在基因组敲除并测序验证过的细胞扩大培养，一部分细胞进

行冻存，一部分细胞转移至 12 孔板进行后续实验。 

2.从细胞培养箱中取出 12 孔板细胞，吸弃培养基，每孔中加入 500μLTrizol 溶

液，反复吹打，室温放置 5min，使细胞充分裂解。 

3.吸取细胞裂解液移至 RNase-free 的 EP 管中，加入 100μL 的氯仿，涡旋振荡，

室温放置 2min 后，4℃离心机中 12000g 离心 15min（上层为水相，含有 RNA、下

层为 Trizol、中层为蛋白质和 DNA）。 

4.吸取大约 240μL 上层水相至新的 RNase-freeEP 管中，加入相同体积的异丙
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醇，上下颠倒，涡旋振荡，充分混匀，-20℃放置 20min 以上。 

5.放置 20min 以上后，从冰箱里把溶液拿出来，4℃离心机中 12000g 离心

10min，弃掉上清，此时底部有白色沉淀。 

6.加入 1mL 用 DEPC 水提前配置好的 75%无水乙醇，上下颠倒，清洗底部白

色沉淀，4℃离心机中 7000g 离心 5min，弃掉上清。 

7.室温静置，直至 EP 管底部白色沉淀慢慢变透明，再加入 30μL DEPC 水溶解

底部的透明沉淀。 

8.取 1μL 的样品，对其浓度进行检测，然后立即进行反转录，合成 cDNA，剩

余 RNA 放置于-80℃冰箱保存。 

2.8.7 RNA 反转录 

1.使用诺唯赞 HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）试剂盒，

首先去除基因组 DNA，反应体系如下： 

模板 RNA ： 1μg 

4×gDNA wiper Mix ：4μL 

DEPC 水 ：补足至 16μL 

2.用移液器轻轻吹打混匀，放入 PCR 仪器中，42℃反应 2 min。 

3.进行反转录，反应体系如下： 

5×HiScript II qRT SuperMix II ：4μL 

第 1 步的反应液 ：16μL 

反应程序如下： 

50℃ 15min 

85℃ 5s 

4.将反转录的 cDNA 加入 80μL 的 DEPC 水进行稀释，置于冰上，或放置于-20℃

冰箱保存。 

2.8.8 RT-QPCR 

用 β-Actin、MAFG、CDKN2A、CDKN2B、CDKN2B-AS1 的 RT-qPCR 引物，进行

qPCR。 

RT-qPCR 反应体系如下： 
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2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix ： 10μL 

Primer1（10μM）： 0.4μL 

Primer2（10μM）： 0.4μL 

cDNA ：3μL 

DEPC 水 ： 补足至 20μL 

反应程序如下： 
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第三章  结果分析 

3.1 2 型糖尿病和对照组人群样品收集及统计情况 

将唐都医院的血样拿回实验室提取 DNA，并保存于-80℃冰箱。目前已收集到 2

型糖尿病病人血液样品 734 个，对照样品 984 个。所有样品经琼脂糖凝胶电泳显示

DNA 的浓度和纯度符合下游测序要求（图 6）。2 型糖尿病患者中，患者集中分布于

40-70 岁，男性占 67%，女性占 33%，且男性多于女性（图 7A，B）。糖尿病患者的

性别和年龄的统计结果与中国 2 型糖尿病防治指南（2020 年版）中的统计结果是一

致的，说明我们采集的样品符合实际情况，具有代表性。同时使用血糖检测仪选取当

天门诊的空腹血糖正常（＜6.1mmol/L）人群血样，作为对照。为了保证后续关联分

析结果的可靠性，我们在采集对照人群血样时，将对照人群的年龄和 2 型糖尿病患者

做了匹配（图 7C，D）。 

图 6  部分样品 DNA 凝胶电泳图 
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图 7  收集到的血液样品信息 

附注：A：正常人群样品血糖值分布；B：糖尿病病人样品男女比例；C：糖尿病病人样品年龄分

布；D：正常人群样品年龄分布。 

3.2 2 型糖尿病 SNP rs10811660 的生物信息学分析 

实验室前期利用 UKB 数据进行回归分析得到了 305 个 SNP 位点影响转录因子结

合并与 2 型糖尿病显著相关。在 UCSC 上我们发现 rs10811660 这个位点在乳腺癌、

前列腺癌和视网膜组织中处于 DNaseⅠ敏感区域（图 8）。DNaseⅠ敏感性与基因转录相

关，转录调控元件通常位于这个区域内或者周围，来参与基因表达的调控，而转录因

子也通过与 DNaseⅠ敏感区域结合来控制基因转录活性，转录因子与转录调控元件的

结合，可以有较强的增强子作用。我们推测 rs10811660 这个位点所在位置有增强子

的效果，所以我们选择 rs10811660 位点进行进一步研究。 
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图 8  rs10811660 位于 DNaseⅠ敏感区域 

附注：UCSCs 上基因组浏览器表示的 rs10811660 位点附近的 DNaseⅠ敏感区（灰色），黄色竖线为

rs10811660 在基因组上的位置。 

3.3 2 型糖尿病风险相关位点 rs10811660 的确认 

因为大部分因果变异应该不依赖于种族差异，所以我们在陕西本地人群对这个

SNP 进一步进行验证。在收集到的陕西人群 T2DM 患者和对照人群的基因分型数据

中通过卡方检验对 rs10811660 进行交叉验证。测序结果发现收集到的 2 型糖尿病患

者样品中，基因型是 A/A 的有 119 个，A/G 有 373 个，G/G 有 241 个；对照组样品中，

基因型是 A/A 的有 239 个，A/G 有 458 个，G/G 有 287 个。卡方检验表明 rs10811660

是一个显著的位点，P 值为 0.000677，风险等位基因为 G，保护碱基为 A，OR 值为

1.27。说明 rs10811660 是一个不依赖于种群的 2 型糖尿病风险位点，是一个可能的因

果变异，下面对其进行功能研究。 

3.4 SNP rs10811660 的功能研究 

3.4.1 鉴定细胞中 rs10811660 的基因型 

为了在同一个细胞内分析 rs10811660 不同等位基因型对转录因子结合的影响，

需要找出 rs10811660 位点是杂合子的细胞系。由于与 2 型糖尿病相关的组织有肝脏、

小肠、结肠、肌肉等，所以我们选用实验室现有的肝肠来源的 16 个细胞株的基因组

当模板，用 rs10811660-F 和 rs10811660-R 对 SNP rs10811660 进行扩增，扩增产物
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347bp，用每个细胞株的基因组当模板，分别进行扩增，将扩增片段送到测序公司测

序，确定每个细胞系的基因型，三种基因型如图 9 所示，测序完进行对比，每种细胞

系基因型结果如下： 

表 4  16 种细胞关于 rs10811660 的基因型 

基因型 A/A A/G G/G 

细胞系 

BEL-7402（肝癌） 

NCM-460（结肠上皮） 

SMMC-7721（肝癌） 

LM3（肝癌） 

Caco-2（结肠腺癌） 

97-H（肝癌） 

97-L（肝癌） 

BEL-7404（肝癌） 

HIEC（肠上皮） 

LO2（正常肝） 

HepG2（肝癌） 

HepG3B（肝癌） 

HCT116（结肠癌） 

LOVO（结肠癌） 

RKO（结肠癌） 

Huh-7（肝癌） 

 

图 9  rs10811660 的三种不同基因型的测序峰图 

附注：将扩增产物进行一代测序，图中为 rs10811660 附近的三种基因型的原始测序峰图。 

3.4.2 rs10811660 A/G 差异结合转录因子 MAFG 

为了探究 rs10811660 A/G 等位基因对转录因子 MAFG 的偏好性结合，使用转录

因子 MAFG 的抗体，运用 ChIP 的方法，在杂合子细胞 BEL-7404 中富集 MAFG 结合
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的 DNA。合成引物，运用链特异性 PCR 的方法，检测转录因子 MAFG 在 SNP 

rs10811660 正常变异和风险变异基因组上富集是否有差异。我们发现 rs10811660 A/G

与转录因子 MAFG 结合有明显差异，SNP 不同等位基因对转录因子结合力是不同的，

转录因子 MAFG 倾向结合于 rs10811660 的 G 等位基因（图 10）。 

 

图 10  MAFG 倾向于结合含 rs10811660 的 G 等位基因片段 

附注：在 BEL7404 细胞系中，用 MAFG 抗体进行染色质免疫共沉淀，将富集下来的片段运用链

特异性 PCR 的方法进行定量分析，IgG 抗体为阴性对照。 

3.4.3 rs10811660 A/G 等位基因转录活性差异检测 

生物信息学分析表明 rs10811660 处于增强子片段内，那么其不同的等位基因对

增强子活性有没有影响呢？为此我们用双荧光素酶报告系统对其活性进行了检测，检

测 rs10811660 A/G 等位基因是否有转录差异。扩增含 rs10811660 这个 SNP 的基因组

片段，大约 350bp，克隆到增强子报告载体 pGL4.23（表达萤火虫荧光素酶）中，构

建 pGL4.23-rs10811660-A 载体，然后进行点突变，构建 pGL4.23-rs10811660-G 载体。

每一步都会将构建的载体的单克隆菌落进行 PCR（图 11）。以 pGL4.23 空载体作为阴

性对照，将构建的载体分别和内参载体 pGL4.74（表达海肾荧光素酶）共转染到人肝

癌细胞 BEL-7404。使用酶标仪分别检测两种荧光素酶的活性，计算每个样品中萤火

虫荧光素酶的发光强度与海肾荧光素酶的发光强度比值，将数据进行归一化处理并绘
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制柱状图。含 rs10811660 这个 SNP 的基因组片段有增强子效果，可促进转录，并且

rs10811660 A/G 等位基因存在转录差异，rs10811660 的 G 等位基因的增强效果比 A

等位基因强（图 12）。 

 

图 11  双荧光素酶报告载体的构建 

附注：A：pGL4.23-rs10811660-A 的单克隆进行菌液 PCR 扩增产物的电泳结果。用 pGL4.23-

rs10811660-A 为模板进行 PCR，目的条带大约 400bp，选择第 3 和第 6 泳道的单克隆进行摇菌提

质粒，再送去测序。B：pGL4.23-rs10811660-G 的单克隆进行菌液 PCR 扩增产物的电泳结果。用

pGL4.23-rs10811660-G 为模板进行 PCR，目的条带大约 400bp，选择第 1-3 泳道的单克隆进行摇

菌提质粒，再送去测序。Marker 表示 Trans2K DNA Marker。 

 
 图 12  rs10811660 A/G 等位基因转录活性实验 

附注：先检测样品萤火虫荧光素酶的活性，然后加入试剂，淬灭萤火虫荧光，检测海参荧光素酶

的活性，作为内参，计算相对荧光强度，与空载对照比较，来反映增强效果。 
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3.4.4 敲低 MAFG 对靶基因转录水平的影响 

ChIP 实验表明 MAFG 可结合 rs10811660 所在的染色体片段，而双荧光素酶报告

系统检测表明 rs10811660 片段具有增强子活性。转录因子参与了增强子的作用发挥，

敲低增强子上结合的转录因子，增强子作用的靶基因也会收到影响。 

为 了 找 出 该 rs10811660 的 靶 基 因 ， 我 们 在 NCBI

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/download/?acc=GSE104333）网站下载了人结肠癌

细胞 HCT116 的 Hi-C 数据，发现 CDKN2B-AS1、CDKN2A 和 CDKN2B 与 rs10811660

位于一个同拓扑关联域（TAD）内（图 13）。 

CDKN2A（cyclin dependent kinase inhibitor 2A）可以调控细胞周期，并且其在肿

瘤中经常发生突变或缺失，是一种抑癌基因。CDKN2B（cyclin dependent kinase 

inhibitor 2B）编码的蛋白可作为细胞生长调节剂，控制细胞周期 G1 进程。TGF β 能

显著诱导该基因表达，说明其在 TGF β 诱导的生长抑制中发挥作用。CDKN2B-

AS1(CDKN2B antisense RNA 1）位于人类染色体 9p21，处于 CDKN2B-CDKN2A 基因

簇中，其编码产物是一种功能性 RNA 分子，可导致该集群中其他基因的表观遗传沉

默。该区域是心血管疾病的重要遗传易感位点，比如冠心病，也与许多其他疾病，比

如癌症、颅内动脉瘤、2 型糖尿病等有关。 

从公司订购了转录因子 MAFG 的 siRNA，使用 ReFect 转染试剂将 siRNA 转入

BEL-7404 细胞，72h 后提取 RNA，RT-qPCR 检测敲低结合 SNP 的转录因子表达后对

靶基因表达的影响。当用 siRNA-MAFG-3 和 siRNA-MAFG-4 转染，能把 MAFG 敲低

80%-90%左右，CDKN2A、CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录水平明显相比于阴性

对照 NC 明显下降（图 14）。说明 CDKN2A、CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 可能是

rs10811660 所在增强子的作用靶点。 
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图 13  CDKN2B- AS1、CDKN2A 和 CDKN2B 与 rs10811660 位于一个拓扑关联域内 

附注：图上的每一个红点代表相互作用位点，红色越密集表示相互作用越强。蓝色竖线为

rs10811660 所在位置，红色箭头为 CDKN2A，橙色箭头为 CDKN2B，绿色箭头为 CDKN2B-AS

箭头的方向代表转录方向，箭头的长度代表基因的大小。基因和 SNP 位点的交点用黑色线条框起

来。 

 

图 14  敲低 MAFG 后 CDKN2A、CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录水平下降 

附注：在肝癌细胞 BEL-7404 中转染 siRNA 后，72 小时后提取 RNA，RT-qPCR，检测目的基因

的表达水平 。 
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3.4.5 敲除 rs10811660 对靶基因转录水平的影响 

为了进一步验证 rs10811660 所在增强子的靶基因，我们将 rs10811660 片段敲除，

检测敲除后哪些基因的表达受到影响。选择 rs10811660 上下游各 100-150bp 左右的

sgRNA1 和 sgRNA2，先后将 sgRNA1 和 sgRNA2 克隆到 CRISPR 载体 px333 中，每

一步都会将构建的载体的单克隆菌落进行 PCR（图 15）。将构建好的含有双 sgRNA

的载体转入到人结肠癌细胞 HCT116 中，转染 48h 后再进行流式分选，挑取细胞，提

取 DNA 进行 PCR 扩增，然后进行电泳鉴定以及测序鉴定。6 号细胞的 PCR 产物电泳

条带比其它细胞系小（图 16），说明 6 号细胞系可能有片段敲除。我们将 6 号细胞系

的 PCR 产物用一代测序后发现缺失的片段刚好位于两个 gRNA 的中间，与我们初始

设计的一致（图 17）。这些结果表明 6 号单克隆细胞为敲除了 SNP 位点基因组的细胞

系。我们又对 6 号单克隆细胞和野生型未敲除的细胞提取 RNA，RT-qPCR 检测敲除

含有 SNP 片段的细胞系、未敲除含有 SNP 片段的细胞系中靶基因转录水平的变化。

当基因组上含有 SNP rs10811660 的片段敲除后，CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录

水平明显下降。表明 CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 是其靶基因（图 18）。 

 

图 15  含 rs10811660 片段 CRISPR/Cas9 敲除载体的构建 

附注： A：px333-EGFP-puro-sgRNA1 单克隆进行菌液 PCR 扩增产物的电泳结果用 px333-EGFP-

puro-sgRNA1 为模板进行 PCR，目的条带大约 840bp，选择第 2 和第 3 泳道的单克隆进行摇菌提

质粒测序，检查 sgRNA1 插入是否正确。B：px333-EGFP-puro-sgRNA1+2 的单克隆进行菌液

PCR 扩增产物的电泳结果用 px333-EGFP-puro-sgRNA1+2 为模板进行 PCR，目的条带大约 400bp，

选择第 2 和第 4 泳道的单克隆进行摇菌提质粒，再送去测序，检查 sgRNA2 插入是否正确。M 表

示 Trans2K DNA Marker。 
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图 16  单克隆细胞电泳鉴定 

附注：转染 CRISPR/Cas9 载体，会敲除大约 200bp，选择第 6 泳道的单克隆细胞，进行测序，检

测是否把目的片段正确敲除。 

 

图 17  单克隆 6 号细胞的测序结果 

附注：将 6 号单克隆基因组扩增的产物进行一代测序，敲除的片段在两个 sgRNA 之间，成功把

含有 rs10811660 的基因组片段敲除。 
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图 18  敲除含有 rs10811660 片段后 CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录水平下降 

附注：提取 6 号单克隆细胞和 WT 细胞的 RNA，进行反转录，RT-qPCR，检测目的基因的表达水

平。 
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第四章  总结和讨论 

糖尿病是危害人类健康最大的一种内分泌疾病，有必要对其致病机理深入研究。

本文从关联分析确定的影响转录因子结合力的 SNP 位点中与 2 型糖尿病风险相关的

SNP 位点 rs10811660 入手，用收集到的陕西人群 T2DM 患者和对照人群的基因分型

数据对该 SNP 位点进行交叉验证。我们在 UCSC 人类基因组上发现 rs10811660 处于

DNaseI 超敏感区域，转录调控元件通常位于这个区域周围，参与基因表达的调控，

所以我们推测 rs10811660 这个位点所在位置具有转录调控元件的特征，可能通过与

转录因子结合来达到增强子的效果。最终选取 rs10811660 这个位点进行研究。 

SNP-SELEX 研究表明 rs10811660 会影响 MAFG 的结合，SNP-SELEX 是体外实

验，所以我们先是用人肝癌细胞 BEL-7404 进行了 ChIP 实验，探究细胞内的结合性。

将与 MAFG 结合的 DNA 片段纯化出来，进行 qPCR 检测相对富集量，从 DNA 的富

集程度可以检测 SNP rs10811660 A 和 G 两个碱基对转录因子的结合力。结果显示转

录因子 MAFG 倾向结合与 G 等位基因，这与 SNP-SELEX 的结果一致，说明该位点

具有影响基因转录的潜力。生物信息学分析表明 rs10811660 位于增强子区域，我们

通过构建 pGL4.23-rs10811660-A 和 pGL4.23-rs10811660-G 载体进行双荧光素报告系

统的实验，探究两个等位基因增强作用的差异。结果显示 SNP rs10811660 的 G 等位

基因增强下游报告基因表达的效果比 A 等位基因强。我们推测 SNP rs10811660 对其

周围的基因应该也有增强其转录水平的作用，通过 Hi-C 数据找到 SNP rs10811660 周

围的基因有 CDKN2A、CDKN2B 和 CDKN2B-AS1。之前有研究报道，CDKN2A/2B 基

因过表达可导致胰腺发育不全和糖尿病。CDKN2B-AS1 基因位点上的 SNP rs10757274

的 A 碱基具有增加 2 型糖尿病和高脂血症疾病风险发生的概率[55]。我们通过在人肝

癌细胞 BEL-7404 转染 siRNA 把 MAFG 沉默以及构建 CRISPR/Cas9 载体转染到人结

肠癌细胞 HCT116 把 SNP rs10811660 这个位点敲除来看对周围基因的表达情况是否

有影响。当转染 siRNA 把 MAFG 敲低后以及把含 SNP rs10811660 基因组片段敲除后，

CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录水平明显下降，表明转录因子 MAFG 及 SNP 

rs10811660 参与周围基因的表达调控。 



西北大学硕士学位论文 

52 

2 型糖尿病的复杂性在于其涉及到多个组织器官，包括胰脏、肝脏、肌肉、脂肪、

肠道等。肝脏通过血液中胰岛素水平和胰岛素敏感性来调节血糖。当正常人进食之后，

血糖水平升高，胰岛素会向肝脏发出信号，肝脏会将葡萄糖转化为肝糖原，储存在肝

脏中。而 2 型糖尿病患者胰岛素分泌缺陷或肝脏胰岛素不敏感时，体内的葡萄糖不能

被吸收，导致葡萄糖转变成脂肪，形成脂肪肝。这样就进一步加重了胰岛素抵抗，使

糖代谢和脂质代谢发生紊乱，形成恶性循环。可见肝脏在 2 型糖尿病的发生发展中起

着重要作用。脂肪肝与 2 型糖尿病的关系密切，2 型糖尿病患者中脂肪肝的发生率高

达 68%[61]。所以我们选取肝脏组织来源细胞，研究在糖尿病患者和非糖尿病患者中

有显著差异的位点 rs10811660。我们在人肝癌细胞系 BEL-7404 中验证了 rs10811660

不同等位基因对转录因子 MAFG 的结合力差异、对增强子增强转录的差异以及敲低

结合其上的转录因子表达后对下游基因表达的影响 

当我们在做敲除含 SNP rs10811660 基因组片段的细胞系时发现，BEL-7404 对于

转染 CRISPR/Cas9 载体的效率非常低，并且经过流式分选的 BEL-7404 细胞的单克隆

细胞很难存活。所以将这个实验更换为实验室经常使用的结肠癌细胞系 HCT-116 里

进行，因为肠道也影响 2 型糖尿病的发生发展。早在上个世纪，就在肠道中发现了肠

促胰岛素，可以促进胰岛细胞分泌胰岛素。肠促胰岛素在胰岛素分泌过程中起决定性

作用，所以口服葡萄糖比静脉输注葡萄糖起效更快，对胰岛素分泌的促进作用更为强

烈。胰高血糖素样肽-1（GLP-1）是肠促胰岛素系统的一种激素，当 GLP-1 进入血液，

刺激胰岛细胞分泌胰岛素[62]。在 2 型糖尿病患者中这些功能受损，需要服用药物来

抑制胰高血糖素释放、抑制葡萄糖吸收、刺激 GLP-1 释放。 

除了 HCT116 是结肠癌细胞系这个 2 型糖尿病的相关组织细胞系外，我们选择

HCT116 还有一个原因，那就是 HCT116 中 SNP rs10811660 位点的基因型是 G/G。我

们之前的实验验证了转录因子 MAFG 更倾向结合于 rs10811660 的 G 等位基因，并且

G 等位基因有更高的增强子效应。理论上来讲，将 HCT116 中含 SNP rs10811660 基

因组片段敲除，对 CDKN2A、CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的表达影响应该比杂合子

细胞更强。选取两种细胞系做实验的缺点在于两种细胞系不好统一，在肝脏细胞中结

果不一定适用于肠道细胞。但在构建的 HCT116 敲除含 SNP rs10811660 基因组片段

的细胞系中，CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的转录水平也明显下降，说明 rs10811660
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调控 CDKN2B 以及 CDKN2B-AS1 的表达在肝脏和肠道细胞中是一致的。 

本研究中所有实验均建立在细胞模型上，在本课题的深入研究中，我们将会引入

小鼠模型，构建敲除确定与 2 型糖尿病相关基因的敲除小鼠。与基因未敲除的小鼠作

比较，在正常饮食下或者在高糖高脂饮食诱导下，检测小鼠空腹血糖、血脂、胰岛素

水平、糖化血红蛋白等生理生化的指标，体重的变化，进行葡萄糖耐量和胰岛素耐量

试验，探索在动物模型中这些基因的功能，以及这些基因如何去影响 2 型糖尿病，在

2 型糖尿病的发生发展中起到什么样的作用。 

GWAS 提供了令人信服的遗传关联，但也有局限性[63]，通常不能解释疾病的分

子机制[64]。所以出现的问题是，越来越多的风险位点能否在功能层面上提供与疾病

相关的证据[36]。在许多情况下，疾病表型可以与特定的细胞类型或转录因子相关[65]。

多数与疾病相关 SNP 位于转录因子密集结合的非编码调控元件中[66, 67]。一些 SNPs

通过调节增强子中的转录因子结合，参与调控组织特异性基因表达和疾病易感性[68]。

转录因子识别特定的 DNA 序列来控制染色质和转录，形成一个复杂的系统来指导基

因组的表达，转录因子和转录因子结合位点的突变是许多人类疾病的基础[69]。通过

改变转录因子结合位点，导致增强子功能异常，而增强子功能异常往往导致癌基因异

常调控或者患病的关键[70]。 

我们通过以影响转录因子结合力的 SNP 位点为切入点，与 2 型糖尿病风险相关

位点相结合，以此来找到影响 2 型糖尿病并且具有功能性的 SNP 位点。筛选出具有

生物学功能的且与 2 型糖尿病相关的 SNP，为以后的实验提供候选数据，并且通过

分子生物学研究，初步确定与 2 型糖尿病风险相关 SNP 的分子功能，为后续深入研

究 2 型糖尿病的致病机理打下基础。 
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