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Введение. результаты ранее про-
веденных исследований свидетель-
ствуют о локальном накоплении мута-
ции сайта сплайсинга с.-23+1G>A гена 
GJB2, кодирующего белок коннексин 
26, и характеризуют регион Восточ-
ной Сибири как эндемичный очаг рас-
пространения с.-23+1G>A, наиболее 
крупный в мире. При этом частота 
гетерозиготного носительства данной 
мутации в 6 исследованных популя-
циях Восточной Сибири (якуты, долга-
ны, эвенки, эвены, юкагиры и русские) 
оказалась одной из самых высоких в 
мире (4,7%) и в популяции якутов со-

ставила локальный максимум – 11,7% 
[3]. Позднее на более масштабной вы-
борке якутов (n=350) крайне высокая 
частота гетерозиготного носительства 
подтвердилась и составила 10,3%, что 
оказалось сопоставимо с частотой ге-
терозиготного носительства серповид-
но-клеточной анемии в африке [6].

результаты исследований свиде-
тельствуют о том, что крайне высокая 
частота мутации с.-23+1G>A в Якутии 
может объясняться не только стоха-
стическими факторами популяционной 
динамики и выраженным эффектом 
основателя, характерным для популя-
ции якутов [2], но и действием отбора. 
Учитывая, что экспрессия генов кон-
нексинов (в том числе коннексина 26) 
была показана не только в улитке, но 
и в эпидермисе [7], образование круп-
ного сибирского очага накопления му-
тации сайта сплайсинга гена GJB2, ве-
роятно, можно объяснить повышенной 
выживаемостью гетерозиготных но-
сителей мутации сайта сплайсинга с.-
23+1G>A. В настоящее время извест-
но, что носители мутации p.Arg143Trp 
гена GJB2 в некоторых африканских 
странах (Гана) демонстрируют утол-
щенный слой эпидермиса по срав-
нению с носителями аллелей дикого 
типа, что, возможно, связано с более 
выраженной барьерной функцией кожи 
у лиц с мутацией p.Arg143Trp. авторы 
полагают, что утолщенный эпидермис 
может защищать от укусов насекомых, 
травм и ограничивать клеточную инва-
зию некоторых бактериальных инфек-
ций [8]. В 2009 г. были опубликованы 

результаты ультразвукового исследо-
вания толщины эпидермиса у гетеро-
зиготных носителей мутации c.35delG 
гена GJB2 в Италии, где также были 
подтверждены данные о более тол-
стом слое эпидермиса [5]. При ин-
терпретации полученных результатов 
авторы опирались на эксперименталь-
ные исследования клеточных линий 
in vitro, в которых было показано, что 
Cx26-мутантные клетки более устой-
чивы к инфекционному возбудителю 
кишечной дизентерии Shigella flexneri 
[1]. В последующем этой же группой 
авторов данные были подтверждены 
при исследовании частоты случаев 
диареи у гетерозиготных носителей 
мутации c.35delG, где у гетерозигот по 
данной мутации случаи диареи встре-
чались достоверно реже, чем у лиц с 
нормальным GJB2-генотипом [4].

Целью данной работы является 
анализ устойчивости гетерозиготных 
носителей мутаций сайта сплайсинга 
с.-23+1G>A гена GJB2 к диарее в Яку-
тии.

Материалы и методы исследова-
ния. для исследования устойчивости 
гетерозиготных носителей мутации 
c.-23+1G>A к диарее были обследо-
ваны условно здоровые индивиды, у 
которых было проведено анкетирова-
ние, включающее выяснение краткого 
анамнеза жизни, жалоб, этнической 
принадлежности, сведений о заболе-
ваниях, травмах и факторах внешней 
среды. В анкетах, согласно бристоль-
ской шкале, участники исследования 
самостоятельно заполняли информа-
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цию о наиболее характерной форме 
стула (рис. 1,а) и количестве случаев 
диареи за год (никогда – 0, редко – 1-5, 
часто – 6-10, больше 10 раз в год) (рис. 
1,б). В выборке отсутствовали лица 
с установленным диагнозом болезнь 
Крона и другими заболеваниями тол-
стого кишечника. Кроме того, из вы-
борки обследуемых были исключены 
3 индивида с хроническим холецисти-
том. Все обследованные были якута-
ми по этнической принадлежности, из 
исследования также были исключены 
64 индивида другой этнической при-
надлежности (русские, буряты, азер-
байджанцы, эвенки, эвены, юкагиры и 
потомки от межэтнических браков).

Таким образом, исследуемую вы-
борку составили 272 индивида из 
популяции якутов, возрастной ранг 
составил от 18 до 30 лет (средний воз-
раст составил 20,3 лет ± 2,04 года), из 
них 170 (62,4%) женщин и 102 (37,5%) 
мужчин.

далее нами был проведен молеку-
лярно-генетический анализ детекции 
мутации сайта сплайсинга c.-23+1G>A 
путем амплификации фрагмента гена 
GJB2, включающего экзон 1 с помо-
щью Пцр, с использованием прайме-
ров: 5’-CCGGGAAGCTCTGAGGAC-3’, 
5’-GCAACCGCTCTGGGTCTC-3’ [9]. 
анализ полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов (Пцр-ПдрФ) 
проводили с помощью специфиче-
ской эндонуклеазы рестрикции HphI 
по протоколу, рекомендованному про-
изводителем («New England Biolabs 
Inc», England). Продукты гидролиза 
подвергались электрофоретическому 
разделению в 3%-ном агарозном геле. 
Идентификацию фрагментов днК, 
содержащих полиморфный сайт ре-
стрикции, осуществляли в УФ-свете, 
с помощью системы гель-видео до-
кументации «Bio-Rad» (СШа) (рис. 2). 
После генотипирования 272 индиви-
дов данная выборка была подразде-
лена на две группы: 1-я группа – лица 
без мутации с.-23+1G>A в гене GJB2 
(n=238), 2-я группа – лица с мутацией 
с.-23+1G>A гена GJB2 в гетерозигот-
ном состоянии (n=34).

Статистические расчеты проводи-
лись с помощью компьютерных про-
грамм MedStat, Biostat (McGraw-Hill, 
Inc. Version 3,03) и Sampling (любезно 
предоставлено V. Macaulay и адапти-
ровано M. Metspalu). для сравнения 
частот GJB2-генотипов в исследуемых 
выборках использовали критерий χ2. 
Статистически значимыми считали 
различия при p<0,05.

Обследования, предусмотренные 

Рис.2. Электрофореграмма детекции мутации c.-23+1G>A гена GJB2 в 3%-ном агарозном 
геле с применением Пцр-ПдрФ анализа (гидролиз с помощью эндонуклеазы рестрикции 
HphI): дорожки 1, 21, 41 – маркер, 2-13, 15-24, 26-30, 32, 34, 35, 37, 39-47, 49-52 – гомозиго-
ты по норме (wt/wt), 14, 25, 31, 33, 36, 38, 48 – гетерозиготы по мутации c.-23+1G>A

Рис.3. распределение по типам стула между GJB2-генотипами и по полу: A – распределе-
ние выборки по типам стула между GJB2-генотипами (желтым цветом выделены гетерози-
готные носители мутации c.-23+1G>A, зеленым – индивиды  без мутации c.-23+1G>A); б 
– распределение выборки по типам стула между мужчинами и женщинами (синим цветом 
выделены мужчины, розовым – женщины)

Рис.1. Форма анкеты, в которой участники исследования самостоятельно выбирали один 
из предложенных вариантов: а – бристольская шкала стула, б – частота случаев диареи 
за последний год
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рамками научно-исследовательской 
работы, проводились с информирован-
ного письменного согласия участников 
или их родителей. данная научно-ис-
следовательская работа одобрена 
локальным комитетом по биомеди-
цинской этике при ФГбУ «Янц КМП» 
(г. Якутск, протокол №16 от 16 апреля 
2009 г.).

Результаты и обсуждение. Со-
гласно бристольской шкале стула бо-
лее чем у 75% обследованных индиви-
дов наблюдалась нормальная форма 
кала (тип 3 – 39%, тип 4 – 36%), и лишь 
у небольшого числа обследованных 
регистрировалась склонность к запору 
(тип 1 – 1%, тип 2 – 15%) или диарее 
(тип 5 – 7%, тип 6 – 2%). При распре-
делении общей выборки индивидов 
по GJB2 генотипу на гетерозиготных 
носителей мутации с.-23+1G>A (n=34) 
и неносителей (n=238) наблюдалась 
схожая тенденция – большинство име-
ли 3-й и 4-й типы стула. 

Гистограмма распределения по 
типам стула у гетерозиготных носи-
телей мутации с.-23+1G>A (n=34) и 
неносителей (n=238) представлена 
на рис.3,а. распределение по полу и 
GJB2-генотипу не выявило статистиче-
ски значимых отличий по типам стула 
(р>0,05) (рис. 3,б).

За последний год у гетерозиготных 
носителей мутации c.-23+1G>A слу-
чаи диареи не были зарегистрированы  
(0 – никогда) у 8 индивидов из 34 
(23%). У лиц без мутации c.-23+1G>A 
за последний год случаи диареи не 
были зарегистрированы у 12 чел. из 
238 прогенотипированных (5%) (та-
блица). При сравнении данных групп 
были получены достоверные отличия, 
которые свидетельствуют о том, что 
у гетерозиготных носителей мутации 
c.-23+1G>A случаи диареи регистри-
ровались за последний год достовер-
но реже (p<0,05), чем у неносителей 
данной мутации. При распределении 
общей выборки по полу также были 
выявлены статистически значимые 
отличия в частоте случаев диареи 

(респонденты чаще отвечали: 0 – «ни-
когда») как у мужчин (p<0,05), так и у 
женщин (p<0,01) (таблица).

Полученные результаты согласуют-
ся с исследованиями, проведенными 
в Италии с участием 203 индивидов 
(63% женщин и 37% мужчин) в возрас-
те от 19 до 65 лет [4]. Из них 170 инди-
видов не имели мутаций в гене GJB2, 
а у 33 индивидов были обнаружены 
мутации в гене GJB2 (чаще в гетерози-
готном состоянии) [4]. С применением 
линейной регрессии была обнаружена 
значительная корреляция частоты ди-
ареи в зависимости от GJB2-генотипа 
(p=0,017). было показано, что у гетеро-
зиготных носителей мутации с.35delG 
гена GJB2 частота случаев диареи 
была достоверно ниже, чем у неноси-
телей GJB2 мутаций [4].

Заключение. Таким образом, ре-
зультаты настоящего исследования 
подтверждают ранее полученные дан-
ные о том, что гетерозиготные носи-
тели мутаций гена GJB2 могут иметь 
повышенную устойчивость к желудоч-
но-кишечным заболеваниям, в частно-
сти к диарее. Полученные результаты 
свидетельствуют в пользу гипотезы о 
селективном преимуществе гетеро-
зиготных носителей мутантных алле-
лей гена GJB2, что может объяснить 
обнаруженную ранее крайне высокую 
частоту гетерозиготного носительства 
мутации c.-23+1G>A гена GJB2 (10,3%) 
в популяции якутов.
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Количество случаев диареи за последний год у гетерозиготных носителей и неносителей мутации c.-23+1G>A гена GJB2              
Количество 

случаев диареи 
за последний год

Общая выборка (n=272) Женщины (n=170) Мужчины (n=102)
c.-23+1G>A/wt 

(n=34)
wt/wt

(n=238) χ2 р c.-23+1G>A/wt 
(n=23)

wt/wt
(n=147) χ2 р c.-23+1G>A/wt 

(n=11)
wt/wt 
(n=91) χ2 р

0 (никогда) 8 (23,5%) 12 (5,0%) 14,93 <0,05 5 (21,7%) 7 (4,7%) 8,74 <0,01 3 (27,2%) 5 (5,4%) 6,44 <0,05
1-5 (редко) 14 (41,1%) 127 (53,3%) 1,77 >0,05 10 (43,4%) 83 (56,4%) 1,35 >0,05 4 (36,3%) 44 (48,3%) 0,57 >0,05
6-10 (часто) 8 (23,5%) 56 (23,5%) 0,00 >0,05 5 (21,7%) 36 (24,4%) 0,08 >0,05 3 (27,2%) 20 (21,9%) 0,16 >0,05

>10 (постоянно) 4 (11,7%) 43 (18,0%) 0,83 >0,05 3 (13,0%) 21 (14,2%) 0,03 >0,05 1 (9,0%) 22 (24,1%) 1,28 >0,05
 

Примечание: c.-23+1G>A/wt – гетерозиготные носители мутации сайта сплайсинга гена GJB2, wt/wt – лица без мутации c.-23+1G>A в 
гене GJB2. Жирным выделены статистически значимые отличия, уровень статистической значимости р<0,05.


