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摘要 目的：研究黑龙江地区汉族人 2 型糖尿病家系的 PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性，探讨其与 2 型糖尿病发病的关系。方法：

应用聚合酶链式反应 - 限制性内切酶长度多态性(PCR-RFLP)技术，对来自于黑龙江地区 120 个 2 型糖尿病家系中的 210 例 2 型

糖尿病患者及 319 例正常对照的 PON2 基因 9 Ser311→Cys(C→G)位点进行基因分型。结果：PON2 基因 9 Ser311C→G 三种基因

型在病例组和对照组间整体分布没有统计学意义（P=0.610,df=2）；各基因型及等位基因在病例组和对照组间分布没有统计学意义

（P>0.05）。结论：PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性与黑龙江地区汉族人 2 型糖尿病无关，PON2 基因可能不是中国人 2 型糖尿病

发病的相关易感基因。
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ABSTRACT Objective: To detect PON2 gene 9 Ser311C→G polymorphism in Heilongjiang Han families with type 2 diabetes and

to investigate their relationship with type 2 diabetes. Methods: PCR-RFLP method was used to detect the site of PON2 gene 9 Ser311→
Cys(C→G) in 210 individuals from 120 type 2 diabetes families and 319 normal control subjects in Heilongjiang area. Results: The over-
all distribution of the three genotypes of PON2 gene 9 Ser311C→G between cases and controls had no significant difference (P=0.610,
df=2). The distribution of the all of the genotypes and alleles between cases and controls had no significant difference (P>0.05). Conclu-
sion: PON2 gene 9 Ser311C→G polymorphism is not related to type 2 diabetes in Heilongjiang Han nationality. PON2 gene may not be a
related gene of type 2 diabetes in Chinese.
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前言

2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）是以高血糖为

特征的一类增龄性、慢性内分泌代谢性疾病，为胰岛素分泌不

足或胰岛素抵抗所致[1]。目前，糖尿病已经继心血管疾病和肿瘤

之后成为危害人们健康的第三位严重的慢性非传染性疾病[2]。
其患病率不但在发达国家，而且在发展中国家都在逐年增加[3]。

中国糖尿病患病率为 9.7%，患病人数为 9240 万，已经超越了

印度和美国，成为全球糖尿病人数最多的国家[4]。其中，T2DM在

糖尿病患者中所占比例为 90%～95%[5]。大量研究显示，氧化应

激在 T2DM 及其并发症的发生、发展过程中起着重要的作用[6]。
氧化应激是指机体或细胞内氧自由基的产生与消除失衡，或外

源性氧化物质的过量摄入，导致活性氧在体内或细胞内蓄积而

引起的细胞毒性过程[7]。与减轻氧化应激有关物质的基因现已
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成为研究 T2DM 及其并发症的重要侯选基因之一[8]。对氧磷酶

2(Paraoxonase2, PON2)基因具有抗氧化能力，能够阻止低密度

脂蛋白（LDL）过度氧化，逆转已被轻度氧化的 LDL 继续氧化，

而且能够抑制氧化 LDL 引起的单核细胞的趋化性[9]。PON2 基

因定位于 7q21.3，由 9 个外显子，8 个内含子组成[10]，它的基因

编码区在 2 个位点具有多态性，分别是 148 位丙氨酸(alanine，

A)/ 甘氨酸(glycine，G)和 311 位半胱氨酸(cysteine，C)/ 丝氨酸

(serine，S)[11]。Hegele 等[12]研究报道这两个多态性存在着显著的

连锁不平衡。目前为止尚未见到有关 PON2 基因多态性与中国

北方人群 T2DM 发病的关系的报道。本研究采用病例 - 对照研

究方法、应用 PCR-RFLP 分子生物学实验技术，对中国北方黑

龙江地区汉族人群 T2DM 家系的 PON2 基因 9 Ser311C→G 多

态性分布进行了检测，并探讨其与 T2DM 发病的相关性。

1 材料与方法

1.1 研究对象

按照世界卫生组织 (WHO)1999 年制订的糖尿病诊断标

准[13]，于 2003 年 4 月至 2004 年 4 月，选取黑龙江省哈尔滨市、
牡丹江市、大庆市和绥化市作为研究现场进行 T2DM 家系流

行病学调查。收集其同胞或父母中至少还有 1 人为 T2DM 患

者的家系，选择 120 个 T2DM 家系中的 210 例 T2DM 患者（男

性 79 例，女性 131 例）作为本研究的病例组。对照组是黑龙江

地区糖尿病普查和筛选的随机人群中的健康人群，无直接血缘

关系且无糖尿病家族史，共计 319 例（男性 181 例，女性 138
例）。采用统一编制的流行病学调查表，由经过专门培训的调查

员对所有研究对象进行调查。调查项目包括姓名、性别、年龄、
文化程度等，以及初诊日期、发病史、症状、家族史、既往疾病

史、孕产史及预防控制措施等。同时对研究对象进行体格检查

（身高、体重、腰围、臀围、血压、脉搏）、空腹血糖及餐后 2h 血糖

检测等。
1.2 研究方法

1.2.1 基因组 DNA 的提取 采用盐析法从外周血有核细胞中提

取基因组 DNA，提取 DNA 过程尽量低温操作。所用离心管、吸
管等实验仪器均需蒸馏水洗净，高压消毒，以防污染。
1.2.2 DNA 的 PCR 扩增 运用聚合酶链式反应 (PCR) 扩增

PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性的 DNA 片段。引物序列为 F:
5'TGG AAA ACA GGG CTT ATT GAT GA3'；R: 5'CTG GGT
CAA TGT TGC TGG TTA AA3'。上述引物序列由 GeneTool 软

件设计，引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成。引物被稀

释为 20pmol/μl，分装，于 -20℃保存。反应条件为 94℃预变性

300s，94℃变性 30s，60℃退火 30s，72℃延伸 60s，30 个循环后

延伸 300s。
1.2.3 PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性的检测 PON2 基因 9
Ser311C→G 多态性的检测采用 PCR-RFLP 方法：取 PCR 产

物，经限制性内切酶酶切、消化后酶切产物 8%聚丙烯酰胺凝胶

电泳，紫外灯下观察酶切产物，读取基因型。
1.2.4 统计学处理 所有流行病学调查资料和实验室数据在

Epidata3.1 软 件 中 建 立 数 据 库 ， 并 进 行 逻 辑 校 验。用

Hardy-Weinberg 平衡检验基因频率的代表性，组间基因型及等

位基因频率比较采用四格表 2 检验，组间均数检验用方差分

析。所有统计学分析均使用 SAS8.0 软件完成。

2 结果

2.1 PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性电泳结果

PON2 基因第 9 外显子 311 位密码子上 Ser311→Cys 位点

存在多态。当 C 突变成 G 则可形成一个限制性内切酶 DdeⅠ

的酶切识别位点。通过 PCR 扩增得到 172 bp 的 PON2 基因片

段，经限制性内切酶 DdeⅠ消化后进行 8%聚丙烯酰胺凝胶电

泳，EB 染色后观察分型结果：基因变异改变了一个 CC 基因纯

合子产生 105bp 和 67bp 两条片段(128bp 是另外一个切点)。野

生型 GG 不含酶切位点，仅有一条 172bp 的片段；纯合突变型

CC 含有酶切位点，应被 DdeⅠ完全消化，形成 105 bp 和 67 bp
两条片段；杂合子被部分酶切则显示 172 bp、105 bp 和 67 bp
三条片段（图 1）。

2.2 PON2 基因 9 Ser311→Cys(C→G)位点基因型频率和等位

基因频率分布

病例组和对照组基因型频率经 Hardy-Weinberg 拟和优度

检验，病例组 P>0.05，提示此基因各基因型在病例组中平衡，所

选病例样本的群体代表性好；对照组 P>0.05，提示此基因各基

因型在对照组中亦符合 Hardy-Weinberg 平衡，所选病例样本的

群体代表性也较好。病例组和对照组 PON2 基因 9 Ser311→
Cys（C→G）多态性基因型频率和等位基因频率的比较见表 1。
2.3 PON2 基因 9 Ser311→Cys(C→G)位点病例组对照组各基

因型临床指标比较

2.3.1 病例组各基因型表型及临床指标比较 采用方差分析的

两两比较方法，方差齐性时用 Bonferroni Test 检验，方差不齐

时用 Tamhane's Test 检验，进行病例组 PON2 基因不同基因型

的各种临床指标比较，临床指标包括年龄 (AGE)、体重指数

(BMI)、腰臀比(WHR)、收缩压（SBP）、舒张压（DBP）、空腹血糖

（Fasting）、OGTT 2 小时血糖 (Glu2h) 及身高 （Height）、体重

(Weight)、腰围(Waist)、臀围(Hc)，见表 2。
2.3.2 对照组各基因型表型及临床指标比较 采用与病例组相

同的方法，进行对照组 PON2 基因不同基因型的各种临床指标

比较，所选临床指标与病例组相同，见表 3。

图 1 PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性聚丙烯酰胺凝胶电泳图：4：GG

型 3、5、6、7、9、10、11：CC 型 1、2、8：CG 型 12：Marker

Fig.1 PON2 gene 9 Ser311C→G polymorphism analyzed by

polyacrylamide gel electrophoresis ：Lane 4: GG; Lane 3, 5, 6, 7, 9, 10,

11: CC; Lane 1, 2, 8: CG; Lane 12: Marker
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PON2 CC CG GG PCC-CG PCC-GG PCG-GG
N=293 194 91 8
AGE 45.3±5.9 45.2±5.7 42.6±1.7 1.000 0.585 0.663
BMI 23.6±2.7 24.4±3.3 22.5±2.8 0.098 0.956 0.261
WHR 0.9±0.1 0.9±0.1 0.8±0.1 1.000 1.000 1.000
Glu2h 4.5±1.2 4.4±1.1 4.7±1.0 0.672 1.000 1.000
SBP 86.9±13.3 87.0±12.3 135.1±18.6 1.000 1.000 1.000
DBP 104.4±8.2 105.2±7.9 100.4±6.8 1.000 0.488 0.311
Height 167.7±6.8 167.0±7.2 165.5±7.3 1.000 1.000 1.000
Weight 78.4±8.4 80.1±8.6 73.8±6.1 1.000 1.000 0.620
Waist 88.5±7.9 88.6±9.3 87.9±10.5 0.368 0.392 0.134
Hc 96.3±7.0 98.0±6.8 92.3±3.6 0.175 0.319 0.078

Fasting 4.3±0.7 4.6±0.8 4.6±0.2 0.304 1.000 0.586

表 3 对照组 PON2 基因 9 Ser311→Cys(C→G)位点不同基因型临床指标比较

Table 3 Comparison of clinical indicators of different genotypes of PON2 gene 9 Ser311→Cys(C→G) site in the control group

3 讨论

PON 是一个多基因家族，包括 PON1、PON2 和 PON3，它

们均位于人类 7 号染色体长臂 q21.3-22.1[14]。从进化的角度看，

PON2 年代最久远，PON3 和 PON1 紧随其后[15]。PON 基因产物

是血清中的二乙基对硝基苯磷酸酯酶(paraoxonase)，主要在肝

表 1 病例组和对照组 PON2 基因 9 Ser311→Cys(C→G)位点基因型频率和等位基因频率的比较

Table 1 Comparison of genotype distribution and allele distribution of PON2 gene 9 Ser311→Cys(C→G) site between cases and controls

PON2 HWE (P) n
Genotype (%) Allele (%)

CC CG GG C G

Case 0.073 206 134 (65) 69 (33) 3(2) 337(82) 75(44)

Control 0.406 303 200 (66) 95 (31) 8(3) 495 (82) 111(18)

x2= 0.987, P= 0.610(df=2)

x2(df=1) 0.050 0.258 0.813 0.002 0.002

P(df=1) 0.823 0.612 0.367 0.963 0.963

OR 0.958 1.103 0.545

95% CI 0.661-1.391 0.756-1.609 0.143-2.079

PON2 CC CG GG PCC-CG PCC-GG PCG-GG

N=206 134 69 3

AGE 57.6±11.5 56.2±11.2 68.7±4.0 1.000 0.293 0.190

BMI 25.0±3.5 25.2±3.8 27.8±5.9 1.000 0.571 0.671

WHR 0.9±0.1 0.9±0.1 0.9±0.1 1.000 1.000 1.000

Glu2h 13.8±5.1 13.9±5.1 12.4±3.7 1.000 1.000 1.000

SBP 135.4±21.0 137.9±22.3 123.3±20.8 1.000 1.000 0.750

DBP 83.8±11.9 86.2±12.5 76.7±11.5 0.573 0.943 0.557

Height 163.4±7.9 164.8±7.8 173.7±7.5 0.699 0.079 0.172

Weight 67.1±11.6 68.6±12.2 85.0±23.9 0.792 0.692 0.734

Waist 87.4±9.8 88.9±9.6 100.9±22.6 0.668 0.793 0.837

Hc 98.2±7.8 99.7±8.3 109.4±22.8 0.509 0.863 0.902

Fasting 10.0±3.8 9.9±3.8 9.6±1.2 1.000 1.000 1.000

表 2 病例组 PON2 基因 9 Ser311→Cys(C→G)位点不同基因型临床指标比较

Table 2 Comparison of clinical indicators of different genotypes of PON2 gene 9 Ser311→Cys(C→G) site in the case group

脏表达，其作用是水解组织中的磷酸酯。血清中的 paraoxonase
与人体中的高、低密脂蛋白代谢有关[16]。PON2 具有抗氧化功

能，可以分解芳香脂类化合物，具有一定的解毒作用[17]。PON2
还参与 PON1、PON3 的减少血管氧自由基(ROS)的作用，从而
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对细胞调亡及动脉粥样硬化的过程产生影响[18]。
本次研究结果表明，PON2 外显子 9 Ser311→Cys 变异的

基因型频率在病例和对照群体中分布的差异没有统计学意义（

2=0.987，df=2，P=0.610>0.05）。PON2 外显子 9 Ser311→Cys 多

态位点的野生型纯合子 CC 在人群中最为常见，其基因型频率

在病例组和对照组中分别达 65%和 66%；杂合子 CG 基因型频

率在病例组和对照组中分别为 33%和 31%；GG 基因型频率在

病例组和对照组中则分布较低，频率分别为 2%和 3%。CC 基

因型在病例组和对照组间差异没有统计学意义 （x2=0.05, P=0.
823>0.05），其 OR 值相对于非 CC 型即 （CG+GG） 基因型为

0.958<1，且其 95%置信区间（0.661-1.391）的下限 <1。CG 基因

型在病例组和对照组间分布差异没有统计学意义（x2=0.258,
P=0.612>0.05）。GG 基因型在病例组和对照组间分布差异没有

统计学意义（x2=0.813, P=0.367>0.05）。其 OR 值相对于非 GG
型 即 （CG+CC） 基 因 型 为 0.545<1， 且 其 95% 置 信 区 间

（0.143-2.079）的下限 <1。等位基因 A、G 在在病例组和对照组

间分布差异没有统计学意义（x2=0.002，P＝0.963>0.05）。研究结

果提示 PON2 基因 9 Ser311→Cys（C→G）位点 CC、CG、GG 三

种基因型在病例组和对照组间分布差异没有统计学意义，C、G
等位基因在病例组和对照组间分布差异也没有统计学意义。

本研究结果还显示，T2DM 病例组 PON2 基因 9 Ser311→
Cys（C→G）位点不同基因型的临床指标比较，差异没有统计学

意义，P 值均大于 0.05；对照组 PON2 基因 9 Ser311→Cys（C→
G）位点不同基因型的临床指标比较，差异也没有统计学意义，

P 值也均大于 0.05。研究结果提示 PON2 基因 9 Ser311→Cys
（C→G） 位点 CC、CG、GG 三种基因型的临床指标在病例组和

对照组中的分布均没有明显差异。
Prochazka 等[11]在对 Pima 印第安人的全基因组扫描研究

中 发 现 了 T2DM 的 易 感 基 因 PON2 Ser 311/Cys 和

Ala147/Gly。Hegele 等[19]在对 Oji-Cree 人群进行群体研究发现

G148 等位基因纯合子与空腹血糖和 T2DM 发病有关。有研究

报道指出糖尿病患者体内的 PON 活性较正常人低[20]，PON2 基

因 311CC 可引起明显的血糖控制不良[21]。PON2 基因多态性还

与糖尿病并发症有关。Pinizzotto 等[22]对 299 例瑞士糖尿病患者

研究发现 PON2-148 与 PON2-311 的基因多态性与糖尿病肾病

的发病明显相关。此外有研究表明 PON 基因家族多态性与心

血管疾病相关 [23-26]。这些都表明 PON2 基因的变异可能与

T2DM 发病有潜在的关联，是一个有价值的候选基因。
本次研究首次对中国北方黑龙江地区汉族人群 T2DM 与

PON2 基因 9 Ser311C→G 多态性的相关性进行探讨，填补了国

内边远北方地区汉族人群 T2DM 候选易感基因 PON2 研究的

空白。研究结果提示 PON2 基因 9 Ser311C→G 三种基因型在

病例组和对照组间整体分布没有统计学意义（P=0.610,df=2），

各基因型及等位基因在病例组和对照组间分布也没有统计学

意义（P>0.05）；且三种基因型的临床指标在病例组和对照组中

的分布均没有明显差异。以此次研究结果可以得出 PON2 基因

9 Ser311C→G 多态性与中国北方黑龙江地区汉族人群 T2DM
发病无关的结论。
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