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广东汉族人群JAK2 rs7849191位点单核甘酸多态性与2型糖尿病遗传
易感性研究

于海兵，何小艺，梁碧玉，巫舢，孔丹莉，潘海燕，丁元林 (广东医科大学公共卫生学院，
广东东莞523808)

摘 要：目的了解JAK2 rs7849191位点单核苷酸多态性(SNP)与2型糖尿病遗传易感性关系。方法采用

SNPscanTM分型技术检测广东地区汉族人群中1 092例2型糖尿病患者和1 092名正常对照JAK2 rs7849191位点基因型，

比较两组中基因型及等位基因频率分布。结果糖尿病患者和正常对照中JAK2 rs7849191位点的等位基因频率和基因

型频率分布差异无统计学意义(P>O．05)。结论广东地区汉族人群中2型糖尿病患者遗传易感性可能与JAK2 rs7849191

位点SNP无关。
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Relationship between JAK2 rs78491 9 1 single nucleotide polymorphism and genetic

susceptibility in Guangdong Han population with type 2 diabetes mellitus

YU Hai—bing，HE Xiao—yi，LIANG Bi—yu，WU Shan，KONG Dan—li，PAN Hai—yan，DING Yuan—lin(School of

Public Health，Guangdong Medical University,Dongguan 523808，China)

Abstract：Objective To investigate the relationship between JAK2 rs7849 1 9 1 single nucleotide polymorphisms(SNP)

and genetic susceptibility in type 2 diabetes mellitus(T2DM)．Methods The genotypes of JAK2 rs7849191 locus in 1 092

patients with T2DM and 1 092 normal controls in Guangdong Han population were detected by SNPscanTM typing technique．

Genotype and allele frequencies were analyzed in both groups．Results There were nO significant differences in allele and

genotype frequencies ofJAK2 rs7849191 locus between T2DM and control groups(P>0．05)．Conclusion Genetic susceptibi—

lity to type 2 diabetes mellitus may be unrelated to JAK2 rs7849 1 9 1 SNP in Guangdong Han population．
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我国糖尿病患者已达1．1394L，人均年医疗费用

为3 000～5 000元，并以近15％的比例递增，其中

2型糖尿病(T2DM)患病现况尤为严峻，T2DM及糖尿

病相关并发症已成为威胁全球的健康问题，其患病

率逐渐增长给社会造成严重负担[1-3]。2011年，

T2DM成为世界十大死亡的主要原因，预计病例数

将继续增加[41。至1]2035年，全球T2DM的患病率可能

达到5．924Lf51。T2DM患病率的上升固然与过量饮

食、运动量减少等因素有关，而遗传冈素是不容忽

视的重要内因。瘦素可以通过多种途径导致胰岛素

抵抗、高胰岛素血症，而高胰岛素血症、胰岛素抵

抗又能引起瘦素的过度分泌，如此形成恶性循环，

导致糖脂代谢异常[61。血浆瘦素水平受多种因素影

响，比如进食、性别、年龄、体脂分布、游离脂肪

酸、糖皮质激素、细胞因子、胰岛素等，其中胰岛

素水平起着非常重要的作用。瘦素与胰岛素互为负

反馈关系，共同构成了“脂肪一胰岛素轴”。瘦素抵

抗和胰岛素抵抗与“脂肪一胰岛素”轴发生紊乱有

关，二者在产生机制上可能互为因果，并且相互作

用，共同参与了多种疾病的发生发展【71。现就广东

汉族人群瘦素信号通路JAK2 rs7849191位点的单核

苷酸多态性与T2DM遗传易感性是否存在相关性进
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行研究。

1资料和方法

1．1病例与分组

本研究为病例对照研究，病例为确诊的

T2DM患者，来自广东医学院附属医院、茂名市人

民医院、韶关市人民医院、东莞市石龙博爱医院、

东莞厚街人民医院、深圳龙华人民医院、深圳市南

山人民医院、深圳市观澜人民医院、深圳市西乡人

民医院、深圳市福田人民医院等10所医院的内分泌

科，共1 092例，T2DM诊断标准采用WHO(1999

年)糖尿病诊断。纳入标准：(1)年龄20-70岁；(2)有

糖尿病症状(高血糖所导致的多饮、多食、多尿、体

重下降、皮肤瘙痒、视力模糊等急性代谢紊乱表

现)随机血糖≥11．1 mmol／L；无糖尿病症状，空腹血

糖≥7．0 mmol／L，或葡萄糖负荷后2 h血糖≥11．1

mmol／L；(3)无其它严重疾病如心脑血管疾病、恶性

肿瘤、慢性肝肾疾病等。选取同时期在同一家医院

体检的健康人群为对照组，共1 092例，纳入标准：

(1)年龄20～70岁；(2)无糖尿病家族遗传史；(3)经询

问病史、体检、血糖检查及其它生化检查结果无异

常。本研究经伦理委员会批准，全部调查和取样均

征得受试者同意并签署知情同意书。所有参与者均

为汉族且无亲缘关系。

1．2方法

1．2．1现场调查由统一培训的调查员对符合纳人

标准的研究对象进行标准化的问卷调查，内容包括

年龄、性别、籍贯、职业、疾病史、病程、吸烟

史、家族史、并发症、饮食及运动情况等。调查结

束后，使用身高体质量秤测量受试者的身高与体质

量，采用台式汞柱血压计测量坐位右臂血压，连续

测量2次，取平均值。由内分泌科护士于清晨采集受

试者外周血约5 mL，用于临床生化指标空腹血糖

(FPG)、总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋

白(HDL—C)、低密度脂蛋白(LDL．C)和糖化血红蛋白

fHBAlC)的检测。FPG水平测定采用已糖激酶法，

血浆TC、TG、HDL．C和LDL．C的测定采用酶法。

HBAlC钡0定采用高效液相色谱法(BIO—R_ADD一

10TM糖化血红蛋白检测系统)，其余生化指标的检

测在全自动生化分析仪上完成。

1．2．2基因组DNA提取所有研究对象采集外周静

脉血4 mE(每管2 mE)，使用EDTA·k2充分抗凝处

理，蛋白酶K消化，盐析法提取DNA，一80 oC保存。

1．2．3 SNP筛选与分型 利用HapMap公共数据库

(http：／／Ⅵn7lrw．hapmap．org)和Hapoloview(ver．4．2)从基

因及其上下游5 kb区域内选择tagSNP(MAF>0．05，

F2≥0．8)，并应用FastSNP对tagSNP的潜在功能进行

预测，选择预测分值较高的tagSNP，本文选取JAK2

基因的rs7849191。采用SNPscanTM单核苷酸多态性

分型技术检测对rs7849191进行分型。该技术基本原

理是应用连接酶连接反应的高特异性实现对SNP位

点等位基因的识别，然后通过在连接探针末段引入

不同长度的非特异序列以及通过连接酶加接反应获

得位点对应的不同长度连接产物，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

管电泳对扩增产物进行电泳分离，最后通过对电泳

图谱的分析获取SNP位点的基因型。具体实验操作

步骤如下：(1)取1此DNA样本，通过1％agarose电

泳检查样本质量并估计DNA质量浓度，由于大部分

样本DNA质量浓度在30～50 gg／L，DNA不做稀释；

(2)样本裂解。取4 p．L样本，分别加入2．5此4x DNA

lysis Buffer，用水补足至10此，盖好膜震荡混匀离

心，在PCR仪上98℃5 min，立即冰置；(3)f配制连

接反应预混合液。按下表配制预混合液，考虑到分

装时枪头的吸附造成损失等因素，96个样本按100个

进行配制；(4)连接反应。在冰置的降解DNA样本

中，加入lo此连接反应预混合液，盖上盖膜，轻微

震荡混匀后3 000 r／min离一1二,30 s后立即将离心后96：fL

板放置PcR仪上，去除盖膜，然后盖上96孔橡胶盖

垫，盖好PcR仪热盖，按以下程序运行：4 Cycles×

(94℃1 min，58 oC for 4 h)，94 oC 2 min，72℃

forever。反应产物在72℃温浴时，如果需要立即进

行下一步实验，则取下冰置待用，否则，立即一20

℃保存，在进行下一步实验时，先4℃解冻10 min，

然后冰置待用；(5)多重荧光PCR反应。按下表配制

PCR预混合液，考虑到分装时枪头的吸附造成损失

等因素96个样本按100个进行配制。然后取新96；fL

板放置于冰上，每孔分装19}tLPCR预混合液，然后

将上述连接产物每孔取1 gLJJIA该96F[,板的对应位

置，盖上盖膜，轻微震荡混匀后3 000 r／min离一1：,30

S，然后立即(越快越好)将离心后96：fL板放置PCR仪

上，去除盖膜，然后盖上96孔橡胶盖垫，盖好PCR仪

热盖，按以下程序运行：95℃for 2 min，9 x(94℃

20 S，62 oC一0．5。C／cycle 40 S，72℃1．5 min)，25x

(94℃20 S，57 oC 40 S，72℃1．5 min)，60℃1 h，

4 oC forever；(6)PCR产物上ABl3130XLi贝0序仪：

PCR产物稀释10倍后，取1此与0．5肚Liz500 SIZE

STANDARD，8．5}tLHi—Di混匀，95℃变性5 min后
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上ABl3130XL测序仪；(7)ABl3130XL钡,0序仪上收

集的原始数据用GeneMapper4．1(AppliedBiosys-

tems，USA)分析，得到PCR产物的荧光标记和长度

以及对应的SNP位点／等位基因信息。

1．3统计学处理

采用SPSS 20．0软件进行数据处理，两组的一般

资料和基因型及等位基因频率比较用x2检验、

Student．t检验，多因素Logistic回归分析计算调整

年龄和性别后的OR及95％CI，拟合优度x 2检验用于

基因型分布的Hardy—Weinberg平衡检验。计量数据

用均数±标准差表示。以P<0．05为差异有统计学意

义。

2结果

2．1一般情况

本研究共纳人病例组1 092例，对照组1 092例，

剔除SNP分型缺失率>20％的个体，最终以病例组为

1 067例，对照组1 054例进入统计学分析。病例组的

平均年龄、体质量指数、空腹血糖水平和甘油三酯

水平均高于对照组(尸<0．01)，详见表l。

表1两组基线资料比较

2．2 JAK2 rs7849191多态性基因型和等位基因频率

比较

基因型频率分布符合Hardy．Weinberg平衡

(P=0．351)。JAK2 rs7849191位点C和T等位基因频率

在两组之间比较，差异无统计学意义p0．05)；
CC、CT和TT基因型频率在两组比较分布差异亦无

统计学意义LP>0．05)，见表2。

表2病例组和对照组基因型与等位基因分布频率比较 例惭)

2．3两组遗传模型比较

调整协变量之前后，两组位点rs7849191的共显

性、显性、隐性及超显性遗传模型间差异均无统计

学意义胗0．05)，见表3。

3讨论

T2DM是一种进展性疾病，其患病率不断上

升，现已成为一种严重威胁到人类健康的疾病，糖

尿病不仅给患病个体带来了肉体和精神上的损害并

导致寿命的缩短，还给个人、国家带来了沉重的经

济负担，我国T2DM短期患病率的增加，原因有可

能是由于城市化、老龄化、生活方式改变、肥胖和

超重的比例增加、筛查方法、易感性、糖尿病患者

生存期增加等[8]。病因学上T2DM是由于遗传因素和

环境因素共同参与和相互作用导致的复杂疾病，且

有明显的家族遗传倾向，约有40％的T2DM患者存在

糖尿病相关的家族史[9】。

瘦素是一种由脂肪组织分泌的激素，可通过抑

制神经肽Y(NPY)基因的表达和分泌，使得交感神经

抑制、交感神经兴奋，从而减少胰岛素的分泌。瘦
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表3两组遗传模型的四种模型关联分析结果

组别
共显性 显性 隐性 超显性

C／C C／G G／G C／C C／G+G／G C／C+C／G GG C／C+G／G C／G

素是一种由肥胖基因编码的由白色脂肪分泌合成的

蛋白质类激素，在机体能量维持正常的代谢平衡中

起着关键的作用。瘦素是一种蛋白质类激素，与肥

胖、糖尿病等多种以胰岛素抵抗为基础的疾病有密

切相关的联系[10】。瘦素主要是能够控制食欲、减少

体内脂肪积累，从而维持正常的机体脂肪沉积作用。

JAK是一类非受体酪氨酸激酶家族，包括4个成

员，JAKl、JAK2、JAK3及TYKl。JAK2是JAK家

族的一个重要作用的成员。JAK2是一种细胞质蛋白

酪氨酸激酶，可引发多种信号通路[¨】。

本研究就广东汉族人群瘦素信号通路中的JAK2

rs7849191位点的单核苷酸多态性与T2DM遗传易感

性进行研究。国内外关于两者的相关性研究仍较

少，Wang等【12]研究者研究未发现JAK2 rs7849191位

点与血脂跟血糖水平之间存在关系，但尚未进一步

说明是否也与T2DM易感性无关。本研究对广东地

区1 092名汉族T2DM患者和1 092名汉族健康对照者

的JAK2 rs7849191位点基因型分析结果显示，病例

组和对照组rs7849191位点A、c等位基因频率分别

63．2％、36．8％和63．1％、36．9％；两位点基因型频率

和等位基因频率经调整协变量前后在两组之间的分

布差异均无统计学意义(P>0．05)，提示在广东地区汉

族人群中JAK2 rs7849191位点与T2DM问可能没有

直接关联。这提示广东地区汉族人群T2DM患者遗

传易感性可能与JAK2 rs7849191位点单核苷酸多态

性无关。

综上所述，本研究虽未发现广东地区汉族人群

中JAK2 rs7849191位点单核苷酸多态性与广东地区

汉族人群T2DM患者遗传易感性有关，很有可能是

以下原因造成：(1)本研究的群体只是广东省汉族人

群，人员具有一定的局限性；(2)本实验研究位点没

有涵盖该基因所有的SNP位点。下一步的研究将考

虑进一步增加JAK2基因SNP位点的实验并加以认

证，为T2DM提供新的治疗靶点。
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