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·实验研究·

四川彝族人群HIV一1辅助受体CCR5△32和
CCR2—64I基因多态性分析

邓小玲 洪坤学 陈健平 阮玉华 许铭炎 秦光明 李克 邢辉 邵一呜

【摘要】 目的 了解中国四川彝族人群艾滋病病毒一1(HIV一1)辅助受体ccR5△32和ccR2—64I

基因多态性特点。方法 提取119份彝族正常人和88份HIV一1感染人群外周血基因组DNA。用聚

合酶链反应(PcR)方法检测ccR5△32突变，阳性产物经克隆、测序进一步证实；用PCR一限制性片段

长度多态性技术检测CCR2—64I突变，并测序验证。结果 119份正常人样本中，ccR5 wt／△32等位

基因突变杂合子2例(1．68％)，未检测到CCR5△32／△32突变纯合子，aCR5△32等位基因频率为

0．0084；CCR2—64I突变杂合子26例(21．85％)，突变纯合子2例(1．68％)，等位基因频率为0．1261。

88份HIV一1感染者样本中，未检测到CCR5△32突变；CCR2—64I突变杂合子12例(13．64％)，突变纯

合子7例(7．95％)，等位基因频率为0．1327。统计分析表明，上述等位基因多态性在该群体中均呈

Hardy_weinberg平衡分布；两种等位基因的突变频率在正常人和感染人群中的差异均无统计学意义。

结论研究获得了中国四川彝族人群CcR5△32、CCR2—64I等位基因多态性资料，结果有助于综合评

估中国人群对HIV一1感染的遗传易感性，同时为深入研究HIV一1抗性基因在中国不同民族的HIV感

染及发病机制中的作用奠定基础。
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【Abstract】 objective To explore genetic p01ymorphisms CCR5 of HIV coreceptor and CCR2 in

Chinese Yi Ethnic group in Sichuan．Methods Genomic DNA samples were obtained fram 119 healthy

individuals and 88 HIV一1 infected individuals of Chinese Yi Ethnic group in Sichuan． PoIymerase chain

reaction(PCR)， cloning and gene sequencing techniques were employed to identify the genotype of

CCR5△32；PCR—restriction fragment length p01ymorphism(RFLP)and gene sequencing were employed to

identify the CCR2—64I alleles． R酷ults At CCR5 locus，2 heterozygoteS(CCR5一wt／△32)and none

hamozy‘：ote(CCR5一△32／△32)were observed in 119 healthy individuals，aUelic frequency of CCR5一△32

was O．84％；No mutant was found in 88 HIV一1 infected individuals．At CCR2 locus，26 heterozygotes

(CCR2—64V／64I)and two homozygotes(CCR2—64I／64I)were observed in healthy individuals but the

a11elic frequency CCR2—641 was 12．61％．Among infected individuals，12 heterozygotes(CCR2—64V／64I)

and 7 hornozygotes(CCR2—64I／64I)were observed and the allelic frequency CCR2—641 was 13．27％．

S、tatistical analvsis reveakd that the differences of both loci between healthv and infected individuals were

inSignificant．Both loci were consistent with the Hardy—Weinberg equilibrium in the two different groups．

Conclusi佃 The polymorphism of CCR5△32 and CCR2—64I alleles from Chinese Yi Ethnic group was

detected which was of significance for the evaluation of genetic resistance to HIV一1 infectio札in Chinese

population．
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CCR5是艾滋病病毒一1(HIV一1)感染时的主要

辅助受体⋯，其等位基因编码区发生的32个碱基缺

失是最常见的突变型，称为CCR5△32。这种突变可

使其丧失受体功能心。4]，纯合性突变可有效抵制病毒

感染，杂合性突变可延缓艾滋病(AIDS)病程。

CCR2是HIv—l感染的次要辅助受体旧J，当其基因

编码区的第64位缬氨酸被异亮氨酸替代，即发生

CCR2—64I突变时，也可延缓艾滋病病程。CCR5△32

和CCR2—64I基因多态性分布在不同种族中存在差

异。5 o，调查我国不同民族中这两种基因多态性的分

布，对于评估相关人群对HIV的遗传易感性和艾滋

病的防治具有参考意义；为此，我们调查了四川省彝

族正常人和HIV一1感染人群的CCR5△32和CCR2—

64I基因多态性分布情况。

对象与方法

1．样品采集：2000年1月至2002年12月间根

据知情同意原则在四川凉山彝族自治州昭觉县随机

采集三代均为彝族且无亲缘关系的研究对象外周血

液样本207份，其中健康人119份，男性89份，女性

30份，平均年龄(25．35±6．72)岁；HIV—l感染者样

本88份，男性76份，女性12份，平均年龄(31．94±

8．63)岁。所有样本均用BioMerix公司Vironostika

HIv Uni—FormⅡplus o诊断试剂盒做HIV抗体

初筛，并用Genelabs．公司的GENELABS HIV

BLOT 2．2确证试剂盒做HIV感染的确认。

2．基因组DNA的提取：应用QIAamp Bl∞d Kit

(德国QIAGEN公司)试剂盒提取人外周血基因组

DNA，操作步骤按说明书进行。

3．聚合酶链反应(PCR)扩增检测CCR5△32突

变：根据CCR5缺失位点设计三对引物69／70、

del3／70、del4／70，扩增产物片段长度分别为225、

190、174 bp。引物69：5’一ACCAGATCTCAAAAA

GAAGGTCT一3’；引物70：5’一CATGATGGTGAA

GATAAGCCTCAC艮3’； del3： 5’一GCAGCTCTC

ATTTTCCATACATTA一3’； del4： 5’一TACAGT

CAGTATCAATTCTGGA，A一3’。PCR条件：95℃

80 s、55℃30 s、72℃30 s，1个循环；94℃30 s、55℃

30 s、72℃30 s，30个循环；72℃延伸10 min。

4．PCR一限制性片段长度多态性(RFLP)检测

CCR2—64I突变：扩增CCR2基因片段长度为380 bp。

引物 CCR2a： 5’一GGATTGAACAAGGACGCAT

TTCCC(>3’；引物CCR2b：5’一TTGCACATTGCAT

TCCCAAAGACCC一3’。PCR反应条件：94℃2 min

30 s、55℃1 min、72℃1 min，1个循环；94℃1 min、

55℃1 min、72℃l min，35个循环；72℃延伸10 min。

PCR扩增产物用FOK I(购自美国Biolab公司)酶

切，酶切位点为GGATGNN。10肚l酶切反应体系于

37℃酶切2 h，产物于2％琼脂糖凝胶电泳分析。

5．DNA序列测定：将引物del3／70扩增的CCR5

基因片段进行细胞克隆，并提取质粒DNA。以纯化

的质粒DNA及CCR2基因扩增片段为模板，于ABI

公司377型DNA序列测定仪进行序列测定。

6．统计学分析：采用Y2检验对两种人群的突变

频率进行比较。

结 果

1．CCR5△32：根据被检测个体CCR5的等位基

因突变与否，可以预测PCR产物电泳后的三种结

果：①出现225 bp和174 bp二条带，为CCR5野生型

纯合子(基因型CCR5一wt／wt)；②出现225 bp和

190 bp二条带，为CCR5△32突变纯合子(CCR5一

△32／△32)；③出现225、190和174 bp三条带，为

CCR5△32突变杂合子(CCR5一wt／△32)。按照这些

带型，在我们检测了119份正常人样本中，CCR5一

wt／wt有117例，占98．32％；CCR5一wt／△32有2例，

占1．68％，并将这2例杂合子进行了测序(图1)，未

发现CCR5△32突变纯合子，等位基因频率为

0．0084。88例感染者中未发现有CCR5△32突变

样品。

TGTCTGGAAATTCTTCCAGAA订GAlACTGAA

l
ac^^GcAGCGGC^GGAcc^GCccCA^G^TG^盯ATcTrr^^他TAl粥从^A代^CAGc腻从Tc^C『^GTGMTlGGcG

箭头所指为缺失32 bp的位置，箭头上方所不为缺失的32个碱基

图1 CCR5△32基因测序图

2．CCR2—64I：CCR2野生型纯合子(CCR2—64V／

64v)的PCR产物因未发生突变，则不能被FoK I

酶切，电泳时只有一条带，仍为380 bp；PCR扩增的

CCR2—64v／64I基因片段，由于其突变只发生于一条

链，则只有一条链可被FOK I酶切，故电泳时为三

条带，380、153、227 bp；CCR2—64I／64I则可被完全酶
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切，故电泳时仅有153、227 bp两条带。根据上述

FoK I酶切结果可知，在检测的119份彝族正常人

样本中，CCR2—64V／64V有91份(76．47％)，CCR2—

64V／64I有26份(21．85％)，CCR2—64I／64I 2份

(1．68％)，CCR2—64I等位基因频率为0．1261；88例

感染者样本中，CCR2—64V／64V 68例(78．41％)，

CCR2—64V／64I 12例(13．64％)，CCR2—64I／64I 2例

(7．95％)，CCR2—64I等位基因频率为0．1327。

3．cCR5△32和CCR2—64I连锁分析：在正常人

群的2例CCR5一wt／△32个体中，未发现同时存在

CCR2—64I杂合性或纯合性突变，说明在本研究中彝

族正常人群的CCR5△32和CCR2—64I突变无连锁

关系。由于感染人群没有发现CCR5△32突变样

品，因此也不存在连锁关系。

4．统计学分析：由于CCR5△32基因突变频率

低，采用精确检验法比较正常人群和阳性人群突变

频率的差别，结果显示P>0．05，因此认为两种人群

的CCR5△32基因突变频率差别没有统计学意义。

用Y2检测CCR2—64I基因突变在正常人群和感染人

群的差别，x2=o．108<x2。。，)=3．84，P>o．05，两

种人群的CCR2—64I基因突变频率差异也没有统计

学意义。两种人群中各种基因型的分布均符合

Hardy—weinberg平衡。由于男性和女性样品数相差

较大，因此未做异性间突变率差别的比较。

讨 论

本实验设计了三对引物，用PCR技术检测

CCR5△32。引物69为缺失片段区域的上游外侧正

向引物，70为缺失片段区域的下游外侧反向引物，

69／70扩增产物包括缺失片段区域；del4为含有一部

分缺失片段区域的正向引物，del4／70只能扩增出无

CCR5△32突变的样品；del3是由位于32个缺失碱

基前的21个碱基及其后的3个碱基所组成，由于

3’末端严格配对，故del3／70只能扩增出有缺失突变

的样品。由于引物的严密设计，大大减少了假阳性

结果的出现。对本次实验中检测到的两例

CCR5△32杂合子均进行了克隆、测序，进一步证实

了方法的可靠性。另外随机抽取CCR2—64I样品的

测序结果也证实了PcR—RFLP方法对检测cCR2—

64I的准确性。

CCR5是HIV一1感染的主要辅助受体，

CCR5△32基因多态性对HIV病毒感染及感染后疾

病进程的影响已得到证实，目前不同实验室已对多

个不同民族的CCR5△32等位基因突变做了调

查Hj o。经鉴定在美国白人和欧洲后裔中，CCR5△32

等位基因突变率为10％，在全欧洲、中东和印度次

大陆为2％～5％，而在中国汉族人中，据最新的文献

报道仅为0．18％b o。我们的实验检测到四川彝族正

常人群CCR5△32等位基因突变频率为0．84％，且

无突变纯合子，突变率远远低于美国白人和欧洲后

裔。从中国其他民族的检测结果来看¨。，CCR5△32

等位基因频率均普遍较低，且有多个民族人群未检

测到CCR5△32突变，各民族中均未检测到纯合子

突变，这可能是由于中国人群的特点，其突变率本身

很低，而父母同时具有△32基因型的概率更小，所

以在子代中突变纯合子难以产生。有学者认为最早

的CCR5△32突变起源于欧洲，在世界上其他地区

的CCR5△32突变可能是基因漂流的结果，从所比

较的等位基因频率来看，似乎印证了这一说法。

CCR2—64I突变位于CCR2的第一穿膜功能区，

其突变率在白人中占9．8％o7|，非裔美国人为

15．1％，西班牙人17．2％，而在亚洲人群中为25％。

在我们研究的彝族正常人群中，CCR2—64I等位基因

突变频率达到12．61％，在中国其他民族的突变频率

也普遍较高Mo，均高于欧洲白种人，但我们调查的彝

族正常人群CCR2—64I等位基因突变频率又低于亚

洲人群，这说明各民族有着自身的遗传特点。

实验结果显示，CCR5△32和CCR2—64I突变频

率在正常人群和HIV一1感染人群中均有差别，但统

计分析表明差别无显著性。由于本次调查的样本例

数有限，样本采集时未能获得感染者的CD4+T细

胞数及病毒载量，且有些感染者具体的发病时间不

详，因此不能仅根据本次实验的数据来判断这两种

突变在四川彝族人群中是否起到延缓AIDS进程的

作用。CCR2基因与CCR5基因间隔不到10 kb，两

者之间存在着很强的连锁不平衡现象旧o，因此曾认

为CCR2—64I的保护作用是与CCR5△32相关联的，

但本次实验，并未发现同时存在CCR5△32和CCR2—

64I的个体，这一结果与其他研究者的结果

一致‘7_9I。

从我们的调查结果和中国其他民族的结果来

看¨o，我国各民族的HIV辅助受体CCR5△32和

CcR2—64I基因多态性有着各自的特点，但若考虑辅

助受体基因多态性的保护作用时，总体趋势上中国

人群中可能是以CCR2—64I为主，而欧洲人群则是

以CCR5△32为主。由于目前许多研究者已开始利
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用CCR5和CCR2作为靶点进行药物研究[1 0‘12]，试

图找到预防和治疗艾滋病的突破口，而今在这一领

域也有了重大突破。因此对中国人群HIV一1感染

辅助受体基因多态性研究很必要，这不仅可以了解

我国人群宿主遗传因素与其他人种的差异，获得我

国不同人群有关遗传因素的背景资料，同时这些背

景资料为未来HIV一1感染者的用药选择可提供合

理的参考依据。
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人附红细胞体病合并人芽囊原虫病一例报告

官友生 周健徐相凯 唐国华 张梅烈

患者男性，58岁，高密市畜牧兽医站职工。2004年4月

26日剥离解剖确诊患有附红细胞体病(附红体病)的死猪时

不慎划破手部皮肤并有出血，当时未作处理，5月10日开始

发热，体温37℃～38．2℃，全身乏力，胸闷，食欲不振，四肢关

节酸痛，脐周间歇性隐痛，由于职业原因自己怀疑为附红体

病，13日到高密市人民医院就诊。B超检查肝脾正常，红细

胞计数4．09×10”／L，血红蛋白124 g／L，谷丙转氨酶升高；取

血查附红体，镜检观察200个红细胞，80％以上有附红体附

着，且大部分有多个附着，形状多为卵圆形。对病例进行个

案调查，结合流行病学史、临床表现、实验室检查诊断为附红

体病。5月14日患者服用强力霉素每天200 mg，连服3周，

19日始体温降至正常，22日又加用青蒿索，连服3天，26日

出现四肢瘙痒，及时给予抗过敏止痒治疗，症状减轻，6月18
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日再采血查视野下200个红细胞约20％有附红体附着，患者

仍呈间歇性腹痛，并出现轻度腹泻，22日到中国疾病预防控

制中心寄生虫病预防控制所诊治，大便镜检查到人芽囊原

虫，24日始每日服甲硝唑片250 mg，连服2周后，腹痛症状减

轻，大便镜检未再查到人芽囊原虫，7月16日、8月22日随

访时仍有间歇性腹痛。

讨论：附红体进入机体后，主要为隐性感染，只有少数患

者出现症状，该患者为畜牧工作者，症状出现后警惕性高，及

时得到诊治；人芽囊原虫病感染并不多见，该患者轻度腹泻，

粪便中查到人芽囊原虫，人芽囊原虫病感染的诊断亦成立。

附红体病在动物特别是猪、牛、羊中常见，人附红体病并不多

见，患者于发病半月前接触过病猪，可能通过破损皮肤由血液

传播而发病。强力霉素、青蒿素治疗后效果明显，但一直伴有

间歇性腹痛，此方面的报道较少，原因不能解释。人附红体病

在山东省为首例报告，合并人芽囊原虫病感染更为少见。
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