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Abstract
AIM: To investigate the distribution of chemo-
kine receptor 5 gene 59029A/G (CCR5-59029) 
and interleukin 10 819 T/C (IL10-819) poly-
morphisms in two Yi minority populations in 
Guizhou Province, China, and to analyze their 
association with HBV infection.

METHODS: Blood samples were taken from 
105 and 108 Yi ethic individuals in Qianxi and 
Weining, respectively. The CCR5-59029 poly-
morphism was genotyped by polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP), while the IL10-819 poly-
morphism was genotyped by polymerase chain 
reaction-sequence-specific primer (PCR-SSP). 
DNA sequencing was performed to verify the 
above results.

RESULTS: The genotype frequency of IL10-819 
polymorphism differed significantly between 
HBV-infected subjects and non-infected ones in 
the Qianxi Yi minority population (P < 0.05), but 
showed no statistical difference in the Weining 
Yi minority population (P > 0.05). In contrast, 
the genotype frequency of CCR5-59029 differed 
significantly between HBV-infected subjects and 
non-infected ones in the Weining Yi minority 
population (P < 0.05), but showed no statistical 
difference in the Qianxi Yi minority population (P 
> 0.05).

CONCLUSION: CCR5-59029 and IL10-819 poly-
morphisms are associated with susceptibility to 
HBV infection in the Yi minority population in 
Guizhou Province, China.

Key Words: Chemokine receptor 5; Interleukin 10; 
Polymorphism; Yi minority; Hepatitis B virus
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摘要
目的��: 研究贵州世居少数民族-黔西、威宁彝
族人群IL-10基因启动子区-819位点(IL10-819)
和趋化因子受体5(chemokine receptor 5, CCR5)
基因启动子区-59029位点(CCR5-59029)与
HBV易感性的相关性.

方法�: 对研究人群采用序列特异性引物-聚合对研究人群采用序列特异性引物-聚合

®

■背景资料
我国7个民族HBV
感 染 调 查 ,  结 果
显示HBsAg具有
较 高 的 阳 性 率 : 
汉族为15.3%, 藏
族 2 6 . 2 % ,  瑶 族
24.0%, 黎族7.0%, 
维 族 5 . 3 % ,  且
HBV感染在这些
民族中存在着差
异性.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科
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酶链式反应(PCR-SSP)方法分析IL-10基因启
动子区-819位点多态性和限制性片段长度多
态性-聚合酶链式反应(PCR-RFLP)方法分析
CCR5基因启动子区-59029位点.

结果��: IL10-819基因型频率在贵州黔西彝族感
染组与非感染组中的分布差异有统计学意义
(P <0.05), 在贵州威宁彝族感染组与非感染组
中的分布差异无统计学意义; CCR5-59029基
因威宁彝族感染组与非感染组中的分布差异
有统计学意义(P <0.05), 在贵州黔西彝族感染
组与非感染组中的分布差异无统计学意义.

结论�: IL10-819基因和CCR5-59029基因多IL10-819基因和CCR5-59029基因多
态性与彝族乙肝感染情况可能存在相关性, 
IL10-819基因和CCR5-59029基因多态性可能
是乙肝易感性的因素之一.

关键词: 趋化因子受体5; 白介素10; 多态性; 彝族; 
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0  ��引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈世

界性流行, 估计全球有3.5亿慢性HBV感染者[1]. 
中国是乙型肝炎的高流行区, 2005年中国≥3岁
人群HBsAg阳性率为9.09%[2], 其中25%以上的

携带者将发展为慢性肝炎, 并可能进展为肝硬

化和肝癌[3]. 骆抗先等[4]对我国7个民族HBV感

染调查, 结果显示HBsAg具有较高的阳性率: 汉
族为15.3%, 藏族26.2%, 瑶族24.0%, 黎族7.0%, 
维族5.3%, 且HBV感染在这些民族中存在着差

异性. 2007年北京市人群乙型肝炎血清流行病

学研究中报道[5], 北京人群HBsAg标化阳性率已

降至3.02%. 2008年卫生部公布全国人群乙型肝

炎血清流行病学调查结果为全国1-59岁人群乙

型肝炎表面抗原携带率为7.18%. 西部地区人群

乙型肝炎表面抗原携带率高于东部地区, 西部

5-59岁人群乙型肝炎表面抗原携带率最高, 达
8.57%[6]. HBV感染, 其临床表现多样而复杂, 乙
型肝炎患者的发病、发展、治疗及预后亦因人

而异, 除了与病毒因素(病毒含量、基因型等)、
环境因素(如暴露人群的整体卫生状况、疫苗接

种状况等)有关, 还与宿主的遗传因素有关, 考虑

其疾病、宿主基因与环境因素三者间关系的复

杂性, 并且涉及到遗传异质性、多基因相互作

用等特征[7,8]. 随着人类基因组计划的完成, 遗传

因素[9]逐渐成为慢性乙型肝炎致病机制研究的

一个热点, 遗传因素在乙型肝炎发生、发展和

致病作用中的研究受到更大重视. 贵州是一个

多民族省份, 少数民族人口众多, 构成了极其珍

贵的遗传资源. 贵州少数民族形成了遗传学上

相对隔离的人群. 选用这样相对封闭的隔离自

然人群为研究对象, 可以最大限度地排除基因地排除基因排除基因

流(gene flow)现象对该人群等位基因频率、基

因型频率的影响, 对多基因疾病研究具有独特

的优势. 本研究采用序列特异性引物-聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction-sequence-spe-
cific primer, PCR-SSP)方法和限制性片段长度多

态性-聚合酶链式反应(polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism, PCR-
RFLP)方法对贵州世居少数民族-威宁和黔西彝

族人群进行与乙型肝炎病毒感染相关的CCR5
基因启动子区-59029位点和IL-10基因启动子区

-819位点的多态性分析研究.

1  �����材料和方法

1.1 材料 在知情同意的原则基础上, 选取贵州省

少数民族中较封闭的隔离自然人群-黔西彝族

105例、威宁彝族108例.  所选的研究对象3代内

无族外通婚、彼此间无直接血缘关系、性别, 
年龄匹配、未有乙型肝炎疫苗接种史. 
1.2 方法方法 
1.2.1 乙型肝炎血液学的检测、DNA提取、定

量以及分组: 采取血样后, 离心后取血浆, 采用

酶联免疫试验(ELISA)检测乙型肝炎血清学标

志, 即表面抗原(HBsAg)、表面抗体(抗-HBs)、e
抗原(HBeAg)、e抗体(抗-HBe)以及核心抗体(抗
-HBc). 按照上海实业科华生物技术有限公司生按照上海实业科华生物技术有限公司生上海实业科华生物技术有限公司生

产的试剂盒(批号20011112)说明进行操作, 美国的试剂盒(批号20011112)说明进行操作, 美国(批号20011112)说明进行操作, 美国

Bio-tec ELX 800酶标仪判断结果. 
1.2.2 样本分组: 由于样本人群无乙型肝炎疫苗

接种史, 乙型肝炎血液学指标判断标准为: HB-
sAg阳性: 标本A值/阴性对照标本平均A值≥2.1; 
抗-HBs阳性: 标本A值/阴性对照标本平均A值≥

2.1; 抗-HBc阳性: 标本A值<COV(原倍血浆阴性

对照标本平均A值×0.3), 并对其样本分组为阳

性感染组和阴性非感染组. 
1.2.3 选取样本: 根据乙型肝炎血液学检测结果, 
选取样本并进行人基因组DNA的常规酚/氯仿抽

提法提取. 

■研发前沿
随着人类基因组
计划的完成, 遗传
因素逐渐成为慢
性乙型肝炎致病
机制研究的一个
热点, 遗传因素在
乙型肝炎发生、
发展和致病作用
中的研究受到更
大重视.
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1.2.4 IL10-819位点的PCR-SSP分析: 采用PCR-
SSP方法检测IL-10基因启动子区-819位点多态

性. 根据GenBank报道的人类IL-10 DNA序列, 
利用Primer Premier 5软件自行设计引物扩增

IL10-819位点的两对引物序列以及内参照引物

序列, 引物均由上海生工合成, 扩增产物片段的片段的的

长度为402 bp. 内参照为人β-珠蛋白基因扩增片片

段, 长度为268 bp., 长度为268 bp. 
1.2.5 CCR5-59029位点的PCR-RFLP分析: 采用

PCR-RFLP方法检测CCR5基因启动子区-59029
位点多态性. 根据GenBank报道的人类CCR5 
DNA序列, 利用Primer Premier 5软件自行设计

扩增CCR5-59029位点的引物序列, 引物由上海

生工合成, PCR扩增产物长度为559 bp. 
1.2.6 PCR反应体系、循环条件及检测: IL10- 
819位点: PCR反应体系总体积25 μL, 包含100 
mmol/L Tris-HCl(pH8.3), 500 mmol/L KCL, 25 
mmol/L MgCl2, 2.5 mol/L dNTPs, 10 μmol/L上下

游引物, 10 μmol/L上下游内对照引物, 100 ng模
板DNA, 1 U Taq DNA聚合酶(大连宝生物工程

有限公司). PCR循环条件: 预变性94 ℃ 5 min, 
94 ℃变性40 s, 63 ℃退火45 s, 72 ℃延伸1 min, 
共35次循环, 终末延伸72 ℃ 7 min. 扩增产物用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测. 
1.2.7 CCR5-59029位点: PCR反应体系总体积

25 μL, 包含10×PCR Buffer 2.5 μL, 25 mmol/L 
MgCl2 2.0 μL, 2.5 mol/L dNTPs 2.0 μL, 10.0 
μmol/L上游和下游引物各0.5 μL, TaqDNA聚合

酶(天根)(2.5 U/μL)0.4 μL, 模板DNA(100 μg/L)1 
μL, 加水补足体积至25 μL. PCR循环条件: 预变

性95 ℃ 5 min, 变性95 ℃ 30 s, 退火63.3 ℃ 30 s, 
延伸72 ℃ 30 s, 循环30次, 终末延伸 72 ℃ 7 min. 
扩增产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测.
1.2.8 CCR5-59029位点酶切分析: 用限制性内

切酶Bsp 1286Ⅰ酶切PCR扩增产物的DNA片段, 
Bsp 1286Ⅰ酶切识别位点: 5'…GGGCA↓C…3'; 
3'…C↑CCGTG…5', 59029位点发生G→A, 使原

来的限制性酶切位点消失, 这样电泳条带的数

量和大小就会发生改变, 从而区分不同的基因

型. Bsp 1286Ⅰ酶切体系: 10×PCR Buffer 1 μL, 

2.5 mmol/L BSA 0.4 μL, 模板DNA(100 μg/L)2 
μL, Bsp 1286Ⅰ(Promega)(10 U/μL)0.25 μL, 加高

压灭菌ddH2O至10 μL, 经2.0%琼脂糖凝胶电泳, 
在UVP凝胶成像仪上照相观察结果, 根据片段成像仪上照相观察结果, 根据片段仪上照相观察结果, 根据片段

大小来区分不同的基因型.
统计学处理  使用S P S S14.0统计软件处

理数据. 根据IL10-819位点的PCR-SSP结果和  
CCR5-59029位点的PCR-RFLP结果确定样本的

基因型, 基因型频率和等位基因频率, 用直接计

数法计算. 组间基因型频率和等位基因频率比

较、基因型及等位基因频率与乙型肝炎易感性乙型肝炎易感性易感性

的关联性分析采用χ2检验, 定义P≤0.05时有统

计学意义.

2  ��结果

2.1 乙型肝炎血清学标志检测结果乙型肝炎血清学标志检测结果血清学标志检测结果 乙型肝炎血血

清学标志检测结果见表1, 贵州黔西彝族HBsAg
阳性率为9.52%, HBV流行率42.86%, 威宁彝族

HBsAg阳性率为20.37%, HBV流行率51.85%. 
2.2 IL10-819位点的PCR-SSP结果 IL10-819位点

扩增产物片断的长度为402 bp, 内参照扩增产

物片断长度为268 bp. 若样本基因型为野生型, 
-819位点为CC时, 引物1扩增, 在402 bp和268 bp
处出现条带, 引物2不能扩增, 只在268 bp内对照

处出现条带; 若样本基因型为纯合突变型, -819
位点为TT时, 引物2扩增, 也在402 bp和268 bp处
出现条带, 而引物1不能扩增, 只在268 bp处出现

条带; 若样本基因型为杂合子CT时, 引物1与2均
可扩增, 都在402 bp和268 bp处出现条带, 见图1.  
2.3 CCR5-59029位点PCR扩增和酶切分析结果

2.3.1 CCR5-59029位点的PCR扩增结果: 经过

PCR特异性扩增, 扩增产物长度559 bp(图2), 每例

样本选择目的条带清晰的PCR产物进行酶切. 

■相关报道
Chang等对CCR5
启动子基因多态
性与HBV感染的
相关性进行研究, 
发现CCR5-59029 
G 等 位 基 因 型 与
HBV感染的自发
清 除 显 著 相 关 , 
CCR5基因59029
位点基因多态性
可能在HBV感染
的清除中起重要
作用.

表  1  贵州彝族乙型肝炎血清学标志检测结果 n (%)

     
民族     n   HBsAg   抗-HBs  HBeAg 抗-HBe   抗-HBc HBV流行率(%)

黔西彝族 105 10(9.52) 14(13.33) 3(2.86) 8(7.62) 37(35.24)        42.86

威宁彝族 108 22(20.37) 18(16.67) 2(1.85) 9(8.33) 34(31.48)        51.85

图� �� ������������������������  1 IL 10基因-819位点的PCR-SSP结果. 1, 2: 杂合子CT; 3: 

野生型CC; 4: 纯合突变型TT.
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2.3.2 C C R5-59029的B s p 1286Ⅰ酶切结果 : 
CCR5-59029扩增产物559 bp, 其片段中带有2个
Bsp 1286Ⅰ内切酶的酶切位点, 59029位点发生

G→A, 片段中该酶切位点消失, 只有1个酶切位

点发生酶切. 当为野生型GG时, 559 bp被酶切成

278, 154, 127 bp; 当为突变型AA时, 559 bp被酶

切成405 bp和154 bp; 当为杂合子GA时, 559 bp
被酶切成405, 278, 154, 127 bp(图3). 
2.4 乙型肝炎感染情况与贵州威宁、黔西彝族乙型肝炎感染情况与贵州威宁、黔西彝族感染情况与贵州威宁、黔西彝族

基因型频率、基因频率的分析 根据乙型肝炎血乙型肝炎血血

液学标志检测结果将样本分为HBV阳性感染组

和阴性非感染组两组, 比较两组IL10基因-819
基因型和CCR5基因-59029基因型分布的差别. 
IL10基因-819等位基因频率和基因型频率在贵

州黔西彝族人群感染组与非感染组中的分布有

显著性差异(P <0.05); 贵州威宁彝族人群等位基

因频率和基因型频率在感染组与非感染组中的

分布无显著性差异(P >0.05, 表2). CCR5-59029等
位基因频率在贵州威宁彝族人群感染组与非感

染组中的分布有显著性差异(P <0.05); 黔西彝族

等位基因频率和基因型频率在感染组与非感染

组中的分布无显著性差异(P >0.05, 表3).

3  ��讨论

与HBV感染者有密切接触的高危人群感染HBV
的机会不均一, 一部分人很容易被感染, 另一部

分人虽长期与患者接触却未被感染. HBV感染

者中有人很快发展到肝硬化、肝癌阶段, 而一

些患者在感染后很多年未经治疗, 其仍维持在

表  2  贵州威宁、黔西彝族IL10-819基因及基因型频率与HBV感染的相关分析

     
分组     n

基因型频率n (%)               基因频率n (%)     

      TT        CT     CC        T       C

威宁彝族 108 44(40.7) 44(40.7) 20(18.5) 132(61.1) 84(38.9)    

    HBV感染组   56 25(44.6) 23(41.1)   8(14.3)   73(65.2) 39(34.8)    

    HBV非感染组   52 19(36.5) 21(40.4) 12(23.1)   59(56.7) 45(43.3)    

              Sig. = 0.458, P>0.05     Sig. = 0.203,  P>0.05

黔西彝族 105 47(44.8) 52(49.5)   6(5.7) 146(69.5) 64(30.5)  

    HBV感染组   45       13(28.9) 28(62.2)   4(8.9)   54(60) 36(40)

    HBV非感染组   60 34(56.7) 24(40.0)   2(3.3)   92(76.7) 28(23.3)

              Sig. = 0.014, P<0.05     Sig. = 0.027, P<0.05

表  3  贵州威宁黔西彝族CCR5-59029基因及基因型频率与HBV感染的相关分析

     
分组     n

基因型频率n (%)                       基因频率n (%)     

      GG        GA      AA              G                   A

威宁彝族 105 25(23.81) 42(40.00) 38(36.19)      92(43.81)         118(56.19)    

    HBV感染组   45 11(24.44) 17(37.78) 17(37.78)      39(43.33)           51(56.67)    

    HBV非感染组   60 14(23.33) 25(41.67) 21(35.00)      53(44.17)           67(55.83)    

          χ2 = 0.165, Sig. = 0.921, P>0.05   χ2 = 0.015, Sig. = 0.904, P>0.05

黔西彝族 108 42(38.89) 46(42.59) 20(18.52)    130(60.19)         86(39.81) 

    HBV感染组   56       18(32.14) 24(42.86) 14(25.00)      60(53.57)         52(46.43)

    HBV非感染组   52 24(46.15) 22(42.31)   6(11.54)      70(67.31)         34(32.69)

              Sig. = 0.258, P>0.05              Sig. = 0.039, P<0.05

图� �� �����������������������  2 CCR 5基因-59029位点的PCR扩增结果.
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图� �� ������������������������  3 CCR 5基因-59029位点的酶切结果电泳图. 1, 4, 5, 10: 

突变型AA; 2, 6, 9: 杂合子GA; 3, 7, 8: 野生型GG.
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■应用要点
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因多态性与彝族
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多态性可能是乙
肝易感性的因素
之一.
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最初感染状态. 这与个体基因易感性和基因多

态性以及免疫状态有密切关系. 
越来越多的实验结果表明, HBV感染的肝脏

病理改变是针对于这种病毒的肝内免疫反应的

直接结果, 记忆和激活T淋巴细胞的浸润已成为

HBV的炎症特征, 而趋化因子/趋化因子受体在T
淋巴细胞游走中起重要作用. 蒲春文等[10]研究发

现: 肝内CCR5阳性细胞在慢性肝炎中高度表达, 
且其表达程度与炎症程度平行, 提示CCR5在
HBV的病理损伤进展过程中起重要作用. Shieh
等[11]发现CCR5-59029 A/A基因型的个体中CD4+ 
T淋巴细胞上表达更多的CCR5受体. 因此认为淋巴细胞上表达更多的CCR5受体. 因此认为上表达更多的CCR5受体. 因此认为

CCR5-59029 G/G基因型的作用是降低CCR5受体

的功能, 而CCR5-59029 A/A基因型的作用是增加

CCR5受体的表达. 而且研究发现CCR5 promoter 
59029 G/G基因型个体可以通过降低CCR5的作

用而减轻肝脏的炎症反应[12]. 由此我们可以推想

CCR5-59029位点的基因多态性与细胞CCR5的
表达有关, 而其表达程度又与肝炎的炎症程度平

行, 这些证据提示我们CCR5-59029 G/G基因型

可能是HBV感染的保护性基因型.
Chang等[13]对CCR5启动子基因多态性与

HBV感染的相关性进行研究, 发现CCR5-59029 
G等位基因型与HBV感染的自发清除显著相关, 
CCR5基因59029位点基因多态性可能在HBV
感染的清除中起重要作用. 本研究显示, 威宁彝

族CCR5基因-59029 G等位基因频率在非感染

组中显著高于感染组, 这提示我们59029 G等位

基因可能与HBV感染的清除有关, 这与Chang
等的结果一致; 而黔西彝族等位基因频率和基

因型频率在感染组与非感染组中的分布无显著

性差异(P >0.05), 与Cheong等等[14]的研究中显示

CCR5-59029位点与HBV的感染没有相关性的结

果一致. 
IL-10是人体内重要的具有抗炎和免疫调节

作用的细胞因子, IL-10基因的启动子区具有高

度多态性, 有多个多态性位点, 与很多疾病相关. 
已有研究[15,16]显示IL-10基因多态性能影响IL-10
的转录、翻译和分泌过程, 与IL-10的分泌水平

有关, 而IL-10在体内的分泌水平将直接影响机

体对HBV的免疫反应, 进而影响其对乙型肝炎HBV的免疫反应, 进而影响其对乙型肝炎的免疫反应, 进而影响其对乙型肝炎乙型肝炎

的易感性[15,17-18], 所以说IL-10基因多态性与HBVHBV
感染密切相关, 在抗病毒免疫中发挥着重要的

作用, 直接影响其易感性和严重程度. 
Miyazoe等[19]的研究发现, IL-10基因启动

子区-819 T等位基因在慢性无症状乙型肝炎乙型肝炎

携带者中的频率显著高于慢性进展性肝病患

者, 研究提示携带IL10-819 T基因的人群乙型乙型

肝炎病情发展较其他慢. 在本研究中, 结果显示病情发展较其他慢. 在本研究中, 结果显示

IL10-819基因型频率在贵州黔西彝族感染组与

非感染组之间分布差异有统计学意义, 黔西彝

族非感染组IL10-819 TT基因型频率显著高于感

染组, IL10-819 T等位基因频率在非感染组中显

著高于感染组, 提示IL10-819 T突变基因可能在

HBV感染中起到保护作用, 这与Miyazoe等的研

究结果一致; 而贵州威宁彝族人群等位基因频

率和基因型频率在感染组与非感染组中的分布

无显著性差异(P >0.05). 
特别有意义的是, 两个与HBV感染相关的

基因在本研究中不同民族出现了不同的结果, 
这可能与样本量、地域、种族及族群有一定关

系. 在不同地域、种族、族群其基因多态性表

现并不完全相同, 而HBV感染与机体许多基因HBV感染与机体许多基因感染与机体许多基因

有关, 许多作用机制还有待于进一步的证实和

探索. 
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本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表
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数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 
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