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ＩＬ１２Ｂ基因多态性与宁夏人群强直性脊柱炎患病风险的新关联
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　　摘　要：目的　探讨ＩＬ１２Ｂ基因多态性与宁夏人群强直性脊柱炎（ＡＳ）患病风险的关系。方法　选用病例对照方法，以２９７

例ＡＳ患者以及性别、地域匹配的３７０例健康者为研究对象，采用ＰＣＲＨＲＭ 技术和ＰＣＲＲＦＬＰ法结合测序技术检测ＩＬ１２Ｂ基

因４个ＳＮＰ的基因型，分析４个ＳＮＰ基因型频率、单体型以及危险基因型累积效应。结果　在ＡＳ患者中，ｒｓ３２１３０９４的基因型

ＡＡ（犘＝０．０３２，犗犚＝１．５３４）以及含有ｒｓ３２１３０９４等位基因Ａ的单体型ＡＡＣ（犘＝０．０１８，犗犚＝１．３５２）显著增多；４个ＳＮＰｓ的危险

基因型间存在着一定的累积效应，在病例组中同时存在３个或４个危险基因型的个体显著增加（犘＜０．０５），并且犗犚值逐渐增大

（１．７３１→４．９５７）。结论　ＩＬ１２Ｂ基因ＳＮＰｒｓ３２１３０９４可能是与宁夏人群ＡＳ患病风险相关联的新位点。
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　　强直性脊柱炎（ＡＳ）是一种临床分类诊断明确的多基因遗

传病［１］，是一种慢性全身性炎性疾病，后期可引起骨性强直及

脊柱畸形。在国内，ＡＳ的发病率为０．２０％～０．５４％
［２］，大多数

患者发病年龄低于３０岁，只有低于５％的患者是４５岁以上发

病的［３］。虽然 ＡＳ的病因迄今未明，但已确证遗传因素在 ＡＳ

的发生中起着非常重要的作用［４５］。

通过研究基因多态性来发现 ＡＳ的易感基因，进而探讨

ＡＳ的发病机制已经成为近年来普遍认可的最有前景的分子

遗传学研究方法。研究发现，ＩＬ１２Ｂ基因多态性与银屑病、儿

童变异性及非变异性哮喘等多种自身免疫性疾病相关联。因

此，笔者猜测ＩＬ１２Ｂ基因多态性可能也与自身免疫性疾病 ＡＳ

的患病风险之间存在相关性。为探讨ＩＬ１２Ｂ基因与中国群体

ＡＳ患病风险的关联，笔者选取ＩＬ１２Ｂ基因上的４个 ＳＮＰ

ｒｓ３２１３０９４、ｒｓ２０８２４１２、ｒｓ１７７２８３３８与ｒｓ３２１２２２７，在宁夏地区部

分ＡＳ患者和健康对照者中对其基因型进行检测分析，具体研

究如下。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　来自宁夏医科大学附属医院的汉族人群，病

例组为２００８年３月前确诊的２９７例 ＡＳ患者（年龄：１０～７１

岁，平均２９岁）；对照组由在本医院进行体检且无既往病史或

每项检查结果均正常的无血缘关系的３７０例个体组成（年龄

２５～７０岁，平均４６岁）。ＡＳ患者的诊断符合美国风湿病学会

制订的风湿病分类标准（修订的纽约标准）［６］。所有研究对象

均对该检测项目知情同意，并且提供外周血样本。该研究得到

卫生部北京医院，卫生部北京老年医学研究所伦理审核委员会

的认可，符合世界医学会赫尔辛基宣言及人体医学研究的伦理

原则。

１．２　仪器与试剂　ＤＮＡ定量分析仪为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

的Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ蛋白／核酸比色仪；ＰＣＲ扩增仪为美国 ＭＪ公

司的ＰＴＣ２２５型ＰＣＲ仪；高分辨熔解曲线（ＨＲＭ）基因突变／

基因分型检测系统为美国Ｉｄａｈｏ公司ＬｉｇｈｔｓｃａｎｎｅｒＴＭＨＲＩ

９６；凝胶成像系统为美国ＢｉｏＲａｄ公司的ＧｅｌＤｏｃ２０００成像系

统。全基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自 ＢｉｏＣｈａｉｎ公司；犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶和ｄＮＴＰ购自北京鼎国生物技术有限公司；ＬＣ

ｇｒｅｅｎＰＬＵＳ饱和荧光染料购自美国Ｉｄａｈｏ公司。

１．３　方法
［７］

１．３．１　基因组ＤＮＡ的制备　用全基因组ＤＮＡ提取试剂盒

从ＥＤＴＡ抗凝血中抽提ＤＮＡ，使用Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ蛋白／核酸

比色仪鉴定提取的基因组ＤＮＡ浓度及纯度。将样本ＤＮＡ稀

释成２０ｎｇ／μＬ的工作液，置于４℃冰箱备用。

１．３．２　基因型检测　使用软件Ｏｌｉｇｏ６．０完成引物设计，由上

海生工生物技术开发有限公司合成，４ＳＮＰｓ的引物序列、退火

温度 及 扩 增 片 段 长 度 见 表 １。使 用 ＰＣＲＨＲＭ 法 对

ｒｓ３２１３０９４、ｒｓ２０８２４１２与ｒｓ１７７２８３３８进行基因分型检测，ＰＣＲ

ＨＲＭ反应总体系为１０μＬ，其反应体系及反应条件见参考文

献［７］。使用限制性内切酶犜犪狇Ｉ对ｒｓ３２１２２２７的ＰＣＲ产物进

行分析（５１５ｂｐ→２８３ｂｐ＋２３２ｂｐ）。犜犪狇Ｉ的反应温度为６５

℃，时间为８ｈ。酶切反应总体系１０μＬ：１０×缓冲液１μＬ，

犜犪狇Ｉ（１０Ｕ／μＬ）０．２μＬ，ＰＣＲ扩增产物３μＬ，Ｈ２Ｏ５．８μＬ。酶

切产物经８％聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）电泳，ＧｅｌＤｏｃ２０００凝

胶成像分析系统成像后分析电泳图，判读基因型。

１．３．３　测序验证　从所得的不同基因型的个体中分别随机抽

取５例样本进行测序验证。测序样本重新进行ＰＣＲ扩增，引物

序列及相关信息见表２。ＰＣＲ反应体系３０μＬ，其反应体系及反

应条件见参考文献［７］，退火温度见表２。ＰＣＲ产物经８％

ＰＡＧＥ电泳检测，合格者送华大基因测序部进行测序验证。

表１　　基因分型ＰＣＲ反应基本信息

ＳＮＰｓ ５号染色体上的位置 引物序列（５′３′） 基因分型方法 退火温度（℃） 退火时间（ｓ） 片段长度（ｂｐ）

５ｒｓ３２１３０９４Ａ／Ｇ １５８６８３３４７ Ｆ：ＣＴＧＧＴＴＡＧＴＧＧＡＧＡＣＡＧＧＡＴ ＨＲＭ ６３ ２０ ５４

Ｒ：ＣＴＣＡＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＡＡＣＡＡ － － －

ｒｓ２０８２４１２Ａ／Ｇ １５８６５０３６７ Ｆ：ＴＴＣＡＣＡＣＡＴＧＧＡＣＡＡＣＣＡＡＧ ＨＲＭ ６３ ２０ ８２

Ｒ：ＴＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＡＡＡＴＡＡＣＧＡＧ － － －

ｒｓ１７７２８３３８Ａ／Ｇ １４６５５９６７５ Ｆ：ＡＴＧＴＧＧＴＴＴＧＴＴＣＡＧＣＴＧＧ ＨＲＭ ６０ １５ ７４

Ｒ：ＧＡＡＧＧＣＡＧＧＧＴＧＣＣＡＴＴＣ － － －

ｒｓ３２１２２２７Ｃ／Ａ １５８６７５５２８ Ｆ：ＴＡＴＧＴＴＧＴＧＡＧＡＡＡＴＡＡＧＡＡＧＡＧＡＣ ＲＦＬＰ ６４ ３０ ５１５

Ｒ：ＴＧＡＴＴＧＴＣＡＴＡＡＡＡＣＴＧＡＴＧＴＡＣＴＴ － － －

　　－：无数据。

表２　　测序ＰＣＲ反应基本信息

ＳＮＰｓ 引物序列（５′３′） 退火温度（℃） 退火时间（ｓ） 延伸时间（ｓ） 片段长度（ｂｐ）

ｒｓ３２１３０９４ Ｆ：ＴＧＧＧＡＡＧＡＣＴＡＡＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＡＣ ６２ ３０ ４５ ６１８

Ｒ：ＧＧＡＡＧＧＣＴＧＣＣＴＴＴＡＡＴＡＧＴＡＡＣＣ

ｒｓ２０８２４１２ Ｆ：ＣＡＣＡＧＣＡＧＡＧＧＴＣＴＧＣＡＣＡＣＡＴＡＧ ６２ ３０ ２０ １８０

Ｒ：ＧＴＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＡＡＡＴＡＡＣＧＡＧＴＧ

ｒｓ１７７２８３３８ Ｆ：ＡＣＧＴＧＧＣＡＴＧＧＡＡＣＡＴＡＧＧＡＧ ５８ ３０ ３０ ３４３

Ｒ：ＧＧＴＧＡＧＧＴＡＧＡＣＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＧＴ

ｒｓ３２１２２２７ Ｆ：ＴＡＴＧＴＴＧＴＧＡＧＡＡＡＴＡＡＧＡＡＧＡＧＡＣ ６４ ３０ ３０ ５１５

Ｒ：ＴＧＡＴＴＧＴＣＡＴＡＡＡＡＣＴＧＡＴＧＴＡＣＴＴ

１．４　统计学处理　运用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检测研究样本

的群体代表性。基因型频率比较分析与危险基因型累积效应

分析采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异显著性标准，用比值比

（ＯＲ）值及其９５％可信区间（９５％犆犐）对相对风险进行评价，在

ＳＰＳＳ１７．０软件下完成数据的统计分析。采用ＳＨＥｓｉｓ在线软

件［８９］进行单体型分析，定义最低频率阈值为０．０３，即频率小

于０．０３的单体型不纳入分析。

２　结　　果

２．１　基因型分析　ＳＮＰｒｓ３２１３０９４、ｒｓ２０８２４１２、ｒｓ１７７２８３３８和

ｒｓ３２１２２２７的基因分型图见图１。为检测各ＳＮＰ分型结果的

准确率，在所有ＳＮＰｓ的每个基因型中随机挑选５例进行测序

验证，结果证实：各 ＳＮＰ 分型结果与测序结果完全吻合

（ｒｓ３２１３０９４测序图见图２），测序结果进行网上ＢＬＡＳＴ比对，

序列完全一致。

２．２　基因型频率关联分析　为检测本研究群体的代表性，笔

者对每个ＳＮＰ在对照组中的基因型分布频率进行 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验分析，结果发现：所有ＳＮＰ的基因型在对

照组中的分布情况均符合 ＨＷＥ规律（犘＞０．０５），见表３。分
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析ＩＬ１２Ｂ的４个ＳＮＰｓ基因型在ＡＳ患者与对照者间分布频率

的差异性，结果发现：在ＩＬ１２Ｂ基因的４个 ＳＮＰｓ中，只有

ｒｓ３２１３０９４的基因型ＡＡ在ＡＳ组和对照组之间的分布具有显

著性差异（犘＝０．０３２，犗犚＝１．５３４，９５％犆犐：１．０３５，２．７２７），见

表４。

２．３　单体型关联分析　在４个 ＳＮＰｓ中，ｒｓ１７７２８３３８与

ｒｓ２０８２４１２相距超过１２０００ｋｂ，减数分裂时易发生交换，做单

体型分析意义不大。因此笔者仅分析ｒｓ３２１３０９４ｒｓ２０８２４１２

ｒｓ３２１２２２７组成的单体型，结果发现：含有ｒｓ３２１３０９４等位基因

Ａ的单体型ＡＡＣ在病例组中显著增多（犘＝０．０１８），并且犗犚

值大于１（９５％犆犐：１．０５０，１．６７１），而含有等位基因Ｇ的单体型

ＧＡＡ在病例组与对照组中的分布频率之比犗犚值为０．１５８，见

表５。

２．４　危险基因型累积效应分析　笔者对ｒｓ３２１３０９４（ＡＡ）、

ｒｓ２０８２４１２（ＡＡ）、ｒｓ１７７２８３３８（ＡＧ）与ｒｓ３２１２２２７（ＣＣ）的危险基

因型进行累积效应分析，结果发现：同时存在３个或４个危险

基因型的个体，在病例组中的分布频率显著高于其在对照组中

的分布频率（犘＜０．０５），并且犗犚值逐渐增大（１．７３１→４．９５７），

见表６。

表３　　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检测结果

ＳＮＰｓ 组别 基因频率［狀（％）］ ＨＷＥ

ｒｓ３２１３０９４

病例组 ６５（２２．２）ａ １４１（４８．１）ｂ ８７（２９．７）ｃ －

对照组 ５８（１５．７）ａ １９９（５３．８）ｂ １１３（３０．５）ｃ ０．０５４

ｒｓ１７７２８３３８

病例组 ５７（１９．２）ａ １４９（５０．２）ｂ ９１（３０．６）ｃ －

对照组 ５７（１５．６）ａ ２１０（５７．４）ｂ ９９（２７．０）ｃ ０．３５０

ｒｓ２０８２４１２

病例组 ６６（２２．４）ａ １３９（４７．３）ｂ ８９（３０．３）ｃ －

对照组 ６３（１７．０）ａ １９６（５３．０）ｂ １１１（３０．０）ｃ ０．１３６

ｒｓ３２１２２２７

病例组 ６０（２０．４）ｄ １４３（４８．６）ｅ ９１（３１．０）ａ －

对照组 ５４（１４．７）ｄ １９６（５３．２）ｅ １１８（３２．１）ａ ０．０５８

　　ａ：ＡＡ基因型的基因频率；ｂ：ＡＧ基因型的基因频率；ｃ：ＧＧ基因型

的基因频率；ｄ：ＣＣ基因型的基因频率；ｅ：ＡＣ基因型的基因频率；－：无

数据。

　　酶切产物１，６：ＡＡ（５１５ｂｐ）；２，４，５：ＡＣ（５１５、２８３、２３２ｂｐ）；３：ＣＣ（２８３、２３２ｂｐ）。

图１　　ＩＬ１２Ｂ基因４ＳＮＰｓ的基因型分型图

图２　　ｒｓ３２１３０９４测序结果图

表４　　ＩＬ１２ＢＳＮＰｓ基因型分布情况分析

ＳＮＰｓ 组别 基因型比例［狀（％）］ 犘 犗犚（９５％犆犐） 基因型比例［狀（％）］ 犘 犗犚（９５％犆犐）

ｒｓ３２１３０９４

病例组 ６５（２２．２）ａ ２２８（７７．８）ｂ ０．０３２１．５３４（１．０３５，２．２７２） ２０６（７０．３）ｂ ８７（２９．７）ｃ ０．８１３１．０４１（０．７４５，１．４５４）

对照组 ５８（１５．７）ａ ３１２（８４．３）ｂ － － ２５７（６９．５）ｂ １１３（３０．５）ｃ － －

ｒｓ２０８２４１２

病例组 ６６（２２．４）ａ ２２８（７７．６）ｂ ０．０７９１．４１１（０．９５９，２．０７４） ２０５（６９．７）ｂ ８９（３０．３）ｃ ０．９３９０．９８７（０．７０７，１．３７８）

对照组 ６３（１７．０）ａ ３０７（８３．０）ｂ － － ２５９（７０．０）ｂ １１１（３０．０）ｃ － －

ｒｓ１７７２８３３８

病例组 １（０．４）ａ ２９６（９９．６）ｂ ０．６９６０．６２２（０．０５６，６．８８９） ４０（１３．５）ｂ ２５７（８６．５）ｃ ０．２０２１．３６０（０．８４７，２．１８２）

对照组 ２（０．６）ａ ３６８（９９．４）ｂ － － ３８（１０．３）ｂ ３３２（８９．７）ｃ － －

ｒｓ３２１２２２７

病例组 ６０（２０．４）ｄ ２３４（７９．６）ｅ ０．０５２１．４９１（０．９９５，２．２３５） ２０３（６９．０）ｆ ９１（３１．０）ａ ０．７６０１．０５３（０．７５７，１．４６５）

对照组 ５４（１４．７）ｄ ３１４（８５．３）ｅ － － ２５０（６７．９）ｆ １１８（３２．１）ａ － －

　　ａ：ＡＡ基因型的比例；ｂ：ＡＡ＋ＡＧ基因型的比例；ｃ：ＧＧ基因型的比例；ｄ：ＣＣ基因型的比例；ｅ：ＡＣ＋ＡＡ基因型的比例；ｆ：ＣＣ＋ＡＣ基因型的比

例；－：无数据。
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表５　　ＳＮＰｒｓ３２１３０９４ｒｓ２０８２４１２ｒｓ３２１２２２７单体型分析

单体型 病例组［狀（％）］ 对照组［狀（％）］ χ
２ 犘 犗犚 ９５％犆犐

ＡＡＣ ２４２．５（０．４２１） ２４４．２９（０．３３２） ５．６４１ ０．０１８ １．３５２ １．０５０，１．６７１

ＧＡＡ ６．９９（０．０１２） ４９．１３（０．０６７） ２６．２４５ ３．１２×１０－７ ０．１５８ ０．０７１，０．３５２

ＧＧＡ ２９２．６３（０．５０８） ３５０．７６（０．４７７） ０．０２６ ０．８７１ ０．９８１ ０．７８０，１．２３４

表６　　ｒｓ３２１３０９４、ｒｓ２０８２４１２、ｒｓ１７７２８３３８与ｒｓ３２１２２２７

　　　危险基因型累积效应分析

危险基因型
病例组

［狀（％）］

对照组

［狀（％）］
犗犚（９５％犆犐） 犘

０ １８７（６３．０） ２０６（５５．７） １．００（Ｒｅｆ） －

１ ３６（１２．１） ５９（１５．９） ０．６７２（０．４２５，１．０６４） ０．０８９

２ １０（３．４） ２０（５．４） ０．５５１（０．２５１，１．２０７） ０．１３２

３ ５５（１８．５） ３５（９．５） １．７３１（１．０８４，２．７６４） ０．０２１

４ ９（３．０） ２（０．５） ４．９５７（１．０５８，２３．２３７） ０．０２５

　　－：无数据。

３　讨　　论

ＩＬ１２又称自然杀伤细胞刺激因子（ＮＫＳＦ）或细胞毒性淋

巴细胞成熟因子（ＣＬＭＦ），是一种异源二聚体型细胞因子，主

要由活化的巨噬细胞和 Ｔ淋巴细胞合成，可调节自然杀伤

（ＮＫ）细胞与Ｔ淋巴细胞的活性。ＩＬ１２参与Ｔｈ１细胞的生长

与分化，使Ｔｈ１细胞维持在一定的数量以抑制胞内病原体的

感染。Ｔｈ１细胞为ＣＤ４＋Ｔ细胞，主要分泌白细胞介素２（ＩＬ

２）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子 ＴＮＦβ（ＴＮＦβ）等，参与

调节细胞免疫，辅助细胞毒性 Ｔ细胞分化，介导细胞免疫应

答，参与迟发型超敏反应等。

ＩＬ１２Ｂ基因位于５ｑ３１．１～ｑ３３．１，全长１５ｋｂ，含８个外显

子，可编码一种相对分子质量为４０×１０３ 的细胞因子受体样亚

基Ｐ４０，并与ＩＬ１２Ａ编码的相对分子质量为３５×１０３ 的细胞因

子受体样亚基Ｐ３５通过二硫键连接而形成ＩＬ１２。据报道，

ＩＬ１２Ｂ基因多态性与多种自身免疫性疾病相关联。Ｎａｉｒ等
［１０］

研究发现：ＩＬ１２Ｂ基因３′非翻译区ｒｓ３２１２２２７与高加索人银屑

病的发生具有相关性。ＩＬ１２Ｂ基因启动子多态性与儿童变异

性及非变异性哮喘的严重性相关联。据报道，ＩＬ１２Ｂ基因的

超表达与中枢神经性疾病多发性硬化病（ＭＳ）的发生相关联。

为探讨ＩＬ１２Ｂ基因与ＡＳ的患病风险之间的相关性，本研

究采用病例对照设计，应用ＰＣＲＨＲＭ和ＰＣＲＲＦＬＰ技术检

测 ＩＬ１２Ｂ 基 因 上 的 ４ 个 ＳＮＰｓ（ｒｓ３２１３０９４、ｒｓ２０８２４１２、

ｒｓ１７７２８３３８与ｒｓ３２１２２２７）的基因型与等位基因在宁夏 ＡＳ患

者组与正常对照组之间的分布情况。结果发现：在 ＡＳ患者组

中，ｒｓ３２１３０９４的基因型 ＡＡ以及含有ｒｓ３２１３０９４等位基因 Ａ

的单体型ＡＡＣ的分布频率显著高于其在对照组中的分布频

率（犘＜０．０５，犗犚＞１），提示ｒｓ３２１３０９４可能与 ＡＳ的患病风险

具有相关性，ＡＡ可能是其危险基因型。研究还发现：ＩＬ１２Ｂ

基因上的４个ＳＮＰｓ的危险基因型间存在着一定的累积效应，

同时存在３个或４个危险基因型的个体，在病例组中的分布频

率显著高于其在对照组中的分布频率（犘＜０．０５），并且犗犚值

逐渐增大，提示ＩＬ１２Ｂ基因可能与 ＡＳ的易感性具有一定

关联。

ＳＮＰｒｓ３２１３０９４位于ＩＬ１２Ｂ基因内含子区，近年来，已有

研究发现ｒｓ３２１３０９４与自身免疫性疾病的发生相关联。Ｚｈａｎｇ

等［１１］为探讨银屑病关联基因的一项全基因组关联分析发现

ｒｓ３２１３０９４与银屑病显著关联（犘＝２．５８×１０－２６）。李敏等
［１２］

研究发现：ＩＬ１２Ｂ基因多态位点ｒｓ３２１３０９４基因型和等位基因

在寻常型银屑病患者和健康对照者间的分布有显著性差异（犘

分别为１．３０×１０－５与４．２×１０－６）。然而目前还未有关于ＩＬ

１２Ｂ基因ｒｓ３２１３０９４与ＡＳ的关联研究。

本研究首次发现ＩＬ１２Ｂ基因ｒｓ３２１３０９４与ＡＳ的关联性，

但由于样本量较小、研究群体单一的局限性，研究结果仅供参

考。至于ＩＬ１２Ｂ基因多态性与 ＡＳ患病风险间是否存在相关

性，关联强度如何，还有待进一步的多中心、大样本研究，从而

为ＡＳ的病因学研究提供理论依据。
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