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Abstract Objective To study the microanatomy of the upper neurovascular complex via extreme lateral supracer-
ebellar infratentorial keyhole approach． Methods The extreme lateral supracerebellar infratentorial keyhole ap-
proach was imitated in ten vascular perfusion adult cadaveric heads fixed in formalin，the upper neurovascular com-
plex was dissected and observed by microscopy and neuroendoscopy． Ｒesults The extreme lateral supracerebellar
infratentorial keyhole approach could fully expose the anatomical relationship of super petrosal vein，superior cere-
bellar artery and trigeminal nerve; the trigeminal nerve was mainly compressed by superior cerebellar artery． The ap-
plication of neuroendoscopy made up for the shortcoming when exposing the superinterior of trigeminal nerve and the
ventralis of brainstem． Conclusion The extreme lateral supracerebellar infratentorial keyhole approach can fully
expose the upper neurovascular complex and adjacent regions，which can be apply to the operation in upper cere-
bellopontine angle area．
Key words extreme lateral supracerebellar infratentorial approach; the upper neurovascular complex; neuroendos-
copy; microanatomy

BDNF rs12273539 基因多态性与 2 型糖尿病
认知障碍的关联存在性别差异

周东浩1，张建丽2，刘红艳1，陈淑红1，刘桂娟1，单晓阳1，周爱金1，彭 焱1，房 辉3，张向阳4

摘要 目的 探讨脑源性神经营养因子( BDNF) rs12273539
基因多态性和 2 型糖尿病认知障碍( T2DM-CI) 之间的关联。
方法 选 择 T2DM-CI 患 者 92 例，无 认 知 障 碍 的 T2DM
( T2DM-NCI) 患者 191 例，聚合酶链式反应 － 限制性片段长

度多态性 ( PCＲ-ＲFLP) 法检测 BDNF rs12273539 基因多态

性，SPSS 15． 0 及在线遗传软件 SHEsis 进行统计分析。结果

在总体样本和男性样本中，BDNF rs12273539 TT 基因型在

认知障碍病例组分布相对过多，可能是 T2DM-CI 的易感基

因型，在女性样本中 BDNF-rs12273539 等位基因和基因型分

布在 T2DM-CI 组和 T2DM-NCI 组的差异无统计学意义。结

论 BDNF-rs12273539 可能是 T2DM-CI 的易感基因; BDNF-
rs12273539 基因多态性与 T2DM-CI 的关联存在性别差异。
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认知功能是一种复杂的大脑神经运动过程。关

于孪生子的研究［1］表明，超过 60% 的成年和老年个

体认知表现差异是由遗传引起的。横断面和前瞻性

流行病学研究［2 － 3］证据显示，2 型糖尿病( type 2 di-
abetes，T2DM) 是认知功能障碍的独立危险因素，而

脑源性神经营养因子( brain-derived neurotrophic fac-
tor，BDNF) 是至今为止已经发现的与认知密切相关

的候选基因之一［4 － 5］。课题组既往的研究［6］显示 2
型糖尿病认知障碍( type 2 diabetes cognitive impair-
ment，T2DM-CI) 和血清 BDNF 水平下降有关。后续

的研究［7］进一步证明了这个结果。该研究拟从分

子水平进一步研究 BDNF 基因多态性与 T2DM-CI
之间的关联。
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1 材料与方法

1． 1 研究对象 收集 2012 年 3 月 ～ 8 月于临沂市

人民医院就诊的 T2DM 患者，均为汉族，且愿意配合

本研究，并接受问卷调查、认知功能测评及相应的实

验室检查，提供完整的调查资料。T2DM 的诊断依

据 1999 年 WHO 糖尿病诊断标准。
1． 1． 1 T2DM-CI 组 T2DM-CI 组纳入及排除标准

如下: ① 无能够引起认知功能改变的其他疾病; ②
无影响认知功能测试的严重视力、听力障碍及肢体

活动障碍;③ 经认知功能测评，符合下述病例诊断

标准 者: 主 诉 或 家 庭 成 员 证 实 存 在 记 忆 力 减 退;

ＲBANS 标准总分或至少两个子神经心理状态评分

低于同年龄组且同等教育水平正常人均值 1． 5 个标

准差( SD) 以上者。
1． 1． 2 T2DM-NCI 组 T2DM-NCI 组的纳入及排除

标准如下: T2DM-NCI 为经认知功能测定，不符合上

述病例诊断标准的无明显认知功能损害的 T2DM 患

者。此外，尚需符合下列纳入标准: ① 无 T2DM 以

外的能够引起认知功能改变的其它中枢神经损伤的

疾病;② 无影响认知功能测试的严重视力、听力障

碍。
1． 2 主要试剂及仪器 DNA 提取试剂盒购自美国

Omega 公司，上下游引物由博迈德生物公司合成，

TGＲADIENT 型 PCＲ 扩增仪为德国 BIOMETＲA 公

司产品，Jel Doc2001 型凝胶成像系统为美国 BIO-
ＲAD 公司产品。
1． 3 方法

1． 3． 1 资料收集 自 编 一 般 情 况 调 查 表，收 集

T2DM 患者年龄、性别、文化程度等人口学资料和疾

病相关资料，重复性成套心理状态测验( ＲBANS) 测

试受试者认知功能。
1． 3． 2 BDNF-rs12273539 多态性的检测 采集研

究对象外周静脉血 ( 2% EDTA 抗凝) 3 ml，充分混

匀，提取基因组 DNA，上游引物: 5'-CTGGGTAAC-
CACCCTAATAC-3'; 下 游 引 物: 5'-GGAAGGAAG-
GCAGTGTATGC-3'，扩增片断长度 250 bp，反应总体

积为 10 μl，反应体系混匀后在 PCＲ 仪中进行扩增:

5 ℃变性 5 min，再 95 ℃ 变性 30 s，53. 5 ℃ 退火 30
s，72 ℃延伸 30 s，共 30 个循环，最后延伸 5 min。所

得产物用 Bcl I( MBI 提供) 酶切，10 μl 产物体系加

内切酶 4 U，蒸馏水 3. 1 μl，10 × buffer 1. 5 μl，反应

温度为 50 ℃，在孵育箱中恒温过夜 16 h。酶切后产

物用 2． 0% 的琼脂糖凝胶电泳，EB 染色 20 min 后，

在紫外线凝胶成像系统中观察结果。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 15. 0 及在线多功能

遗传学软件 SHEsis 进行分析，数据采用 珋x ± s 表示，

两组间等位基因频率和基因型频率分布比较采用

χ2 检验，独立样本采用 t 检验。

2 结果

2． 1 两组的一般临床资料比较 共纳入符合条件

且资料完整的 T2DM-CI 患者 92 例，年龄( 53. 30 ±
11. 81) 岁，其中男 38 例，女 54 例。T2DM-NCI 组共

191 例，年龄 ( 52. 39 ± 12. 74 ) 岁，其中男 80 例，女

111 例。两组年龄、性别、受教育年限和空腹血糖

( FPG) 、体 重 指 数 ( BMI ) 、收 缩 压 ( SBP ) 、舒 张 压

( DBP) 、糖化血红蛋白 ( HbA1c) 、总胆固醇 ( TC) 、
高密度脂蛋白胆固醇( HDL-C) 、低密度脂蛋白胆固

醇( LDL-C) 水平比较差异均无统计学意义，见表 1。

表 1 两组的一般临床资料比较( 珋x ± s)

项目 T2DM-CI 组 T2DM-NCI 组 t 或 χ2 值 P 值

性别( 男 /女) 38 /54 80 /111 0． 017 0． 897
年龄( 岁) 53． 30 ± 11． 81 52． 39 ± 12． 74 0． 792 0． 429
受教育年限( 年) 9． 84 ± 3． 63 10． 09 ± 2． 93 1． 178 0． 27
BMI( kg /m2) 25． 98 ± 3． 44 24． 62 ± 3． 77 1． 913 0． 059
SBP( kPa) 18． 21 ± 2． 70 18． 35 ± 2． 67 0． 234 0． 815
DBP( kPa) 9． 73 ± 1． 40 9． 87 ± 1． 50 0． 517 0． 606
FPG( mmol /L) 8． 59 ± 3． 70 8． 04 ± 3． 78 0． 44 0． 382
HbA1c( % ) 9． 57 ± 2． 47 9． 54 ± 2． 54 0． 602 0． 508
TC( mmol /L) 5． 24 ± 1． 25 5． 04 ± 1． 30 0． 661 0． 510
HDL-C( mmol /L) 1． 77 ± 1． 06 1． 87 ± 1． 29 0． 046 0． 963
LDL-C( mmol /L) 2． 70 ± 0． 86 2． 58 ± 0． 89 0． 774 0． 441

2． 2 EB 染色 rs12273539 位点为 C /T 二态 SNP，

经 PCＲ 扩增片段长度为 357 bp。当 rs12273539 为

T 等位基因时，形成 Bcl I 酶切位点，酶切后产生 171
bp 和 186 bp 的两条片段，在群体中组成 CC、CT 和

TT 3 种不同基因型，见图 1。

图 1 Bcl I 酶切后 BDNF-rs12273539 电泳图谱

M: Marker; CC: CC 基因型; CT: CT 基因型; TT: TT 基因型
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表 2 两组 BDNF-rs12273539 基因型、等位基因分布频率［n( %) ］

组别
基因型

CC CT TT χ2 值 P 值

等位基因

C T χ2 值 P 值

总 T2DM-CI 66( 71． 74) 21( 22． 83) 5( 5． 53) 7． 639 4 0． 021 9 153( 83． 15) 31( 16． 85) 0． 578 4 0． 446 9
T2DM-NCI 137( 71． 73) 53( 27． 75) 1( 0． 52) 327( 85． 60) 55( 14． 40)

男 T2DM-CI 38( 70． 37) 12( 22． 22) 4( 7． 41) 6． 643 0 0． 036 1 88( 81． 48) 20( 18． 52) 0． 514 9 0． 473 1
T2DM-NCI 55( 69． 62) 24( 30． 38) 0( 0) 134( 84． 81) 24( 15． 19)

女 T2DM-CI 28( 73． 68) 9( 23． 68) 1( 2． 63) 0． 698 8 0． 705 1 65( 85． 53) 11( 14． 47) 0． 019 0 0． 890 4
T2DM-NCI 82( 73． 21) 29( 25． 89) 1( 0． 89) 193( 86． 16) 31( 13． 84)

2． 3 Hardy-Weinberg 平 衡 检 验 结 果 对 两 组

SNP 基因型进行拟和优度 χ2 检验，结果表明它们的

基因型频率分布都没有偏离 Hardy-Weinberg 平衡，

样品来自随机婚配的自然群体。
2． 4 BDNF-rs12273539 与 T2DM-CI 的关联性分

析 在总体样本中，T2DM-CI 组 BDNF-rs12273539
等位基因 C 的频率为 83. 15%，与 T2DM-NCI 组的

85. 60%相比差异无统计学意义，T2DM-CI 组携带

CC、CT 及 TT 基 因 型 的 频 率 分 别 为 71. 74%、
22. 83% 和 5. 43%，与 T2DM-NCI 组 的 71. 73%、
27. 75%和 0. 52% 相比，差异有统计学意义 ( χ2 =
7. 639 4，P = 0. 021 9) ，TT 基因型在 T2DM-CI 组中

分布相对过多，可能是 T2DM-CI 的易感基因型。进

一步性别分层，在男性样本中，rs12273539 的基因型

在 T2DM-CI 组和 T2DM-NCI 组中的分布差异有统

计学意义( χ2 = 6. 643 0，P = 0. 036 1) ; 而在女性样

本中，rs12273539 的等位基因和基因型在 T2DM-CI
组和 T2DM-NCI 组中的分布均无差异，说明该位点

的多态性可能与 T2DM-CI 特别是男性人群 T2DM-
CI 的易感性相关，见表 2。

3 讨论

大量 研 究 表 明 T2DM 患 者 存 在 认 知 损 伤。
Okereke et al［2］在两个大型的社区老年人群的队列

研究中发现，糖尿病患者存在记忆等各种认知缺陷，

而且病程越长，认知评分越低。Kodl et al［3］研究显

示，T2DM 可以伴发精神性运动速度、前额叶执行功

能、言语记忆、处理速度、即刻记忆、延迟记忆、视觉

保持、注意功能等一种或多种认知域的损伤。糖尿

病患者的认知功能障碍严重影响了患者的生活质量

和治疗方案的实施，增加了患者和社会的负担。
BDNF 是一种分子量为 13 ku 的成熟碱性蛋白，

主要分布在中枢神经系统，尤其在海马部位表达最

多。海马 是 记 忆 的 中 枢，近 年 来 越 来 越 多 的 证

据［4 － 5］表明，BDNF 和学习、记忆等认知过程密切相

关。Hwang et al［8］研究表明 BDNF 可以调节突触数

目和活动依赖性轴突生长，在学习和年龄相关性记

忆衰退过程中发挥关键作用，临床研究［9］ 也发现

BDNF 可以明显影响长期记忆、言语识别记忆、推理

等认知功能。此外，BDNF 还可以调节突触可塑性，

增强海马区的长时程增强效应 ( long term potentia-
ton，LTP) ，在 BDNF 突变体小鼠中，LTP 明显受损，

给予外源性 BDNF 后，这种损伤可以修复［10］。突触

可塑性是记忆痕迹的基础，LTP 是突触可塑性的重

要表现形式，因而 BDNF 在记忆的形成、提取等多种

认知过程中都发挥了重要作用。Egan et al［5］发现

BDNF 基因变异可以影响海马功能和记忆，BDNF 变

异基因携带者的即时记忆和长期记忆功能受损，N-
乙酰基天冬氨酸水平低下，提示 BDNF 等位基因变

异和情节记忆功能损伤有关。但是，BDNF 等位基

因变异是否与 2 型糖尿病所致的认知损伤相关，目

前尚未见报道。
本研究以中国汉族 T2DM-CI 和 T2DM-NCI 者

作为研究对象，关联分析发现在总体样本中，T2DM-
CI 组 BDNF-rs12273539 TT 基因型在 T2DM-CI 组中

分布相对过多，可能是 T2DM-CI 的易感基因型。进

一步性别分层，在男性样本中，rs12273539 的基因型

在 T2DM-CI 组和 T2DM-NCI 组中的分布比较差异

有统计学意义; 而在女性样本中，rs12273539 的等位

基因和基因型在 T2DM-CI 组和 T2DM-NCI 组中的

分布 无 明 显 差 异，说 明 该 位 点 的 多 态 性 可 能 与

T2DM-CI 特别是男性人群 T2DM-CI 的易感性相关。
BDNF 基因变异影响认知功能的机制，推测可

能有下列两点。首先，记忆过程和 LTP 密切相关，

BDNF 基因多态性可以影响海马早期和晚期 LTP 的

形成［5］。其次，MＲI 研究［11］发现 T2DM-CI 者海马

和皮层体积减少，而 BDNF 基因变异和海马以及大

脑皮质的萎缩有关，例如 Pezawas et al［12］研究发现

BDNF 变异基因携带者显示与年龄和性别无关的背

外侧前额叶皮质灰质体积减少。
本研究显示 BDNF 基因与 T2DM-CI 的关联存

在明显的性别差异，rs12273539 主要与男性 T2DM-
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CI 关联，这种性别关联差异的基础目前还不清楚，

推测可能与性激素和 BDNF 基因的相互作用有关。
既往研究［13］显示 BDNF 基因上含有特定的功能性

雌激素应答元件，雌激素可以促进 BDNF mＲNA 和

蛋白的表达［14］，雌激素和 BDNF 还可以在大脑海马

区活化包括细胞外信号调节激酶以及 N-甲基-D-天
冬氨酸受体在内的相同的信号通路［15］，因此两者很

可能存在着复杂的相互作用。BDNF 基因多态性与

认知功能关联的性别差异是否与雌激素作用相关，

值得进一步研究。
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Gender differences between polymorphisms of BDNF-rs12273539
and cognitive impairment in T2DM patients

Zhou Donghao1，Zhang Jianli2，Liu Hongyan1，et al
( 1Dept of Endocrinology，Linyi People's Hospital，Linyi 276002; 2Dept of Internal Medicine，

Traffic Hospital of Linyi City，Linyi 276002)

Abstract Objective To investigate the genetic associations between polymorphisms of BDNF-rs12273539 and
cognitive impairment in type 2 diabetes ( T2DM) patients． Methods Participants were divided into two groups:
T2DM patients complicated with cognitive impairment ( T2DM-CI) group ( n = 92 ) and type 2 diabetes patients
without cognitive impairment ( T2DM-NCI) group ( n = 191) ． Polymorphic SNPs of rs12273539 in the BDNF gene
were genotyped using PCＲ-ＲFLP technology． The description of data，case-control analysis and association analysis
between SNPs were performed with the SPSS 15． 0 program and online SHEsis program． Ｒesults In the total sam-
ples and male samples，there was also a significant difference in BDNF rs12273539 genotype distribution between
the patients and control groups ( χ2 = 7. 639 4，P = 0. 021 9; χ2 = 6. 643 0，P = 0. 036 1，respectively) ． In the fe-
male samples，no significant association with T2DM-CI was observed between two groups ( P ＞ 0． 05) ． Conclusion

According to the present results，it can be concluded that: ① the genetic polymorphisms of BDNF gene are like-
ly to confer susceptibility to T2DM-CI; ② there are BDNF gene sex-specific genetic components involved in the pa-
thology of T2DM-CI．
Key words brain-derived neurotrophic factor; type 2 diabetes; cognitive impairment; SNP
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