
皇华流行病学杂志20lo年2月第3l卷第2期ChinJ Epidemiol，February 2010，V01．31，No．2

白介素一1 O、干扰素一丫基因多态性
与肺结核病易感性的关系

杨慧梁肇海刘小立王峰

【摘要】 目的探讨白介素一10(IL一10)基因一1082G／A位点和干扰素-丫(IFN吖)基因+874A／T

位点单核苷酸多态性(SNP)与肺结核病易感性的关系。方法 采用序列特异性引物PCR

(PCR．SSP)及测序技术检测深圳地区汉族人群肺结核病例组及对照组各200例IL—IO启动子

区一1082G／A、IFNff+874A，r位点基因多态性。结果病例组IL—i0(一1082)位点A／A纯合子、刖
G杂合子、G／G纯合子基因型频率分别为85．4％、13．1％、1．5％，对照组分别为77．5％、22．O％、0．5％；

病例组A、G等位基冈频率分别为91．9％、8．1％，对照组分别为88．5％、11．5％。两组问基因型分布

差异有统计学意义(P<0．05)。病例组A／A基因型高于对照组，G／A基因型低于对照组(P<

0．05)。但两组的A、G等位基因频率分布差异没有统计学意义。IFN．ff(+874)位点基因型频率及

等位基因频率在病例组和对照组中分布无明显差异(尸>o．05)。结论 中国汉族人群中细胞冈子

IL一10(一1082)基因SNP与肺结核易感性相关。A／A基因型可能是一个肺结核易感的风险因素。

细胞因子IFN-y(+874)基因位点SNP与肺结核易感性无关。
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【Abstract】0bjective To investigate the association of IL-10，IFN-T gene polymorphisms at

position-1082G／A and+874A，r and susceptibility to pulmonary tuberculosis(PTB)through a

case-control study．Methods Polymerase chain reaction with sequence specific primer(PCR．SSP)／

sequencing method，single nucleotide polymorphisms(SNP)of IL一10 and IFN吖gene at

position一1082 and+874 were used on pulmonary tuberculosis patients(group PTB)and normal

healthy subjects(group NHS)in the Han population from Shenzhen eity of China．Results The

genotype frequencies of A／A homozygotes．A／G heterozygous and G／G homozygous at-1082 site of

IL一10 gene in patients with pulmonary tuberculosis were 85．4％．13．1％．1．5％respectively and A，G

allele frequencies were 91．9％．8．1％respectively．In healthy subjects，the genotype frequencies ofA／

A homozygotes，A／G heterozygous and G／G homozygous were 77．5％，22．0％，O．5％respectively and

A。G allele frequencies were 88．5％，11．5％respectively．Genotype distribution between the two

groups was significantly different(尸<O．05)．The genotype frequencies ofA／A ofIL-10 in the patient

group were higher than that of control group．In contrast，the genotype frequencies of G／A in the

conffol group were higher than that in the patient group(P<0．05)．There was no statistical difference

ft}und between A and G allele(P>0．05)．For IFN-y(+874)and no significant difference Was found

on the distribution ofgenotypes or alleles between the two groups．Conclusion The IL—10(一1082)

gene SNP might be associated with the susceptibility to tuberculosis．AYA genotype might be a risk

factor for the susceptibility on tuberculosis while the SNP ofeytokines(+874)might not be associated

with the susceptibility to tuberculosis in ChineseHan populations．
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·现场调查·

性与肺结核病易感性的关系在不同国家、地区的

不同种族人群中研究结果不一致。本文通过病例

对照研究，采用序列特异性引物PCR及测序技术

检测IL—lO基因启动子区一1082G／A位点、IFN-T基

因+874胛位点单核苷酸多态性(SNP)，探讨在中
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国汉族人群中IL一10、IFN—Y基因多态性与肺结核病

的关系。

对象与方法

1．对象：病例组为200例肺结核病患者，来源于

深圳市慢性病防治中心，经x线检查、痰结核菌涂片

及培养检查结合临床症状确诊为结核病患者，均符合

中华人民共和国卫生行业标准WS 288—2008肺结核

诊断标准。其中男性112例，女性88例，平均年龄

(33．1±10．7)岁。健康对照组为200名体检健康者

(血液标本由深圳市第二人民医院提供)，男性114名，

女性86名，平均年龄(31．7±9．4)岁。两组对象均为

深圳地区汉族人，无亲缘关系，一般资料具有可比性。

2．方法：

(1)基因组DNA提取：采集受检者静脉血2 ml，

用EDTA．K2抗凝。采片j北京天根公司DNA提取试

剂盒提取外周血基因组DNA，溶于TE缓冲

液，一20℃保存。

(2)序列特异性引物聚合酶链反应(PCR-

SSP)：参照参考文献[1，2]方法设计引物(表1)。

表1 PCR—SSP分析2基因位点SNP的引物及扩增产物长度

(3)电泳及基因型判定：每份样本的PCR扩增

产物(2管)，分别加入到含有Goldview核酸染料的

1．5％琼脂糖凝胶中，1×TAE缓冲液，80 V恒压电

泳30 min，凝胶成像仪下观察结果并拍照。每次扩

增以出现内参照(996 bp)阳性条带判定为扩增有

效，根据每份样本的PCR扩增产物(2管)的电泳图

象判断结果，当只有加1型特异性正向引物管的产

物出现目的条带时判定为1／l纯合子，当只有加2

型特异性正向引物管的产物出现目的条带时判定

为2／2纯合子，当2管产物都出现目的条带时判定

为1／2杂合子。

(4)质量控制：分别选取一1082G／A G／G、G／A、A／

A，+874A厂r聊、T／A、～，A基因型标本用内参照引
物进行的PCR扩增产物各l份，进行测序分析。经测

序证实后，作为质控品，加入到每批标本中进行PCR

扩增，以保证PCR扩增结果准确。

3．统计学分析：摹冈型和等位基因频率分布符

合Hardy—Weinberg平衡定律后，各基因型及等位基

因频率比较采用Z检验。

结 果

1．PCR．SSP及测序：对于一1082G／A位点及+

874A／T位点，2条特异性正向引物和通用的反向引

物分别扩增2563 bp和1414 bp的产物，内参正向引

物和通用的反向引物扩增996 bp的产物(图1)。各

种基因型的内参引物的扩增产物进行测序分别测出

野生型和突变型纯合子和杂合子，与PCR．SSP方法

结果一致(图2)，说明该方法可以用于基因分型。

注：l：G／A、A／A；2：A／A、A／A；3：A／A、T／A；4：A／A、T／A；M：

DL2000 DNAMarker

图1 IL一10基因一1082G／A、IFN-7基肉+874A／T位点

多态性电泳图

2．两位点基因型、等位基因频率：病例组和对照

组IL一10—1082G／A位点、IFN．’，+874A／T位点基因

型、等位基因频率分布符合Hardy．Weinberg平衡定

律。病例组IL一10—1082G／A位点G／G纯合子、G／A

杂合子、从纯合子基因型频率分别为1．5％、13．1％、
85．4％；G、A等位基因频率分别为8．1％、91．9％。对

照组G／G纯合子、G／A杂合子、从纯合子基因型频
率分别为0．5％、22．0％、77．5％；G、A等位基因频率分

别为11．5％、88．5％。经Z检验，两组间G、A等位基因

的频率分布没有差异(尸>O．05)；但病例组A／A基因

型高于对照组，G／A基因型低于对照组(P<0．05)。

带M基因型人群可能更容易感染肺结核，其风险
系数为1．69(95％C／：1．04～2．81)。见表2。病例组

IFN-),+874A／T位点T／T纯合子、T／A杂合子、A／A纯

合子基因型频率分别为3．2％、21．7％、75．1％；T、A等

位基因频率分别为14．0％、86．0％。对照组T／T纯合

子、T／A杂合子、A／A纯合子基凶型频率分男0为1．6％、
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图2 两位点DNA测序结果(箭头示多态性位点)

表2 IL一10、IFN吖基因多态性在病例组和对照组中的分布

·157-

注：4括号外数据为人数，括号内数据为构成比(％)

25．6％、72．8％；T、A等位基因频率分别为19．5％、

80．5％。两组人群等位基因、基因型分布频率差异无

统计学意义(P>0．05)。见表2。

讨 论

有研究认为IL一10基因转录起始位点

前一1082G／A、一819T／C、一592A／C位点的SNP可影响

IL—10的表达㈧引。在转录起始位点一1082处，G的出

现与外周血单核细胞IL—10产生增多相关，而A则

与IL一10产生减少有关【5]。Oral等【引应用序列特异

性引物PCR检测土耳其结核患者及对照组IL一6、

IL一10、IFN-y、TGF—B和TFN．a基因多态性，其中发现

结核患者组IL一10—1082G等位基因频率显著高于

对照组；提示IL一10基因多态性可能影响结核病的

易感性。Scola等n1研究也发现结核人群

IL一10—1082A／A基因携带者下降。我国在广东的

研究也得到同样的结论⋯。但L6pez．Maderuelo等临1

在西班牙人群的研究显示IL一10—1082G／A多态位
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点与结核病的易感性无相关。而Oh等D1在韩国的

研究却发现结核新发病例组及再发的结核病例组

IL—10从基因型频率显著高于健康对照组，A等位
基因在两个结核组中都有很高的频率，是患结核病

的危险因素。与本研究结果相似；肺结核组A／A基

因型频率明显较高，带从基因型人群可能更容易
感染肺结核，但两组间G、A等位基因的频率分布没

有差别。IL—10基因多态性究竟通过什么途径调节

IL一10表达分泌，目前还不是很清楚。我们推测在

中国汉族人群中IL一10—1082G／A基因多态性对

IL一10表达有影响，～，A基因型可能是一个高分泌表

达基因。另外，IL一10—1082G／A基因多态性频率也

同样存在明显种族人群的分布差异。

IFN-r_基．冈定位于12q14，在第一内含子非编码区

存在C／A重复序列多态性，C／A重复序列5’端+874

有A川SNP。在不同人群中进行的研究表明，
IFN吖第一内含子(+874A／T)的基冈多态性通过

NF—vd3结合位点影响IFN-7产生，并且与结核病易感

性相关随，-仉11j。但在西班牙人群中具有+874A等位

基因的纯合子个体患肺结核风险是其他个体的3．75

倍随J。基因多态性影响结核菌素诱导的IFN-丫水平，

刖A基因型纯合子结核病患者初诊及治疗后IFN吖
水平最低。多变量分析表明，～A基因型存在和淋

巴细胞绝对数是影响IFN-7表达水平的独立预测因

素。但Moran等n23在美国的研究并没有发现IFN-7

+874A／T多态性与结核易感性相关。Selvaraj等n3】

在印度的研究同样认为IFN-7(+874、+5644)基因

多态与IFN-y分泌水平及肺结核无关，并认为当前结

果之间的差异可能是由于种族特异的单倍型结构不

同所致。本研究结果支持Selvaraj等的观点。
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