
71Журнал    Гродненского   государственного  медицинского  университета  № 3, 2016   

Оригинальные исследования

УДК 616.36-002.2-08:612.017 

АНАЛИЗ ЧАСТОТЫ ВСТРЕЧАЕМОСТИ НЕКОТОРЫХ ПОЛИМОРФИЗМОВ 
ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ IL-10, IL-4, TNF У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ 

ГЕПАТИТОМ В
Усыченко Е. Н. (usichenko2006@yandex.ru), Бажора Ю. И. (bajyu@ukr.net),  

Усыченко Е. М. (usichenko2006@mail.ru) 
Одесский национальный медицинский университет, Одесса, Украина

Целью данного исследования являлось сравнение частоты встречаемости  полиморфизмов генов IL-10 (G1082A), 
IL-4 (C589T) и TNF α (G308A) у здоровых лиц и пациентов с хроническим гепатитом В (ХГВ), принадлежащих к 
этнически однородной группе жителей Одесского региона.  Полиморфизм генов цитокинов изучался при помощи 
амплификации соответствующих участков генома методом ПЦР. Структура использованных праймеров и па-
раметры температурных циклов использованы из Международной геномной базы данных. Были выявлены суще-
ственные различия частот полиморфизма указанных генов в группах здоровых и пациентов с ХГВ, что может в 
дальнейшем служить одним из генетических критериев прогрессирования гепатита В.
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Вирусные гепатиты В и С являются по-прежне-
му широко распространенными заболеваниями как 
в мире, так и в Украине. По данным ВОЗ, вирус ге-
патита В выявляют у 350-400 млн человек, что со-
ставляет около 5% населения всего земного шара. 

Хронический гепатит В (ХГВ) является одной 
из основных причин хронических диффузных забо-
леваний печени. У пациентов с ХГВ имеется высо-
кий риск развития цирроза печени, печеночно-кле-
точной недостаточности и гепатоцеллюлярной 
карциномы, в связи с чем летальный исход прогно-
зируют у 25-40% инфицированных лиц [8, 15, 6].

Несмотря на определенные успехи в изучении па-
тогенеза хронических вирусных гепатитов, причины 
длительной персистенции в организме вирусов окон-
чательно не изучены, до сих пор неизвестны многие 
детали механизма формирования хронического гепа-
тита и дальнейшего его прогрессирования в цирроз.

Известно, что повреждение печени при ХГВ 
имеет иммуноопосредованный характер, так как 
вирус гепатита В не обладает прямым цитопа-
тическим действием. Персистенция HBV связа-
на с неспособностью вирусспецифических ци-
тотоксических лимфоцитов удалять вирусы из 
организма, что приводит к хронической некровос-
палительной реакции в печени, а в дальнейшем – к 
развитию цирроза и гепатокарциномы [4, 7, 1].

При хроническом гепатите В механизмы иммуно-
логического реагирования во многом определяют те-
чение и исход заболевания [, 12]. Получены данные о 
возможном вовлечении NK-клеток при активации их 
цитокинами в процесс клеточного повреждения и обо-
стрения хронического гепатита В [13]. В настоящее 
время доказано, что развитие гепатокарциномы у па-
циентов с ХГВ возможно даже на стадии хроническо-
го гепатита, до формирования цирроза печени [2, 9].

Исследованиями последних лет показано, что дис-
баланс секреции иммунорегуляторных цитокинов и 
регуляции цитокинопосредованной кооперации, про-
лиферации и дифференцировки клеток может быть  
обусловлен комплексом генов, от которых зависит 
уровень продукции  цитокинов Th1 или Th2 типа [5, 10].

Установлено, что уровень продукции цито-
кинов и их антагонистов, экспрессия рецепто-
ров к различным цитокинам определяется унас-
ледованным индивидуумом набором аллельных 
вариантов генов цитокинов и их рецепторами.  

Однако исследования по изучению взаимос-

вязи между полиморфизмом генов цитокинов и 
вариантами течения хронического гепатита В не-
многочисленны, нередко оцениваются в одной груп-
пе с хроническим гепатитом С [10, 11, 3, 14, 16].

В связи с этим представляется актуаль-
ным оценить значение аллельного полиморфиз-
ма генов IL-10 (G1082A), IL-4 (C589T) и TNF α 
(G308A) в этнически однородной группе паци-
ентов с ХГВ, проживающих в Одесском регионе.

Цель исследования – установление частоты 
встречаемости полиморфизмов генов IL-4(C589T), 
IL-10(G1082A), TNFα (G308A) у пациентов с 
хроническим гепатитом В по сравнению со здо-
ровыми лицами, проживающих в Одесском ре-
гионе, для повышения качества диагностики гепа-
тита В по полученным генетическим критериям.

Материалы и методы
Обследован   41 пациент с ХГВ в возрасте от 18 

до 54 лет, при этом средний возраст составил 39±2,16 
года. Все обследованные находились на  диспансер-
ном наблюдении в гепатологическом центре Одес-
ской городской клинической инфекционной боль-
ницы. Пациенты являются жителями Одесского 
региона, в группе исследования преобладали мужчи-
ны (70%). Давность заболевания составила не более 
10 лет. 

Контрольная группа составлена из 30 практиче-
ски здоровых лиц, средний  возраст которых 32±1,05 
года.  Количество женщин и мужчин было одинако-
вым (по 15 чел.).

Для подтверждения диагноза ХГВ были иссле-
дованы: биохимические показатели (повышение ак-
тивности АсАТ и АлАТ, концентрация билирубина и 
преобладание его прямой фракции), серологические 
маркеры (определение  HBsAg, HBeAg, aHBe, а так-
же HBV DNA).

Молекулярно-генетические исследования вклю-
чали определение полиморфных вариантов генов IL-
4(C589T), IL-10(G1082A), TNFα (G308A). Выделение 
ДНК проводилось при помощи набора «ДНК-ЭКС-
ПРЕСС-кровь» (НПФ «Литех», РФ). Полиморфизм 
изучался при помощи амплификации соответствую-
щих участков генома методом ПЦР. Структура ис-
пользованных праймеров и параметры температур-
ных циклов, описанные в литературе и геномной базе 
данных. Исследования проводились на базе Немецко-
го диагностического центра им. Св. Павла (г. Одесса).
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Таблица 1. – Характеристики исследованных 
полиморфизмов

Ген Поли-
морфизм

Название 
праймера Нуклеотидная последовательность

IL-4 C589T rs2243250 5’-TAAACTTGGGAGAACATGGT-3’
IL-10 G1082A rs1800896 5′-CCT ATC CCT ACT TCC CCT-3′

TNF α G308A rs1800620 5′-AGG CAA TAG GTT TTG AGG 
GC-3′

Распределение генотипов по исследованным по-
лиморфным локусам проверяли с помощью критерия 
χ2 Пирсона. Частоты аллелей и генотипов в группах 
сравнивали с применением критерия χ2 Пирсона с 
поправкой Йетса на непрерывность при числе сте-
пеней свободы, равном 1. Частота аллелей рассчи-
тана в соответствии с законом Харди-Вайнберга.

Результаты и обсуждение
Учитывая, что иммунные механизмы играют зна-

чительную роль в патогенезе хронического вирус-
ного гепатита, регуляция которых определяется ба-
лансом цитокинов, представляется важным оценить 
частоту встречаемости аллельных вариантов генов 
цитокинов среди здоровых лиц и пациентов с  ХГВ 
в этнически однородной группе Одесского региона.

При изучении встречаемости аллельных поли-
морфизмов IL-10 (G1082A), IL-4 (C589T) и TNF α 
(G308A) выявлены существенные различия в кон-
трольной и исследуемой группах (табл. 2, 3, 4).

Таблица 2. – Частота аллелей IL-4 (С589Т) в кон-
трольной и исследуемой группах

Генотип
/аллель

Контрольная 
группа 
(n=30)

Частота 
(%)

Пациенты 
с ХГB
(n=41)

Частота 
(%) χ2 Уровень 

значимости

СС 26 88 25 61 4,32 р<0,05
СТ 2 6 16 39 8,78 р<0,01
ТТ 2 6 - -

При изучении полиморфного участка IL-4 
(С589Т) выявлено преобладание гомозиготного ва-
рианта СС (норма) как в группе пациентов с гепа-
титом В, так и в контрольной группе, что составило 
61% и 88%, соответственно. Кроме того, в группе 
пациентов с хроническим гепатитом В отмечалось 
значительное преобладание гетерозиготной аллели 
СТ в сравнении с контрольной группой. В исследу-
емой группе пациентов с хроническим гепатитом В 
гомозиготного варианта ТТ (мутация) выявлено не 
было, в то время как в контрольной группе такой 
вариант генотипа обнаружен у 6% людей. Частота 
аллели С составила в контрольной группе 0,9, а в 
группе пациентов с  хроническим гепатитом В – 0,8. 
Частота аллели Т составила 0,1 и 0,2, соответственно. 

Таким образом, можно предположить вероят-
ную взаимосвязь гомозиготной аллели и опреде-
ленной устойчивости к вирусу гепатита В, а также 
гетерозиготного варианта (СТ) и повышенной вос-
приимчивости к вирусу гепатита В. Разница часто-
ты встречаемости генотипа СС и СТ в исследуе-
мой и контрольной группах достоверна (р<0,05).

При исследовании полиморфизма IL-10 (1082G/A) 
у пациентов с хроническим гепатитом В отмечалась 
значительно большая изменчивость генотипа, чем 
в контрольной группе. В частности, гомозиготный 
генотип GG (норма) у пациентов с хроническим 
гепатитом В встречался значительно реже (32%), 
чем у здоровых лиц (48%).   В исследуемой группе 
преобладал гетерозиготный вариант GA (61%), а в 
контрольной группе его встречаемость была низ-

Таблица 3. –  Частота аллелей IL-10(1082G/A) в кон-
трольной и исследуемой группах

кой (26%). Частота встречаемости мутантного ва-
рианта генотипа АА в контрольной и исследуемой 
группах существенной разницы не имела (26% и 
8%, соответственно). Разница частоты встречаемо-
сти генотипов GA и АА в исследуемой и контроль-
ной группах достоверна (р>0,05).   Частота аллели 
G составила в контрольной группе 0,53, а в группе 
пациентов с хроническим гепатитом В – 0,62. Часто-
та аллели А составила 0,47 и 0,38, соответственно. 

Таблица 4. –  Частота аллелей TNF-α (G308A) в кон-
трольной и исследуемой группах

Генотип
/аллель

Контрольная 
группа 
(n=30)

Частота 
(%)

Пациенты 
с ХГB
(n=41)

Частота 
(%) χ2 Уровень 

значимости

GG 14 48 13 32 1,645 р>0,05
GА 8 26 25 60 8,197 р<0,05
AA 8 26 3 8 4,954 р<0,05

Генотип
/аллель

Контрольная 
группа 
(n=30)

Частота 
(%)

Пациенты 
с ХГB
(n=41)

Частота 
(%) χ2 Уровень 

значимости

GG 27 91 35 85 0,336 р<0,05
GA 2 6 6 15 1,1 р<0,05
AA 1 3 - -

При изучении полиморфного участка TNF-α 
(G308A) выявлено преобладание гомозиготного 
варианта GG (норма) как в группе пациентов с ге-
патитом В, так и в контрольной группе, что соста-
вило 91% и 85%, соответственно. Однако в группе 
пациентов с хроническим гепатитом В отмечалось 
некоторое преобладание гетерозиготной аллели GA 
в сравнении с контрольной группой. В исследуемой 
группе пациентов с хроническим гепатитом В гомо-
зиготного варианта ТТ (мутация) не выявлено, в кон-
трольной группе такой вариант генотипа обнаружен 
только у одного человека (3%). Статистически досто-
верной разницы между показателями не выявлено.

Частота аллели G составила в контрольной груп-
пе 0,93, а в группе пациентов с хроническим гепати-
том В – 0,89. Частота аллели А составила 0,07 и 0,11, 
соответственно. 

Степень выраженности фибротического процесса 
в печени определяли по шкале METAVIR с исполь-
зованием неинвазивного метода Fibrotest. Оценка 
степени фиброза определялась по уровню таких по-
казателей, как альфа 2 макроглобулин, гаптоглобин, 
аполипопротеина А1, общий билирубин, ГГТ, АлАт 
и АсАт. В ходе исследования все пациенты были 
разделены на три группы: с отсутствующим или ми-
нимальным фиброзом (F0-F1), умеренным фиброзом 
(F2) и с выраженным фиброзом и/или циррозом пе-
чени (F3 - F4). 

Рисунок 1. – Степень фиброза печени у пациентов  
с разными генотипами IL-4(C589T)
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У пациентов с гомозиготным генотипом СС 
IL-4(C589T) отмечается преобладание мини-
мальной степени фиброза или его отсутствие 
по сравнению с пациентами, у которых выяв-
лен гетерозиготный генотип СТ IL-4(C589T).

Рисунок  2. –  Степень фиброза печени у пациентов с 
разными генотипами IL-10 (1082G/A)

У пациентов с с гомозиготными вариантами GG и 
АА IL-10 (1082G/A) отмечается преобладание мини-
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мальной степени фиброза в сравнении с теми, у которых 
выявлен гетерозиготный вариант GA IL-10 (1082G/A).

Выводы
1. В этнически однородной группе жителей Одес-

ского региона выявлены различия между пациентами 
с хроническим гепатитом В и здоровыми лицами по 
частотам аллелей гена IL-4(C589T) и IL-10(G1082A).

2. Гомозиготы по аллели СС более устойчивы к 
гепатиту В, чем гетерозиготы СТ гена IL-4(C589T) 
(р<0,05).

3. Гетерозиготы по аллели GA более чувствитель-
ны к гепатиту В по сравнению с мутантной аллелью 
АА IL-10(G1082A).

Заключение
Таким образом, полученные результаты указы-

вают на существенные различия в полиморфизме 
генов IL-4(C589T) и   IL-10(G1082A) у пациентов 
с хроническим гепатитом В и здоровых лиц. Опре-
деление генетического профиля у таких пациентов 
может быть важным дополнительным фактором в 
комплексной диагностике хронического гепатита В. 
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