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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the C/G genotypes of resistin single nucleotide 
polymorphism (SNP) at -420 and the development 
and progression of non-alcoholic steatohepatitis 
(NASH) in the Kochi area of Japan.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) 
and restriction fragment length polymorphism  
(RFLP) were used to determine a common poly-
morphism of the human resistin gene, -420C > 
G, in 107 controls and 77 patients with NASH. 
In patients with NASH, 12-hour fasting serum 
resistin level was determined by enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA). CT was used to 
assess liver visceral fat infiltration.

RESULTS: Homozygotes for -420G of the resis-

tin gene were more frequent in NASH patients 
than in controls (0.552 vs 0.407, P < 0.01). Resistin 
level was significantly higher in NASH patients 
homozygous for -420G of the resistin gene than 
in those with other genotypes (27.1 ± 4.7 mg/L 
vs 16.4 ± 6.2 mg/L, P < 0.001). NASH patients 
homozygous for -420G of the resistin gene were 
sensitive to the progression not only of impaired 
glucose tolerance (OR = 3.80; 95% CI, 1.14-12.67; 
P < 0.05), but also of liver fibrosis (2.25 ± 0.68 vs 
1.61 ± 0.65, P < 0.02).

CONCLUSION: The G homozygote of the resis-
tin gene SNP at -420 is associated with NASH in 
the Kochi area of Japan.
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Insulin resistance; Nonalcoholic steatohepatitis; 
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摘要
目的: 研究抵抗素(resistin)基因启动子-420C/
G多态性与日本高知地区非酒精性脂肪肝炎
(Nonalcoholic steatohepatitis, NASH)的相关性. 

方法: 应用聚合酶链反应-限制性片段长度多
态性(PCR-RFLP)分别检测77例NASH患者和
107例正常者resistin基因启动子-420C/G多态
性的变异. 酶链免疫测定法测定NASH组患者
空腹12 h血清resistin水平等, 同时采用HOMA
公式评价胰岛素抵抗指数和分泌指数HOMA-
IR和 HOMA-β, 并用糖负荷30 min净增胰岛素
/净增葡萄糖ΔI30/ΔG30比值评价早期胰岛素
分泌反应及应用CT扫描评估内脏及肝脏脂肪
浸润面积. 

结果: 在校正年龄、性别等因素之后, Resistin
基因启动子-420C/G的多态性分析中发现 , 

®

■背景资料
N A S H是一种全
球性疾病, 常与肥
胖、2型糖尿病、
脂类代谢异常等
多种代谢综合症
集结出现, 近年来
患病率有明显增
高趋势. Resistin
是Steppan et al在
研究一类治疗糖
尿病新药-噻唑烷
二酮类药物作用
机制时发现的, 被
认为可能使胰岛
素作用通路障碍
而引发 I R .  目前
resistin的生物学
作用还不十分明
确 ,  存在很多争
议.
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NASH患者组的G等位基因频率与正常对照
组比较,差异有显著性(0.552 vs  0.407, P <0.01). 
NASH患者组中GG基因型携带者的resistin血
浆含量显著高于其他基因型携带者(27.1±
4.7 mg/L vs  16.4±6.2 mg/L, P <0.001), GG基
因型组肝纤维化程度更重(2.25±0.68 vs  1.61
±0.65, P <0.02)且更易发生糖耐量异常(OR  = 
3.80, 95%可信区间: 1.14-12.67, P <0.05).

结论: Resistin基因启动子-420位点的G等位基
因与NASH发生发展具有显著相关性.

关键词: 抵抗素; 单核苷酸多态性; 胰岛素抵抗; 非

酒精性脂肪肝炎; 聚合酶链反应-限制性片断长度

多态性
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0  引言

非酒精性脂肪肝炎(NASH)是一种代谢综合症, 
常合并内脏性肥胖、血脂紊乱、高血压、糖

调节异常和2型糖尿病等多元代谢紊乱[1-2]. 在
NASH的发展进程中, 胰岛素抵抗伴随肝细胞

脂肪变性被认为是N A S H形成的重要影响因 
素[3-4]. 已有证据显示, 抵抗素(resistin), 也被称作

ADSF(adipocyte secreted factor)或FIZZ3(found in 
inflammatory zone 3), 可能是通过提升肝糖输出, 
削弱胰岛素诱导的葡萄糖转运作用而在引发胰

岛素抵抗过程中扮演生理学角色[5-7], 有可能是

导致内脏性肥胖患者肝脏胰岛素抵抗的一种重

要细胞因子[8]. 然而, resistin在代谢类疾病中的

确切作用目前还有争议[9-10], 尚待进一步研究. 我
们就resistin基因启动子第-420C/G等位基因单核

苷酸多态性与NASH疾病相关性作初步探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 选取无亲缘关系的日本高知地区共184
人, 其中经肝脏活检证实NASH患者组77例, 男
38例, 女39例; 年龄44±16岁, BMI: 28.9±4.9, 正
常对照组107例, 男53例, 女54例, 年龄42±17, 
BMI: 22.9±3.3. NASH患者组为高知医大附属

医院消化内科门诊及住院患者. PCR扩增仪是

美国应用生物系统公司(ABI)生产的GeneAmp 
PCR System 9700.
1.2 方法
1.2.1 DNA的制备 两组受试者均提取外周静脉

血白细胞, 用常规法制备DNA. 方法概括为: 抽
取受试者外周静脉血3 mL, 经抗凝处理后, 加入

9 mL红细胞溶血剂, 红细胞充分溶解后, 再加入2 
mL白细胞溶解剂, 隔夜后, 将667 µL的蛋白质沉

淀剂加入上述未出现沉淀等异常现象的溶液内, 
离心后取上清液, 加入2-丙醇(2-propanol)2 mL, 振
荡至液体澄清, 可见白色絮状物出现, 即为DNA.
1.2.2 肝脏穿刺活组织切片检查 肝活组织检查是

在全面临床检查评估后并征得NASH患者同意

进行的. 肝活检组织用40 g/L甲醛固定(pH7.4), 
经石蜡包埋, 切片用苏木精、伊红染色. 经处

理后的活组织切片由病理学者H.E.分析并依据

Brunt对NASH病理改变的建议确定病理分期[1] 

(表1). 依据Chevallier半定量评分系统[11], 分别

对肝脏炎症程度及纤维化进行评分. NASH患者

组筛选过程中, 已知使用过甲氨蝶呤、他莫昔

芬、肾上腺皮质类固醇、胰岛素的NASH患者, 
每日饮酒量超过20 g的脂肪肝患者和患有其他

肝脏疾病的患者(病毒性肝炎、血色沉着病、

Wilson病和自身免疫性肝病)均被排除在外.
1.2.3 血液实验室检查 对77例NASH患者进行空

腹12 h临床血指标检查, 包括应用酶链免疫测

定法测定血清resistin水平(Fermentas, Burlington 
Canada), 同时用全自动生化仪测定血清白蛋

白、血清丙氨酸转氨酶(ALT)、血清总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL-C)
值, 空腹血糖(FPG, 葡萄糖氧化酶法)、空腹胰

岛素(FINS, 胰岛素放射免疫试剂盒Fermentas, 
Burlington Canada, 放射免疫分析法)、糖化血

红蛋白(HbA1C, 高效液相法DCA2000+, Bayer 
Germany)和脱水山梨糖醇1.5-AG浓度(气相层析

法, shimadzu, GC-9A). 测量身高、体质量、腰

围及血压, 并计算出体质量指数 (BMI = 体质量

kg身高的平方m2). 采用稳态模式评估法(HOMA
公式)评价胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)和胰岛

素分泌指数(HOMA-β), 并用糖负荷30 min净增

胰岛素/净增葡萄糖(ΔI30/ΔG30)比值评价早期

胰岛素分泌反应(insulinogenic index), 各参数

计算公式如下: HOMA-IR = FPG×FINS/22.5; 
HOMA-β = 20×FINS /(FPG-3.5); OGTT胰岛素

曲线下面积 = (S 0+S 180)+(S 30+S 60+S 120)/2, 
其中S 0, S 30, S 60, S 120, S 180分别代表0, 30, 
60, 120, 180 min所测的胰岛素数值.
1.2.4 CT扫描 NASH患者组CT扫描使用螺旋

CT(ProSeed, General Electric Yokogawa Medical 
Systems, Tokyo, Japan), 厚度和间隔均以10 mm

■研发前沿
目前更多的研究
集中于从生物学
作 用 和 基 因 水
平 方 面 来 探 讨
resistin在IR中所
扮演的角色, 这为
N A S H的发病机
制提供了新的研
究途径 ,  从而为
N A S H的治疗带
来新的希望.
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取PCR扩增产物3 µL, 混入0.5 µL 10×BufferG, 
0.5 µL限制性内切酶BpiⅠ(BbvⅡ, Fermentas, 
Burlington, Canada), 4 µL超纯水, 对PCR扩增

产物进行酶切, 条件是37℃ 12 h. 酶切产物经40 
g/L琼脂糖凝胶电泳20 min, 电压100 V, 用Kodak
电泳图像分析系统观察带型并拍照.
统计学处理 应用SPSS10.0软件包, 文中有

关变量用mean±SD表示. HOMA-IR经对数转换

后进行分析, 相对危险度和相关分析采用软件

包中的比值比(odds ratio, OR )和Chi-Square检验. 
P <0.05具有显著差异性.

2  结果

2.1 抵抗素基因启动子-420C/G多态性分析 2组
受试者均可检测到预计的219 bp片段, 且均符

合Hardy-Weinberg平衡检验及卡方Chi-Square
检验(P >0.05). 限制性内切酶BpiⅠ(BbvⅡ)对
res is t in基因PCR扩增产物(图1)酶切后存在三

种基因型(图2): GG(缺乏Bpi I酶切位点, 仅见与

扩增产物一样的219 bp片段)、GC(可见219 bp
片段, 131 bp片段和88 bp片段)、CC(可见131 bp
片段和88 bp片段). NASH患者组与正常对照组

相比, G等位基因频率有显著差异性(55.2% vs  
40.7%, P <0.01, OR = 1.80). NASH患者组的GG
基因型频率要显著高于正常对照组(36.3% vs  
18.7%, P <0.01, OR = 2.49)(表2). 
2.2 NASH患者组的3组基因型临床数据分析 依

为单位, 避开血管和同源区域伪影. 肝脏CT平均

值依据左右叶实质的平均值得出, 在脾脏相似

区域用同样方法得出平均值, 进而计算出L/S值. 
L/S = 0.9与肝脏脂肪浸润面积达30%相对应, 作
为区分易发NASH分界指标, 用于肝脏脂肪沉积

的半定量评价[12]. 77例患者内脏脂肪(VF)和皮

下脂肪(SF)含量的测定选择平脐周部位, 采用

FatScan系统(N2 System, Japan)扫描.
1.2.5 Res i s t in基因启动区第-420位点基因型
的测定 利用已制备的两组受试者的DNA, 应
用P C R扩增包括r e s i s t i n基因启动子第-420
位点等位基因在内的 2 1 9  b p长度片段 .从
GenBank(AF323081)中查取人抵抗素基因序列

(略), 使用primer Primier 5.0 Demo软件进行在

线引物设定. 引物序列为: 上游引物5'CTGCTT
GTCTACCTGTTCCTC3, 下游引物为5'GGGC
TTCCTGTCTTGGCTAATAA3', 由日本北海道

sequence株式会社合成及纯化. PCR反应体系含

Taq PCR mixture15 µL(QIAGEN Taq PCR core 
ki t试剂盒), 上游引物600 pmol, 下游引物600 
pmol, 模板DNA<1 µg, 加超纯水至30 µL. PCR扩
增循环: 94℃预变性5 min, 94℃ 30 s, 58℃ 30 s,  
72℃ 1 min 30 s, 72℃延伸7 min, 4℃终止, 37个
循环. 取PCR扩增产物3 µL, 40 g/L琼脂糖凝胶电

泳15 min, 电压100 V, Kodak电泳图像分析系统

EDAS290比较PCR扩增产物, 并根据marker条带

位置确定PCR扩增产物是否为目的基因片段. 另

■创新盘点
鉴于resistin生物
学特性与N A S H
的发病机制及发
病进程有许多待
证实的交叉点, 而
以往研究多从试
验动物着手, 本文
从临床患者方面
研究发现resistin
基因启动子-420
位点的G等位基
因与N A S H发生
发展具有显著相
关性.

表  1  NASH病理分期

                                                    炎症活动度                                       纤维化程度

级(G) 汇管区及周围                           小叶内 期(S)                                    纤维化程度

0   无炎症 无炎症   0 无

1   汇管区炎症 变性及少数点状坏死   1 肝腺泡Ⅲ区静脉旁, 肝窦周围和肝细胞周围纤维化, 

灶性或泛在

2   轻度PN 变性, 点, 灶状坏死或嗜酸性小体   2 同1, 伴灶性或泛在的汇管区纤维化

3   中度PN 融合坏死或见BN   3 桥接纤维化, 灶性或泛

4   重度PN BN广泛, 累及多个小叶(多小叶坏死)   4 在肝硬化

PN: 碎屑坏死; BN: 桥接坏死.

图  1  PCR扩增resistin基因电泳照片.

Marker
220 bp

150 bp
   80 bp

	    GG	   GC	 CC

图  2  resistin基因三种酶切产物电泳照片.
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据resistin基因PCR扩增产物酶切后3种基因型, 
将NASH患者分为GG组、GC组和CC组, 3组基

因型临床资料数据见表3. 
2 .2 .1  G G组有显著统计学意义的临床特征
性指标 (1)血清r e s i s t i n水平明显高于其他两

组(27.1±4.7 µg/L vs  18.7±5.7 µg/L, 13.4±
5.5 µ g/L, P <0.001); (2)合并I G T和D M患者

的数量要多于其他两组(O R  = 3.80, 95%可

信区间 :  1 .14-12.67),  而血液脱水山梨糖醇

1.5-A G水平低于其他两组(15.5±10.6 µ g/L  

vs  19.1±9.3 µg/L, 24.2±8.9 µg/L, P <0.02), 这反

映GG组血糖水平高于其他两组, 二者情况相一

致; (3)尽管肝脏脂肪浸润面积要少于其他两组

(43.8±21.3 vs  60.7±19.7, 67.5±23.2, P <0.001), 
肝纤维化进展迅速于其他两组(2.25±1.14 vs  
1.63±0.84, 1.59±0.89, P <0.02). 
2.2.2 CC组有显著统计学意义的临床特征性指标 
(1)po糖耐量实验过程中的胰岛素AUC要明显大

于其他2组(P <0.01), 提示CC组糖负荷后胰岛素

反应能力强于其他组, 这也可以解释经CT检测

表  2  NASH患者组和NC组resistin 基因启动子第-420位点基因型及C/G等位基因的分布

                 等位基因                         基因型

     C     G   C/C  C/G  G/G

NASH(n  = 77) 0.448 0.552a 0.260 0.377 0.363b

NC(n  = 107) 0.593 0.407 0.374 0.439 0.187

aP<0.01, OR = 1.80; bP<0.01, OR = 2.49.

表  3  NASH患者三组基因型临床数据间的比较

      
基因型          G/G                          C/G                     C/C               P

年龄   44.9±16.9            49.7±15.2       35.2±16.2	 n.s.

性别(M/F)        15/13		    13/16	             11/9	 n.s.

腰围(cm)   90.7±16.0            81.4±5.0	         99.1±10.6	 n.s.

BMI   30.0±5.0              27.0±3.2         30.1±5.8	 n.s.

收缩压(mmHg) 132.8±12.7          124.0±16.8     138.3±16.4	 n.s.

舒张压(mmHg)   80.3±11.8            73.9±9.8         81.5±10.4	 n.s.

ALT(IU/L)   92.9±61.0            76.1±38.5     111.9±53.9	 n.s.

白蛋白Albumin(g/L)      44±3		    46±3	            46±3	 n.s.

TG(mg/dL) 168.1±104.4        179.5±110.6   136.8±61.0	 n.s.

TC(mg/dL) 201.6±37.1          208.9±56.1     175.6±35.7	 n.s.

HDL-Chol(mg/dL)   47.1±14.2            47.6±15.1       41.8±10.5	 n.s.

Resistin(mg/L)   27.1±4.7M            18.7±5.7         13.4±5.5       <0.001

糖耐量正常(NGT)/糖耐量减低(IGT)/2型糖尿病(DM)     4/14/10M	  11/11/7	               8/6/6        <0.05

HbA1c (%)     5.6±0.8	  5.8±1.3	           5.8±1.9	 n.s.

脱水山梨糖醇1.5-AG(mg/L)   15.5±10.6M          19.1±9.3	         24.2±8.9       <0.02

空腹血糖FPG(mg/dL) 114.6±35.5          100.7±14.4     104.4±16.2	 n.s.

空腹胰岛素FINS(mU/L)   13.4±10.5	  9.9±8.7	         13.0±9.6	 n.s.

HOMA-IR   3.27±2.83            3.00±2.71       3.25±2.33	 n.s.

HOMA-β(%) 111.8±99.3            96.3±76.1     136.8±107.4	 n.s.

Insulinogenic index   0.62±0.54            0.75±0.55       1.94±1.78N   <0.02
胰岛素曲线下面积AUCinslin[mIU/(h•L)]肝脏组织学检查 231.8±128.5        213.2±127.1   379.8±257.9N <0.01

纤维化分期   2.25±1.14M          1.63±0.84       1.59±0.89      <0.02

脂肪肝炎活动度   1.77±0.62            1.91±0.42       1.81±0.78	 n.s.

肝脏脂肪浸润面积(%)CT   43.8±21.3M          60.7±19.7       67.5±23.2     <0.001

L/S比值   0.69±0.31            0.72±0.27       0.70±0.26	 n.s.

内脏脂肪面积(cm2) 174.5±55.5          141.8±46.6     212.4±55.7N   <0.001

M: G/G基因型组的临床特征性指标; N: C/C基因组的临床特征性指标; n.s.: 统计学无显著差异, P>0.05. 
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■应用要点
本文就 r e s i s t i n
基 因 启 动 子 第 
-420C/G等位基因
单核苷酸多态性
与N A S H疾病相
关性做初步探讨, 
希望为N A S H发
病机制的研究提
供新的思路.
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AL. Effect of the -420C/G variant of the resistin 
gene promoter on metabolic syndrome, obesity, 
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Intern Med 2007; 262: 104-112

15	 Wentworth JM, Harrison LC. Does insulin resistance 
need resistin? J Clin Endocrinol Metab 2007; 92: 
2036-2037

16	 Wiegand J, Mossner J, Tillmann HL. Non-alcoholic 
fatty liver disease and non-alcoholic steatohepatitis. 
Internist (Berl) 2007; 48: 154-163

17	 Roberts EA. Non-alcoholic steatohepatitis in 
children. Clin Liver Dis 2007; 11: 155-172, x

18	 Chitturi S, Abeygunasekera S, Farrell GC, Holmes-
Walker J , Hui JM, Fung C, Karim R, Lin R, 
Samarasinghe D, Liddle C, Weltman M, George J. 
NASH and insulin resistance: Insulin hypersecretion 
and specific association with the insulin resistance 
syndrome. Hepatology 2002; 35: 373-379

19	 Wang H, Chu WS, Hemphill C, Elbein SC. Human 
resistin gene: molecular scanning and evaluation 
of association with insulin sensitivity and type 2 
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87: 2520-2524

20	 Verma S, Li SH, Wang CH, Fedak PW, Li RK, Weisel 
RD, Mickle DA. Resistin promotes endothelial cell 
activation: further evidence of adipokine-endothelial 

的内脏脂肪浸润面积要明显大于其他2组(212.4
±55.7 cm2 vs  174.5±55.5 cm2, 141.8±46.6 cm2, 
P <0.001); (2)早期胰岛素分泌反应insulinogenic 
index显著高于其他2组(1.94±1.78 vs  0.62±
0.54, 0.75±0.55,  P <0.02).

GG基因组的HOMA-IR, BMI与其他两组基

因型相比较并无显著统计学差异.

3  讨论

Resistin是由脂肪组织分泌, 属于富含半胱氨酸

的分泌型抵抗素样蛋白质分子家族中的一员, 
由于其有可能在肥胖和IR之间起潜在的连结作

用, 故近来备受关注[1,13-15]. 现今, IR和高胰岛素

血症通过降低肝脏血糖输出及甘油三酯转运障

碍而引起内脏性肥胖等机制, 参与NASH的发病

已被广为接受[3,16-20]. 基于以上观点, 越来越多的

研究集中于从生物学作用和基因水平方面来探

讨resistin在IR中所扮演的角色[21-26], 但其中也有

研究表示resistin的表达与IR和(或)中心性肥胖并

无关联[9,27-29]. 鉴于resistin生物学特性与NASH的

发病机制及发病进程有许多待证实的交叉点, 而
以往研究多从试验动物着手[30-31], 我们试图从临

床患者方面, 对resistin基因启动子-420C/G多态

性与NASH相关性进行研究. 研究显示, NASH患

者组中resistin基因启动子-420G等位基因的出现

频率要远高于正常对照组. NASH患者组中, 与其

他基因型相比, GG基因型携带者的resistin血浆

含量更高, 更易发生糖耐量异常, 纤维化程度更

重; 而CC组则保有比较高的胰岛素分泌能力. 但
在我们的研究中, GG基因组的HOMA-IR与其他

两组基因型相比较并无显著统计学差异. 在这三

组患者中其他临床数据没有提示有价值的信息.
基因表现型是遗传和环境互应的结果, 对

外界环境因素的忽略有可能降低研究的力度. 
此外, 研究样本人数偏少及研究条件的差异, 都
有可能限制研究的结果. 在NASH的发病机制及

发展进程中, resistin所起的作用需要更进一步的

研究探讨.
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世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读，以及作者、读者、编者之间的信息

反馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息. 
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