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IL一2—330基因多态性与慢性乙型肝炎
病毒和／或丙型肝炎病毒感染
及不同临床转归的关系

高秋菊 刘殿武张世勇 吴丽红 贾敏

【摘要】 目的研究乙型肝炎病毒(髓v)和／或丙型肝炎病毒(Hcv)感染及其不同临床转归
者lL-2基因多态性(sNP)。方法对河北省赵县某农村I-IBV和／或HCV感染者及对照共277人

采集空腹静脉血。用ELISA检测抗～HBV、抗一HCV生物标志物，筛出HBV重叠HCV感染79例、

单纯HBV感染69例、HCV感染55例和对照74例。用RT-nPCR检测HCVRNA，BeckmanLX一20

全自动生化仪检测肝功能丙氨酸氨基转移酶(ALT)，RFLP．PCR技术检测几一2—330 SNP，分析

IL一2一T330G SNP与HBV和威HCV感染、不同临床转归、J岍和HCVRNA表达的关系。结果
(1)不同感染类型即单纯HBV、HCV感染和重叠感染者IL一2—330 TT频率明显高于对照，一330 GG

频率明显低于对照(岔=14．24，P=0．03)，OR值(95％c，)分别是7．14(2．13—23．81)、3．46(1．17一

lO．02)、2．93(1．15～7．46)，各感染类型间差异无统计学意义(f=2．09，P=0．72)；各感染组一330T

频率明显升高，一330 G频率明显降低(z2=12．33，P=0．01)，OR值(95％CI)分别是2．26(1．39—

3．69)、I．82(1．09～3．03)、1．73(1．10—2．73)倍。(2)不同临床转归即轻型、中重型肝炎和肝硬化组

几一2—330TT频率明显高于对照组、一330GG频率明显低于对照组(x2=13．52，P=O．04)，OR值

(95％CI)分别是3．33(1．75～6．32)、3．31(1．75—6．26)、11．23(3．09—40．76)。不同临床转归组一330T

频率明显升高，一330 G频率明显降低(z2=12．32，P=0．01)；OR值(95％c，)分别是1．86(1．32—

2．63)、1．71(1．27—2．31)、2．77(1．57—4．89)倍。(3)几一2—330基因型和等位基凶频率与HCV的病

毒复制无统计关联(Z2=0．83，P=O．66；f=o．20，P=0．66)，与ALT水平亦无统计关联(z2=1．10，

P=0．58；f=0．08。P=0．78)。结论IL一2—330 T／G SNP与HBV和域HCV感染者慢性化及不同临
床转归有一定关联，几一2—330 TT厂r能增加HBV和威HCV感染及其临床转归的危险，一330 GG／G
则减低其感染和临床转归风险。
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polymorphism．PCR(RFLP-PCR)．Hepatoeellular illiu珂，as revealed by alanine aminotransferase

(AU’)was detected by Beckman LX一20 analyzer．The presence of hepatitis C viral particles in s(=!ru／ll

was determined bv IU：nPCR．Results (1)IL-2-330 polymorphisms showed close association witll

persistent HBV and／or HCV infection．IL一2-330 TT was associated with an increased risk．but

IL-2—330 GG with a reduced risk ofpersistent HBV and／or HCV infection(Y2=14．24，P=O．03)witll

ORs(95％CI)as 7．14(2．13～23．81)。3．46(1．17一10．02)and 2．93(1．15—7．46)respectively．However。
IL一2—330 1T／GG did not significantly differ between patients with HBV and／or HCV infection(z2=

2．09，P=O．72)．11．-2-330 T allele was associated with all increased risk。but the-330G allele was

associated with a reduced risk of chronic HBV／HCV infection(T 2=12．33，P----0．01)，with锨s
(95％CI)as 2．26(1．39—3．69)，1．82(1．09—3．03)and 1．73(1．10—2．73)respectively．(2)IL一2—330

polymorphisms showed significant association with the outcome of HBV and HCV infcction(I 2=

13．52。P=O．04)．IL-2-330 TT was associated with all increased risk．but一330 GG with a

reduced risk of mild CH，moderate／severe CH。and cirrhosis．The锨s(95％Ci)appeared to be 3．33
(1．75—6．32)，3．31(1．75—6．26)。11．23(3．09—40．76)respectively．IL-2-330 T allele was associated

with an increased risk，but the-330 G allele wss associated with a reduced risk of mild CH，moderate／

severe CH and cirrhosis(z2=：12．32．P=O．01)，with DRs as 1．86(1．32—2．63)，1．7l(1．27—2．31)and

2．77(1．57-4．89)respectively．(3)The polymorphisms of IL-2-330 showed no association with HCV
RNA replication(岔=O．83，P=O．66；z2=0．20。P=0．66)．The polymorphisms ofIL一2—330were not

significantly associated with abnormal ALT(z2=1．10，P=O．58；x 2=0．08，P=0．78)．Conclusion

These results suggested that IL-2-330下r厂r was associated with an increased risk．but IL-2—330
G(yG was associated with reduced risk of persistent HBV and／or HCV refection．and witll the

development ofmild CH。moderated／severe CH，and cirrhosis．

【Key words】Hepatitis B virus；Hepatitis C virus；Cytokine；Single nucleotide polymorphism

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HcV)

感染均存在慢性化n’2]，是全球重要公共卫生问题。

但为何机体感染HBV、HCV后，慢性化率高低不一，

临床转归也复杂多样D“j，究其机制尚不清楚，除与

病毒本身因素有关外，更重要的是由于不同个体对

HBV／HCV感染所发生的免疫反应不同，个体免疫

功能状态的差异又由某些细胞因子的基因多态性决

定。IL一2作为一种新型的细胞活性因子，对T淋巴

细胞、NK细胞和B淋巴细胞的增殖分化具有较强的

免疫调节作用b】。据报道，IL一2—330 TT基因型和T

等位基因分布增多，体内表达IL一2产量减低。6 J，导致

细胞免疫功能低下，不利于机体清除病毒，是否使

I-IBV和／或HCV感染持续存在，最终导致其临床进

程不断加重呢?本研究以慢性HBV和／或HCV感染

者为研究对象，RFLP．PCR技术分析IL一2—330基因

多态性，探讨HBV、HCV不同感染类型及不同临床

转归的免疫遗传机制。

对象与方法

1．研究对象及分组：河北省赵县某农村(登记在

册1016人)20世纪80年代后期单采血浆还输血球

(单采浆)献血员438人。1993年8月上海医科大学

经现场调查、血清生化指标及病原学标志，被诊断为

HBV感染236例、HCV感染158例。本研究于2006

年3月11日晨采集空腹血，同时进行现场流行病学调

查、B超诊断、临床生化指标及病原学感染标志——

抗一HCV和HBsAg、抗一HBs、抗一HBc检测，筛选出

单纯HBV感染69例、单纯HCV感染55例、HBV合

并HCV感染79例及对照74例共277例研究对象。

HBV、HCV慢性感染诊断和临床转归类型以2000

年中华医学会传染病与寄生虫病学学术会议联合修

订的“病毒性肝炎防治方案”执行nJ。

用ELISA检测全部研究对象血清：抗一HCV(批

号20060208)、HBsAg(批号20051129)、抗一nBe(批

号200601 18)、抗一HBc(批号20060209)。试剂盒由

上海科华实业生物技术有限公司提供，按试剂盒说

明操作。结果判断：抗一HCV：COV=0．1×阳性对照

平均A值+阴性对照平均A值，标本A值<COV则

为HCV抗体阴性，标本A值≥COV则为HCV抗体

阳性；HBsAg：样品A值／阴性对照平均A值≥2．I判

为阳性，否则为阴性。抗一HBe：COV=(阴性对照平

均A值+阳性对照平均A值)／2，标本A值≥COV为

阴性，<COV则为阳性；抗一HBc：原倍血清COV=

阴性对照平均4值×0．3，标本A值≥COV为阴

性，<COV则为阳性。酶标仪为芬兰MK一353型酶

联免疫检测仪，使用双波长测定，测量波长450 nm，

参考波长630 hill。经筛检对照74例，其中男34例，

女40例，年龄(48．6±9．4)岁；单纯HCV感染55例，

其中男28例，女27例，年龄(49．4±10．0)岁；单纯

HBV感染69例，其中男39例，女30例，年龄(52．7±

13．2)岁；HCV重叠HBV感染者79例，其中男36例，

女43例，年龄(50．0±8．6)岁。
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2．检测方法：

(1)肝功能检测：用Beckman LX一20全自动生

化分析仪检测丙氨酸氨基转移酶(创LT)，以≥40

U／L为肝功异常诊断界值。

(2)HCV RNA表达检测：用反转录一巢式聚合

酶链技术(RT-nPCR)№】。血清总RNA提取用氯仿、

异丙醇法。首先将提取的RNA反转录为cDNA，然

后进行巢式聚合酶链反应。引物设计：外引物：P1：

CCC TGT AAG GAA CTA CTG TC；P2：CAT GGT

GCA CGG TCT ACG AG；内引物：Pl：TTC ACG

CAG AAA GCG TCT AG：P2：CAA GCA CCC TAT

CAG GCA GT。扩增产物大小片段为245 bp。

(3)基因组DNA提取及鉴定：①改进盐析法提取

白细胞：将冰冻抗凝(柠檬酸钠)全血300¨l置37℃

水浴解冻；加入4倍体积裂红液混匀，4℃3000 r／min

离心10 min；弃上清液，重复一次；加8倍体积牛理

盐水混匀，4℃3000 r／min离心10 min，弃上清得到

白细胞。②胍盐酸法提取基因组DNA：得到的白细

胞加入200肛l双蒸水，150“l 10％SDS，20肛i蛋白

酶一K溶液，150“l 7．5 mol／L胍盐酸溶液，置70℃水

浴30 min，不时摇动；12 000 r／min离心5 min；吸上

清于2倍体积冷无水乙醇，轻摇至DNA析出；用

70％冷乙醇洗DNA 2次，溶于TE溶液。③紫外分

光光度法鉴定DNA浓度和纯度：以TE溶液为空白

对照，测定DNA样品在波长260、280 nin的A值，计

算样品DNA浓度(A抛X50 pg／mlX稀释倍数)；计算

样品DNA纯度(A：洲：∞介于1．6～1．8为符合要求)。
(4)IL一2—330G多态性分析：①引物设计：由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成，上游引物

为5‘1ⅪTCA CAT GTT CAG TGT AGT

TCT-3’，下游引物为5’一ACA T1『A GCC CAC ACT

TAG GT-3’。②PCR反应条件及产物分析：反应体

系25“l。按顺序依次加人：2．5¨l 10XPCRbuffer

【l 00 mmol／L"Iris．HCl(pH8．3)，500 mmol／L KCI]；

2．0 mmol／L MgCl2；200}tmol／L dNTPs；1 0 pmol／L上

下游引物；20 ng DNA；1 U Tag polymerase(TaKaRa

Biotechnology Co．Ltd)；石腊油l滴。94℃预变性

2 min，扩增参数为：94 oC，48 oC，72。C 1 min，35次循

环后，72℃延伸7 min。以上反应均在AmpGene
DNA Thermal cycler 4800上完成。扩增产物用1．5％

琼脂糖凝胶电泳，EB染色，80 V恒压电泳30 min，紫外

灯下观察结果，ChampGel一1000凝胶成像系统拍照。

(5)限制性内切酶酶切反应：10“l反应体系。

依次加入：①1 pl 10Xbuffer；②4 lal PCR产物；③

2 U限制性内切酶(Mae I，BBI)；④用水补至10“

l。37℃孵育10 h。酶切产物用2％琼脂糖凝胶电

泳，EB染色，紫外灯下观察结果，ChampGel一1000凝

胶成像系统拍照。

3．Hardy．Weinberg平衡(HWE)测定：用拟合优

度f检验，￡=(1一舶胁)2XN，Ho为杂合子频率的
观察值，胁为杂合子频率的期望值(He=2pq，P代表

一个等位基因频率，q代表另一个等位基因频率)，Ⅳ

为受检例数。查)C2界值表，P>O．05，说明所选样本

有群体代表性。

4．统计学分析：数据结果用SPSS 11．5软件进

行统计分析。各组间基因型和等位基因频率用

RX C￡检验及两两比较的f检验，有统计学意义时

计算OR值及95％a。

结 果

1．IL一2—330位点SNP扩增：每份样本先扩增出

150 bp目的基因，然后用Mae I酶切，酶切产物经

2％琼脂糖凝胶电泳检测，如果仅有150 bp条带，即

为TT野生纯合基因型，如有26、124 bp条带，则为

GG突变纯合基因型，如有150、26、124 bp，则为TG

杂合基因型(图1)。

注：1、8：Marker；2、3：TT野牛纯合子型；4、5：杂合子型；6、7：

GG突变纯合子型

图lⅢ一2—330位点T／G SNP结果

2．HWE检验：该人群中观察到的IL一2—330 TT、

GG、TG基因型频率分别为40．79％、14．08％、

45．13％，根据HwE定律计算的基因型理论频率为

40．14％、13．43％、46．43％(f=0．22，P>0．05)。本研

究所选样本有群体代表性。

3．IL一2—330基因型和等位基因频率与HCV和／

或HBV感染的关系：不同感染类型IL一2—330基因

型频率的差异有统计学意义，一330 TT频率明显高

于对照组，一330 GG频率明显低于对照组()c2=

14．24，P=0．03)。携带一330 TT基因型人体感染

HBV、HCV、HBV重叠HCV感染的OR值(95％CI)

分另0是一330 GG的7．14(2．13～23．81)、3．46(1．17—
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10．02)、2．93(1．15。7．46)倍。而各感染类型间基因

型频率差异无统计学意义(z2=2．09，P=O．72)。在

HBV和／或HCV感染者中，一330 T频率明显升

高，一330 G频率明显降低()C2=12．33，P=O．01)，OR

值(95％(7／)分别为2．26(1．39～3．69)、1．82(1．09～

3．03)和1．73(1．10—2．73)倍(表1)。

表l IL一2—330基因型和等位基因频率与慢性
HBV、HCV感染的关系

f=14．24，P=0．03 f=12．33，P=0．01

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)

4．IL一2—330基凶型和等位基因频率与HBV和／

或HCV感染者临床转归的关系：不同临床转归

Ⅲ一2—330基因型频率的差异有统计学意义(x2=

13．52，P=0．04)，轻型、中重型肝炎和肝硬化组一330

TT频率明显高于对照组，一330 GG频率明显低于对

照组，OR值(95％c，)分别是3．33(1．75～6．32)、3．31

(1．75～6．26)、11．23(3．09～40．76)倍。不同临床转归

类型，一330T频率明显升高，一330 G频率明显降低

()C2=12．32，P=0．01)，见表2，OR值(95％c，)分别是

1．86(1．32—2．63)、1．71(1．27～2．31)、2．77(1．57～4．89)。

表2 IL一2—330基因型和等位基冈频率与临床转归的关系

f=13．52，P=0．04 f=12．32，P----O．01

注：同表1

5．IL一2—330基因型和等位基因频率与HCV

RNA复制的关系：IL一2～330基因型和等位基凶频率

与HCV病毒复制无统计学关联(X2=0．83，P=O．66；

f=o．20，P=0．66)，见表3。

表3 IL一2—330基因型和等位基因频率与HCV RNA的关系

注：同表1

6．IL一2—330基因型和等位基因频率与ALT的

关系：IL一2—330基因型和等位基因频率在ALT<

40 U／L和／>40 U／L间差异无统计学意义()c2=1．10，

P=O．58；f=o．08，P=0．78)，见表4。

表4 IL-2—330基因型和等位基因与AL，T的关系

注：同表1

讨 论

本研究分析了单纯HBV、HCV感染及HBV重

叠HCV感染者的IL一2—330基因多态性。发现单纯

HBV、HCV感染和HBV重叠HCV感染者一330 TT

频率明显高于对照组，一330 GG频率明显低于对照

(P<0．05)，OR值分别为7．14、3．46、2．93倍，说明携

带一330 TT基因型时感染HBV、HCV、HBV／HCV重

叠感染的危险是一330 GG基因型的7．14、3．46、2．93

倍。携带一330 T等位基凶时感染HBV、HCV、重叠

HBV的OR值分别一330 G的2．26、1．82、1．73倍，HBV

重叠HCV感染与单纯HBV或HCV感染比较差异无

统计学意义(P>0．05)。研究中还发现不同临床转

归类型：轻型、中重型肝炎和肝硬化患者一330 TT／T

频率明显高于对照组，一330 GG／G频率明显低于对

照组(P<0．05)，携带一330 TT基因型时使感染者进

展为轻型肝炎、中重型肝炎、肝硬化的相对风险分别

是一330 GG的3．33、3．3l、11．23倍。携带一330T等位

基因进展为轻型肝炎、中重型肝炎和肝硬化风险分

别是一330 G等位基因的1．86、1．7l、2．77倍。以上结

果均说明一330 TT／T型不仅可能是HBV和／或HCV

感染，而且还可能是HBV／HCV感染者不同临床转

归的危险基因型／等位基因。相反，一330 GG则可能

是HBV和／或HCV感染者和不同临床转归的保护

基因型。本研究揭示HBV和／或HCV不同感染类

型和不同临床转归者，一330 TT／T频率明显升高，体

内表达IL一2产量减低抽】，从而引起细胞免疫功能低

下，不利于机体清除病毒，使得HBV和／或HCV感

染持续存在，导致其临床不良转归一1，甚至肝硬化和

肝癌‘眠1¨。

近年基因重组人IL一2已经进入慢性肝炎的临

床治疗探索阶段，有报道单纯使用IL一2治疗慢性丙

型肝炎患者能有效提高患者的CD4+和CD8+细胞数

量“2。，使ALT水平有一定下降，HCV RNA水平有所
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降低“”，但也有报道对HBV-DNA无明显作用n制。但

所用剂量不一，剂量和疗效问题仍在探索之中。本研

究发现IL一2—330位点基因型和等位基因频率与HCV

病毒复制和肝功异常无统计学关联(_P>0．05)。提示

病毒复制和ALT异常作为临床选择IL一2治疗的人选

指标有待更进一步严格实验设计研究确定。

本研究小结：①IL一2—330 TT／T能增加HBV和／

或HCV感染的风险，一330 GG／G则降低其感染风

险；②IL-2—330 T聊能增加HBV和戚HCV感染
者不良临床转归的危险，一330 GG／G则降低其转归

风险；③IL一2—330位点基冈型和等位基因频率与

HCv复制和肝功损伤无统计学关联。
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