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·现场调查·

云南省基诺族、傣族、馒尼族人群CⅡTA G一

944C多态性与HBV感染的相关性研究

高建梅邹云莲唐慧徐艳董虹严新民

【摘要】 目的分析云南省西双版纳地区基诺族、傣族和馒尼族人群C II TAG一944C多态性

的分布，并探讨其多态性与HBV感染的相关性。方法运用PCR测序的方法埘三民族人群C II

TAG一944C位点进行基因分型，并分析其基凶多态性与I-IBV感染的相关性。结果(1)馒尼族

人群HBV感染率及HBsAg携带率显著高于基诺族和傣族，差异有统计学意义(傻尼族"135．基诺族

x2值分别为135．196和10．361，P值分别为0．000和o．001；馒尼族伽．傣族z2值分别为96．783和

8．748，P值分别为0．000和0．003)。(2)傻尼族人群cⅡTAG一944C位点基因型与等位基因分布频

率与其他两民族显著不同，CC基因型与C等位基因频率升高，而GG基因型与G等位基因频率则

降低，差异有统计学意义(傻尼族VS．基诺族z2值分别为11．841和12．208，P值分别为0．003和

0．000；馒尼族ff$．傣族f值分别为23．902和20．220，P值均为o．ooo)。(3)CIITAG一944C基因型和

等位基因分布频率在基诺族人群HBV感染组与对照组中差异有统计学意义(f值分别为6．150和

4．911，P值为0．046和0．027)；而HBsAg+组与HBsAg一组相比，在馒尼族人群和三民族总体人群中

分布均有差异(馒尼族r值分别为8．650和5．034，尸值分别为o．013和o．025；总体人群#值分别为

13．047和9．416，P值分别为0．00l和0．002)；HBsAg+组CC基因型和c等位基因分布频率显著升

高。(4)以非条件logistic回归模型校正混杂因素后，在C隐性模式下(CC／GG+GC)，HBsAg+组与

HBsAg一组差异有统计学意义(P--0．000；OR=2．964；95％C／：1．609～5．460)。结论C II TA

G一944C基因型和等位基因频率具有民族差异，并且其多态性与HBsAg携带密切相关，基因型为

CC纯合子的HBV感染患者更易发展成为HBsAg携带者。
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【Abstract】0bjective To explore the relationship between HBV infection and the genotypes

and allele frequencies of C 11 1’A G一944C gene polymorphism in three minority populations(Jinuo．
Dai and Aini population)in Xishuangl：lanna district，Yunnan province．Methods Polymerase chain

reaction and sequencing method were used to study the genotypes and allele frequencies distributions

of CⅡTA G一944C gene polymorphism in those three populations．Relationship between the

genotypes distribution and HBV infeetion results were also analyzed． Results The rates on HBV

infection and HBsAg carrier status in Aini minority population were 89．2％and l 6．3％．which were

significantly higher than in Jinuo(27．9％and 3．9％，X2=135．196 and 10．361。P=0．000 and 0．001)

and Dai population(44．9％and 6．6％。f=96．783 and 8．748，P-----0．000 and 0．003)while among Aini

population it WaS significantly different with the other two minority populations．The CC genotype

and C allele frequencies were more distributed in Aini population than in the other two minority
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populati011S．In contrast，the GG genotyl∞and G allele frequencies were lowgr than the other two

mmority populations，with f rates between Aini and Jinuo population were 11．841 and 12．208 and the

Pas 0．003 and 0．000 respectively while the f rates between Aini and Dai populatiOil were 23．902 and

20．220 with P value as 0．000 and 0．000．11le genotypes frequencies of C II TA G一944C was

significantly different in the infected individuals(IF)group and health control(HC)group in Jinuo

population()c2=6．150 and 4．91l，P=0．046 and 0．027)．When compared with HBsAg’group and

HBsAg—group，the genotypes and allele frequencies were different in Aini population and the total

three minority populations(Y2 rates in Jinuo minority were 8．650 and 5．034 wim P values as 0．013

and 0．025)．However，the Y2 rates in the whole population were 13．047 and 9．416 with Pvalues as

O．001 and 0．002．respectively．The distribution of CC genotype and C allele gene in HBsAg+group
was increasing．Data from non—condition logistic regression analysis and adjusting for confounding

factors。the HBsAg+group had a significantly increase of HBsAg—group under the C aUele Recessive

Model(|P=0．000；OR=2．964；95％(7／：1．609～5．460)．Conclusion The genotypes and allele

frequencies distilbution of C 1I TA G一944C were different in the three ethnic populations．

Polymorphism of this gene was closely associated with HBsAg carder．The CC genotype patients were

more easily to become HBsAgcarrier．

【Key words】Hepatitis B virus；Class U transactivator；Gene polymorphism；Minority

populations

不同人群具有不同的遗传背景，对疾病的易感

性差异可能与人群的基因结构相关。基诺族、傣族

和馒尼族地处边疆地区，与外界及民族间交流甚少；

因此形成了民族问相对的种群隔离，是一个非常好

的人群基因结构与疾病认识的地区。调查发现三民

族的HBV感染与HBsAg携带具有显著的差异。
MHC 1I类反式激活因子(class 1I transactivator，C 1I

TA)是MHC II类基因表达的关键调控分子，而在肝

细胞中CIITA的表达由启动子Ⅳ控制，CIITA通过

在转录水平调节细胞是否表达MHC II类分子及其

在何种水平上表达，调控T细胞在免疫应答中的强

度，从而影响机体对病毒的抑制和清除n’2J。众多研

究表明，HBV感染和转归存在人群差异并与宿主免

疫遗传因素，特别是与免疫应答相关的基因结构与

表达密切相关"圳。本文对c 11 TA启动子ⅣG一944C

多态性在三民族人群中的分布以及基因多态性与

HBV感染的关联进行了研究。

对象与方法

1．研究对象：采用整群随机抽样的方法，选取云

南省西双版纳少数民族聚居区(基诺族为西双版纳

景洪市基诺乡，傣族为景洪市小街乡，馒尼族为景洪

市勐罕镇)村民为研究对象。入组人群除保证民族

种群的纯净(三代以上本族)外，还在生活的地理环

境上尽量保证相似，即均为半山地、同纬度、同气候

环境，从而避免了其他因素影响。由于采集点均位

于偏远地区，卫生意识和医疗条件非常落后，研究人

群均从未接受乙肝疫苗接种与其他主、被动免疫治

疗。所有观察人员均静脉抽取EDTA—K2抗凝静脉

血3 ml，分离血浆和外周血单个核细胞一20℃保存

备用。分组：按民族分为傣、基诺与馒尼三个种群，

每个种群又根据乙肝血清学标志物检测结果分为：

①正常对照组(HC)，即乙肝免疫血清学标志物均

为阴性；②HBV感染组(IF)，即HBsAg、HBsAb、

HBeAg、HBeAb和HBcAb任何一项和／或几项阳性

者；IF组又分为HBsAg阳性组(HBsAg+)与HBsAg

阴性组(HBsAg一)。所有研究对象均知情同意并自

愿参加。

2．方法：

(1)HBV血清学标志物检测：HBsAg、HBsAb、

HBeAg、HBeAb与HBcAb的ELISA检测试剂盒购

自上海科华生物技术有限公司，按说明书进行操作

及结果判断。

(2)C 11 TA G一944C多态性分析：采用Sangondx

量柱式基因组抽提试剂盒提取基因组DNA，用

Primer Premier 5软件设计引物并由TaKaRa公司合

成，采用巢式PCR扩增C lI TA基因目的片段，扩增

产物纯化后用Pnl和Pn2进行双向测序，测序仪为

ABl3130Genetic AnalyZer，Sanger双脱氧法。引物

序列：外侧引物：Pwl 5 7．CGG CCC ACA GCAAGG

TCT TCT CG-3 7。Pw2 5’一GTT ACC ATG ACC ACA

CCCCCAGCC．3’；扩增条件，95℃预变性5 min，

95℃30 S，60℃30 S，72℃45 S，35个循环，72℃延

伸5 min；产物大小802 bp。内侧引物：Pnl 5’．CGG

GGG AAC AGA TGG TGG GAA GA一3’，Pn2

5’．CCC CCT CCAACACTT TCC CGTAGC．3’；扩

增条件，95℃预变性5 min，95℃30 S，60℃30 S，

72℃45 S，35个循环，72℃延伸5 min；产物大小

404bpo

3．统计学分析：采用SPSS 11．0统计软件处理，
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直接计算法计算基因型和等位基因频率，以

Hardy．Weinberg遗传平衡法检验各组基因频率群体

的代表性，以P>0．05为符合，组问频率比较用z2检

验；以非条件logistic回归模型校正民族、年龄及性

别等混杂因素后进行分层分析，计算相对风险度的

比值比(OR)及95％可信区间(CI)；以P<0．05作为

判断显著性差异的标准。

结 果

1．HBV感染状况及一般人口学资料：馒尼族人

群HBV感染率(tF与HC+IF比较)及HBsAg携带

率(HBsAg+与HC+IF比较)分别为89．2％和16．3％，

显著高于基诺族(27．9％和3．9％)及傣族(44．9％和

6．6％)人群，差异有统计学意义(表l、2)。

表1基诺族、傣族和傻尼族人群HBV感染状况比较

注：4 135．6：Zz=7．885，P=0．005；aVS．。：x2=1 35．196。P=0．000；6％。：

X2=96．783，P=0．000；4∞．7：X2=10．361，P=0．001；‘懈．7：X2=8．748，

P=0．003；括号外数据为感染例数．括号内数据为感染宰(％)

表2研究人群一般人口学资料

注：括号外数据为人数，括号内数据为构成比(％)

2．三民族c 1I TAG一944C位点多态性分析：测

序结果表明，三民族人群均有CC、GC和GG 3种基

因型的检出，测序结果见图l。3种基因型在人群中

的分布符合Hardy-Weinberg平衡(尸>O。05)。各等

位基因与基因型频率在三民族人群中的分布结果见

表3。与基诺族和傣族相比，馒尼族人群CC基因型

与C等位基因频率升高。而GG基因型与G等位基因

频率则降低，差异均有统计学意义，而基诺族与傣族

相比，差异不显著。

注：a：CC纯合子；b：Gc杂合子；c：GG纯合子

图1 C II TA G一944C位点多态性测序图

表3基诺族、傣族和傻尼族人群C1ITAG一944C位点
基因型与等位基因频率比较

注：基闪璎频率相比：。VS．e：f=11．841。P=0．003；‰．‘：Z=23．902，

P=0．000；等位墓蹦频率相比：4m’：z2=12．208，P=0．000；6％。：Z2=

20．220，P-----0．000；括号外数据为携带人数，括号内数据为频率

3．CⅡTA G一944C位点基因型与等位基因在不

同HBV感染人群中的分布：按HBV血清学标志分

组进行分析，C II TA G一944C基因型和等位基因分

布频率在基诺族人群IF组与HC组中差异有统计学

意义；而HBsAg4组与HBsAg一组相比，在傻尼族人

群和三民族总体人群中分布均有差异，HBsAg+组

CC基因型和C等位基因分布频率升高，结果见表4。

由于观察人群在民族、性别、年龄上存在着差

异，为消除这些混杂因素，本研究采用非条件logistic

回归模型进行校正，然后再进行分层分析。结果

G一944C位点的多态性与HBV感染与否(IF与HC比

较)无相关性，但与HBsAg携带状态(HBsAg+与

HBsAg一比较)仍有统计学联系：在c隐性模式下

(CC／GG+GC)，HBsAg+与HBsAg一组差异有统计学

意义(P=0．000；OR=2．964，95％CI：1．609—5．460)；

即HBV感染后，CC基因型者成为HBsAg携带者的

危险性是GG和GC基因型者的2．964倍。这～结果

在单民族(基诺族人群由于HBsAg+组人数较少故

未进行非条件logistic回归分析除外)中也得到了验

证，傣族和馒尼族人群在校正了年龄和性别等混杂

因素后，G一944C位点在C隐性模式下，HBsAg+与

HBsAg一组差异也有统计学意义(p=0．046和0．006；
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OR值为4．635和2．688；95％口：I．029—20．868和

1．337—5．406)。见表5。

表4 C 1I TA G一944C位点基因型与等位基因

在三民族不同HBV感染人群中的分布

民族组别 人数
基因型(％)等位基因(％)

GG GC Cc G C

基诺族HC" 75 17(22．7) 36(48．0)22(29．3) 70(46．7)80(53．5)

矿 29 lo(34．5) 17(58．6)2(6．9) 37(63．8)21(36．2)

lmsAg一 25 io(40．o) 14(56．o)1(4．O) 34(68．o) 16(32．o)

FIBsAg’4 0(0．o) 3(75．o)1(25．0) 3(37．5) 5(62．5)

傣族HC 92 16(17．4) 60(65．2)16(17．4) 92(50．o)92(50．o)

球 75 24(32．o) 37(49．3)14(1 8．7)85(56．7) 65(43．3)

HBsAg一 64 21(32．8) 33(51．6)io(15．6) 75(58．6) 53(41．4)

HBsAg’ ll 3(27-3) 4(36．4)4(36．4)lO(45．5) 12(54．5)

侯尼族HC 27 6(22．2) 12(44．4)9(33．3) 24(44．4)30(55．6)

匝224 31(13．8)101(45．1)92(41．1)163(36．4)285(63．6)

I-IBsA91 183 26(14．2) 90(49．2)67(36．6)142(38．8)224(61．2)

l-IBsAg“41 5(12．2) l 1(26．8)25(61．o) 21(25．6)61(74．4)

合计HC 194 39(20．1)108(55．7)47(24．2)186(47．9)202(52．1)

Ⅲ 328 65(19．8)155(47，3)108(32．9)285{43．4)371(56，6)

HBsA91 272 57(21．o)137(50．4)78(28．7)251(46．1)293(53．9)

HBsAg吖 56 8(14_3) 18(32．1)30(53．6) 34(30．4)78(69．6)

注：基因型频率相比：4VS．6：f=6．150，P----O．046；‘％4：f=8．650，

P=0．013；‘似．7：f=13．047，P=O．001；等佗基因频率相比：‘IJ$．‘：f=

4．91I。P----0．027；‘强。：)c2=5．034，P=0．025；。埘．7：Z2-----9．416，P=

O。002；括号外数据为携带人数，括号内数据为频率

讨 论

我国是HBV高感染的流行区；HBV感染南方

高于北方，农村高于城市，男性高于女性％]。成年人

初次感染中的90％一95％能够依靠自身免疫系统成

功的清除病毒而表现为自限性感染，只有5％．10％

会发展成持续性HBV感染者，且临床表现复杂多

样。少数民族的HBV感染又具有“民族”特点’7·，且

各民族感染率差异较大。本研究发现，傻尼族人群

HBV感染率及HBsAg携带率分别为89．2％和

16．3％，显著高于基诺族(27．9％和3．9％)及傣族

(44．9％和6．6％)，差异有统计学意义。

造成HBV感染差异的原因除了与HBV本身

(如HBV基因型、病毒变异、病毒感染量)、环境因素

等有关外，宿主的遗传因素特别是与免疫应答相关

基因的多态性起着非常重要的作用，如目前研究发

表资料较多的TNFa、IFN丫和IL—10等基因多态性

均与HBV的感染、清除或病情进展程度有关旧4 3。

C 1I TA基因位于16号染色体(16p13．13)上，编码

1130个氨基酸，是调控多基因的一种转录调控因子，

约有超过40个基因被确定为受C 1ITA的调控渖】，在

抗原递呈、细胞内信号转导、细胞增殖和细胞凋亡等

发挥着重要作用，与病毒感染、自身免疫性疾病、移

植排斥和肿瘤的发生、发展等具有密切关系Lg,m-。

HBV感染后的肝细胞损害与CD4+T淋巴细胞的作

用具有重要关联，MHC II类分子具有向CD。’T淋巴

细胞受体递呈抗原肽的能力，而且其正常表达对于

T细胞的活化与增殖是必需的，肝细胞MHC II类分

子的表达水平与肝细胞组织炎症坏死程度密切相

关n¨。C II TA是MHC II类基因表达的关键调控分

子，其转录由4个独立的启动子控制，不同的启动子

存在组织细胞特异性，并决定不同组织细胞与不同

状态下MHC 11分子的表达及表达水平。在肝细胞

中，启动子Ⅳ可在IFNY诱导下激活，产生诱导型

MHCⅡ类分子“2毛因此C II TA启动子Ⅳ的变异可

能会影响其反式激活淋巴细胞和HBV感染细胞

中MHC 1／的表达，从而影响机体对病毒的抑制与

清除。通过ARMS．PCR和荧光表达分析发现¨引，

C n TA基因启动子ⅣC一1350T和G一944C多态性可

影响CⅡTA的表达，并与HBV感染结局相关。用

PCR-SSP方法对G一944C位点进行基因分型发现无

症状携带组中cC基因型频率显著高于各型慢性肝

病。141。He等n乱报道C 1I TA启动子Ⅳ甲基化与HBV

持续性感染相关。

本研究从分子流行病学角度认识了c U TA G一

944C多态性在云南省基诺族、傣族和後尼族人群中

分布。结果发现馒尼族与其他两民族基因型频率显

著不同，CC基因型与c等位基因频率显著升高，GG

表5 CIITAG一944C位点基因型与HBV感染关联的非条件logistic回归模型分层分析

注：共显性模式为GG／GC／CC；C隐性模式为CC／GG+GC；C显性模式为CC+GC／GG；基诺族人群14：1=J=HBsAg+组人数较少敝未进行非

条件logistic回归分析
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基因型与G等位基因频率则显著降低；而基诺族与傣

族相比差异不显著。提示C II TA G一944C位点多态

性在云南省两双版纳基诺族、傣族与馒尼族存在差

异，为寻找疾病易感基因提供了群体遗传背景资料。

调查中还发现三民族的HBV感染与携带存在

显著的差异。是否正是由于CⅡTAG一944C基因型

分布频率的差异造成了不同民族对HBV易感性的

不同?为此分组比较了G一944C多态性与HBV易感

相关性，结果显示，c II TA G一944C基因型和等位基

因在馒尼族和三民族总人群HBsAg+与HBsAg一组

中分布均有差异；HBsAg+组CC基因型和C等位基

因分布频率显著升高，运用非条件logistic回归模型

校正了民族、性别、年龄等混杂因素后，G一944C位点

的多态性仍与HBsAg携带有统计学联系：在C隐性

模式下HBsAg+与HBsAg一组差异有统计学意义；即

基因型为CC纯合子的HBV感染患者，成为HBsAg

携带者的危险性是纯合子GG和杂合子GC基因型

者的2．894倍。在单民族人群分析中也得到相似结

果：傣族和馒尼族人群在校正了年龄和性别等混杂

因素后，G一944C位点在C隐性模式下，HBsAg+组与

HBsAg一组差异也有统计学意义。提示G一944C多

态性虽然与HBV感染无相关性，但与感染后的

HBsAg携带密切相关，基因型为CC纯合子的HBV

感染患者更容易发展成为HBsAg携带者。综合分

析表明，馒尼族人群由于携带较高的突变CC基因

型，降低了C IITA蛋白的表达水平，使其反式激活

MHCⅡ及其相关基因的能力降低，下调了MHC II

类分子的表达，导致巨噬细胞不能及时向辅助性T

细胞提呈抗原，从而影响宿主对HBV的免疫清除而

导致HBsAg携带率显著高于基诺族和傣族。
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