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[摘摇 要] 摇 目的:探讨 IL鄄32 基因 rs28372698A / T、rs12934561C / T 及 rs11861531C / T 三个位点的多态性与多发性硬化

(MS)的遗传易感的关系,为 MS 高危人群的确立提供理论依据。 方法:入选 580 例 MS 患者和 650 例健康对照,应用单碱基延

伸法和 DNA 测序对 IL鄄32 基因位点进行基因分型,同时,采用酶联免疫吸附试验检测两组 IL鄄32 的血清浓度。 结果:IL鄄32 基因

rs28372698A / T 位点的基因型频率和对照组比较存在显著差异(P=0郾 007),其等位基因频率在两组间的分布频率存在统计差

异(P=0郾 033)。 rs12934561C / T 与 rs11861531C / T 的各基因型及等位基因频率在两组间差异无统计学意义(P>0郾 05)。 T鄄T鄄T
单倍型在 HCC 中的分布频率显著高于对照组(P = 0郾 012),T鄄T鄄T 单倍型与 MS 的发病风险密切相关(OR = 1郾 968,95% CI:
1郾 352-2郾 574)。 MS 患者组的血清 IL鄄32 水平明显高于对照组[(399郾 08依156郾 85)pg / ml vs(239郾 99依88郾 35)pg / ml,P= 0郾 001]。
AT 和 TT 基因型的 MS 患者 IL鄄32 血清水平明显高于 AA 基因型 MS 患者 [( 465郾 53 依 172郾 40 ) pg / mL vs ( 295郾 86 依
103郾 96)pg / ml,P<0郾 01;(491郾 15依133郾 65)pg / ml vs (295郾 86依103郾 96) pg / ml,P<0郾 01]。 结论:本研究首次报道了 IL鄄32 基因

rs28372698 位点多态性与 MS 的关系,且 IL鄄32 的基因多态性在 MS 患者中对 IL鄄32 的血清水平有影响。 我们的研究为 MS 遗

传和个体化的诊疗提供了新的参考依据。
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[Abstract]摇 Objective:To investigate interleukin鄄32 ( IL鄄32) ( rs28372698A / T,rs12934561C / T and rs11861531C / T) genetic
susceptibility in patients with multiple sclerosis ( MS) by case鄄control study, which provides a theoretical foundation for high鄄risk
population with MS郾 Methods:A total 580 MS patients and 650 healthy controls were included in this study,polymerase chain reaction鄄
single base extension (PCR鄄SEB) was used to test DNA sequencing,and serum levels of IL鄄32 were determined by enzyme鄄linked im鄄
munosorbent assay郾 Results:The genotype and allele frequency of IL鄄32 (rs28372698A / T) had significantly differences compared with
healthy controls (P=0郾 007,P=0郾 033),however,there were no statistical differences in rs12934561C / T and rs11861531C / T between
the two groups (P>0郾 05)郾 T鄄T鄄T haploid genotype in patients with MS was higher than control groups (P=0郾 012),and T鄄T鄄T haploid
genotype was associated with increased risk of MS (OR=1郾 968,95% CI:1郾 968-1郾 352)郾 Serum levels of IL鄄32 in patients with MS was
increased compared with control groups [(399郾 08 依 156郾 85) pg / ml vs ( 239郾 99 依 88郾 35 ) pg / ml, P = 0郾 001 ] 郾 The serum IL鄄32
concentrations in MS patients with AT and TT genotype were higher compared with MS patient with AA genotype[(465郾 53依172郾 40)
pg / ml vs (295郾 86依103郾 96)pg / ml,P<0郾 01;(491郾 15依133郾 65)pg / ml vs (295郾 86依103郾 96)pg / ml,P<0郾 01]郾 Conclusion:Our study
found that an association between IL鄄32 (rs28372698) gene polymorphism and MS,and serum levels of IL鄄32 were influenced by IL鄄32
gene polymorphism in patients with MS,suggesting a theoretical basis for individualized diagnosis and treatment of MS patients郾
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摇 摇 多发性硬化(Multiple sclerosis,MS)是一种累及 中枢神经系统的炎性脱髓鞘病。 以往的研究证实,
MS 可能是遗传因素和环境因素共同作用所引起的

中枢神经系统自身免疫性疾病,其发病机制不完全

清楚[1]。 有研究表明,炎症在神经系统脱髓鞘病变

的形成和发展中起着至关重要的作用[2]。 进一步

研究发现,细胞因子在神经系统脱髓鞘病变中占有

重要地位,炎症因子的水平与 MS 患者的疾病严重
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程度有关[3],白介素鄄32(Interleukin鄄3,IL鄄32)作为一

种内源性的炎症调控因子,在炎症中起着关键作

用[4]。 最近研究发现,IL鄄32 基因多态性与系统性

红斑狼疮、急性肺损伤及癌症等多种炎症性疾病密

切相关[5鄄7]。 因此,本研究探讨 IL鄄32 基因多态性与

MS 遗传易感性的关系,拟寻找一种新的炎症因子

为临床 MS 的治疗提供潜在的靶点,同时,为 MS 高

危人群的筛查提供理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

1郾 1郾 1摇 研究对象 摇 选取 2012 年 ~ 2016 年于我院

就诊的 MS 患者 580 例,所有病例的诊断均符合

2005 年 McDonald 的 MS 诊 断 标 准 及 1999 年

Wingerchuck NMO 的诊断标准[8]。 所有入选患者均

为新确诊的患者,其中男性 360 例,女性 220 例,年
龄(32郾 7依10郾 26)岁。 同时,选取 650 例同期同地区

健康无血缘关系的个体作为对照,其中男性 400 例,
女性 250 例,年龄(33郾 2依9郾 18)岁。 所有入选对象

排除心血管疾病、高血压、糖尿病、肾功能不全、感染

性疾病、免疫性疾病及其他恶性肿瘤性疾病。 本次

研究经过我院伦理委员会批准。
1郾 1郾 2摇 主要试剂和仪器 摇 PCR 产物(德国 Qiagen
公司

司和

美国

),虾碱酶和外切酶玉分别购自美国 Promega 公
Epieentre 公司,SNaPshot Multiplex 试剂盒购自

ABI 公司,IL鄄32 试剂盒(上海江莱生物科技有
限公司) 。
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 DNA 的提取和基因型检测 摇 采集静脉血

2 ml 于 EDTA 抗凝管-20益保存。 DNA 的提取采用

改良碘化钠法,经纯度鉴定后-20益保存备用。 上

海天 昊 生 物 科 技 有 限 公 司 根 据 IL鄄32 基 因

rs28372698,rs12934561 及 rs11861531 位点多态性

和已知的 DNA 序列设计 PCR 引物。 rs28372698 位

点的上下游引物序列分别为:5忆鄄CCATGGGTGTG鄄
GAGGTTCATAAAG鄄3忆, 5忆鄄GAATGGAAGGTCTTGAT鄄
GGGAGAG鄄3忆。 rs12934561 位点的上下游引物序列

分 别 为 5忆鄄AGGCCCGAATGGTAAGCT鄄3忆, 5忆鄄CCA鄄
CAGTGTCCTCAGTGTCAC鄄3忆。 rs11861531 位点的上

下 游 引 物 序 列 分 别 为 5忆鄄ATGAGTATGCCTGC鄄
CGTGTG鄄3忆,5忆鄄AATGCGGCATCTTCAAAC鄄3忆。 IL鄄32
的 PCR 扩增反应体系为 5 滋l,其中包含 2郾 5 滋l 缓冲

液,0郾 25 滋l 反应物,1郾 75 滋l 去离子水。 若扩增反应

体系不足,则用灭菌双蒸水补足至 5 滋l。 扩增程序

主要包括:95益 10 min 变性,92益 15 s 和 60益

1 min 共 69 个循环。 PCR 产物 4益保存。 采用 Gen鄄
eMapper4郾 1 分析 SNP 分型。
1郾 2郾 2摇 血清 IL鄄32 水平的检测 摇 采用酶联免疫吸

附测定(ELISA)法测定 IL鄄32 血清水平,实验操作严

格按照说明书进行。
1郾 3摇 统计学方法摇 采用 SPSS16郾 0 软件包进行统计

分析。 等位基因和基因型分布频率采用直接计数法

计算,各分布频率比较采用卡方检验。 IL鄄32 血清水

平的组间比较采用 t 检验,遗传平衡检验采用

Hardy鄄Weinberg,采用 SHEsis 分析软件行连锁不平

衡分析。 P<0郾 05 表示差异有统计学意义。

2摇 结果

2郾 1摇 MS 患者临床特点 摇 在所有入选的 MS 患者

中,复发缓解型占 77郾 9% (452 / 580),继发进展型占

20% (116 / 580)以及进展型占 2郾 1% (12 / 580)。 MS
患者的年龄和性别与对照组比较,无显著统计学意

义(P>0郾 05,表 1)。
2郾 2摇 MS 患者组和健康对照组 IL鄄32 基因型频率

比较结果 摇 检测结果表明,rs28372698 位点存在

AA、AT、 TT 3 种基因型。 rs12934561 位点存在

TT、CT、 CC 三种基因型。 rs11861531 位点存在

CC、CT、TT 3 种基因型。 两组三个位点的频率均

符合 Hardy鄄Weinberg 遗传平衡(P>0郾 05),表明该

基因型在所研究人群中分布已达到了遗传平衡。
基因测序进一步验证了检测结果。 IL鄄32 基因

rs28372698 A / T 位点的基因型频率存在显著差异

( 字2 = 9郾 814,P = 0郾 007),其等位基因频率在两组

间分 布 差 异 有 统 计 学 意 义 ( 字2 = 4郾 561, P =
0郾 033)。 rs12934561C / T 与 rs11861531 C / T 的各

基因型及等位基因频率在两组间差异无显著统计

学意义(P>0郾 05,表 2)。
2郾 3摇 配对连锁分析及单倍基因型分析结果摇 采用

SHEsis 在线分析软件对 rs28372698 A / T、rs129345

表 1摇 MS 患者和健康对照基线资料的比较

Tab. 1 摇 Comparison of basic information between MS
patients and healthy controls

Item
MS patients

(n=580)

Controls

(n=650)
Statistics P

Gender
Male 360(62郾 1% ) 400(61郾 5% ) 0郾 037 0郾 848

Female 220 (37郾 9% ) 250(38郾 5% )
Age(year) 32郾 7依10郾 26 33郾 2依9郾 18 0郾 042 0郾 967

Clinical types
Relapsing鄄remitting 452 (77郾 9% ) -
Seconday鄄progressive 116 (20% ) -

Progressivity 12 (2郾 1% ) -
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61 C / T 以及 rs11861531 C / T 三个位点进行两两配

对连锁不平衡分析,结果显示:三位点两两之间均存

在连 锁 不 平 衡 ( rs28372698 vs rs12934561, D忆=
0郾 874; rs28372698 vs rs11861531, D忆 = 0郾 795;
rs12934561 vs rs11861531,D忆 = 0郾 931)。 进一步的

单倍型分析结果显示,T鄄T鄄T 单倍型在 MS 中的分布

频率显著高于对照组(P = 0郾 012),T鄄T鄄T 单倍型与

MS 的发病风险密切相关 ( OR = 1郾 968, 95% CI:
1郾 352-2郾 574,表 3)。
2郾 4摇 IL鄄32 血清水平在两组的比较结果摇 MS 患者

表 2 摇 IL鄄32 基 因 rs28372698A / T、 rs12934561C / T 及

rs11861531 C / T 基因型在两组间的分布频率

Tab. 2 摇 Genotype frequency distribution of IL鄄32 genes
rs28372698A / T, and rs11861531 rs12934561C / T
C / T between MS patients and controls

SNP genotyping
MS patients

(n=580)

Controls

(n=650)
Statistics P

rs28372698 A / T
Genotype

AA 240(41郾 4% ) 285(49郾 1% ) 9郾 814 0郾 0071)

AT 255(44郾 0% ) 307(47郾 2% )
TT 85(14郾 7% ) 58(8郾 9% )

Allele
A 735(63郾 4% ) 877(67郾 5&) 4郾 561 0郾 0332)

T 425(36郾 6% ) 423(32郾 5% )
rs12934561C / T

Genotype
CC 138(23郾 8% ) 141(21郾 7% ) 1郾 643 0郾 440
CT 312(53郾 8% ) 345(53郾 1% )
TT 130(22郾 4% ) 164(25郾 2% )

Allele
C 588(50郾 7% ) 627(48郾 2% ) 1郾 483 0郾 223
T 572(49郾 3% ) 673(51郾 8% )

rs11861531C / T
Genotype

CC 192(33郾 1% ) 214(32郾 9% ) 0郾 122 0郾 941
CT 302(52郾 1% ) 335(51郾 5% )
TT 86(14郾 8% ) 101(15郾 5% )

Allele
C 686(59郾 1% ) 783(60郾 2% ) 0郾 008 0郾 927
T 474(40郾 9% ) 537(41郾 3% )

Note:1)Gnotype frequency was statistically differences in AA,AT and TT;2)Allele

was statistically difference between A and T郾

组血清 IL鄄32 水平明显高于对照组 [( 399郾 08 依
156郾 85) pg / ml vs ( 239郾 99 依 88郾 35 ) pg / ml, P =
0郾 001]。 进 一 步, 在 所 有 MS 患 者 中, 按 照

rs28372698 A / T 位点的 AA、AT、TT 基因型分为三

组,AT 和 TT 基因型的 MS 患者 IL鄄32 血清水平明显

高于 AA 基因型MS 患者,差异存在显著统计学意义

[(465郾 53依172郾 40)pg / ml vs (295郾 86依103郾 96)pg / ml,
P< 0郾 001; (491郾 15 依 133郾 65 ) pg / ml vs ( 295郾 86 依
103郾 96)pg / ml,P<0郾 001]。 而 AT 型与 TT 型间的

IL鄄32 血清水平无显著统计学差异 [( 465郾 53 依
172郾 40) pg / ml vs ( 491郾 15 依 133郾 65 ) pg / ml, P =
0郾 612]。

3摇 讨论

随着人类基因扫描计划的推进,完成了人类基

因组 DNA 序列测序和分析工作,基因多态性在疾病

中的影响逐渐受到重视。 有研究表明,抗炎和促炎

因素的失衡在 MS 患者的发病中扮演了重要的角

色[9]。 本研究发现,IL鄄32 基因位点 rs28372698 与

MS 相关。 IL鄄32 基因 rs28372698 的三种基因型

(AA、AT 及 TT)与等位基因(A、T)的分布频率在

MS 患者和健康人群中存在比较较大的差异,MS 患

者的 T 等位基因携带明显高于对照组,携带 T 等位

基因的 MS 患者血清 IL鄄32 的表达水平明显高于非

携带者,提示 rs28372698 基因的变异促进 IL鄄32 的

高表达。
研究发现 IL鄄32 基因位点 rs28372698 与 MS 相

关。 有报道表明,IL鄄32 的高表达与一些炎症性疾病

和感染性疾病相关[10,11],进一步研究发现,IL鄄32 牵

涉到一些癌症相关疾病的发病机制[12]。 以往的研

究证实,IL鄄32 可以促进一些炎症因子的高表达,如
TNF鄄琢、IL鄄6 及 IL鄄8,同时,IL鄄32 也涉及到各种趋化

因子的分泌和合成[13,14]。 最近的研究表明,IL鄄32
rs28372698A / T,rs129345鄄61C / T 及 rs11861531 C / T

表 3摇 IL鄄32 单倍基因型在 MS 患者与对照组之间的分布情况及风险分析

Tab. 3摇 Risk analysis andhaploid genotype distribution between MS patients and controls

IL鄄32 haplotype MS patients(n=1 160) Controls(n=1 300) OR(95% CI) P

A鄄C鄄C 540(46郾 6) 598(46郾 0) 0郾 952 (0郾 763-1郾 327) 0郾 863

A鄄T鄄T 40 (3郾 4) 53(4郾 1) 0郾 869 (0郾 557-1郾 372) 0郾 652

A鄄C鄄T 12(1郾 0) 15(1郾 2) 0郾 832 (0郾 451-1郾 672) 0郾 556

T鄄C鄄C 435(37郾 5) 503(38郾 7) 0郾 613(0郾 238-1郾 021) 0郾 358

T鄄T鄄T 38(3郾 3) 14(1郾 1) 1郾 968 (1郾 352-2郾 574) 0郾 012

A鄄T鄄C 95(8郾 2) 117 (9郾 0) 1郾 966 (0郾 853-3郾 782) 0郾 184
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三个位点的基因多态性与子宫内膜癌、类风湿关节

炎及肺纤维化存在密切关系,这些研究证实了炎症

机制可能与 IL鄄32 的基因位点突变存在联系[15鄄17]。
炎症在神经系统脱髓鞘病变的形成和发展是一个重

要的因素。 有研究证实,在 MS 患者外周血和脑脊

液中,T 淋巴细胞肿瘤坏死因子的 mRNA 表达明显

增加,表达水平与疾病严重程度相关,同时,IL鄄6 在

MS 患者血清中显著升高,显然,这些炎症的调控过

程与 MS 的发病密切相关[18鄄20]。 重要的是,氧化应

激参与了 MS 的病理生理过程[21,22],这个过程通过

影响机体活性氧鄄炎症平衡损伤神经系统的髓

鞘[23鄄25]。 因此,IL鄄32 可能作为一种炎症调控因子

参与了 MS 患者 IL鄄32 基因位点 rs28372698 的基因

变异过程。
MS 的确切病因与发病机制至今不明,炎症因

素在许多发病环节中起着重要作用。 本研究首次单

碱基延伸和 DNA 测序对 IL鄄32 基因位点进行基因

分型,证实了 IL鄄32 基因和 MS 易感等位基因的关

系。 在此基础上进一步研究了 IL鄄32 相关的单倍型

与 MS 的关系,这个发现将有助于阐明 MS 患者独特

的免疫和炎症遗传学机制,我们的研究结果可能为

MS 的分子分型、风险预测、辅助诊断和治疗方案提

供重要的参考依据。
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