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Abstract
AIM: To evaluate the association between single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) at the -2548 
site in leptin gene and nonalcoholic fatty liver 
(NAFL) in patients with type 2 diabetes (T2DM).

METHODS: Two hundred and eight patients 
with T2DM were randomly selected, of which 98 
had NAFL and the remaining 110 had no NAFL. 
One hundred sex- and age-matched healthy 
volunteers were used as normal controls. The 
SNPs at the -2548 site in leptin gene in these sub-
jects were detected by ligase detection reaction 

(LDR). Meanwhile, the body height, body mass, 
waistline and hip circumference of all subjects 
were measured, and clinical parameters such as 
fasting serum C peptide, liver function, blood 
glucose, and plasma lipid were determined.

RESULTS: The distribution of SNPs at the -2548 
site in leptin gene in patients with concurrent 
T2DM and NAFL was significantly different 
with that in patients with T2DM alone and 
healthy volunteers (both P < 0.01). The geno-
type of SNPs at the -2548 site in leptin gene was 
correlated with the development of abdominal 
obesity. The A/A genotype was associated with 
a 2.720-fold increased risk for abdominal obe-
sity than the GG genotype (OR = 2.720; 95%CI: 
1.186-6.235; P < 0.05). The genotype of SNPs at 
the -2548 site in leptin gene was an independent 
variable associated with the development of 
NAFL in T2DM patients. The A/A genotype was 
a risk factor for the development of NAFL in 
T2DM patients (OR = 3.035; 95%CI: 1.210-7.615; 
P < 0.05).

CONCLUSION: The A/A genotype at the -2548 
site in leptin gene may increase the risk for the 
development of abdominal obesity and NAFL in 
T2DM patients.
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摘要
目的: 探讨2型糖尿病(type 2 diabetes, T2MD)
患者瘦素基因(leptin gene promoter, LEP)启动
子区-2548单核苷酸多态性(single nucleotide 
polymorphisms, SNP)与其合并非酒精性脂肪
肝的关联.

方法: 以208例T2MD患者为病例组, 其中合

®

■背景资料
2 型 糖 尿 病 合 并
非酒精性脂肪肝
(NAFL)的高患病
率 ,  严 重 影 响 着
患者的生活质量
及 生 存 期 ,  对 其
易患性分析有着
重要的现实意义, 
特别是通过遗传
因素的分析有利
于预测个体发病
风险、建立早期
诊断方法及指导
治疗.

■同行评议者
邵 先 玉 ,  主 任 医
师, 泰山医学院附
属医院消化内科; 
王承党 ,  副教授 , 
福建医科大学附
属第一医院消化
内科
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并非酒精性脂肪肝患者98例, 无脂肪肝者110
例, 同时选择在性别、年龄上与之匹配的100
例健康体检者为正常对照组; 采用基于连接酶
(ligase detection reaction, LDR)的测序分型方法, 
检测LEP-2548G>A位点的SNP; 同时测量受试
者的身高、体质量、腰围、臀围, 并检测空腹
C肽水平、肝功能、血糖、血脂等临床指标. 

结果: LEP-2548G>A位点SNP的分布在正常
对照组及合并非酒精性脂肪肝、无脂肪肝的
T2MD组间差异有显著性(P<0.01); SNP的分布
与中腹部肥胖相关, 且LEP-2548AA基因型发
生中腹部肥胖的风险高, 为GG基因型的2.720
倍(OR  = 2.720, 95%CI: 1.186-6.235, P <0.05); 
LEP-2548G>A位点的基因型作为独立变量与
T2MD患者合并非酒精性脂肪肝患病相关, AA
基因型是T2MD患者合并非酒精性脂肪肝的
危险因素(95%CI: 1.210-7.615, P<0.05).

结论: LEP-2548AA基因可能通过调控机体脂
肪分布, 增加中腹部肥胖风险, 促进T2MD合
并非酒精性脂肪肝的发生.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 瘦素; 基因多态性; 糖尿病
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver, NAFL)
是一种环境-遗传-代谢应激相关的临床病理综

合征, 在临床上常与肥胖、2型糖尿病(type 2 
diabetes, T2MD)伴发存在. 随着肥胖和T2DM患

病率的增加, T2DM并发NAFL也明显增多, 据不

同国家统计其患病率在21%-78%, 远高于普通人 
群[1], 特别是在肥胖的T2DM患者可达100%[2-3]. 糖
尿病的存在使肝脏损害加重, 促进脂肪肝进展

成肝纤维化、肝癌, 而脂肪肝的出现又增加了

T2MD患者病死率, 尤其对肥胖患者[3]. 瘦素基因

(leptin gene promoter, LEP)作为最早被人们所认识

的脂肪因子, 其基因启动子区的-2548G/A单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphisms, SNP)可
影响基因转录和瘦素在脂肪组织分泌[4], 与NAFL
的胰岛素抵抗有关[5]. 因此, 推测LEP-2548G>A位

点SNP多态性可能与T2MD合并NAFL有关.  

1  材料和方法

1.1 材料 选择2006-01/2007-05在本地区诊断明

确的T2MD组患者208例, 均符合1999年美国糖

尿病学会(ADA)诊断标准, 其中男124例, 女84
例, 年龄20-79岁. 排除标准: 除外有饮酒史, 以及

肝炎病毒感染、全胃肠外营养、药物性因素等

可导致肝损害者. 由经验丰富的医师行肝脏B超
和/或肝脏CT检查, 根据2002年制定的非酒精性

脂肪性肝病诊断标准[6], 确定其中合并非酒精性

脂肪肝患者98例, 未合并非酒精性脂肪肝110例. 
并选择同期至本院的健康体检者100例, 男61例, 
女39例, 年龄22-73岁. 受试对象均为于本地长期

居住的汉族人群, 所有受试者均签署书面知情

同意书. 引物: 上游5'-TTC CTG TAA TTT TCC 
CGT GAG-3', 下游5'-CTC CAG CCG ATC TCT 
CTG TT-3'; 探针: modify, P-GCA ACC CTG TCG 
CAA AAC AAA ACA ATT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TT-FAM, A-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TGG GAG ACT GAG GCG GGA GGT TCA GT, 
G-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TGG 
GAG ACT GAG GCG GGA GGT TCA GC. PCR
反应体系20 μL模板(50 mg/L)1 μL、1×Buffer 2 
μL、Mg2+(2.5 mmol/L)1.2 μL、dNTP(2 mmol/L) 
2 μL、Taq酶(5 U/μL)0.2 μL、1×Q-solution 4 
μL、引物0.4 μL, ddH2O 9.2 μL补齐; LDR反应

体系10 μL: PCR产物(100 mg/L)3 μL, LDR探针

混合物(12.5 mol/μL)0.4 μL, 1×Buffer 1 μL, 连
接酶(40 U/μL)0.05 μL, ddH2O 5.55 μL补齐.
1.2 方法 
1.2.1 身体指标的测量: 血压及身高、体质量、

腰围、臀围的测量均由固定的人员进行, 并计

算体质量指数(BMI) = 体质量(kg)/[身高(m)]2, 
腰臀比(WHR) = 腰围(cm)/臀围(cm). 并将总

受试人群分别按不同性别、中国肥胖标准

(BMI<24 kg/m2、BMI≥24 kg/m2)、中腹部肥胖

标准(WHR男<0.9、女<0.85, WHR男≥0.9、女

≥0.85)分别分为2组, 进行SNP与临床特征相关

性分析.
1.2.2 血样收集与处理: 空腹12 h, 晨起抽取肘

静脉血7 mL, 2 mL用EDTA抗凝, -80℃保存待

用; 5 mL加入含促凝剂及分离胶的试管, 取血清

进行AST、ALT、γ-GT及AU、TC、TG、LP、
HDL-c、LDL-c、FPG、FC-P临床指标的检测.
1.2.3 LDR的测序分型: (1)DNA提取: 按白细胞

提取基因组DNA纯化试剂盒说明书进行DNA
提取 ,  在紫外分光光度仪上进行D N A纯度测

定; (2)PCR反应条件: 预变性95℃ 15 min→变性

94℃ 30 s→梯度-退火温度(1℃ 30 s)→延伸72℃ 

■研发前沿
目 前 的 研 究 显
示 瘦 素 启 动 子
区-2548位点存在
基因多态性, 并影
响脂肪组织分泌
瘦素, 与NAFL的
有 关 ,  但 是 否 与
2 型 糖 尿 病 合 并
NAFL的易感性有
关尚无定论.



www.wjgnet.com

2734                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年9月18日     第17卷     第26期

1 min→最后72℃延伸10 min, 35个循环. 电泳检

测30 g/L的琼脂糖凝胶电泳检测, 观察PCR产物

的效果. 确定其作为模板在LDR反应中加入的

量; (3)LDR反应条件, 预变性95℃ 2 min, 变性

94℃ 30 s, 退火60℃ 2 min, 35个循环; (4)LDR产
物测序分型将LDR产物在377 DNA测序仪上进

行测序电泳, 通过Genemapper软件分析得到相

应的峰值, 直接判读SNP分型.
1.2.4 LEP-2548G>A位点SNP与T2MD合并NAFL
患病进行相关性分析.

统计学处理 采用SPSS12.0软件进行统计学

分析, 计数资料用mean±SD表示, 非正态分布者

为取自然对数, 采用独立样本的t检验, 计量资料

采用χ2检验, 以Hardy-Weinberg平衡定律检验样

本的群体代表性, 以比值比(OR )和95%CI表示相

对风险度, SNP与T2MD组合并NAFL的关联采

用多因素非条件Logistic回归分析, 以单独的遗

传因素、环境因素为自变量, 以是否合并NAFL
为应变量(合并NAFL为1, 无脂肪肝为0), 将LEP-
2548G>A的基因型按二分类变量处理, 在分析

变量中赋值(AG+GG型 = 0, AA型 = 1), P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 研究人群的特征

2.1.1 T2MD患者与正常对照人群在性别、年

龄方面具可比性(P >0.05), 但T2MD组的BMI、
WHR的平均值明显高于正常对照组, 有统计学

意义(P <0.01, 表1).
2.1.2 T2MD患者合并NAFL组的BMI、WHR、
AST、ALT、γ-GT、AU、TG、LP、FPG、

FC-P平均水平均高于无脂肪肝组, 余各项在2组
间有差异无显著性(表2).
2.2 L E P-2548G/A位点S N P的基因型检测结

果  正常对照组与T2M D组 (合并N A F L、无

脂肪肝)均有AA、AG、GG 3种基因型, 各组

LEP-2548G>A位点SNP的基因型分布与Hardy-

Weinberg平衡的理论频数之间差异均无显著性

(P >0.05), 说明样本基因型分布是均匀的, 具群

体代表性. T2MD合并NAFL组的LEP-2548G>A
基因型分布与正常对照组、无脂肪肝组间差异

均有显著性; T2MD合并NAFL组的A、G等位基

因频率与正常对照组间差异有显著性(P <0.01), 
与T2DM无脂肪肝组间差无显著性(P>0.05, 表3).
2.3 LEP-2548G>A位点SNP与T2DM合并NAFL
的风险分析 LEP-2548AG、AG+GG基因型与

A A基因型T2M D患者合并N A F L的风险存在

差异(P <0.05); 经Logistic回归分析校正性别、

年龄、BMI、WHR相关因素后, 差异仍存在, 
AA基因型T2MD合并NAFL的风险高(P <0.05), 
为A G基因型的3.080倍、G等位基因携带者

(AG+GG基因型)的2.287倍, AA型纯合子增加了

T2MD合并NAFL患病的风险(表4).
2.4 SNP与临床特征相关性

2.4.1 SNP与性别、WHR、BMI的不同基因型及

等位基因分布: 在不同性别间、有无肥胖组间

差异均无显著性(均P >0.05), 而在有无中腹部肥

胖间差异有显著性(P <0.05, 表5).
2.4.2 LEP-2548G>A位点SNP与中腹部肥胖的风

险分析: LEP-2548AA基因型发生中腹部肥胖的

风险高(P <0.05), 为GG基因型的2.720倍; A等位

基因携带者发生肥胖的风险为G携带者的1.520
倍, A等位基因突变增加了中腹部肥胖发生的风

■相关报道
Petersen et al 报道
对存在严重IR和
脂质代谢异常的
脂肪肝患者使用
瘦素治疗后, 肝脏
胰岛素敏感性增
加, 肝脏内的TG含
量减少, 认为瘦素
可逆转IR和肝脏
脂肪变性; 马赞颂 
et al 报道对NAFL
有 效 治 疗 ,  可 使
肝 脏 瘦 素 受 体
mRNA的表达增
加, 改善瘦素抵抗.

表  1  正常对照组与T2DM组的基本特征比较 (mean±SD)

     
项目		     正常对照组	     T2DM组

n (男/女)		  61/39	               124/84

年龄(岁)		  52.87±11.93	 55.34±12.12

WHR		    0.87±0.05	   0.91±0.06b

BMI(kg/m2)	 22.27±3.17	 24.33±3.29b

bP<0.01 vs  正常对照组.

表  2  合并NAFL组及无脂肪肝组两组临床指标的比较
(mean±SD)

     
项目

			           T2DM 

		     无脂肪肝组	   合并NAFL组

n (男/女)		  66/44		  58/40

年龄(岁)		  55.49±11.49	 55.16±12.84

WHR		    0.89±0.05	   0.94±0.05b

BMI(kg/m2)	 23.12±2.82	 26.20±3.11b

AST(U/L)1		   2.95±0.31	   3.15±0.49b

ALT(U/L)1		   2.89±0.39	   3.27±0.58b

γ-GT(U/L)1	   3.04±0.52	   3.54±0.68b

AU(mmol/L)1	   5.51±0.31	   5.70±0.36b

TC(mmol/L)	   4.74±1.37	   5.03±1.78

TG(mmol/L)1	   0.44±0.52	   0.88±0.61b

HDL-c(mmol/L)	   1.08±0.29	   1.05±0.19

LDL-c(mmol/L)	   2.72±1.11	   2.47±0.75

LP(mg/L)1		   4.87±0.54	   5.06±0.64a

FPG(mmol/L)	   8.80±3.61	 10.19±4.80a

FC-P(mg/L)	   1.39±0.86	   2.02±1.15b

1取自然对数后; aP<0.05, bP<0.01 vs  T2DM无脂肪肝组.
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险(表6).
2.4.3 LEP-2548G>A位点SNP与临床生化指标的

相关: GG+AG基因型与AA基因型的各生化指

标(ALT、AST、γ-GT、TG、TC、LP、AU、

FPG、FCP)进行比较, 结果显示各项生化指标在

两组间差异均无显著性(均P >0.05).
2.4.4 LEP-2548G>A位点SNP与NAFL分级程度

的相关性: 将T2MD合并NAFL患者, 按肝脏B超
的判断结果分为轻度、中度+重度两组进行比

较, 结果: LEP-2548 G>A位点的各基因型、基

因频率在不同程度的脂肪肝组间差异无显著性

(P >0.05).
2.5 LEP-2548G>A位点SNP及其他相关因素与

T2MD合并NAFL患病的相关性 LEP-2548G>A
位点基因型作为独立自变量与性别、年龄、

BMI、WHR及ALT、AST、γ-GT、TG、TC、
LP、AU、FPG、FCP共同引入多因素非条件

Logistc回归分析模型. 结果显示: LEP-2548 G>A
位点基因型作为独立变量与T2M D患者合并

NAFL患病相关, 其中AA基因型是T2MD患者合

并NAFL的危险因素, 随着AA基因型的增多其

患病风险增加(OR  = 3.035, 95%CI: 1.210-7.615, 
P <0.05); BMI、FPG、TG、ALT亦均与T2MD患

者合并NAFL相关, 均为危险因素(表7).

3  讨论

瘦素是由肥胖基因(ob基因)编码, 脂肪组织所分

泌的肽类激素. ob基因位于人染色体7q32上, 由
3个外显子和2个内含子组成[7]. 生理条件下瘦素

的主要作用是调节机体脂肪的稳定. 研究发现

瘦素与非酒精性脂肪性肝病有关, 非酒精性脂

肪性肝炎患者血清瘦素水平显著高于正常对照

组, 多变量分析提示高血清瘦素水平为脂肪性

肝炎独立的致病因素[8]. 瘦素主要通过促进胰岛

素抵抗(insulin resistance, IR), 参与非酒精性脂

肪性肝病的发生[9]. 而Petersen et al [10]报道对存

在严重IR和脂质代谢异常的脂肪肝患者使用瘦

素治疗后, 肝脏胰岛素敏感性增加, 肝脏内的TG
含量减少, 认为瘦素可逆转IR和肝脏脂肪变性. 
以上不同结果的可能原因是在脂肪肝患者存

在“瘦素抵抗”[11]. 马赞颂 et al [12]报道对NAFL
有效治疗, 可使肝脏瘦素受体mRNA的表达增

加, 改善瘦素抵抗. 这为NAFL患者存在“瘦素

抵抗”提供了佐证. 在T2DM合并NAFL患者其

血清瘦素水平亦较无脂肪肝患者高, 可能也与

“瘦素抵抗”有关[13]. 使正常的“胰岛-脂肪细

■创新盘点
本 研 究 从 与 肥
胖、糖尿病等代
谢相关疾病研究
的 热 点 - 脂 肪 因
子基因SNP入手, 
探讨瘦素启动子
区 - 2 5 4 8 G > A 的
SNP与2型糖尿病
合并NAFL的易患
性, 为风险预测及
早期诊断提供了
依据.

表  3  3组间基因型及等位基因频率分布的比较 n (%)

     
分组		       n

		               基因型			        等位基因

			           AA	                 AG	       GG	                  A	         G

正常对照组	   99	 43(43.43)         42(42.42)         14(14.14)         128(64.64)         70(35.35)

T2DM

    无脂肪肝组	 109	 57(52.29)         46(42.20)           6(5.50)           160(73.39)         58(26.61)

    合并NAFL组	   98	 65(66.33)         24(24.49)           9(9.18)ad         154(78.57)d        42(21.43)d

aP<0.05 vs  T2DM无脂肪肝组基因型; dP<0.01 vs  正常对照组基因型.

表  4  LEP-2548G>A位点SNP与T2MD合并NAFL的风险分析

     
SNP基因型

		            校正前			                 校正后

		   OR 值	           95%CI	    P 值	       OR 值	                95%CI	            P 值 

AA		  1			    	      1		

AG		  2.186           1.190-4.016          0.011           3.080           1.515-6.246           0.002

GG		  0.760           0.255-2.267          0.622           0.428           0.083-2.207           0.311

AG+GG		  1.797           1.024-3.155          0.040           2.287           1.185-4.416           0.014

表  5  SNP与性别、WHR、BMI的不同基因型及等位基因分布

     
分组

	             基因型	                    等位基因

                χ2值         df          P 值           χ2值        df           P 值

WHR     6.337       2       0.042       4.597       1       0.034

BMI       0.444       2       0.801       0.446       1       0.504

性别      0.319       2       0.853       0.306       1       0.580
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胞轴”反馈机制受到破坏, 抑制胰岛素分泌的

能力下降. 因此, 瘦素可能介导IR对T2DM合并

NAFL的发生起作用[14].
“瘦素抵抗”的发生与瘦素及其受体基

因SNP有一定关联. Hoffstedt et al [4]报道LEP启
动子区-2548G>A多态性与血清瘦素水平有关, 
-2548AA携带者脂肪细胞表达瘦素mRNA水平

及血清瘦素浓度均较-2548GA/GG携带者高, 其
脂肪细胞分泌瘦素的速率亦是-2548GA/GG携

带者的2倍, 最终认为人类LEP-2548 G>A多态性

可能在转录水平影响LEP的表达, LEP -2548AA
在一定程度上促进了“瘦素抵抗”的发生. 

我们对受试人群进行LEP-2548G>A位点的

检测结果显示; 正常对照组、T2MD合并NAFL
及无脂肪肝组均有AA、AG、GG 3种基因型, 
其中以G G基因型的频率最低, 与国内的报道

相近[5]. T2MD合并NAFL组的LEP-2548G>A基

因型分布与T2M D无脂肪肝组、正常对照组

间差异均有显著性. 其中AA基因型T2MD患者

合并NAFL的风险高(P <0.05). 进一步以LEP-
2548G>A位点基因型作为独立变量与性别、年

龄、BMI、WHR及临床生化指标一同进行多

因素Logistic逐步回归分析, 结果LEP-2548G>A
的SNP与T2MD患者合并NAFL相关, AA基因型

是其危险因素, 随着AA基因型增多其患病风险

增加(OR  = 3.035, 95%CI: 1.210-7.615, P <0.05). 
提示LEP-2548G>A位点的SNP作为独立变量与

T2MD合并NAFL的患病相关, 可能是其易感基

因位点, AA基因型增加了其患病. 
T 2 D M合并脂肪肝的发生与肥胖密切

相关 [15],  特别是中腹部肥胖 [16].  我们在L E P-
2548G>A位点的S N P与临床特征的相关分析

中发现 ;  其S N P与受试人群的中腹部肥胖有

关, LEP-2548AA基因型发生中腹部肥胖的风

险高(P <0.05), 为GG基因型的2.720倍(95%CI: 
1.186-6.235). 因此, 我们推测LEP-2548G/A基

因变异可能在转录水平影响LEP表达, 变异的

-2548AA基因可通过提高瘦素分泌, 促进了“瘦

素抵抗”发生, 影响机体脂肪分布, 从而在某种

程度上也促进了T2MD患者合并NAFL的发生.
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■同行评价
本研究选题有新
意 ,  研 究 手 段 成
熟 ,  结 论 基 本 可
靠 ,  对 进 一 步 探
讨糖尿病合并脂
肪肝有一定指导
意义.


