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　　摘要：目的　观察结直肠癌患者是否存在 ＩＬ６基因启动子 －１７４Ｇ→Ｃ位点的多态性。方法　采用
ＰＣＲ扩增、限制性内切酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析判断 ４６例结直肠患者 ＩＬ６启动子 －１７４Ｇ→Ｃ多态

性。结果　全组结直肠癌患者 ＩＬ６基因启动子 －１７４位点均为 ＧＧ型。结论　本组结直肠癌患者中未发现

ＩＬ６基因启动子 －１７４位点的多态性。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（４）：３３８－３４０］
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　　近年来白介素 ６（ＩＬ６）启动子区基因多态性
与疾病易感性的关系成为研究热点之一。该基

因的多态性主要为存在启动子区的 －５９７Ｇ／Ａ，
－５７２Ｃ／Ｇ，－１７４Ｇ／Ｃ，－３７３ＡｎＴｎ［１］。
ＩＬ６启 动 子 区 多 态 性 中 研 究 较 多 的 是

－１７４Ｇ→Ｃ多态性，正常人携带有 Ｃ等位基因时血
清 ＩＬ６水平较低［２］。研究［１－６］认为，ＩＬ６的基因
调控区 －１７４Ｇ→Ｃ的变异与动脉粥样硬化、慢性
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关节炎、风湿性关节炎、高血压脑血管性疾病以

及肿瘤密切相关。通过对乳腺癌［７］等肿瘤的研

究，发现存在 －１７４Ｇ→Ｃ多态性的个体的肿瘤恶
性程度更高，预后更差。本研究对结直肠癌患者

的ＩＬ６启动子区基因进行了检测，报告如下。

１　材料与方法

１．１　研究对象分组
１．１．１　研究组　为湘雅医院 ２００４年 ６月—

２００４年 ７月期间 ４９例经手术和病理检查确诊的

结直肠癌患者，男 ２３例，女 ２６例；年龄２２～８２岁，

平均年龄 ５２岁。
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１．１．２　对照组　为 ２００４年 ６月在湘雅医院行

体检的 正 常 人 １５例，男 １０例，女 ５例；年 龄

２８～５８岁，平均 ４５岁。结直肠癌患者于术前，体

检者于体检当日清晨空腹抽取静脉抗凝血及非抗

凝血各 ３ｍＬ。

１．２　试剂

外周血淋巴细胞分离液，基因组 ＤＮＡ提取试

剂盒均为北京鼎国生物工程公司，ＰＣＲ反应试剂

及酶切试剂购自大连宝生物工程公司，ＥＬＩＳＡ试

剂盒购自上海森雄试剂公司。ＩＬ６ＰＣＲ引物正义

链：５′ＴＴＧＴＣＡ ＡＧＡＣＡＴＧＣＣＡＡＡＧＴＧ３′，反 义 链：

５′ＴＣＡＧＡＣＡＴＣＴＣＣＡＧＴＣＣＴＡＴＡ３′由大连宝生物工

程公司合成。

１．３　ＤＮＡ制备

外周血淋巴细胞的分离及基因组 ＤＮＡ提取均

按试剂盒说明书进行，用紫外分光光度计测定

ＤＮＡ含量，吸光度 Ａ２６０／Ａ２８０＞１．８，提取后于

－２０℃保存。

１．４　ＰＣＲ反应体系

ＰＣＲ反应体系中分别加入 ＤＮＡ模板 ３μＬ，

１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４．０μＬ，

上游引物 ３μＬ，下游引物 ３μＬ，耐热 ＤＮＡ聚合酶

（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，并加双蒸水至 ５０μＬ。循环参

数：９４℃变性 ３０ｓ，５８℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，

３５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。取 ＰＣＲ产物１０μＬ在

２％琼脂糖凝胶进行电泳，电压 ８０Ｖ，１ｈ后终止电

泳，取出凝胶直接在紫外透射仪上观察并照相 。

１．５　酶切反应体系

ＮｌａＩＩＩ０．４μＬ，ＰＣＲ产物 １０μＬ，１０×ＮＥ缓冲

液 ４２μＬ，１００×ＢＳＡ０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０μＬ；

３７℃作用１ｈ，加入４μＬ６×加样缓冲液终止反应。

取酶切产物 １５μＬ于 １２％聚丙烯酰胺凝胶电泳，

电压 ８０Ｖ，３ｈ后终止电泳。取出凝胶，ＥＢ染色后

在紫外透射仪上观察结果并照相。

２　结　果

２．１　ＨＴ６基因 ＰＣＲ产物电泳结果

特异性引物扩增 ＩＬ６基因３０５ｂｐ～６ｂｐ片

段，ＰＣＲ产物长 ４００ｂｐ（图 １）。

２．２　 ＰＣＲ 产 物 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 分 析

（ＲＦＬＰ）

ＮｌａⅢ在 ＩＬ６基因 －３０５～－６扩增片段上正常

有２个酶切位点（ＣＡＴＧ↓），如 －１７４位点由 Ｇ变

为 Ｃ，则有 ３个酶切位点，即对于正常纯合子

－１７４Ｇ／Ｇ，ＰＣＲ产物切为 ３段：１３ｂｐ，２３３ｂｐ，５４ｂｐ，

突变纯合子 －１７４Ｃ／Ｃ切为 ４段：１３ｂｐ，１２２ｂｐ，

１１１ｂｐ，５４ｂｐ，而突变杂合子 －１７４Ｇ／Ｃ切为 ５段：

１３ｂｐ，１２２ｂｐ，１１１ｂｐ，５４ｂｐ，２３３ｂｐ。 －１７４位不同基

因型酶切片段。４９例患者及正常对照均为正常纯

合子 －１７４Ｇ／Ｇ，酶切片段为 １３ｂｐ，５４ｂｐ，２３３ｂｐ

（图２），未发现 １７４位点的多态性。
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　　图１　ＩＬ６基因３０５→６片段ＰＣＲ产物电泳图　　　　
１：φＸ１７４ＨｉｎｃⅡｄｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ；　２～７：结直肠癌患者；　
８：空白对照。
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　　图２　 ＩＬ６基因３０５→６片段限制性酶切片段长度多态
性分析　６：ＳＳＲＤＮＡＭａｒｋｅｒⅡ；　１～５，７～１０：结直肠癌患者

３　讨　论

基因多态性是近年来的研究热点，所谓多态

性（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）是指处于随机婚配的群体中，同

一基因位点可存在２种以上的基因型。人类基因

多态性在阐明人体对疾病、毒物的易感性与耐受

性，疾病临床表现的多样性，以及对药物治疗的

反应性上都起着重要的作用。

９３３
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细胞因子的合成及水平个体差异很大。差异

的主要原因在于细胞因子基因调节区或启动区

的多态性等因素。通过对 ＩＬ６编码区及上、下游

序列的研究，发现该基因的多态性主要为存在启

动子区的 －５９７Ｇ／Ａ，－５７２Ｃ／Ｇ，－１７４Ｇ／Ｃ，－

３７３ＡｎＴｎ［８］。理论上 ＩＬ６启动子区的任何多态性

都有可能改变基因的结合序列，增强或减弱基因

的表达调控。ＩＬ６启动子区多态性中研究较多

的是 １７４Ｇ→Ｃ多态性，这可能是因为 －１７４位由

Ｇ转换为 Ｃ后，产生了一个转录因子 ＮＦ－１的结

合位点。ＮＦ－１包括一系列结构类似的转录因

子，在某些细胞中表现出抑制基因表达的活性。

在一些肿瘤病人中，ＩＬ６的基因调控区 －１７４Ｇ→
Ｃ多态性意味着肿瘤的恶性程度更高，预后更

差［６］。

Ｂｅｌｌｃｕｏ［９］对 ６２例结直肠癌患者的研究表明

Ｃ／Ｃ，Ｇ／Ｃ，Ｇ／Ｇ３种基因型均存在，其中 ４例为

Ｃ／Ｃ，２８例为 Ｇ／Ｃ，３０例为 Ｇ／Ｇ。且 ＩＬ６基因多

态性与 ＩＬ６血清水平密切相关：Ｃ＋（Ｃ／Ｃ和 Ｇ／

Ｃ）基因型患者血清 ＩＬ６平均水平为０．１４ｐｇ／ｍＬ而

Ｃ－（Ｇ／Ｇ）基因型为 ０．３２ｐｇ／ｍＬ（Ｐ＝０．０３４）。而

在肝转移病人中，Ｃ－基因型ＩＬ６水平为 ０．９６ｐｇ／

ｍＬ，Ｃ＋基因型为 ０．２３ｐｇ／ｍＬ（Ｐ＝０．００４）。存在 －

１７４Ｇ→Ｃ多态性的结直肠癌患者血清 ＩＬ６水平

更高。这些实验结果有一定临床意义，因为在包

括结直肠癌在内的多种肿瘤中，高的血清 ＩＬ６水

平是一种负性预后因子。这种基因的多态性能

否成为一种预后的分子标志物，值得进一步研

究。以上研究均是针对西方人而言，中国结直肠

癌患者中 ＩＬ６基因启动子区是否也存在 －１７４Ｇ

→Ｃ的多态性，并影响 ＩＬ６的表达，国内尚未有

相关报道。本文观察的病人中，无 １例 ＩＬ６基因

启动子区 －１７４位点出现 Ｇ→Ｃ的突变，均为正

常 Ｇ／Ｇ型。是否中国的结直肠癌患者中不存在

ＩＬ６启动子 －１７４位点的变异，还有待进一步扩

大标本进行研究。
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