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［摘　要］目的：探讨白细胞介素２（ＩＬ２）以及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）基因启动子ＳＮＰ位点与丙型肝炎病毒
（ＨＣＶ）慢性感染的相关性。方法：选择云南地区汉族人群ＨＣＶ慢性感染患者３８０例，健康体检人群３６７例，采
用ＴａｑＭａｎ探针基因分型方法对ＩＬ２基因启动子ＳＮＰｒｓ２０６９７６２、ｒｓ２０６９７６３和ｒｓ４８３３２４８，以及ＴＮＦα基因启动子
ＳＮＰｒｓ１８００６２９、ｒｓ３０９３６６８和ｒｓ３０９３７２６进行基因分型，并构建单倍型，统计ＩＬ２和ＴＮＦα多态性位点的等位基因
频率与基因型频率、单倍型频率，分析ＳＮＰｓ及单倍型与ＨＣＶ慢性感染的相关性。结果：ＩＬ２基因启动子中，病
例组和对照组相比，ＳＮＰｒｓ２０６９７６２基因型差异有统计学意义（Ｐ＜００５，ＯＲ＝０８６４，９５％ＣＩ为０７００～１０６６），
病例组ＣＣ基因型频率高于对照组（Ｐ＜００５），ｒｓ２０６９７６３等位基因差异具有统计学意义（Ｐ＜００５，ＯＲ＝１２３４，
９５％ＣＩ为１００７～１５１３），病例组等位基因Ｇ频率高于对照组（Ｐ＜００５），ｒｓ４８３３２４８基因型和等位基因频率差
异无统计学意义（Ｐ＞００５），ｒｓ２０６９７６２／ｒｓ２０６９７６３／ｒｓ４８３３２４８单倍型 ＡＴＧ差异有统计学意义（Ｐ＜００５，ＯＲ＝
０８１２，９５％ＣＩ为 ０６６２～０９９６），病例组单倍型 ＡＴＧ频率低于对照组（Ｐ＜００５）；ＴＮＦα基因启动子
ＳＮＰｒｓ１８００６２９、ｒｓ３０９３６６８和ｒｓ３０９３７２６基因型、等位基因型和单倍型频率，在病例组和对照组中差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。结论：在云南汉族群体中，ＩＬ２基因启动子ＳＮＰｒｓ２０６９７６２ＣＣ基因型和ｒｓ２０６９７６３Ｇ等位基因可
能是ＨＣＶ慢性感染的易感因素，ｒｓ２０６９７６２／ｒｓ２０６９７６３／ｒｓ４８３３２４８单倍型ＡＴＧ可能是ＨＣＶ慢性感染的保护性因
素；ＴＮＦα基因启动子ＳＮＰｒｓ１８００６２９、ｒｓ３０９３６６８和ｒｓ３０９３７２６与ＨＣＶ慢性感染没有相关性。
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　　丙型肝炎是由丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣＶｉ
ｒｕｓ，ＨＣＶ）感染引起的疾病。ＨＣＶ感染后，２０％ ～
３０％的急性感染者可自发清除 ＨＣＶ，其余感染者
都将发展为慢性持续性感染，并最终发展为肝硬化

（１５％～２０％）和肝细胞癌（１％ ～４％）［１］。研究表
明，在 ＨＣＶ感染后的炎性反应及在抗感染的宿主
机体免疫应答过程中，肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃ
ｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）
２、ＩＬ１０、ＩＬ１２等细胞因子可通过介导不同的免疫
反应，导致病毒清除、持续感染或肝脏损伤等不同

结果［２－６］。炎性因子及调控细胞因子平衡的个体

差异在某种程度上取决于细胞因子基因调控区的

等位基因多态性，这些多态性可影响细胞因子的表

达，从而在 ＨＣＶ清除及持续感染中发挥重要作
用［７－８］。ＴＮＦα是由主要组织相容性抗原（ＭＨＣ）
Ⅲ类基因编码的多功能免疫调控因子，它能募集和
激活巨噬细胞、ＮＫ细胞和 Ｔ细胞，从而产生免疫
调节及抗病毒细胞因子，促进肝细胞炎性反应、介

导肝细胞损伤及慢性肝炎。研究表明，ＴＮＦα基因
启动子单核苷酸多态性位点（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｔｅｓ，ＳＮＰｓ）２３８和３０８与 ＴＮＦα的表达
水平相关［９－１０］。ＩＬ２是主要由活化的 ＣＤ４＋Ｔ细
胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞产生的具有广泛生物活性的细胞
因子，是所有Ｔ细胞亚群的生长因子，并可促进活
化Ｂ细胞增殖，为调控免疫应答的重要因子。研
究表明，ＩＬ２的表达水平在中度及重度肝硬化及肝
癌中高于正常对照，与丙肝的分级相关，且 ＩＬ２启
动子基因３３０ＳＮＰ与ＨＣＶ的持续存在相关［１１－１３］。

本研究选择 ＩＬ２基因启动子 ＳＮＰｒｓ２０６９７６２、

ｒｓ２０６９７６３和 ｒｓ４８３３２４８，以及 ＴＮＦα基因启动子
ＳＮＰｒｓ１８００６２９、ｒｓ３０９３６６８和 ｒｓ３０９３７２６，探讨其基
因及单倍型与慢性 ＨＣＶ感染的遗传易感性的关
联。

１　材料与方法

１１　标本来源
选择３８０名ＨＣＶ慢性感染者作为病例组，按

照中华医学会肝病学分会和传染病与寄生虫病学

分会２０１１年制定的《丙型病毒性肝炎防治指南》
确定 ＨＣＶ感染，实验学检查指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ、抗
ＨＣＶ、ＨＣＶＲＮＡ等检测阳性，并排除其他肝炎的患
者。选择健康个体３６７名为对照组。健康对照的
纳入标准为 ＨＣＶ诊断及实验学检查指标 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、抗 ＨＣＶ、ＨＣＶＲＮＡ等正常。病例组年龄
（４４２２±１２４０）岁，对照组（４４７５±９２１）岁；病例
组男性２０７（５４４７％）例，女性１７３例（４５５３％）；对
照组 男 性 １８７例 （５０９５％），女 性 １８０ 例
（４９０５％）。两组间性别比例和年龄分布差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。所有参加者均是为居住
于云南地区的彼此无血缘关系汉族个体。患者均

知情同意。

１２　方法
１２１　样品处理　采集空腹静脉血５ｍＬ，用 ＥＤ
ＴＡ或肝素抗凝，使用ＡｘｙＰｒｅｐ血基因组ＤＮＡ小量
试剂盒提取ＤＮＡ。
１２２　 ＩＬ２及ＴＮＦα基因 ＳＮＰ位点基因分型　
采用实时荧光定量ＰＣＲ法进行 ＳＮＰ分型。由 Ａｐ
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ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司定制合成 ＩＬ２基因启动子
ＳＮＰｒｓ２０６９７６２（－３３０，Ａ＞Ｃ）、ｒｓ２０６９７６３（－３４，
Ｇ＞Ｔ）和 ｒｓ４８３３２４８（－２８１１，Ｇ＞Ａ），ＴＮＦα基因
启动子 ＳＮＰｒｓ１８００６２９（－３０８，Ｇ＞Ａ）、ｒｓ３０９３６６８
（Ｇ＞Ｃ）和 ｒｓ３０９３７２６（Ｔ＞Ｃ）位点的引物及 Ｔａｑ
Ｍａｎ探针。针对每个 ＳＮＰ位点所设计的两条探针
分别用ＶＩＣ和 ＦＡＭ进行荧光标记。罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙ
ｃｌｅｒ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ仪检测 ＳＮＰ位点，
ＬＣＳ４８０１５１６２软件进行基因分型。ＰＣＲ反应
体积为 ２０μＬ，反应条件：９５℃１０ｍｉｎ预变性，
９２℃ １５ｓ变性，６０℃ １ｍｉｎ退火，共４０个循环，
４０℃ ５ｍｉｎ延伸。以３个已知基因型（野生纯合
子、突变纯合子、杂合子）的标准样品作为对照，采

用测序的方法对 ＴａｑＭａｎ分型结果进行验证。针
对各个ＳＮＰ位点，应用ＤＮＡＳＴＡＲ软件设计６对引
物，引物合成及 ＰＣＲ产物测序在上海生工生物技
术有限公司完成。

１３　统计学分析
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验基因型频率的代表

性，以各基因型的个体数计算各基因型和等位基因

频率，经χ２检验检测健康对照组与ＨＣＶ慢性感染

组６个ＳＮＰ基因型、等位基因频率差异，Ｐ＜００５
认为差异有显著性。ＳＨＥｓｉｓ软件程序计算连锁不
平衡，常用Ｄ′表示；Ｄ′值为零时，连锁完全平衡；Ｄ′
值为１时，连锁完全不平衡；Ｄ′＞０８时，即存在强
连锁。根据ＬＤ结果构建 ＩＬ２基因和 ＴＮＦα基因
启动子区域的各３个ＳＮＰ位点的单倍型［１４－１５］。

２　结果

２１　ＩＬ２和 ＴＮＦα多态性位点的等位基因频率
与基因型频率

ＩＬ２基因启动子 ＳＮＰｒｓ２０６９７６２、ｒｓ２０６９７６３和
ｒｓ４８３３２４８，以及ＴＮＦα基因启动子ＳＮＰｒｓ１８００６２９、
ｒｓ３０９３６６８和ｒｓ３０９３７２６基因型分布在病例组和对
照组中均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＞００５）。
ＩＬ２ｒｓ２０６９７６２（Ａ＞Ｃ）ＣＣ频率，病例组高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＩＬ２ｒｓ２０６９７６３
（Ｇ＞Ｔ）等位基因 Ｇ频率，病例组中高于对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；其余 ＳＮＰｓ等位基
因和基因型频率在病例和对照组中的分布，差异无

统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　 两组被检者ＩＬ２和ＴＮＦα基因启动子６个ＳＮＰ位点的基因频率及等位基因频率
Ｔａｂ．１　Ｇｅｎｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆ６ＳＮＰｓｉｎＩＬ２ａｎｄＴＮＦα

ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆｏｂｊｅｃｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
基因 ＳＮＰ位点 组别　　　 基因型频率 Ｐ 等位基因频率 Ｐ ＯＲ［９５％ ＣＩ］
ＩＬ２ ｒｓ２０６９７６２ ＡＡ ＡＣ ＣＣ Ａ Ｃ

病例组 ０３９２ ０４４７ ０１６１ ００４６ ０６１６ ０３８４ ０１７２ ０．８６４

对照组 ０４０１ ０４９９ ０１０１ ０６５０ ０３５０ ［０．７００～１．０６６］

ｒｓ２０６９７６３ ＧＧ ＧＴ ＴＴ Ｇ Ｔ

病例组 ０３２４ ０４７９ ０１９７ ００８３ ０５６３ ０４３７ ００４３ １２３４

对照组 ０２５１ ０５２０ ０２２９ ０５１１ ０４８９ ［１００７～１５１３］

ｒｓ４８３３２４８ ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

病例组 ０１６８ ０４３７ ０３９５ ０１５０ ０３８７ ０６１３ ０２７８ １１２３

对照组 ０１２０ ０４８０ ０４０１ ０３６０ ０６４０ ［０９１１～１３８５］

ＴＮＦα ｒｓ１８００６２９ ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

病例组 ０００５ ０１３９ ０８５５ ０３６７ ００７５ ０９２５ ０５３５ １１３３

对照组 ００００ ０１３４ ０８６６ ００６７ ０９３３ ［０７６３～１６８４］

ｒｓ３０９３６６８ ＣＣ ＣＧ ＧＧ Ｃ Ｇ

病例组 ００００ ００２４ ０９７６ ０２５３ ００１２ ０９８８ ０２５６ ０６１６

对照组 ００００ ００３８ ０９６２ ００１９ ０９８１ ［０２６５～１４３３］

ｒｓ３０９３７２６ ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ

病例组 ００００ ０００３ ０９９７ ０１６６ ０００１ ０９９９ ０１６７ ０２４０

对照组 ００００ ００１１ ０９８９ ０００５ ０９９５ ［００２７～２１５６］
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２２　ＩＬ２及 ＴＮＦα多态性位点的连锁不平衡检
测结果

ＩＬ２基因启动子区域３个多态性位点的连锁
不平衡分析显示：ｒｓ２０６９７６２与 ｒｓ２０６９７６３之间的
Ｄ′值为１０００，ｒｓ２０６９７６２和ｒｓ４８３３２４８位点间的Ｄ′
值为０９９４，ｒｓ２０６９７６３和ｒｓ４８３３２４８位点间的Ｄ′值
为０９５８，三位点之间存在强连锁不平衡。ＴＮＦα
基因启动子区域３个多态性位点的连锁不平衡分
析显示：ｒｓ１８００６２９与 ｒｓ３０９３６６８之间的 Ｄ′值为

０９６３，ｒｓ１８００６２９ 和 ｒｓ３０９３７２６ 位 点 间 以 及
ｒｓ３０９３６６８和ｒｓ３０９３７２６位点间的Ｄ′值均为１０００，
三位点之间存在强连锁不平衡。

２３　ＩＬ２及ＴＮＦα多态性位点单倍型构建及频率
ｒｓ２０６９７６２／ｒｓ２０６９７６３／ｒｓ４８３３２４８ＡＴＧ单倍型

频率在病例和对照组中的分布差异具有统计学意

义（Ｐ＜００５），见表２。ＴＮＦα基因启动子区域的
３个ＳＮＰ位点的单倍型频率在病例和对照组中的
分布差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表３。

表２　两组被检者ＩＬ２基因启动子ＳＮＰ位点的单倍型频率
Ｔａｂ．２　ＨａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｉｎＩＬ２ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆｏｂｊｅｃｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ｒｓ２０６９７６２ ｒｓ２０６９７６３ ｒｓ４８３３２４８ 病例组 对照组 χ２ Ｐ ＯＲ［９５％ＣＩ］
Ａ Ｇ Ａ ００００ ０００３ － － －
Ａ Ｇ Ｇ ０１７９ ０１５８ １０３７ ０３０９ １１５２［０８７８～１５１１］
Ａ Ｔ Ａ ０００４ ０００８ － － －
Ａ Ｔ Ｇ ０４３３ ０４８１ ３９８３ ００４６ ０８１２［０６６２～０９９６］
Ｃ Ｇ Ａ ０３８３ ０３４９ １６０９ ０２０５ １１４７［０９２８～１４１６］
Ｃ Ｇ Ｇ ０００１ ０００１ － － －

注：“－”表示单倍型分析中，在对照组和病例组分布频率＜００３的单倍型忽略不计

表３　两组被检者ＴＮＦα基因启动子ＳＮＰ位点的单倍型频率
Ｔａｂ．３　ＨａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｉｎＴＮＦαｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆｏｂｊｅｃｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ｒｓ１８００６２９ ｒｓ３０９３６６８ ｒｓ３０９３７２６ 病例组 对照组 χ２ Ｐ ＯＲ［９５％ＣＩ］
Ａ Ｃ Ｔ ００００ ００００ － － －
Ａ Ｇ Ｔ ００７５ ００６６ ０３８０ ０５３８ １１３３［０７６２～１６８５］
Ｇ Ｃ Ｃ ０００１ ０００５ － － －
Ｇ Ｃ Ｔ ００１１ ００１３ － － －
Ｇ Ｇ Ｔ ０９１３ ０９１５ ０３８０ ０５３８ ０８８３［０５９３～１３１３］

注：“－”表示单倍型分析中，在对照组和病例组分布频率＜００３的单倍型忽略不计

３　讨论

免疫细胞在抗ＨＣＶ感染过程中分泌大量的细
胞因子介导不同的免疫反应，从而导致病毒清除、

持续感染或肝细胞损伤等不同结果。细胞因子基

因，特别是启动子基因多态性影响着细胞因子的表

达水平，从而与ＨＣＶ慢性感染进程相关。
本研究结果表明，ＩＬ２基因启动子 ｒｓ２０６９７６２

（－３３０，Ａ＞Ｃ）ＣＣ基因型在病例组中高于对照组
（Ｐ＜００５），等位基因型Ｃ在病例组中的频率也高
于对照组（Ｐ＞００５），提示 ｒｓ２０６９７６２ＣＣ基因型可
能是ＨＣＶ慢性感染的易感因素。Ｇａｏ等［１１］研究

结果表明，ＩＬ２－３３０ＳＮＰ与ＨＢＶ、ＨＣＶ以及ＨＢＶ／
ＨＣＶ共感染后病毒的持续存在相关。本研究结果
显示，与ｒｓ２０６９７６２紧密连锁的ｒｓ２０６９７６３（Ｇ＞Ｔ），

等位基因Ｇ的频率在病例组中也高于对照组（Ｐ＜
００５）；ｒｓ２０６９７６２／ｒｓ２０６９７６３／ｒｓ４８３３２４８位点构建
的单倍型ＡＴＧ在病例组中的频率低于对照组（Ｐ＜
００５），提示 ＡＴＧ单倍型可能降低 ＨＣＶ慢性感染
的风险（ＯＲ＝０８１２，９５％ＣＩ０６６２～０９９６）。ＩＬ２
能诱导Ｔ、Ｂ细胞的增殖与分化，在抗病毒感染的
免疫中发挥重要作用［１６］。研究发现，ＩＬ２基因启
动子区域 －３３０ＳＮＰ与 ＩＬ２的分泌量相关［１７］。本

研究结果发现，ＩＬ２启动子区域的２个 ＳＮＰ均与
ＨＣＶ的慢性感染相关，提示 ＩＬ２基因启动子 ＳＮＰ
可能是云南汉族人群中ＨＣＶ易感的关联因素。

ＴＮＦα具有诱导靶细胞凋亡，与 ＩＬ２协同促
进Ｔ细胞产生ＩＦＮγ，以及增强巨噬细胞的活性和
杀伤功能的特性；也能够抑制 Ｂ细胞增殖和分泌
免疫球蛋白。ＴＮＦα基因启动子区域含有多个转
录因子结合位点，可直接影响 ＴＮＦα的转录调控。
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多个研究报道 ＴＮＦα基因多态性与 ＨＣＶ感染等
多种感染性疾病相关，其中，报道较多的为 ＴＮＦα
启动子基因３０８Ｇ／Ａ和 －２３８Ｇ／Ａ［１８－１９］。然而，不
同研究所报道的 ＴＮＦα启动子基因与 ＨＣＶ慢性
感染的相关性并不一致［２０－２３］。本研究研究对３个
ＴＮＦα启动子基因进行分析，但结果未发现与
ＨＣＶ慢性感染相关的等位基因、基因型及单倍型，
与Ｈｅ等［２２］对 ＴＮＦα３０８Ｇ／Ａ的 ｍｅｔａ分析结果一
致。另一方面，人群的遗传背景影响着基因多态的

分布。在高加索人群中多态性较高的 ＴＮＦα启动
子基因 ＳＮＰ在亚洲人群中的多态性较低，ＴＮＦα
ｒｓ１８００６２９Ａ等位基因频率为６％，ｒｓ３０９３６６８Ｃ等
位基因的频率仅为３％，ｒｓ３０９３７２６Ｃ等位基因频
率低至１％。因此，在其他人群中报道的与丙肝相
关的ＳＮＰ与本研究结果并不一致，可能存在其他
的ＳＮＰ，有待于使用全基因组关联分析去发现新的
易感位点。

综上所述，在云南汉族群体中，ＩＬ２基因启动
子ＳＮＰｒｓ２０６９７６２ＣＣ基因型和ｒｓ２０６９７６３Ｇ等位基
因可能是 ＨＣＶ慢性感染的易感因素，ｒｓ２０６９７６２／
ｒｓ２０６９７６３／ｒｓ４８３３２４８单倍型 ＡＴＧ可能是 ＨＣＶ慢
性感染的保护性因素。ＴＮＦα基因启动子
ＳＮＰｒｓ１８００６２９、ｒｓ３０９３６６８和 ｒｓ３０９３７２６与 ＨＣＶ慢
性感染没有相关性。
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关于医学符号的使用

统计学符号不论用哪种字母，也不论大写或小写一律都用斜体。要注意区分拉丁字母和希腊字母。例如均

数的符号是字母ｘ２，卡方的符号是希腊字母χ２，自由度的符号是希腊文“ｖ”，不是拉丁文“Ｖ”。样本的相关系数
是英文“ｒ”，不能误为希腊文“γ”。

化学元素及核素在医学写作时一般多采用符号，都是拉丁字母正体大写。离子态是在右上角用数字加

“－”或“＋”表示。例如Ｎａ＋，Ｃａ２＋，Ｐ３－等等，不采用Ｃａ＋＋，Ｐ－－－，Ａｌ＋３，Ｏ－２表示，核素的核子素（质量数）应写

在元素符号的左上角，例如：１３１Ｉ，３２Ｐ。表示激发状态的ｍ写在右上角，例如：９９Ｔｃｍ，１３３Ｉｎｍ。在科技论文和专著中

不应写核素的中文名称，即不能写成１３１碘、铟１３３ｍ、Ｐ３２、Ｔｃ９９ｍ。
近几年分子生物学发展很快，并已渗透到许多学科，大多数分子生物学名词术语的符号已有统一的确定形

式，要对符号的来源及其内涵有深刻的了解，使用时不致发生错误，例如：ＲＮＡ有 ｒＲＮＡ（ｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ）、ｔＲＮＳ
（ｔｒａｎｓｆｅｒＲＮＡ）、ｍＲＮＡ（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ）３类。ｒ、ｔ、ｍ是表示类型的符号应小写，ＲＮＡ应大写。
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　６期 刘燕青等　慢病毒载体介导的ＲＮＡ干扰对ＨＤＡＣ２基因表达的影响


