
书书书

·论　　著·

ＩＬ１２Ｂ基因多态性与肝硬化易感性的关联研究


赵巍峰１，谷高玲２，杜敬佩１，李长安１，窦　芊
１，孙长宇３△

（１．新乡医学院第三附属医院感染科，河南新乡４５３００３；２．新乡医学院第三附属医院

心内科，河南新乡４５３００３；３．郑州大学第一附属医院感染科，郑州４５００５２）

　　摘　要：目的　探讨白细胞介素１２Ｂ（ＩＬ１２Ｂ）基因多态性与肝硬化易感性的关联。方法　收集肝硬化患者１７３例作为研究

组，其生物学父母作为对照组。运用聚合酶链反应扩增及单核苷酸多态性的分子生物学技术，检测ＩＬ１２Ｂ基因ｒｓ１５６７７３８０、

ｒｓ１４０５０３１１基因多态性，进行肝硬化与ＩＬ１２Ｂ基因多态性的关联分析和单体型相对风险率分析。结果　ＩＬ１２Ｂ基因单核苷酸多

态性（ＳＮＰ）位点ｒｓ１５６７７３８０与肝硬化相关联（犘＝０．００９），其中等位基因Ａ为危险因素（犣＝２．３６），Ｇ是保护因素（犣＝－２．３６）；

ｒｓ１４０５０３１１等位基因多态性与肝硬化相关联（犘＝０．０１３），其中等位基因Ｃ是保护因素（犣＝－２．２４），Ｔ为危险因素（犣＝２．２４）。

ｒｓ１５６７７３８０、ｒｓ１４０５０３１１单体型的Ｇ／Ｔ、Ａ／Ｃ与肝硬化有关联（犘＝０．０２１、０．０１５，犣＝－１．８５、２．１６）。结论　ＩＬ１２Ｂ基因多态性与

肝硬化的发生存在关联。
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　　肝硬化的发生、发展与个体的免疫因素有直接关系，相同

的生活环境中不同的人群对于乙型肝炎病毒侵袭的反应差异

与个体的基因多态性有关［１］。采用家系资料研究可以避免因

不同人群环境和暴露因素差异引起的系统误差［２］。白细胞介

素１２Ｂ（ＩＬ１２Ｂ）基因调控活化的巨噬细胞和Ｂ细胞分泌ＩＬ１２

的一条重肽链ｐ４０的产生
［３］，在肝硬化基因学研究中白细胞介

素基因逐渐受到关注。为了解ＩＬ１２Ｂ基因与肝硬化是否存在

关联，本文采用肝硬化核心家系资料进行研究，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采集２００９年１０月至２０１２年１０月在本院传

染科门诊或住院治疗的肝硬化患者作为研究对象。研究对象

入组标准：（１）父母及本人均为汉族人群，年龄大于或等于１８

岁；（２）符合乙型肝炎病毒感染的诊断标准
［４］，具有明显肝硬化

临床体征；（３）Ｂ超提示有肝硬化特征表现；（４）本人及其生物

学父母知情同意。对照组为患者生物学父母。研究对象排除

标准：（１）６个月内曾患严重心、肝、肾及脑器质性疾病；（２）患

有精神病、高血压或糖尿病等遗传性疾病。研究组１７３例，其

中，男８２例，女９１例；年龄１８～４７岁，平均（２７．４１±８．５４）岁；

发病年龄１６～３６岁，平均（２２．４１±９．４３）岁；病程０．５～１４．４

年，平均（１．４８±０．８３）年。对照组共３４６例，其中，男１７３例，

女１７３例；平均年龄（５８．１±１４．７）岁。

１．２　方法

１．２．１　血样收集　对所有研究对象抽取空腹肘静脉血１０

ｍＬ，采用０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）１００μＬ抗凝，－２０℃

冰箱冻存备用。

１．２．２　提取基因组ＤＮＡ及其分型　采用Ｃｈｅｌｅｘ１００快速萃

取法提取血样中的总ＤＮＡ，用０．８％琼脂糖电泳检测提取的

结果。采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０对ＩＬ２Ｂ基因启动子区的２个

单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点ｒｓ１５６７７３８０和ｒｓ１４０５０３１１设计引

物并进行聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增。ｒｓ１５６７７３８０上游引物为：

５′ＡＣＴＣＴＡＧＣＴＧＡＴＧＴＴＣＡＧＣＴＧＧＡＧＣ３′，下游引物

为：５′ＴＴＣ ＧＧＧ ＧＧＣ ＣＴＴ ＴＧＴ ＣＡＡ ＡＡＴ ＣＡＣ Ｃ３′；

ｒｓ１４０５０３１１上游引物为：５′ＣＴＡＡＧＴＴＴＴＴＡＧＡＡＴＴＴＧ

ＴＴＴＡＴＴＴ３′，下游引物为：５′ＣＡＣＡＡＴＡＣＴＧＴＡＡＡＧ

ＴＡＡＴＴＡＴＣＣＴ３′。总反应体系２５μＬ，其中包括ＤＮＡ模

板４μＬ，上下游引物各２μＬ，２×ＴａｐＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２μＬ，

余为双蒸水。预处理为温度９５℃，时间５ｍｉｎ；循环反应中热

变性温度９５℃，时间３０ｓ；延伸温度为７２℃，时间为３０ｓ；退
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火温度分别为６０℃、６１℃，时间３０ｓ。共３５个循环。最后延

伸１０ｍｉｎ。采用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增产物。

对ＰＣＲ 扩增 产 物 采 用 限 制 性 酶 切，ｒｓ１５６７７３８０ 为 ＤｄｅＩ，

ｒｓ１４０５０３１１为ＳｐｈＩ，酶切产物用２．５％琼脂糖凝胶电泳分离。

根据酶切图谱判断基因型。

１．３　统计学处理　等位基因单体型相对风险率分析和关联性

分析采用 ＦＢＡＴ１．７．３进行分析处理。对各组基因型进行

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律的吻合度检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＬ２Ｂ等位基因酶切结果　检测结果表明ＩＬ１２Ｂ基因

ＳＮＰ位点ｒｓ１５６７７３８０为 Ａ／Ｇ２种基因型，ＰＣＲ长度为２６３

ｂｐ，酶切长度分别为８５ｂｐ和１７８ｂｐ，其中 Ａ／Ａ纯合切开，Ａ／

Ｇ杂 合 切 开，Ｇ／Ｇ 纯 合 未 切 开。ＩＬ１２Ｂ 基 因 ＳＮＰ 位 点

ｒｓ１４０５０３１１为Ｃ／Ｔ２种基因型，ＰＣＲ长度为１９３ｂｐ，酶切长度

分别为６１ｂｐ和１３２ｂｐ，其中Ｃ／Ｃ纯合切开，Ｃ／Ｔ杂合切开，

Ｔ／Ｔ纯合未切开（图１～２）。

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１、２：Ａ／Ａ；３：Ｇ／Ｇ；４：Ａ／Ｇ。

图１　　ｒｓ１５６７７３８０酶切结果

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１、２：Ｃ／Ｃ；３：Ｃ／Ｔ；４：Ｔ／Ｔ。

图２　　ｒｓ１４０５０３１１酶切结果

２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡的吻合度检验　研究组与对照组

ＩＬ２Ｂ基因ＳＮＰ位点ｒｓ１５６７７３８０和ｒｓ１４０５０３１１基因型 Ｈａｒ

ｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验结果表明吻合度良好，犘＞０．０５。见

表１。

表１　　对照组和研究组基因型 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验

ＳＮＰ位点 组别 χ
２ υ 犘

ｒｓ１５６７７３８０ 研究组 ０．８３ ２ ＞０．０５

对照组 ０．９２ ２ ＞０．０５

ｒｓ１４０５０３１１ 研究组 ０．７１ ２ ＞０．０５

对照组 ０．６６ ２ ＞０．０５

２．３　ＩＬ１２Ｂ基因ＳＮＰ位点的等位基因关联性分析　ＩＬ１２Ｂ

基因ＳＮＰ位点ｒｓ１５６７７３８０与肝硬化相关联（犘＝０．００９），其中

等位 基 因 Ａ 为 危 险 因 素 （犣＝２．３６），Ｇ 是 保 护 因 素

（犣＝－２．３６）；ｒｓ１４０５０３１１等位基因多态性与肝硬化相关联（犘

＝０．０１３），其中等位基因Ｃ是保护因素（犣＝－２．２４），Ｔ为危

险因素（犣＝２．２４）。见表２。

表２　　ＩＬ１２Ｂ基因各位点等位基因频率的相关分析

ＳＮＰ位点 等位基因 频率 家系数 Ｚ 犘

ｒｓ１５６７７３８０ Ａ ０．３１８ １３１ ２．３６ ０．００９

Ｇ ０．６８２ １３１ －２．３６ ０．００９

ｒｓ１４０５０３１１ Ｃ ０．３５４ １０９ －２．２４ ０．０１３

Ｔ ０．６４６ １０９ ２．２４ ０．０１３

２．４　ＩＬ１２Ｂ基因ＳＮＰ位点的等位基因单体型相对风险率分

析　ｒｓ１５６７７３８０、ｒｓ１４０５０３１１单体型的Ｇ／Ｔ、Ａ／Ｃ与肝硬化有

关联（犘＝０．０２１、０．０１５，犣＝－１．８５、２．１６）。Ｇ／Ｃ、Ａ／Ｔ单体型

与肝硬化无关联（犘＞０．０５）。见表３。

表３　　ＩＬ１２Ｂ基因各位点单体型相对风险率分析

ｒｓ１５６７７３８０ ｒｓ１４０５０３１１ 基因频率 家系数 Ｚ 犘

Ｇ Ｃ ０．１６７ ６１．８ －０．３４ ０．４１２

Ａ Ｔ ０．１９８ ６５．６ ０．５７ ０．３２７

Ｇ Ｔ ０．３７９ ８９．３ －１．８５ ０．０２１

Ａ Ｃ ０．１０６ ３７．８ ２．１６ ０．０１５

３　讨　　论

肝硬化发生与周围环境因素和个体遗传因素有关，影响机

体抵抗力的遗传基因研究受到越来越多学者的关注［５］。ＩＬ

１２Ｂ基因位于染色体５ｑ３１～３３，调控活化的巨噬细胞和Ｂ细

胞分泌ＩＬ１２的一条重肽链ｐ４０的产生。ＩＬ１２属于炎症因子

之一，可以协助机体对乙型肝炎病毒的清除。ＩＬ１２Ｂ基因表

达可以提高机体免疫力，抗乙型肝炎病毒的作用机理主要包

括：（１）通过ＮＫＴ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＮＫ细胞等效应细胞起

细胞毒作用［６］；（２）通过肿瘤坏死因子介导的间接清除乙型肝

炎病毒作用［７］；（３）ＩＬ１２作用于ＮＫ细胞，产生内源性ＩＦＮγ，

在抗乙型肝炎病毒中起关键作用；表达产物可以通过直接调理

先天免疫介导的吞噬细胞功能或活化补体系统起间接调理作

用，属于天然抗感染免疫分子［８］。ＩＬ１２Ｂ基因ＳＮＰ位点多态

性会影响血清ＩＬ１２Ｂ结构和浓度，使机体对乙型肝炎病毒感

染的抵抗力下降。

Ｈｉｒｓｃｈｆｉｅｌｄ等
［９］对２０７２例加拿大和美国人肝硬化病例

的ＩＬ１２Ｂ基因多态性进行了系统研究，结果表明ＩＬ１２Ｂ基因

与肝硬化有显著关联（ＯＲ＝１．５１，犘＜０．０５）。Ｇｕａｎ等
［１０］通过

动物实验发现ＩＬ１２Ｂ基因表达质粒能够增强疫苗所诱导的小

鼠免疫应答。Ｓｕｎｅｅｔｈａ等
［１１］对２５３例丙型肝炎感染患者和

３８０例正常对照的基因组研究中发现，ＩＬ１２基因多态性与重

度肝硬化关系密切（犘＝０．００４）。本研究发现ＩＬ２Ｂ基因ＳＮＰ

位点 ｒｓ１５６７７３８０、ｒｓ１４０５０３１１ 等位基因与肝硬化相关联，

ｒｓ１５６７７３８０、ｒｓ１４０５０３１１单体型的 Ａ／Ａ、Ｇ／Ｇ 与肝硬化有关

联，与国外学者的研究结论一致。

Ｍａｒｃｏｓ等
［１２］对２５８例肝病患者（其中９７例为肝硬化）和

１０１例正常人群的ＩＬ１２Ｂ基因多态性进行比较，结果发现ＩＬ

１２Ｂ基因多态性与肝硬化无相关性。不同研究结果的差异较

大，考虑与研究样本数、种族和研究方法差异有关。

总之，ＩＬ１２Ｂ基因通过调控活化的巨噬细胞和Ｂ细胞分

泌ＩＬ１２，参与机体抵抗病毒的侵袭，与肝硬化（下转第２８３１）
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本研究对于络活喜联合苯那普利是否能调节血脂也进行

了探索，发现治疗前、后观察组和对照组患者血总胆固醇、三酰

甘油、高密度脂蛋白胆固醇以及低密度脂蛋白胆固醇水平比较

差异无统计学意义。但本研究样本量较小，可能不能真实反映

络活喜联合苯那普利对于患者血脂的改善作用，故尚需临床大

样本量多中心研究进一步考证。

综上所述，络活喜联合苯那普利的治疗方案可以有效控制

中老年高血压合并ＮＩＤＤＭ患者的血压和血糖，并改善患者的

胰岛素抵抗，效果优于单一运用络活喜，值得在临床实践中加

以推广应用。
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的发生、发展关系密切。目前，相关性研究还较少，尚需更多的

大样本实验研究来证实。
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