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重庆汉族儿童 IL一1 8基因启动子一1 37G／C多态性及蛋白表达 

与结核病易感性的关系 

周 超 -．2，蒋利萍 ，王春燕 ，朱朝敏 t，解元元 ，刘 玮 ，陆 彪 ，杨锡强 

(1．重庆医科大学附属儿童医院临床免疫室，重庆 400014；2．宁夏医学院附属医院儿内科，银川 750021) 

【摘 要】目的：探讨重庆汉族儿童白介素一18([nterleukin 18，IL一18)18基因启动子单核苷酸多态 ~(Single nucleotide polymorphism， 

SNP)与结核病易感性的关系及其对蛋白表达能力的影响。方法：序列特异性引物 一聚合酶反应(Sequence specific primers—pdy 

merase chain reaotion，SSP—PCR)方法分析 1 13名重庆汉族结核病患儿及 167名健康儿童 IL一18基因启动子(一607C／A和一137G／C) 

多态性；ELISA检测 46例重庆汉族健康儿童 PBMCs培养上清中IL一18的表达水平。结果：结核患儿组 IL一18—137GG基因型 

的分布频率(81．4％)显著高于健康对照组(67．7％)(尸=0．01)，一137GC基因型的分布频率(16．8％)显著低于健康对照组(28．7％) 

(P=0．02)；结核患儿组 II 一l8一l37等位基因 C分布频率(10．2％)明显低于健康对照(18．0％)(P=0．01)；而结核患儿 IL—l8—607 

位各基冈型及等位基因频率与健康对照比较无显著性差异。携带 II 一18—137GG基 因型儿童的 PBMCs体外 自发或经 

PMA+A23187活化后，表达 11 一18蛋白的水平显著低于 一137GC基因型者(P<0．01) 结论：IL一18—137位基因多态性可能与重 

庆儿童结核病易感性有关 ．等位基因 G可能使 IL一18蛋白低表达 ，是结核病 的易感基因，而 IL一18—607位基因多态性 

则可能与结核病易感性无关= 
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Association of IL-1 8 promoter polymorphisms with susceptibility to 

tuberculosis and its protein production in Chongqing Han children 

zH0u Chao，et(1l 

(Department of Clinical hnmunolog) ，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstra< t】Objective：To investigate the association of IL一18 gene promoter SNPs with susceptibility to TB and its protein 

production in Chongqing Han children．Methods：Co1)tmorphisms at一137 and 一607 locus of IL一18 gene promoter in 1 13 TB 

child patients and 167 health),controls were detected by SSP-PCR．The IL一18 productions in cultured supernatants of PBMCs 

from 46 healthy children were measured h ELISA．Results：The frequency of IL一18 —137GG genotype were signifieant1)r 

higher in TB patients(81．4％)than that in controls(67．7％)(尸=0．01)，while the frequencies of一137GC genotype(1．8％ vs 3．6％) 

and一137C allele(10．2％ 、’s 18．0％)were eonversel,,，lower(P<O．05)，but the frequencies of alleles and gen0tvDes at一607 were n0t 

statisti(Ialh
．  

significant between the patients and the controls．Furthermore，-137GG genotype was significantly associated with 

lower IL一18 production compared with一137GC genot)rpe when with or without PMA+A23187 stimulation for 24h
． Conclusions： 

The resuhs showed that IL一1 8 gene promoter polymorphisms at position-1 37 confer susceptibility to TB in Chongqing Han children． 

Subjects cm~dng一1 37G allele at the promoter of IL一1 8 gene，which is associated with lowered IL一1 8 leve1．may be a high risk 

population of rB development． 

【KP、 w【)rds】lnterleukin一1 8；Single nucleotide polymorpbism；Protein expression；Tuberculosis；Susceptibility 
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结核病是严重危害人类健康、仅次于艾滋病的 

第二大致死性感染性疾病。研究表明宿主遗传背景 

差异影响着机体对结核的抵抗力和易感性。1L一18 

是一种多效能的促炎症细胞因子，与结核病的发生 

和发展密切相关。目前研究发现，IL_l8基因启动子区 
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存在 SNP并有可能影响其蛋白的表达能力⋯。本研 

究采用 SSP—PCR法检测 1 1 3名重庆汉族结核病儿 

童和 167名健康对照 IL一18—137、一607两个位点 

的基因型，双抗夹心酶联免疫吸附法(ELISA)检测 

PBMCs培养上清中IL—l8的水平，试图阐明IL一18、 

一 137、一607两个位点的基因多态性与结核病易感性 

的关系及其对蛋白表达能力的影响。 

1 对象与方法 

1．1 研究对象 

随机选取 2005年 12月至 2007年 4月重庆医科大学附 

属儿童医院住院结核病儿童 113例 ，年龄(8．6±5．6)岁，男女 

比例 1：1。所有病例的诊断均根据中华人民共和国卫生部 

结核病分类国家标准，并排除 HIV感染者、免疫缺陷病患者 

及其他可能引起机体免疫力低下的疾病患者。健康对照是同 

期随机选取重庆医科大学附属儿童医院儿童保健科健康体 

检儿童 167例，年龄(4，7±2．9)岁，男女 比例 1．1：1，在近 1 

月内均无用药史和感染史 ，并排除过敏性疾病史 、肝炎结核 

等传染病史、肿瘤病史及自身免疫性疾病史等。 

1．2 研 究方法 

1．2．1 DNA提取 取外周静脉血 300IXl，肝素抗凝 ，提取基 

因组 DNA(Puregene Blood kit，Gentra)，一20％保存备用。 

1．2，2 PCR—SSP引物设计与合成 根据 IL一18启动子 区 

一 137G／C、一607C／A位点多态性和已知的DNA序列，参照文献 

【1，2】分别设计 1对序列特异性正向引物：F1(3’末端 一137为 

G／-607为 C)、F2(3’末端 一137为 C／一607为 A)；以及 目的产 

物包含此 SNP位点的对照正向引物 C；R为上述 3条引物的 

通用反向引物(如表 1)。所有引物由上海英骏公司合成。 

1．2，3 PCR—SSP反应 总体积 25 l，包括 3IXl基因组 DNA 

(约 30ng)，2．5 l 10×缓冲液，0．2mmol／L dNTPs，1．5mmol／L 

MgCl ，对照正向引物 C和特异性正向引物 F1(或 F2)各 

0．5 mol／L，通用反向引物 R 1 mol／LDNA聚合酶 0．3U，用灭 

菌双蒸水补充至 25 l。所有试剂均购 自Takara公司。～137位 

的 PCR反应参数为：94％预变性 2min；94％变性 20s，68cC退 

火延伸 lmin，5个循环 ；94cC变性 20s，62cC退火 40s，72％延 

伸40s，25个循环；72。c延伸5min。一607位的PCR反应参数 

为：94oC预变性 2 min；94cC变性 20s，64cC退火 40s，72cC延 

伸40s，7个循环；94％变性 20s，57。c退火 40s，72％延伸 40s， 

35个循环；72℃延伸7min。以上反应均在 Mycycler(Bio—Rad， 

美国)热循环仪上进行。 

1．2．4 PCR产物电泳分析 取 5 l PCR产物和 1 l 6× 

Loading Buffer混匀加入含 0．1％ GoldviewDNA染料(购自北 

京赛百盛基因技术公司)的 1．5％琼脂糖凝胶上样孔中，电压 

140V室温电泳 40min。紫外透射仪下观察判断结果 ，并在凝 

胶自动成像仪中记录电泳图谱。 

1．2．5 PCR产物序列分析 将初步确定了基因型的样本用 

内参引物(c，R)进行 PCR扩增后，产物送重庆医科大学感染 

性疾病分子生物学实验室进行 DNA序列分析，以验证PCR—SSP 

检测 IL一18基因启动子多态性的可靠性。 

1．2．6 健康儿童 PMBCs培养上清中 II，-18水平检测 取健 

康对照肝素抗凝静脉血 3ml，用淋巴细胞分离液(天津 TBD) 

分离 PBMCs，培养基调整细胞浓度至 2．5×106个 ／ml，铺 2孔， 

每孔400 l，分别为PMA(5ng／m1)(Sigma)+A23 1 87(0．5 mol／L) 

(Sigma)gtJ激组和空白对照组。置5％ CO 培养箱37 培养， 

24h时收集上清 ，一20％冻存。采用 ELISA法定量检测 PBMCs 

培养上清中IL一18的水平(试剂盒购 自上海森雄公司)。 

1_3 统计 方法 

采用 SPSS1 1．0进行统计学处理。直接记数两组人群 

IL一18基因启动子 一137、一607位点各基因型和等位基因频 

率，Hardy—Weinberg遗传平衡检验，基因型和等位基因在各组 

中分布差异用 x 检验。各基因型组 PBMCs培养上清 IL一18 

水平以； 表示，组间 IL一18水平比较采用 t检验。检验水准 

=O．05 

2 结 果 

2．1 IL一18基因启动子一137G／C、一607C／A SNPs检 

测结果分析 

表 1 IL一18—137位及一607位 引物序列 
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一 1 0 3 1 一

随 机 选 取 电泳结 果 ( 见 图 1 )为杂 合子 型 的 3 份

P C R 产物进 行测序 ， 测序结果与 I L - 1 8 基 因 G e n e b a n k

A B 0 9 5 5 3 2 正 常序列 比对 ， 两 者序列 完 全 一 致 ， 这 表

明 该 S s P — P c R 反 应 体 系 分 析 I L — 1 8 基 因 启 动 子

s N P 的方 法 是 可靠 的 。

2 ． 2 结 核 患 者 组 与 正 常 对 照 组 I L 一 1 8 基 因 启 动 子

S N P 比 较

本 研 究 对 1 13 名 结 核 患 儿 和 1 6 7 名 健 康 对 照

I L — 1 8 基 因 启 动 子 一 1 3 7 、
一 6 0 7 两 个 位 点 进 行 P C R —

s s P 基 因 型 分析 。 结核患儿 组 和健康对 照 组 I L 一 1 8 基

因 启动子 一 1 3 7 、
一 6 0 7 位点的基 因 型 及 等位 基 因 频率

均符合 H a r d y
— w e i n b e r g 遗传平 衡 ， 说 明具 有群 体代

表性 。 2 组 人 群 中 。
一 1 3 7 位 的基 因 型 分布 以 C G 型 最

常 见 ， G c 型 和 C C 型 次 之 ；其等位基 因 以 G 型 最 为常

见 。
一 6 0 7 位点 的基 因 型 分布 以 C A 型 最 多 见 ， C C 型

和 A A 型 次之 ；其等位基 因 以 C 型 多 见 。 结核患 儿 组

与健 康对 照 组 间 ， l L 一 1 8 基 因 启动子 一 6 0 7 位 的各基

因型 和等位 基 因分布频率均无 统计学 差 异 (尸> 0 ． 0 5 ) 。

结 核 患 儿 组 一 1 3 7 G G 基 因 型 分 布频 率 ( 8 1 ． 4 ％ )显 著

高 于 正 常对 照组 ( 6 7 ． 7 ％ ) ， P = 0 ． 0 l ， 优势 比 ( O d d s r a —

t i o ， O R )： 2 ． 0 9 ；结 核 患 儿 组 一 1 3 7 G ／C 基 因型 分布频率

( 1 6 ． 8 ％ ) 显 著低于 正 常对 照 组 ( 2 8 ． 7 ％ ) ， P = 0 ． 0 2 ， 0 R =

0 ． 5 0 ； 等位 基 因 一 1 3 7 C 的 分 布 频 率 在 结 核 患 儿 组

( 1 0 ． 2 ％ )显 著低 于 正 常 对 照 组 ( 1 8 ． 0 ％ ) ， 差 异 有统计

学 意 义 (P = 0 ． 0 1 ， O R = 1 ． 9 3 ) ；而 一 1 3 7 C C 基 因 型 的分 布

6 0 0 hp一

4 5 0 b p
一

3 0 0 h p
—

1 5 0 h p
—

B

6 0 0 hp一

4 5 0 b p
一

3 0 0 h p
一

15 0 b p
一

2

M G C G C

M G A C A C A

4 4 6 hp

2 6 l hp

3 0 l h p

19 6 b p

M ． D N A 分子量标准 ；1 、 2 、 3 ． 分 剐为 3 个标 本 的 P c R 产物 ；A

图 为 I L — 1 8 、
一 1 3 7 位 产 物 电 泳 图 ， 4 4 6 b p 为 对 照 条 带 ， 2 6 l h p

为 目的 条带 ；1 ．

一 1 3 7 C C 基 因 型 ；2 ．

一 1 3 7 G G 基 因 型 ；3 ．

一 1 3 7

G c 基 因 型 ；B 图 为 I L 一 1 8 、

一 6 0 7 位 电 泳 图 ， 3 0 l b p 为 对 照 条

带 ． 19 6 b p 为 目的条带 ， 1 ．

一 6 0 7 A A 基 因 型 ；2 ．

一 6 0 7 c A 基 因 型 ；

3 ．

一 6 0 7 C C 基 因 型 。

图 l I L _ 1 8 基 因启动子 P C R — S S P 产物 电泳 图

频率在 两 组 间 没 有 差 别 。

此 外 ， 还 进 行 了 I L — 1 8 基 因 一 1 3 7 G ／C 和 一 6 0 7 C ／A

表 2 11．

一 1 8 基 因启 动 子 一 1 3 7 C ／C 、
一 6 0 7 c ，lA 基 因型 及 等位 基 因频 率 分 布频 率 的 比较

多态性

一 1 3 7 G ，C

基 因型

C G

G C

C C

等位基 因

G

C

一 6 0 7 C ，A

基 因 型

C C

C A

A A

等位基 因

C

A

对照 组 ( 佗 ： 1 6 7 ) 结 核患 儿组 ( 竹 = 1 13 ) P 值 O R ( 9 5 ％ 可 信区 间 )

【1 3 ( 6 7 ． 7 ％

4 8 ( 2 8 ． 7 ％ )

6 ( 3 ． 6 ％ )

2 7 4 ( 8 2 ．O％ )

6 0 ( 1 8 ． 0 ％ )

4 3 ( 2 5 ． 7 ％ )

8 7 ( 5 2 ． 1 ％ )

3 7 ( 2 2 ． 2 ％ )

17 3 ( 5 1 ． 8 ％ )

16 l ( 4 8 ． 2 ％ )

9 2 ( 8 l -4 ％ )

19 ( 1 6 ． 8 ％ )

2 ( 1 ． 8 ％ )

0 ． 0 l

0 ．0 2

0 3 7

2 ． 0 9 ( 1 ． 1 8 — 3 ． 7 2 )

O． 5 0 ( O． 2 8 一 O ． 9 1 )

O． 4 8 ( O． 10 — 2 ． 4 4 )

2 0 3 ( 8 9 ． 8 ％ ) 0 ．O l I -9 3 ( 1 ． 1 6 — 3 ．2 3 )

2 3 ( 10 ． 2 ％ )

3 0 ( 2 6 ． 5 ％ )

5 7 ( 5 0 ．4 ％ )

2 6 ( 2 3 ． O％ )

1 17 ( 5 1 ． 8 ％ )

10 9 ( 4 8 。 2 ％ )

0 ． 8 8

0 ． 7 9

0 ． 8 7

1 ． 0 4 ( 0 ． 6 l — 1 ． 7 9 )

O． 9 4 ( 0 ． 5 8 — 1 ． 5 1 )

1 ． 0 5 ( O ． 5 9 一 1 ． 8 6 )
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单倍体型分布频率在结核患儿组与正常对照组问 

的比较，结果发现：IL一18基因一137C／一607C单倍体 

型的分布频率在结核患儿组(8．2％)明显低于正常 

对照组(11．7％)，P=0．02，OR--0．68。以上结果提示，IL一 

18基因启动子一137C等位基因可能对结核分枝杆 

菌感染具有保护作用，而IL一18基因启动子一137G可 

能是结核感染的危险因素。 

2．3 IL一18基因启动子一137G／C多态性对其蛋白表 

达能力的影响 

为了研究 IL一18基因启动子多态性对其蛋白表 

达能力的影响，将 46例健康儿童的 PBMCs进行体 

外分离培养，并用 PMA+A23 1 87进行干预活化。46例 

研究对象，包括一137GG基因型29例、一137GC基因 

型 16例、一137CC基因型仅 1例。将 PBMCs表达IL— 

l8的水平按照一137位点不同基因型进行比较 ，结 

果发现，一137GG基因型组 PBMCs自发表达 IL一18 

的水平(53．12pg／Hd)明显低于一137GC+CC基因型组 

(64．32p~m1)，P=0．004。为了最大程度地刺激IL_1 8表 

达，我们用 PMA+A23 1 87将 PBMCs进行活化干预后 

培养 24h，结果发现上清中IL-18的表达量明显增高， 

一 137GG基因型组 PBMCs表达 IL一18蛋白的水平 

(86．06pg／m])仍 明显 低 于一137GG+CC基 因型组 

(122．24pg／m1)，P=-0．003(见表 4)。 

3 讨 论 

全球约有 1／3的人口感染过结核菌，每年新发活 

动性结核患者约 870万人，死亡约 170万人，结核 

病仍是人类面临的严重健康威胁。感染了结核菌的 

人群中，只有 10％最终发展为结核病，同卵双胞胎 

同时患结核机会明显大于异卵双胞胎，不同种族之 

间结核感染率不同，均提示宿主遗传背景差异影响 

着机体对结核的抵抗力和易感性【31。迄今为止，许多 

病例对照研究结果显示，参与机体抗结核分枝杆菌 

感染免疫应答的生物活性分子如 自然抗性相关巨 

噬细胞蛋白 1、HLA、维生素 D受体、甘露聚糖凝集 

素、IL一1、IFN一 、IL一10、IL一8、IL一12及其受体等的 

基因多态性与结核病的易感性或临床表型有关。 

IL一18主要由活化的单核／巨噬细胞产生，最初 

被称为 IFN— 诱生因子，除能诱导 T细胞 、B细胞、 

NK细胞以及单核／巨噬细胞产生 IFN一 外，还能诱 

导新生 CD +T细胞极化为Thl细胞，增加 Thl细 

胞及 NK细胞 Fas—FasL介导的细胞毒作用。Brid— 

get Vesosky等人 发现，在体外用 IL一12联合 IL一18 

能明显增加小鼠肺组织细胞中IFN— +CD 细胞的 

比例。在 IL一18基因敲除的小鼠，IFN一 与IL一12的 

合成减少并且对分枝杆菌感染的抵抗力降低，而用 

外源性的 rIL～18或转入 IL一18基因治疗能降低小 

鼠体内分枝杆菌数量，增强抵抗结核分枝杆菌感染 

的能力I 5_。结核病患者循环、肺泡灌洗液及结核性胸 

腔积液中IL一18和 IFN— 的水平明显高于健康对 

照，且与肺组织病变程度以及肺结核患者发热的程 

度相平行 。由此可见，IL_18在人体抗结核免疫过 

程中发挥着重要作用。 

编码 IL一18的基因在人类位于 1 lq22．2-q22．3 

上，包含6个外显子和 5个内含子。Giedraitis等Il_研 
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究发现，在IL一18基因第 2外显子上游启动子区域一 

137、一607和一656位点存在 SNP，其中一607C／A和一 

137G／C位点分别位于核冈子 cAMP应元件结合蛋 

白和组蛋白H4转录因子结合区。 

应用 PCR—SSP技术检测 IL一18基因启动子一 

137和一607两个位点 SNP，经序列分析验证 ，该方 

法是可靠的。通过对 1 13例重庆汉族结核患儿和167 

例健康对照的检测分析发现 ，IL一18基因启动子一 

607位点的基因型和等位基因频率分布在结核患儿 

组和健康对照组之间差异无统计学意义；而结核患 

儿一137GG基冈型分布频率显著高于健康对照组 

(P=O．01)，携带一137GG基因型的个体患结核病的机 

率为携带一137GC基因型个体的2．09倍；结核患儿一 

137GC基因型分布频率显著低于健康对照组 (P= 

0．02)。同时，对 IL一18基因启动子一607C／A和一137G／ 

C单倍型联合分析发现，结核患儿组一1 37C／-607C单倍 

型频率显著低于健康对照组(P=0．02)：克隆和基因表 

达分析表明，IL一18基因启动子一607和一137位点多 

态性影响 IL一18和 IFN一 的表达；一137位点为 CC 

基因型的个体，IL一18 mRNA的表达水平高于其他 

基因型个体，而且 IL一18和 IFN一 mRNA的表达水 

平呈正相关III。Imboden M等I 】报道：过敏性哮喘患 

者 IL一18—137位等位基因G明显高于正常对照，等 

位基因G是过敏性哮喘的遗传危险因素 zhang PA 

等I1Ol发现：乙肝患者 IL一18—137位等位基因 C及一 

607C／一137C和一607A／一137C单倍体分布频率均明 

显低于健康对照，提示 IL一18—137位等位基因C可 

能有阻止乙型肝炎发展的作用，这实质上与我们的 

结论相一致。M．HarishankarMIu报道：印度人群中IL一 

18—137、一607两个位点的基因多态性在结核患者 

组与健康对照组间均无差别，这种不一致的结论的 

产生可能是南于研究人群的不同引起的。 

为了进一步揭示和明确 IL一18基因启动子一 

137G／C多态性对其蛋白表达能力的影响，本研究对 

46例重庆健康儿童 PBMCs体外表达 IL一18的水平 

在不同基因型组间进行了比较。结果发现，携带一1 37GG 

基因型个体的 PBMCs在自发或经 PMA+A23187刺 

激活化后 24h表达 IL一18的水平明显低于一137GC+ 

CC基因型个体。IL一18—137南c变为G虽然不能 

改变 IL一18蛋白的氨基酸序列，但是它能改变核因 

子组蛋白H4基因独特性转录因子(H4TF一1)的结 

合位 ，从而阻断受 H4TF-1调控的IL-18基因转 ? 

因此，我们推测 IL一18—137位 SNP将影响转录因子 

与IL-18基因启动子的结合能力，携带一137G等位基 

因的个体 IL一18表达水平低，而携带一137C等位基因 

的个体 IL一18的产生能力强，从而促进 IFN一 分泌， 

增强 NK、细胞毒 T淋巴细胞活性，更利于感染早期 

结核分枝杆菌的清除。此外，我们发现，PBMCs表达IL一 

18的水平在一137GG基因型组个体与 GC+CC基因 

型组个体之间有着明显的重叠，即使是在相同基因 

型的个体之间，PBMCs表达 IL一18的量也存在着很 

大的变异，这可能是由IL-1 8复杂的调控机制所引起 

的。因此，要确定基因型与其表型之间的关系，还需要 

采取更加精确的研究方法。 

总之，本研究分析了IL-18—137、一607两个SNP 

位点多态性与结核病易感性之间的关系，结核患儿 

组 IL一18—137位 GG基因型分布频率明显高于健 

康对照组 ，GC基因型分布频率明显低于健康对照 

组，等位基因C分布频率明显低于健康对照组，而IL- 

18—607位各基因型及等位基因频率与对照组比较 

均无显著差别。由于炎症反应中各种细胞因子调节网 

络的复杂性，要揭示各 SNP位点的功能以及与炎症 

表型之间的相关关系，还需要进行更加深入的遗传 

学和生物学研究，但本研究为IL一1 8SNP是结核病易 

感的重要因素提供了依据。 
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能，在应激反应中，下丘脑分泌的CRH在调节下丘 

脑神经元的激活过程中可能起了重要的作用： 
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