
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１２）０９０８３２０４

白细胞介素２８Ｂ的基因多态性与干扰素抗丙型肝炎病毒治疗应答的关系
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　　［摘要］　目的　探讨ＩＬ２８Ｂ基因多态性与慢性丙型肝炎患者对干扰素治疗应答的关系。方法 　 采用分子生物学
方法提取基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增后直接测序，对我院感染科门诊和住院的６３例应答组（ＳＶＲ）和３４例无应答组（ＮＶＲ）的
ＨＣＶ１型患者的ＳＮＰｓｒｓ８０９９９１７和 ｒｓ１２９８０２７５位点进行检测分析。结果 　（１）ｒｓ１２９８０２７５只检测到 ＡＡ、ＡＧ，ｒｓ８０９９９１７
只检测到ＴＴ、ＴＧ，二者均未发现ＧＧ型。（２）ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７基因型分布在 ＳＶＲ组和 ＮＶＲ组之间差异均具有统计
学意义（ＯＲ＝３．２８８，９５％ＣＩ＝［１．１７１～９．２３４］，χ２＝５．４１６，Ｐ＝０．０２０；ＯＲ＝２．８６５，９５％ＣＩ＝［１．００６～８．１５４］，χ２＝
４０８１，Ｐ＝０．０４３）。（３）ｒｓ１２９８０２７５等位基因频率在ＳＶＲ组和ＮＶＲ组之间差异具有统计学意义（ＯＲ＝２．８４６，９５％ＣＩ＝
［１．０８６～７．４６４］，χ２＝４．８２８，Ｐ＝０．０２８）；ｒｓ８０９９９１７等位基因频率在 ＳＶＲ组和 ＮＶＲ组之间差异无统计学意义（ＯＲ＝
２５４３，９５％ＣＩ＝［０．９５３～６．７８５］，χ２＝３．６６４，Ｐ＝０．０５６）。（４）ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７的基因型及等位基因频率在 ＳＶＲ、
ＮＶＲ组中的相关性分析 ｒ均大于 ０（ｒ＝０．２３６，ｒ＝０．２０５，ｒ＝０．１５８，ｒ＝０．１３７），均呈正相关。结论 　 ｒｓ１２９８０２７５和
ｒｓ８０９９９１７多态性对干扰素抗丙型肝炎病毒治疗应答有重要影响，可以预测抗病毒疗效，为实现个体化治疗提供依据。
　　［关键词］　 丙型肝炎病毒；单核苷酸多态性；ＩＬ２８Ｂ基因多态性；干扰素持续性病毒应答
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　　丙型肝炎（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ）是由丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉ
ｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）引起的肝脏慢性炎症，ＨＣＶ是导致
肝硬化和肝细胞癌的主要病原体之一［１］。目前以干

扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）为基础的治疗是丙型肝炎病毒感
染唯一有效的治疗手段［２］，但并不是患者都能达到持

续病毒学应答（ｓｕｓｔａｉｎｅｄｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＳＶＲ）。
近年来，国内外关于宿主遗传基因多态性与ＨＣＶ感染
转归的研究成果不断涌现，相继报道了与丙型肝炎感

染相关的人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，
ＨＬＡ）、炎症趋化因子类、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）
和干扰素刺激基因（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＩＳＧｓ）
等多个基因的多态性，都证实了宿主遗传基因变异可

能导致机体免疫功能状态的差异，进而影响丙型肝炎

病毒感染的不同临床结局［３］。在非洲、欧洲、东亚人

群中进行的全基因组关联分析（ＧｅｎｏｍｅｗｉｄｅＡｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎＳｔｕｄｙ，ＧＷＡＳ）研究发现 ＩＬ２８Ｂ基因附近有一些
单核苷酸的多态位点（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，
ＳＮＰｓ）与ＨＣＶ病毒自发清除能力及对干扰素抗病毒
治疗应答有关［４－７］。但目前国内有关 ＩＬ２８Ｂ基因多
态性与丙肝的研究很少，尤其是涉及 ＩＬ２８Ｂ基因多态
性与ＨＣＶ基因型和ＳＶＲ的关系。本研究对我院慢性
丙型肝炎患者对干扰素治疗应答情况和 ＩＬ２８Ｂ基因
多态性进行回顾性分析，比较应答组与无应答组的

ＩＬ２８Ｂ基因变异频率，为早期预测干扰素疗效提供理
论依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　２００９－２０１１年郑州大学第一附属医院感染科门诊及住院
的慢性丙型肝炎（ＣＨＣ）患者 ９７例，其中男性 ４３例，女性 ５４
例，年龄（４０．３４±１５．４７）岁，诊断符合２００４年３月中华医学会
肝病学分会制定的《丙型肝炎防治指南》［８］。入组标准：基因

型均为ＨＣＶ１型患者，且均接受标准干扰素联合利巴韦林抗病
毒治疗１年，半年后检测ＨＣＶＲＮＡ是否阳性。ＳＶＲ：完成抗病
毒治疗疗程后随访２４周以上血清ＨＣＶＲＮＡ仍低于检测下限。
无病毒学应答（ｎｕｌｌｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＮＶＲ）：未获得治疗末病
毒学应答（在抗病毒治疗４８周时，血清 ＨＣＶＲＮＡ低于检测下
限）。排除标准：妊娠及哺乳期的妇女，６个月内接受过抗病毒
或免疫抑制剂治疗的患者，失代偿性肝硬化的患者，合并乙型

肝炎病毒（ＨＢＶ）、丁性肝炎病毒（ＨＤＶ）或人类免疫缺陷病毒
（ＨＩＶ）感染的患者，及合并自身免疫性疾病、严重精神性疾病
（如抑郁症）、恶性肿瘤、甲状腺疾病患者，有吸毒或酗酒史的患

者等。用干燥管收集上述患者经ＥＤＴＡ抗凝的血液样本，－２０℃
保存备用，其中６３例来自ＳＶＲ，３４例来自ＮＶＲ。

１．２　ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７引物设计
　　２个ＳＮＰ位点ｒｓ１２９８０２７５和ｒｓ８０９９９１７的引物根据ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＮＰ公布的参考序列应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉ
ｅｒ５．０软件进行引物设计。由上海的生工生物工程技术服务
有限公司合成。ｒｓ１２９８０２７５引物序列：上游 ５′ＧＡＣＡＣＡＴＧＣ
ＴＡＣＡＡＴＡＡＡＡＡＴＧＡＡＣ３′，下 游 ５′ＧＧＡＴＴＡＣＡＧＧＴＣＴＧＧＴＣ
ＣＴＡＧＴＧ３′，产物长度为２８０ｂｐ；ｒｓ８０９９９１７引物序列：上游５′
ＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＴＧＴＡＡＡＡＧＡＴＴＣＣＡ３′，下 游 ５′ＡＡＣＣＣＣＡＣＣＴ
ＣＡＡＡＴＴＡＴＣＣＴ３′，产物长度为３０８ｂｐ。

１．３　人体基因组ＤＮＡ提取
　　采用血液基因组 ＤＮＡ快速抽提试剂盒提取人体基因组
ＤＮＡ，按试剂盒说明书操作，试剂盒购于上海生工生物工程技
术服务有限公司。

１．４　ＰＣＲ扩增目的基因
　　常规步骤操作，采用１．２步骤中所设计的引物，以步骤１．３
中提取的人体基因组ＤＮＡ为模板，利用ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ进
行ＰＣＲ反应。

１．５　琼脂糖凝胶电泳
　　提取的人体基因组ＤＮＡ、ＰＣＲ产物分别在１．０％琼脂糖凝
胶，１５０Ｖ、１００ｍＡ、５０ｍｉｎ或３０ｍｉｎ电泳下观察。

１．６　ＰＣＲ产物的纯化回收测序
　　采用ＰＣＲ产物纯化回收试剂盒（上海生工生物工程技术
服务有限公司），按照试剂盒说明书操作，回收产物送上海生工

公司应用３７３０测序列分析仪进行测序。

１．７　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，对干扰素抗病毒
治疗应答与不应答的慢性丙型肝炎患者的 ＩＬ２８Ｂ基因多态性
ｒｓ１２９８０２７５和ｒｓ８０９９９１７位点的基因表型及等位基因频率进行
分析统计，采用Ｐｅａｒｓｏｎχ２和关联性检验进行等位基因单因素
分析和关联分析，比较ＳＶＲ组和ＮＶＲ组患者之间的频率差异，
以比值比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）及其 ９５％可信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｔｉａｌ
ｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ）表示相对风险度，以ｒ表示关联性。

２　结果

２．１　ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７ＰＣＲ产物的电泳
　　ＰＣＲ产物结果均在 １．０％琼脂糖凝胶，１５０Ｖ、１００ｍＡ、
３０ｍｉｎ电泳下观察，ｒｓ１２９８０２７５和 ｒｓ８０９９９１７的 ＰＣＲ产物均获
得高效和特异扩增，以样本２～６表示，见图１、２。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１：阴性对照 ；２～６：样本

图１　ｒｓ１２９８０２７５的ＰＣＲ产物电泳结果
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１：阴性对照；２～６：样本
图２　ｒｓ８０９９９１７的ＰＣＲ产物电泳结果

２．２　测序结果及同源性分析
２．２．１　测序结果　　利用直接测序法对 ＳＶＲ和 ＮＶＲ两组患
者的ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７位点进行检测，得知 ｒｓ１２９８０２７５位
点基因型为ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ，等位基因为Ａ、Ｇ；ｒｓ８０９９９１７位点基因
型为ＴＴ、ＴＧ、ＧＧ，等位基因为 Ｔ、Ｇ。ｒｓ１２９８０２７５只检测到 ＡＡ、
ＡＧ，ｒｓ８０９９９１７只检测到ＴＴ、ＴＧ，二者均未发现ＧＧ型。
２．２．２　测序结果的同源性分析　　ｒｓ１２９８０２７５ＡＡ、ＡＧ基因型
序列，ｒｓ８０９９９１７ＴＴ、ＴＧ基因型序列应用 ＢＬＡＳＴ进行同源性分
析，示其与Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１９ｃｌｏｎｅＣＴＣ２４６Ｂ１８同源
性分别为１００％、９９％、１００％、９９％。

２．３　ＳＶＲ、ＮＶＲ中 ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７位点基因型
和等位基因频率比较

　　ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７基因型分布在 ＳＶＲ组和 ＮＶＲ组之
间差异均具有统计学意义（ＯＲ＝３．２８８，９５％ＣＩ＝［１．１７１～
９２３４］，ＯＲ＝２．８６５，９５％ＣＩ＝［１．００６～８．１５４］）。ｒｓ１２９８０２７５
等位基因频率在 ＳＶＲ组和 ＮＶＲ组之间差异具有统计学意义
（ＯＲ＝２．８４６，９５％ＣＩ＝［１．０８６～７．４６４］）；ｒｓ８０９９９１７等位基因
频率在ＳＶＲ组和ＮＶＲ组之间差异无统计学意义（ＯＲ＝２．５４３，
９５％ＣＩ＝［０．９５３～６．７８５］）。ｒｓ１２９８０２７５、ｒｓ８０９９９１７的基因型
及等位基因频率在ＳＶＲ、ＮＶＲ组中的相关性分析ｒ均大于０，均
呈正相关。见表１、２。

表１　２组ｒｓ１２９８０２７５位点基因型与等位基因分布频率比较［ｎ（％）］

基因型 等位基因
组别 ｎ

ＡＡ ＡＧ Ａ Ｇ
ＳＶＲ ６３ ５５（８７．３） ８（１２．７） １１８（９３．７） ８（６．３）
ＮＶＲ ３４ ２３（６７．６） １１（３２．４） ５７（８３．８） １１（１６．２）

χ２＝５．４１６，Ｐ＝０．０２０，

ｒ＝０．２３６
χ２＝４．８２８，Ｐ＝０．０２８，

ｒ＝０．１５８

表２　２组ｒｓ８０９９９１７位点基因型与等位基因分布频率比较［ｎ（％）］

基因型 等位基因
组别 ｎ

ＴＴ ＴＧ Ｔ Ｇ
ＳＶＲ ６３ ５５（８７．３） ８（１２．７） １１８（９３．７） ８（６．３）
ＮＶＲ ３４ ２４（７０．６） １０（２９．４） ５８（８５．３） １０（１４．７）

χ２＝４．０８１，Ｐ＝０．０４３，

ｒ＝０．２０５
χ２＝３．６６４，Ｐ＝０．０５６，

ｒ＝０．１３７

３　讨论

　　抗病毒治疗是慢性病毒性丙型肝炎治疗的关键。
干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）联合利巴韦林（ｒｉｂａｖｉｒｉｎ，
ＲＢＶ）方案是目前治疗ＨＣＶ感染的有效方法，但是在
宿主、病毒、药物等因素的影响下，大约只有一半的患

者能够实现ＨＣＶ的清除［９］。对于联合治疗失败的原

因仍不清楚，但研究发现病毒（ＨＣＶ基因型、病毒载
量）和宿主因素（人种、性别、年龄、单核苷酸多态性）

可能影响患者的抗病毒疗效。抗 ＨＣＶ疗效的预测显
得尤为重要，但抗病毒疗效的预测因子尚难明确。ＩＬ
２８Ｂ基因编码ＩＦＮλ３，为Ⅲ型干扰素［１０－１１］，位于１９号
染色体上，包含６个外显子，属于ＩＦＮλｓ家族。近年
研究发现，ＩＬ２８Ｂ基因多态性ＳＮＰ可以预测接受聚乙
二醇干扰素α（ＰＥＧＩＦＮα）联合利巴韦林（ＲＢＶ）治疗
的ＨＣＶ１型感染者的 ＳＶＲ，其中 ＳＮＰｓ：ｒｓ１２９７９８６０、
ｒｓ８０９９９１７在ＨＣＶ１型感染者早期病毒清除和ＳＶＲ中
具有最强的预测性，Ｌ２８Ｂ等位基因变异可能解释不同
种族的ＳＶＲ率的不同［１２］。与携带保护性等位基因的

纯合子比较，携带危险等位基因的杂合子或者纯合子

较难清除ＨＣＶ感染。携带 ＩＦＮλ３危险等位基因的
治疗失败率是携带保护性等位基因的纯合子的２～１２
倍。ＩＦＮλ３等位基因的单独预测价值并不能完全决
定治疗结果，但却可能是未来治疗策略很有帮助的组

成部分［１３］。本研究结果也在我院慢性丙型肝炎人群

中证实了ＩＬ２８Ｂ基因多态性可有效地预测干扰素抗
丙型肝炎病毒治疗应答效果。

　　目前国内对ＩＬ２８Ｂ多态性与ＨＣＶ抗病毒治疗疗
效关系的研究仍在探索中。对于 ｒｓ１２９７９８６０位点研
究相对较多，发现 ｒｓ１２９７９８６０位点变异与病毒的清除
与干扰素的治疗应答高度相关。Ｇｅ等［４］发现

ｒｓ１２９７９８６０位点上的Ｃ等位基因与 ＳＶＲ有关，Ｃ等位
基因与ＨＣＶＲＮＡ高病毒载量有关。廖祥伟等［１４］通过

对ｒｓ１２９７９８６０位点测序后对ＩＬ２８Ｂ基因进行分型，发
现ＨＣＶ基因型及宿主 ＩＬ２８Ｂ基因型对我国慢性丙型
肝炎患者聚乙二醇干扰素联合利巴韦林抗病毒治疗疗

效具有重要影响。王东生等［１５］研究发现 ｒｓ１２９７９８６０
ＳＮＰ基因型不是 ＨＣＶ的易感基因，其 ＣＣ基因型并不
能预测丙型肝炎发生自愈的病程。而国内对 ＳＮＰ
ｒｓ８０９９９１７和ＳＮＰｒｓ１２９８０２７５位点相关研究较少，本研
究对ＳＮＰｒｓ８０９９９１７和ＳＮＰｒｓ１２９８０２７５位点与干扰素
治疗慢性丙型肝炎的应答效果进行了分析。Ｓｕｐｐｉａｈ
等［６］以干扰素联合利巴韦林治疗 ｌ型基因型 ＨＣＶ慢
性感染的澳大利亚和欧洲的患者，在获得 ＳＶＲ的３９２
例患者中，ＳＮＰｒｓ８０９９９１７的基因型为ＴＴ、ＧＴ和ＧＧ的
患者比例分别为６３．０％、３３．２％和３．８％，而在４５６例
对治疗无应答的患者中，这些基因型的患者比例分别

为４２．７％、４９．８％和 ７．５％。本研究 ＳＶＲ组中 ＳＮＰ
ｒｓ８０９９９１７的基因型为 ＴＴ、ＧＴ的比例分别为８７．３％、
１２．７％，而 ＮＶＲ组中这些基因型的患者比例分别为
７０．６％、２９．４％，未检测到 ＧＧ型，提示我院 ＳＮＰ
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ｒｓ８０９９９１７位点 ＧＧ型所占比例较低。Ｔａｎａｋａ等［５］对

ＳＮＰｒｓ１２９８０２７５进行了研究，该 ＳＮＰ的保护基因型为
ＡＡ，非保护基因型为ＡＧ和 ＧＧ。在上述日本患者中，
获得了与 ＳＮＰｒｓ８０９９９１７十分相似的结果，在这些
ＳＶＲ患者中，基因型为 ＡＡ和 ＡＧ的患者比例分别为
９０．２％和９．８％，没有基因型为ＧＧ的患者。而治疗无
应答者中，患者比率分别为２５．６％、６９．２％和５．１％。
本研究结果中，在ＳＶＲ组中ＳＮＰｒｓ１２９８０２７５的基因型
为ＡＡ、ＡＧ的比例分别为８７．３％、１２．７％，而 ＮＶＲ组
中这些基因型的患者比例分别为６７．６％、３２．４％，在
ＳＶＲ组和ＮＶＲ组中均未检测到ＧＧ型，提示我院 ＳＮＰ
ｒｓ１２９８０２７５位点ＧＧ型所占比例较低。ＳＮＰｒｓ８０９９９１７
和ＳＮＰｒｓ１２９８０２７５位点均未检测到 ＧＧ型，可能与本
实验样本数较少有关，有待进一步的大样本检测。我

院经干扰素治疗的患者中 ＳＶＲ的 ＳＮＰｒｓ１２９８０２７５位
点的Ａ等位基因频率为 ９３．７％，Ｇ等位基因频率为
６３％，而ＮＶＲ患者中分别为８３．８％、１６２％，二者之
间有显著差异（Ｐ＜００５）。与 Ｔａｎａｋａ等［５］对日本人

的研究相同，而携带 ｒｓ８０９９９１７的危险性等位基因的
感染者发生 ＮＶＲ的危险性与 ＳＶＲ无明显差异（Ｐ＞
００５），与日本患者不同，可能与研究分组、样本数较
少、种 族 等 多 种 因 素 相 关，有 待 进 一 步 研 究。

ｒｓ８０９９９１７在ＳＶＲ中 Ｔ等位基因频率为 ９３．７％，Ｇ等
位基因频率为 ６．３％，而在 ＮＶＲ患者中分别为
８５３％、１４．７％，二者之间无显著差异。ｒｓ１２９８０２７５和
ｒｓ８０９９９１７的基因型和等位基因频率在 ＳＶＲ、ＮＶＲ组
中的相关性分析 ｒ均大于 ０，均呈正相关。则携带
ｒｓ１２９８０２７５的危险性等位基因的感染者发生 ＮＶＲ的
危险性较高。

　　本研究结果显示 ＩＬ２８Ｂ基因多态性 ＳＮＰｓ
ｒｓ１２９８０２７５和ｒｓ８０９９９１７位点对我院慢性丙型肝炎患
者干扰素联合利巴韦林治疗的疗效有重要影响。

ｒｓ１２９８０２７５和 ｒｓ８０９９９１７的基因型在 ＳＶＲ、ＮＶＲ组中
的相关性分析 ｒ均大于 ０，均呈正相关。本研究中
ｒｓ１２９８０２７５基因型ＡＡ与 ＡＧ，ｒｓ８０９９９１７基因型 ＴＴ与
ＴＧ在ＳＶＲ和 ＮＶＲ患者中差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。ｒｓ１２９８０２７５和 ｒｓ８０９９９１７多态性可有效地预
测干扰素抗病毒治疗应答效果，具有独立预测抗病毒

治疗的特征。如果联合 ＨＣＶ基因型检测则更能优化
治疗前的选择。

　　尽管宿主单核苷酸多态性是 ＳＶＲ的重要的阳性
预测因子，ｒｓ１２９８０２７５和ｒｓ８０９９９１７多态性可有效地预
测干扰素抗病毒治疗应答效果，但 ＩＬ２８Ｂ的影响不是
一个全或无现象。因此，虽然大部分应答良好基因型

患者有应答，却不是全部患者；而应答不好基因型患者

也不是全都对治疗失败。单纯依靠基因多态性来进行

丙型肝炎抗病毒治疗的预测是不够的，应该结合临床、

病毒、种族等多方面信息，以及基因变异的检测进行综

合评判，才能更加可靠地对ＨＣＶ感染患者的抗病毒治
疗应答进行预测，从而有助于确定ＨＣＶ感染者的个性
化治疗方案。
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