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Актуальность. Ассоциация полиморфизма 
rs738409 I148M с  сахарным диабетом 2-го  типа 
(СД2) и  неалкогольной жировой болезнью пе-
чени была подтверждена в  нескольких этни-
ческих и  географических группах. До настоя-
щего времени в  популяциях Якутии подобные 
исследования не проводились. Цель  – изучить 
распределение частот аллелей и  выявить ассо-
циации полиморфного варианта гена PNPLA3 
(rs738409 C>G) с СД2 у якутов. Материал и ме-
тоды. Для исследования использованы образ-
цы ДНК 106 пациентов с диагнозом СД2, группой 
сравнения служила выборка из 72  здоровых 
добровольцев. Все участники исследования 

по этнической принадлежности были якутами 
и  проживали на территории Республики Саха 
(Якутия). Исследования полиморфизма rs738409 
гена PNPLA3 проводились методом полимераз-
ной цепной реакции и полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов. Результаты. Анализ 
распределения частот аллелей и генотипов по-
лиморфного варианта гена PNPLA3 (rs738409) 
в  группах больных СД2 и  здоровых не выявил 
статистически значимых различий, в  обеих 
группах преобладал аллель G (р = 0,01) и гомози-
готный генотип GG (96%). Заключение. У боль-
ных СД2 обнаружена высокая частота аллеля G 
(74,1%) с преобладанием генотипа GG (58,5%).
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В последние годы распространенность са-
харного диабета (СД) в Республике Саха 
(Якутия) стала сопоставимой с  россий-
скими и  мировыми показателями. Так, 

согласно Федеральному регистру сахарного диа-
бета за 2016 г., в Якутии проживают 21 677 боль-
ных СД, из них 20 508 – пациенты с СД 2-го типа 
(СД2), 1099 – СД 1-го типа и 70 человек страдают 
СД других типов [1].

Эпидемиологические данные свидетельству-
ют о  частом сочетании СД2 и  неалкогольной 
жировой болезни печени (НАЖБП), характери-
зующейся накоплением липидов как в самих ге-
патоцитах, так и  в межклеточном пространстве 
[2]. Пациенты с  СД2 часто страдают ожирени-
ем, имеют инсулинорезистентность, дислипи-
демию и  повышенную активность печеночных 

ферментов. Для них свойственна тенденция к на-
коплению жира в  печени независимо от индек-
са массы тела, что обусловливает более высокий 
риск развития тяжелой патологии печени по 
сравнению с пациентами, не страдающими СД [3].

По рекомендации Т.В. Мохорт (2012), в  кли-
нической практике эндокринолога при диспан-
серном наблюдении пациентов с  СД следует 
учитывать высокий риск сочетания с  НАЖБП 
[4]. Частота встречаемости НАЖБП составля-
ет 20–30% в  общей популяции и  67–75% в  по-
пуляции людей, страдающих ожирением [5]. 
Распространенность НАЖБП среди пациентов 
с СД2 варьирует от 60 до 80%, а развитие такого 
грозного состояния, способного привести к цир-
розу печени, как неалкогольный стеатогепатоз, 
встречается в 12–40% случаев [6].

Альманах клинической медицины. 2018; 46 (3): 258–263. doi: 10.18786/2072-0505-2018-46-3-258-263

258 Оригинальные статьи



Критерием жирового перерождения печени 
считается накопление жира более чем в 5% пече-
ночных клеток, молекулярный механизм такого 
патологического процесса заключается в  гормо-
нальных и обменных нарушениях.

Недавно стали проводиться исследова-
ния, доказывающие наследственные механиз-
мы развития НАЖБП. Найдены генетические 
факторы риска развития и  прогрессирования 
НАЖБП. Доказано участие гена PNPLA3 в  фор-
мировании цирроза и  первичного рака печени. 
Полиморфизм этого гена является предиктором 
прогрессирующего течения НАЖБП и  основ-
ным фактором риска трансформации НАЖБП 
в цирроз. Молекулярно-генетические исследова-
ния показали, что ген PNPLA3, расположенный 
на длинном плече хромосомы 22q13.31, экспрес-
сируется в мембранах гепатоцитов и отвечает за 
внутрипеченочный липидный обмен путем ко-
дирования синтеза адипонутрина  – белка, регу-
лирующего активность триацилглицерол-липазы 
в адипоцитах [7].

Полногеномный поиск ассоциаций (GWAS) 
показал, что SNP в  гене PNPLA3 ассоциирова-
ны с  уровнем ферментов печени в  плазме [8]. 
Наиболее значимым полиморфизмом в  гене 
PNPLA3 считается I148M (rs738409). Данный по-
лиморфизм I148M заключается в замене цитози-
на на гуанин, что приводит к изменению амино-
кислоты изолейцин на метионин в  позиции  148 
и  определяет нарушение механизмов липидного 
обмена в  печени. По результатам ранее прове-
денных исследований представленный полимор-
физм ассоциирован с  развитием НАЖБП и  фи-
броза у детей и подростков с ожирением [9].

Согласно базе данных Национального центра 
биотехнологической информации США (National 
Center for Biotechnological Information  – NCBI), 
частота аллеля G полиморфного варианта I148M 
гена PNPLA3 (rs738409) в  различных популяци-
ях колеблется от 19,6 (африканская популяция 
AFD_AFR_PANEL ss24098326) до 43,2% (азиат-
ская популяция HapMap-JPT ss76896972) (рис. 1).

Ассоциация полиморфизма rs738409 гена 
PNPLA3 с  СД2 и  НАЖБП была подтверждена 
в нескольких этнических и географических груп-
пах, в  популяциях Якутии до настоящего вре-
мени подобных исследований не проводилось. 
Якуты представляют самое большое по числен-
ности коренное население Якутии, но однознач-
ной гипотезы их происхождения до сих пор нет. 

Существует две основные гипотезы: согласно 
одной, якуты возникли на территории своего 
проживания в  результате смешения различных 
этнических компонентов при преобладании або-
ригенного начала [10], по другой, якуты  – народ 
южного происхождения. Вторая гипотеза была 
выдвинута учеными и  путешественниками еще 
в XVIII веке и была подтверждена в трудах иссле-
дователей XIX века [11]. Таким образом, сложный 
процесс формирования якутов как этноса стал 
основной причиной гетерогенности генетиче-
ских составляющих.

Целью нашего исследования было изучение 
распределения частот аллелей и  поиск ассо-
циаций полиморфного варианта гена PNPLA3 
(rs738409 C>G) с СД2 у якутов.

Материал и методы
Экспериментальная часть работ по генотипиро-
ванию полиморфизма rs738409 гена PNPLA3 была 
проведена в  лаборатории наследственной пато-
логии отдела молекулярной генетики Якутского 
научного центра комплексных медицинских про-
блем (ЯНЦ КМП). Для исследования использо-
ваны образцы ДНК из коллекции биоматериала 
ЯНЦ КМП с применением УНУ «Геном Якутии» 
(рег. № USU_507512). Выборка состояла из 106 па-
циентов эндокринологического отделения Рес-
публиканской больницы №  2 ГБУ «Центр экс-
тренной медицинской помощи» с диагнозом СД2. 
В состав выборки вошли мужчины (n = 27) и жен-
щины (n = 79) в возрасте от 24 до 83 лет, средний 
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Рис. 1. Распределение аллелей полиморфизма rs738409 гена PNPLA3 в различных 
популяциях; желтый цвет – аллель G, синий – аллель C. Информация получена из базы 
данных проекта «1000 геномов» (http://www.internationalgenome.org/)
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возраст 60,7 ± 0,42  года. Группой сравнения слу-
жила выборка из 72  здоровых добровольцев  – 
мужчин (n = 24) и женщин (n = 48) в возрасте от 19 
до  55  лет, средний возраст 28,2 ± 0,49  года. Все 
участники исследования по этнической принад-
лежности были якутами и проживали на терри-
тории Республики Саха (Якутия). Исследование 
проводили с письменного согласия участников. 

Критериями включения в исследование были: 
отсутствие поражения печени хроническими ви-
русными гепатитами, аутоиммунного гепатита, 
первичного билиарного холангита, первичного 
склерозирующего холангита, наследственного 
гемохроматоза, болезни Вильсона  – Коновалова, 
а  также отсутствие злоупотребления алкоголем 
(> 30 г/л).

Выделение ДНК из лимфоцитов перифери-
ческой крови проводилось стандартным ме-
тодом фенольно-хлороформной экстракции. 
Однонуклеотидный полиморфизм (SNP) I148M 
(rs738409) определяли с помощью метода полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) и  полиморфизма 
длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ). 

Амплификация области гена, содержащего 
полиморфный вариант, проводилась стандарт-
ными парами праймеров (форвард-праймер: 
5’-TGGGCCTGAAGTCCGAGGGT-3’ и  реверс- 
праймер: 5’-CCGACACCAGTGCCCTGCAG-3’) 
(ООО «Биотех-Индустрия», г. Москва, Россия) 
для анализа полиморфизма rs738409. Состав ре-
акционной смеси для ПЦР (общий объем реак-
ционной смеси – 25 мкл): 13 мкл ddH2O, 2,5 мкл 
10 × ПЦР буфер, 2,5  мкл 25  mM MgCl2, 2,5  мкл 
2,5 mM dNTP Mix, 1,5 мкл (10 пмоль/мкл) каждо-
го олигонуклеотидного праймера, 0,3 ед. (1,5 еди-
ницы) “hotstart” Taq-полимеразы и  3  мкл ДНК. 
ПЦР проводили в термоциклере MJ Mini Gradient 
Thermal Cycler (BioRad).

Температурные условия ПЦР были следующи-
ми: 95 °C – 5 мин, затем 37 циклов при 94 °C – 30 с, 
66 °C – 30 с, 72 °C – 40 с и заключительная элон-
гация при 72  °C  – 5  мин. Затем продукты ПЦР 

разрезали с помощью рестриктазы BstF5 I (ООО 
«СибЭнзим», г. Новосибирск, Россия) в  течение 
16  часов при 65  °С. Разрезанные ПЦР-продукты 
подвергали горизонтальному электрофорезу 
в  1,5%  агарозных гелях, окрашенных броми-
стым этидием, в буфере 1 × TBE при 120 В в тече-
ние 1 часа и визуализировали с использованием 
транс иллюминатора (Vilber Lourmat, Франция).

Детекция ПДРФ-продуктов проводилась с по-
мощью горизонтального электрофореза в пласти-
не 4%  агарозного геля, окрашенного бромистым 
этидием, с  использованием стандартного трис-
ацетатного буфера при 120  В  в  течение 1  часа. 
Визуализацию рестрикционных продуктов про-
водили в UV-лучах c использованием гель-доку-
ментирующей системы (Vilber Lourmat, Франция) 
(рис. 2).

Интерпретация результатов генотипирова-
ния была выполнена на основе различных шабло-
нов бэндов: CC генотип 200 и  133  п.н., GC гено-
тип – 333, 200 и 133 п.н., GG генотип – 333 п.н. 

Статистический анализ полученных резуль-
татов исследования был проведен с  помощью 
программы Microsoft Office Excel 2010, Statistica 
8.0. Распределение генотипов по исследованным 
полиморфизмам проверяли на соответствие рав-
новесию Харди  – Вайнберга с  помощью точно-
го теста Фишера. Для сравнения частот аллелей 
между различными группами использовали кри-
терий χ2 с  поправкой Йейтса на непрерывность. 
Ожидаемую гетерозиготность рассчитывали 
по Нею. Результаты считались значимыми при 
p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Анализ распределения частот аллелей и  гено-
типов полиморфного варианта гена PNPLA3 
(rs738409) в  группах больных СД2 и  здоровых 
людей не выявил статистически значимых раз-
личий, в  обеих группах преобладал аллель G 
(р = 0,01) и гомозиготный генотип GG (по 96% в ка-
ждой группе). Популяционно-генетический ана-
лиз среди якутов по гену адипонутрина PNPLA3 
(rs738409) показал, что уровень наблюдаемой ге-
терозиготности (Ho) у пациентов с СД2 составил 
0,311; у  здоровых людей  – 0,319. Уровень ожида-
емой гетерозиготности (He) был 0,387 и 0,395 со-
ответственно. Частоты генотипов полиморфизма 
rs738409 гена PNPLA3 приведены в табл. 1. 

Согласно данным проекта «1000  геномов», 
частота распределения аллеля G гена PNPLA3 
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Рис. 2. 
Электрофореграмма 
продукта 
амплификации участка 
гена PNPLA3 в 4% 
агарозном геле; 17 – 
генотип CC; 3, 5, 6, 7, 
14 – генотип GC; 1, 2, 
4, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 
16 – генотип GG;  
М – маркер 
PUC19/+Msp I;  
bp – пары оснований
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(rs738409) в различных популяциях характеризует-
ся неоднородностью. Нами установлено преобла-
дание частоты аллеля G в якутской популяции как 
среди здоровых, так и среди больных СД2 (табл. 2).

В своих исследованиях японской популяции 
больных СД2 M. Ueyama и  соавт. [12] и  H.  Kan 
и соавт. [13] отмечают высокую частоту аллеля G 
(48–48,8%). В  исследованиях среди европейской 
популяции больных СД2 J.M. Petit и соавт. уста-
новили частоту аллеля G в 29,6% [14]. По данным 
A.J. Cox и соавт., самой низкой частотой встреча-
емости аллеля G (13,7%) при частоте генотипа GG 
в  1,5% обладала популяция афроамериканцев, 
больных СД2 [15].

Как отмечают многие отечественные и  за-
рубежные исследователи, больные СД2  – носи-
тели (как гетерозиготные, так и  гомозиготные) 
аллеля  G гена PNPLA3 (rs738409) в  целом более 
подвержены заболеваниям печени (НАЖБП, не-
алкогольный стеатогепатоз) с  высоким риском 
развития цирроза и  гепатоцеллюлярной карци-
номы [4].

Пациенты с СД2 и НАЖБП имеют более вы-
сокий риск сердечно-сосудистых заболеваний, 
а  также смерти, что обусловлено истощением 

запасов печеночного гликогена и  снижением 
резервных возможностей регуляции гомеоста-
за глюкозы, акселерацией развития сосудистых 
осложнений. По мнению исследователей, в пато-
генезе НАЖБП играет роль теория двухэтапно-
го поражения. На первом этапе на фоне висце-
рального ожирения и  инсулинорезистентности 
увеличивается липолиз, растет концентрация 
свободных жирных кислот в  сыворотке крови 
из-за увеличения синтеза и  угнетения их окис-
ления в митохондриях с накоплением триглице-
ридов и  снижением экскреции жиров клетками 
печени. Так возникают условия для перехода во 
2-й  этап  – формирования жировой дистрофии 
печени (стеатоза). Вместе с тем жировой гепатоз 
любой этиологии может способствовать высоко-
му содержанию инсулина вследствие снижения 
его клиренса [16].

В своих работах J.M. Petit и соавт. обнаружи-
ли связь полиморфизма rs738409 гена PNPLA3 
с  повышенным содержанием жира в  печени не-
зависимо от общего и  висцерального ожирения 
и резистентности к инсулину. Авторы полагают, 
что адипонутрин может быть важным ключом 
к пониманию механизмов, связанных с различи-
ем между жировой печенью и жировой печенью 
без метаболических последствий, таким образом, 
накопление жира в печени может быть метаболи-
чески доброкачественным [14].

Заключение
В результате исследования полиморфизма 
rs738409 гена PNPLA3 у якутов с СД2 установле-
но, что распределение частот аллелей и генотипов 
гена PNPLA3 (rs738409) находится в соответствии 
с законом Харди – Вайнберга. У больных СД2 об-
наружена высокая частота аллеля G (74,1%) с пре-
обладанием генотипа GG (58,5%). 

Таким образом, частота мутантного аллеля 
функционального полиморфизма rs738409 гена 
PNPLA3 у якутов выше, чем в исследованных по-
пуляциях мира. Нормально функционирующий 
белок гена PNPLA3 регулирует активность три-
глицеридной гидролазы и ацилтрансферазы ли-
зофосфатидной кислоты. Следовательно, можно 
предположить, что высокая частота мутантно-
го аллеля G полиморфизма I148M гена PNPLA3 
у якутов с СД2 может быть одной из причин на-
рушения механизма липидного обмена в печени. 
Данная гипотеза нуждается в более тщательном 
изучении на более крупных выборках попу-
ляций Якутии и  обосновывает необходимость 
дальнейшего исследования гена PNPLA3  у  яку-
тов с СД2. 

Таблица 1. Распределение частот аллелей и генотипов полиморфизма rs738409 гена 
PNPLA3

Группа n Генотип, % Аллель X2 Ho He p

CC GC GG C G

Больные 
с диагнозом 
СД2

106 Н 10,38 31,13 58,49 0,259 0,741 4,123 0,311 0,387 0,05

О 6,71 38,38 54,91

Здоровые 72 Н 11,11 31,94 56,94 0,271 0,729 2,632 0,319 0,395 0,105

О 7,34 39,50 53,17

СД2 – сахарный диабет 2-го типа, Н – наблюдаемое, О – ожидаемое, Ho – наблюдаемая гетерозигот-
ность, He – ожидаемая гетерозиготность

Таблица 2. Сравнение частот аллеля G полиморфизма rs738409 гена PNPLA3 в различных 
популяциях

Популяция Частота аллеля G 
в популяции, %

Частота аллеля G у больных 
СД 2-го типа, %

Якуты* 73 74

Японцы** 43,2 48,8

Европейцы** 22,6 29,6

Афроамериканцы** 19,6 13,7

  * Собственные данные
** База данных проекта «1000 геномов» (http://www.internationalgenome.org/)
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Rationale: The association of rs738409 I148M 
polymorphism with type 2 diabetes mellitus 
(T2DM) and non-alcoholic fatty liver disease has 
been confirmed for several ethnic and territori-
al groups. Up to now, no such studies have been 
performed in the populations of Yakutia. Aim: To 
study allele frequency distribution and to identify 
associations of the PNPLA3 gene polymorphism 
(rs738409 C>G) with T2DM in the Yakuts. Materials 
and methods: DNA samples from 106 T2DM pa-
tients were used in the study; the control group 
included samples from 72 healthy volunteers. All 
study participants were ethnic Yakuts and were 
living in the territory of the Republic of Sakha 
(Yakutia), Russian Federation. rs738409 polymor-
phism of the PNPLA3 gene was studied by poly-
merase chain reaction and by restriction fragment 
length polymorphism. Results: There were no sig-
nificant difference in the distribution of the allele 
frequencies and genotypes of the polymorphous 

variant of the PNPLA3 gene (rs738409) between 
the T2DM patients and the healthy control. Both 
groups showed prevailing allele G (р = 0.01) and 
homozygous genotype GG (96%). Conclusion: 
High frequency of the allele G (74.1%) with pre-
dominance of GG genotype (58.5%) was found in 
type 2 diabetic patients.

Key words: type 2 diabetes mellitus, insulin resis-
tance, adiponutrin gene, polymorphism 
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