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　　摘　要：目的　探讨白介素２３Ｒ（ＩＬ２３Ｒ）基因ｒｓ１０８８９６７７Ａ／Ｃ、ｒｓ１８８４４４４Ｇ／Ｔ两个位点单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与肝癌的遗

传易感性的关系。方法　采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）检测８４例肝癌和９４例健康对照者外周血白细

胞ＤＮＡ的ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４、ｒｓ１０８８９６７７两个位点多态性。结果　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７位点ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型及Ａ、

Ｃ等位基因型分布频率比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４位点ＴＴ、ＴＧ、ＧＧ基因型及Ｔ、Ｇ等位基因

型分布频率比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。危险性分析显示含有Ｔ等位基因型的个体较含有Ｇ等位基因型者发生肝癌

的风险高（犗犚＝１．６３６，９５％犆犐＝１．０２７～２．６０７）；ＧＡ单倍型与肝癌的患病风险性有相关性（犘＝０．０２０９），携带ＧＡ单倍型的个体

患肝癌的风险增加至１．７２。其他单倍型与肝癌的患病风险无相关性（犘＞０．０５）。结论　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４Ｔ／Ｇ位点多态性

与肝癌的遗传易感性有关，而ｒｓ１０８８９６７７Ａ／Ｃ位点多态性与肝癌的遗传易感性无明显相关性。
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　　肝癌是人类最常见的消化系统恶性肿瘤之一，全世界每年

新发肝癌患者约６０万人，位居恶性肿瘤的第５位。中国发病

人数约占全球的５０％以上，全球５５％肝癌病例发生在中国
［１］。

研究证实白介素２３Ｒ （ＩＬ２３Ｒ）基因的某些多态性位点与胃

癌、卵巢癌、食管癌等有关［２４］。但ＩＬ２３Ｒ基因多态性与肝癌

的遗传易感性的关系尚不清楚。本研究对ＩＬ２３Ｒ 基因

ｒｓ１０８８９６７７Ａ／Ｃ、ｒｓ１８８４４４４Ｇ／Ｔ 两个位点单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）进行检测，以探讨这两个位点与肝癌的遗传易感相关性

的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　实验分肝癌组和对照组２组，肝癌组８４例，

为２０１０年６～１０月在广西医科大学第一附属医院因肝癌住

院，未经化疗、放疗的患者，其中男７３例，女１１例，年龄２１～

６９岁，中位年龄４７．５岁，ＨＢｓＡｇ阳性８４例（１００％），ＡＦＰ阳

性５５例（６５．５％），肝功能 ＡＬＴ平均值为１５２．１Ｕ／Ｌ，全部病

例均经临床和病理检查确诊为肝癌。对照组９４例，为同期健

康体检者，其中男７４例，女２１例，年龄２１～６９岁，中位年龄

４４．５岁，所有对照组体检结论为健康合格者。所有研究对象

和实验标本的获得均符合伦理学原则。

１．２　ＤＮＡ标本　所有未经化疗、放疗的肝癌组患者和健康对

照者均抽取外周静脉血５ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，采用苯酚氯仿法

提取外周血白细胞基因组ＤＮＡ，置于－２０℃冰箱备测。

１．３　引物设计　ＩＬ２３Ｒ基因的ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４两个

基因序列ＰＣＲ扩增引物参照文献设计
［５６］。引物由上海生工

生物有限公司合成，引物序列见表１。

表１　　引物序列

多态性位点 引物序列（５′～３′）

ｒｓ１０８８９６７７ ５′ＡＧＧＧＧＡＴＴＧＣＴＧＧＧＣＣＡＴＡＴ３′

５′ＴＧＴＧＣＣＴＧＴＡＴＧＴＧＧＡＣＣＡ３′

ｒｓ１８８４４４４ ５′ＴＣＴＴＡＧＧＧＡＡＡＡＡＴＧＴＴＡＴＧＣＴＴＴＴＴ３′

５′ＧＣＡＴＣＣＣＡＴＴＧＡＡＴＡ ＧＴＧＧＣ３′

１．４　聚合酶链反应　采用 ＤＡ７３００ＰＣＲ反应仪，试剂购自

８３１３ 重庆医学２０１２年１０月第４１卷第３０期

 基金项目：广西壮族自治区卫生厅自筹经费科研课题基金资助项目（２２０１２５４８）。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３９７７１６３９１９；Ｅｍａｉｌ：Ｑｉｎｘｕｅ９１９＠

１６３．ｃｏｍ。



Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，包括基因组 ＤＮＡ

２．０μＬ，上下游引物（１μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤｒｅａｍＴａｑＴＭＧｒｅｅｎ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２ｘ）１２．５μＬ，不足体积用灭菌去离子水补充

至２５μＬ。ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７位点的ＰＣＲ反应循环参数

为：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６２．８℃退火３０ｓ，７２℃延

伸３０ｓ，３６个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４

位点的ＰＣＲ反应循环参数除退火温度为５６℃外，其他反应条

件同ｒｓ１０８８９６７７。取产物５μＬ经含有ＥＢ的２％琼脂糖凝胶

电泳，观察ＰＣＲ扩增是否成功。

１．５　扩增产物的限制性酶切　酶切反应体系均为２０μＬ，包

括ＰＣＲ产物１０μＬ，限制性内切酶（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，反应缓冲液

２μＬ，灭菌去离子水补充至２０μＬ，３７ ℃酶切过夜。其中

ｒｓ１０８８９６７７位点的限制性内切酶为 Ｍｎｌｌ，ｒｓ１８８４４４４４位点则

为 ＨｅａⅢ（限制性内切酶均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）。酶切产物

与标准 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ同步电泳（含 ＥＢ的３％琼脂糖凝胶电

泳），观察基因型。

１．６　基因型判断　（１）ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７位点。ＣＣ基

因型：完全切开，酶切产物有１５４ｂｐ和６２ｂｐ两条带；ＣＡ基因

型：未完全切开，酶切产物有２１６、１５４和６２ｂｐ３条带；ＡＡ基

因型：不能切开，酶切产物只有２１６ｂｐ１条带。（２）ＩＬ２３Ｒ基

因ｒｓ１８８４４４４４位点。ＧＧ基因型：完全切开，酶切产物有１１７

ｂｐ和１９ｂｐ两条带；ＧＴ基因型：未完全切开，酶切产物有１３６、

１１７和１９ｂｐ（片段太小，电泳不可见）３条带；ＴＴ基因型：不能

切开，酶切产物只有１３６ｂｐ１条带。

　　Ｍ：对照组；９：ＣＡ基因型；５、６：ＣＣ基因型；１、２、４、７、８、１０：ＡＡ基

因型。

图１　　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７位点ＰＣＲ产物酶切电泳图

　　Ｍ：对照组；１、４、７：ＴＧ基因型；２、６、８、９：ＧＧ基因型；３、５、１０：ＴＴ

基因型）。

图２　　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４位点ＰＣＲ产物酶切电泳图

１．７　测序鉴定　随机抽取１０％的样本送至上海生工生物有

限公司进行测序。测序仪器为ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０。

１．８　统计学处理　对照组和肝癌组经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡

检验分析后，采用直接计数计算基因型和等位基因频率；各组

间等位基因频率和基因型分布频率差异采用χ
２ 检验和危险性

分析，计算比值比（犗犚）和９５％可信区间（９５％犆犐）。采用

ＰＬＩＮＫ软件构建ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４和ｒｓ１０８８９６７７两个

位点的单倍型并进行分析。

２　结　　果

２．１　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４位点酶切结果和测

序结果　限制性内切酶产物经电泳分析后发现ＩＬ２３Ｒ基因

ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４酶切后均可产生３种基因型，见图１、图

２。测序结果和酶切结果均吻合。

２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验　经 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检

验ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４位点对照组和肝癌组基

因型实际值与预测值比较结果犘值分别为０．７７５、０．３８７，犘＞

０．０５，均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，显示本研究所检测样品具

有代表性和可比性。

２．３　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４位点肝癌组和对照

组基因型及等位基因型分布比较　见表２。

表２　　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４位点基因型、等位

　　　基因型在肝癌组和对照组中的分布［狀（％）］

基因型／等位

基因型
对照组 肝癌组 χ

２ 犘 犗犚（９５％犆犐）

ｒｓ１０８８９６７７

　ＡＡ ５５（５８．５） ５５（６５．５） １．００８ ０．６０４

　ＡＣ ３４（３６．２） ２６（３１．０）

　ＣＣ 　５（５．３） 　３（３．６）

　Ａ １４４（７６．１） １３６（８１．０） １．００３ ０．３１７０．７７０（０．４６１～１．２８５）

　Ｃ ４４（２３．９） ３２（１９．０）

ｒｓ１８８４４４４

　ＴＴ ６０（６３．８） ３８（４５．２） ６．７９８ ０．０３３

　ＴＧ ２４（２５．５） ３６（４２．９）

　ＧＧ １０（１０．６） １０（１１．９）

　Ｔ １４４（７６．６） １１２（６６．７） ４．３３ ０．０３７１．６３６（１．０２７～２．６０７）

　Ｇ ４４（２３．３） ５６（３３．３）

由表２可见肝癌组与对照组比较，ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７

位点ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型及Ａ、Ｃ等位基因型分布比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４位点ＴＴ、ＴＧ、ＧＧ

基因型及Ｔ、Ｇ等位基因型分布比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。显示ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４基因多态性与肝癌的遗

传易感性有关。危险分析显示Ｔ等位基因型与Ｇ等位基因型

相比其犗犚值为１．６３６，９５％ＣＩ为１．０２７～２．６０７，提示携带Ｔ

等位基因型的个体较携带Ｇ等位基因型者发生肝癌的风险增

加１．６３６倍。

２．４　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４位点单倍型分析　

采用ＰＬＩＮＫ软件对ｒｓ１８８４４４４和ｒｓ１０８８９６７７２两个位点进行

单倍型构建，共构建出４种单倍型。由表４可见ＧＡ单倍型与

肝癌的患病风险性有相关性（犘＝０．０２０９），携带 ＧＡ单倍型的

个体患肝癌的风险增加至１．７２。其他单倍型与肝癌的患病风

险性无相关性（犘＞０．０５）。

表３　　ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７、ｒｓ１８８４４４４位点单倍型

　　　在肝癌组和对照组中的分布

单倍型 对照组 肝癌组 犗犚 犘

ＧＣ ０．０７８ ０．０６５ ０．７６３ ０．５０４

ＴＣ ０．１５６ ０．１１７ ０．７０５ ０．１８４

ＧＡ ０．１５６ ０．２４５ １．７２０ ０．０２０

ＴＡ ０．６１０ ０．５７３ ０．８７１ ０．４２０
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３　讨　　论

经研究发现已有多种炎性细胞因子介导的信号通路参与

肝癌的发生、发展［５］。ＩＬ２３是一种与肿瘤有关的炎症性细胞

因子［６］。ＩＬ２３Ｒ是ＩＬ２３受体复合物的２个亚基之一，主要的

生物学作用是介导ＩＬ２３在细胞内的信号传导。ＩＬ２３需通过

与其相应的ＩＬ２３受体复合物结合才能发挥其生物学功能。

当ＩＬ２３与ＩＬ２３Ｒ结合后，可引发下游信号通路Ｊａｋ２、Ｔｙｋ２

分子的激活，磷酸化受体胞内区的Ｓｔａｔｓ结合位点，使Ｓｔａｔｓ分

子以二聚体方式聚集，磷酸化的Ｓｔａｔｓ二聚体入核后，激活靶

基因的转录。ＩＬ２３与ＩＬ２３Ｒ还能诱导记忆性ＣＤ４＋Ｔ细胞

向ＴＨ１７细胞分化
［７］。ＴＨ１７细胞可高表达ＩＬ１７，并分泌大

量促炎因子如：ＩＬ６和 ＴＮＦα等
［８］。ＴＨ１７细胞可介导炎性

反应、自身免疫性疾病、肿瘤等疾病的发生、发展［９］。而致炎细

胞因子ＩＬ１７可以促进多种细胞亚群及巨噬细胞产生ＴＮＦ、

ＩＬ８等促炎细胞因子，引起细胞浸润和组织破坏
［１０］。上述炎

症因子构成了ＩＬ２３／ＩＬ２３Ｒ／ＴＨ１７／ＩＬ１７通路，该通路是引

起机体炎症及免疫紊乱的重要组成部分。由于肿瘤可源自慢

性炎症［１１］，Ｋｕａｎｇ等
［１２］揭示肿瘤可激活单核细胞分泌ＩＬ２３

等细胞因子，触发ＴＨ１７细胞分化和增殖；ＴＨ１７细胞分泌的

ＩＬ１７累积在肝癌中通过引起血管生成而促进疾病的进展。

而作为ＩＬ２３／ＩＬ２３Ｒ／ＴＨ１７／ＩＬ１７通路信号传递因子的ＩＬ

２３Ｒ也极有可能与肝细胞癌变有关。本研究首次探讨了ＩＬ

２３Ｒｒｓ１０８８９６７７Ａ／Ｃ及ＩＬ２３Ｒｒｓ１８８４４４４Ｇ／Ｔ两个位点多态

性与肝癌的关系。本研究结果显示ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１８８４４４４位

点基因型、等位基因型分布频率差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。危险分析显示携带Ｔ等位基因型的个体较携带 Ｇ等

位基因型者发生肝癌的风险高。各单倍型中只有ＧＡ单倍型

与肝癌的患病风险性有相关性（犘＝０．０２０９）。说明了ＩＬ２３Ｒ

基因ｒｓ１８８４４４４位点基因多态性可能与肝癌遗传易感性有关。

而ＩＬ２３Ｒ基因ｒｓ１０８８９６７７位点基因型、等位基因型分布频率

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。该位点与肝癌的遗传易感性

无明显相关性。

本研究的ＩＬ２３Ｒｒｓ１０８８９６７７Ａ／Ｃ及ＩＬ２３Ｒｒｓ１８８４４４４Ｇ／

Ｔ两个位点均为 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ上的标签ＳＮＰ，分别位于外显子

１１和 外 显 子 ２，二 者 都 是 由 于 碱 基 的 取 代 而 出 现 ＳＮＰ

（ｒｓ１８８４４４４是Ｔ→Ｇ，ｒｓ１０８８９６７７是Ａ→Ｃ）。基因序列中单个

核苷酸的替代、插入或缺失，都会引起编码氨基酸的改变或导

致转录的ｍＲＮＡ剪接的改变，影响基因表达与蛋白质的功能，

从而导致疾病的发生。ＩＬ２３Ｒ基因多态性与食管癌、胃癌等

的研究已证实ＩＬ２３Ｒ可能与某些炎症相关的肿瘤易感性有

关。Ｚｈａｎｇ等
［１３］研究发现，ＩＬ２３Ｒ可通过交替剪接产生剪接

异构体，并优先在肺癌中表达，进而推测该表达可能有助于细

胞逃避机体的免疫监视或攻击，使ＩＬ２３Ｒ可能在某些癌症的

发生、发展过程中发挥作用。Ｃｈｅｎ和 Ｈｓｉｃｈ
［１４］证实，ＩＬ２３Ｒ

信号通路中的Ｓｔａｔｓ３调控多种与细胞增殖及凋亡有关的功能

蛋白的表达，Ｓｔａｔｓ３的异常活化是引起子宫内膜癌的原因之

一。本研究显示，与肝癌遗传易感性相关的ＩＬ２３Ｒｒｓ１８８４４４４

基因位于外显子２，后者负责编码ＩＬ２３Ｒ的信号肽
［１５］，信号肽

的功能是决定新生肽链在细胞中的定位或决定某些氨基酸残

基修饰。虽然ｒｓ１８８４４４４已被报道与胃癌及食管癌等的遗传

易感性相关，但ｒｓ１８８４４４４的功能目前还不明确，有待于进一

步的功能学研究。
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