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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the C/G genotypes of interleukin-6 (IL-6) single 
nucleotide polymorphism (SNP) at 572 and the 
development of nonalcoholic steatohepatitis 
(NASH). 

METHODS: Polymerase chain reaction-restric-
tion fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
was used to determine a common polymor-
phism of the human IL-6 gene -572C/G in 104 
controls and NASH 78 patients. Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) was used to de-
termine the concentration of serum IL-6 in 78 
patients with NASH. 

RESULTS: Homozygotes for –572C of IL-6 gene 
were more frequent in NASH patients than in 
controls (0.564 vs 0.404, P < 0.05). Level of IL-6 
was significantly higher in NASH patients with 
IL-6 -572C/C genotype than that in NASH pa-

tients with other genotypes (6.54 ± 4.21 vs 4.68 
± 2.88, P < 0.05). The significant difference in 
HOMA-IR was not seen in three genotypes.  

CONCLUSION: The C/G homozygotes of 
IL-6 single nucleotide polymorphism at -572 
have something to do with the pathogenesis of 
NASH.  
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摘要
目的: 探讨白介素6(IL-6)基因启动子-572C/G
多态性与非酒精性脂肪肝炎(NASH)相关性. 

方法: 应用聚合酶联反应-限制性片段长度多
态性(PCR-RFLP)方法, 分别检测NASH患者78
例和正常者104例IL-6基因启动子-572C/G多
态性的变异. 采用ELISA法检测NASH患者组
IL-6血清含量. 

结果: IL-6基因启动子-572位点的C等位基因
频率高于健康对照组, 两组基因分布频率有
显著统计学差异(0.564 vs 0.404, P <0.05)；
NASH患者组中CC基因型携带者IL-6血清含
量显著高于其他基因型携带者(6.54±4.21 
vs  4.68±2.88, P <0.05), 但HOMA-IR及BMI
与其他两组基因型相比较并无显著统计学
差异. 

结论: IL-6基因启动子-572位点的C等位基因
与NASH发病具有一定程度相关性.  

关键词: 白细胞介素6; 单核苷酸多态性; 胰岛素抵

抗; 非酒精性脂肪肝炎
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■背景资料
目前认为N A S H
发病机制主要包
括胰岛素抵抗、

氧化应激作用、

脂质过氧化作用
等方面. 其中氧化
应激机制关于细
胞因子如TNF-α,
白细胞介素等的
研究成为近年研
究的热点, IL-6是
一种重要的促炎
细胞因子, 该基因
启动子区存在基
因变异及基因多
态性, 有研究表明
IL-6参与胰岛素
抵抗的形成.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科



0  引言

非酒精性脂肪肝炎(NASH)是一种代谢综合征,
常合并内脏性肥胖、血脂紊乱、高血压、糖

调节异常和Ⅱ型糖尿病等多元代谢紊乱[1-2], 胰
岛素抵抗(IR)是此类代谢综合症共同的病理生

理特点. 近年来发现多种炎症因子在IR发生发

展中扮演重要角色, 包括TNF-B, IL-6等[3]. 而
NASH兼具慢性炎症性疾病特点, 炎症因子在

其发病中应具有一定作用, 此方面研究较少. 本
文试图就IL-6基因启动子第572C/G等位基因单

核苷酸多态性与NASH疾病及IR相关性做初步 
探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 选取无亲缘关系182人, 其中经临床血

液检查结合超声及CT证实NASH患者组78例, 
男39例, 女39例, 年龄44.08±15.93岁, 体质量指

数(BMI)28.93±4.56; 健康对照组(NC)104例, 男
53例, 女51例, 年龄42.12±16.34岁; BMI 28.90±
4.31. 
1.2 方法 
1.2.1 NASH的诊断条件: (1)非酒精性; (2)CT诊
断脂肪肝; (3)除外其他肝脏原因疾病包括药物

性肝损害[4].
1.2.2 临床血指标检查: 所有受试者均空腹12 h
后抽取肘部静脉血, 各3份, 每份3 mL, 抗凝处理

后用于模板DNA的制备, 不抗凝处理分别用于

血IL-6浓度检测及其临床血指标检查.
1.2.3 模板DNA的制备: 抽取受试者外周静脉血3 
mL, 经抗凝处理后, 加入9 mL红细胞溶血剂, 红
细胞充分溶解后, 再加入2 mL白细胞溶解剂, 隔
夜后, 将667 μL的蛋白质沉淀剂加入上述未出现

沉淀等异常现象的溶液内, 离心后取上清液, 加
入2-丙醇(2-propanol)2 mL, 振荡至液体澄清, 可
见白色絮状物出现, 即为DNA.
1.2.4 PCR-RFLP分析及DNA序列测定: 利用已

制备的两组受试者的DNA, 应用PCR扩增包括

IL6基因启动子第572位点等位基因在内的163 
bp长度片段. 从GenBank(NM000600)中查取人

IL6基因序列(略), 使用primer Primier 5.0 Demo
软件进行在线引物设定. 引物序列为: 上游引

5'GGAGACGCCTTGAAGTAACTGC3', 下游引

物为5'GAGTTTCCTCTGACTCCATCGCAG3', 
购自日本北海道sequence株式会社. PCR反应体

系含Taq PCR Mixture1 5 µL(QIAGEN Taq PCR 
core kit试剂盒); 上游引物600 pmol,下游引物600 
pmol; 模板DNA<1 µg; 加超纯水至30 µL. PCR

636                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16卷   第6期

扩增循环: 94℃预变性10 min, 94℃ 60 s, 51℃ 
45 s, 72℃ 60 s, 72℃延伸10 min, 4℃终止, 36个
循环. 取PCR扩增产物3 µL, 40 g/L琼脂糖凝胶

电泳10 min, 电压100 V, Kodak电泳图像分析系

统EDAS290比较PCR扩增产物, 并根据Marker
条带位置确定P C R扩增产物是否为目的基因

片段. 另取PCR扩增产物3 µL, 混入0.5 µL 10×
Buffer G, 0.5 µL限制性内切酶MbiⅠ(Fermentas, 
Burlington, Canada), 4 µL超纯水, 对PCR扩增产

物进行酶切, 条件是37℃, 6 h, 酶切产物经40 g/L
琼脂糖凝胶电泳10 min, 电压100 V, Kodak电泳

图像分析系统, 观察带型并拍照.
1.2.5 血液实验室检查: 对78例NASH患者进行

空腹12 h临床血指标检查. 包括应用酶联免疫

测定法测定IL-6血清水平(Fermentas, Burlington 
Canada), 同时用全自动生化仪测定血清白蛋

白、血清丙氨酸转氨酶(ALT)、血清总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL-C)
值, 空腹血糖(FPG, 葡萄糖氧化酶法)、空腹胰

岛素(FINS, 胰岛素放射免疫试剂盒Fermentas, 
Burlington Canada, 放射免疫分析法). 测量身

高、体质量、腰围及血压, 并计算出体质量指

数(BMI = 体质量kg/身高的平方m2). 采用稳态

模式评估法(HOMA公式)评价胰岛素抵抗指数

(HOMA-IR), 计算公式如下: HOMA-IR = FPG×

FINS/22.5.
统计学处理 应用SPSS10.0软件包, 文中有

关变量用mean±SD. HOMA-IR经对数转换后

进行分析, 相对危险度和相关分析采用软件包

中的比值比(odds ratio, OR )和Chi-square检验. 
P <0.05具有显著差异性.

2  结果

2.1 IL-6基因启动子–572C/G多态性分析 两组组

受试者均可检测到预计的163 bp片段, 且均符合段, 且均符合, 且均符合

Hardy-Weinberg平衡检验及卡方Chi-square检验

(P>0.05). 限制性内切酶MbiⅠ对IL-6基因PCR扩对IL-6基因PCR扩
增产物酶切后存在三种基因型: CC(缺乏BpiⅠ
酶切位点, 仅见与扩增产物一样的163 bp片段)、
GC(可见163 bp片段, 101 bp片段和62 bp片段)、
GG(可见101 bp片段和62 bp片段)见图2. NASH
患者组与正常对照组相比, C等位基因频率有显

著差异性(56.4% vs  40.4%, P<0.05).NASH患者组

的CC基因型频率要显著高于正常对照组(35.9% 
vs  17.3%, P<0.05, 表1), 通过表1), 通过), 通过, 通过CT诊断脂肪肝(图1).
2.2 NASH患者组的三组基因型临床数据分析三组基因型临床数据分析组基因型临床数据分析 依
据基因PCR扩增产物酶切后3种基因型(图2), 将图2), 将), 将

www.wjgnet.com

■创新盘点
鉴于 IL-6、胰岛
素抵抗及 N A S H
存 在 待 证 实 的
交 叉 关 系 ,  本 文
从 IL-6基因启动
子-572C/G多态性
着 手 ,  观 察 我 国
人群中该基因频
率及与胰岛素抵
抗、N A S H 的相
关性.
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NASH患者分为CC组、GC组和GG组, 3组基因

型临床资料数据见表2. CC组与其他两组相比血

清IL-6水平明显高于其他两组(6.54±4.21 ng/L 
vs  4.68±2.88 ng/L, P<0.05). GG基因组的HOMA-
IR, BMI与其他两组基因型相比无显著统计学差

异, resistin基因三种酶切产物电泳见图3.基因三种酶切产物电泳见图3..

3  讨论

非酒精性脂肪肝病(NAFLD)是指除过量饮酒

及其他明确损肝因素所致的, 以弥漫性肝细胞

大泡性脂肪变为主要特征的临床病理综合征[5], 
NASH是NAFLD病程进展的一个阶段. NASH发

病机制至今不明确, 目前认为他是一种遗传、

环境及代谢应激相关性疾病, 广为接受的是二

次打击学说[6], 该学说主要包括胰岛素抵抗、氧

化应激作用、脂质过氧化作用等方面机制. 其
中氧化应激机制中关于细胞因子如TNF-α, 白介

素等的研究成为近年研究的热点, 而这些研究

都与NASH的分子机制有着千丝万缕的联系[7-9]. 
IL-6是一种重要的促炎细胞因子, 作为炎症细胞

表  1  NASH患者组和NC组IL-6基因启动子第-572位点基因型及C/G等位基因的分布

     
分组	       n

	              等位基因		                           基因型	

	  	      G	              C	                  G/G	           C/G	                   C/C

NASH           78       34(0.436)       44(0.564)a        20(0.256)           30(0.385)         28(0.359)a

NC             104       62(0.596)       42(0.404)         40(0.385)          46(0.442)         18(0.173)

aP<0.05 vs  NC组.

表  2  NASH患者三组基因型临床数据间的比较

     
基因型	                                        C/C	                   C/G	                G/G	     P 值

年龄

性别(M/F)

腰围(cm)

BMI

收缩压(mmHg)

舒张压(mmHg)

ALT(IU/L)

白蛋白(g/L)

TG(mg/dL)

TC(mg/dL)

HDL-Chol(mg/dL)

IL-6(ng/L)

空腹血糖FPG(mg/dL)

空腹胰岛素FINS(mU/L)

HOMA-IR

  44.8±14.8

      14/14

  90.6±15.0

  30.1±4.8

132.1±13.53

  80.2±11.7

  93.2±61.1

  42.1±3.1

169.3±103.2

211.3±37.2

  47.4±13.9

  6.54±4.21

114.6±35.5             

  13.4±10.5

  3.16±1.79

  49.2±15.3

       14/16

  81.4±15.1

  27.0±3.2

124.1±16.3

  72.9±10.3

  76.1±38.1

  43.3±2.2

178.6±111.2

208.7±56.3

  47.7±14.9

  4.72±3.1

100.7±14.4

    9.9±8.7

  3.01±2.72

  35.4±16.5

       11/9

  99.2±16.3

  30.2±5.6

138.2±16.2

  81.3±10.2

117.4±65.0

  45.4±4.0

136.7±61.1

175.5±35.4

  42.1±10.6

  4.63±2.66

104.4±16.2

  13.0±9.6

  3.24±2.42

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

<0.05

>0.05

>0.05

>0.05

■应用要点
本文为阐明 IL-6
在N A S H发病机
制中的作用提供
新证据.

A B

图  1  NASH患者CT影像. 
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分化的主要调节因子可以上调黏附分子的表达, 
从而加强炎症反应, 还可参与脂类代谢, 在调节

免疫应答和炎症反应中起重要作用. IL-6基因位

于第七号染色体短臂上, 含5个外显子和4个内

含子. IL-6基因启动子区存在基因变异及基因

多态性, 这种多态性与多种疾病存在密切相关 
性[10-12], 其中有研究表明IL-6在胰岛素抵抗患者

中升高, 参与胰岛素抵抗的形成[13-15]. Fishman  
e t a l [16]于1998年报导IL-6基因启动区174位点

存在C/G多态性, 等位基因C纯合子形成IL-6减
少, 而等位基因G的纯合子和杂合子形成IL-6增
多, 携带GG纯合子人的血清中IL-6浓度大约是

CC纯合子的2倍, 得出推论IL-6基因多态性与胰

岛素抵抗有关, 随后欧美国家相继有报道支持

这一研究[17-20]. 而在我国类似研究的结果却有

着一定差距, IL-6基因174G/C多态性频率等位

基因C明显少于欧美人群, 可能与胰岛素抵抗无 
关[21-22]. 鉴于IL-6、胰岛素抵抗及NASH存在待

证实的交叉关系, 本文从IL-6基因启动子-572C/
G多态性着手, 观察我国人群中该基因频率及

与胰岛素抵抗、NASH的相关性. 在本文的研

究中IL-6基因启动子-572位点的CC、CG及GG
基因型在NASH患者组中分别为0.359、0.385
及0.256, 健康对照组中分别为0.173、0.442及
0.385. 两组基因分布频率有明显统计学差异

(P <0.05); NASH患者组中CC基因型携带者IL-6
血清含量显著高于其他基因型携带者(6.54±
4.21 ng/L vs  4.68±2.88 ng/L, P <0.05), 但HOMA-
IR及BMI与其他两组基因型相比较并无显著统

计学差异.

NASH的病因机制复杂, 参与的基因很多, 
而研究单个基因多态性时, 可能会因样本的选

择及数量不足、基因突变频率低及外界环境影

响而致研究结果受到局限, 在以后的研究中可

采取增加样本数量及联合相关基因研究.
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子的相互作用, 中
心环节是IR和氧
化应激.
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■同行评价
本文对非酒精性
脂肪肝炎的基因
多态性提供了一
些有价值的信息, 
具有一定的探索
价值. 
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