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·实验室研究·

贵州省彝族、瑶族及汉族乙型肝炎病毒
感染与白细胞介素一1 O基因微卫星序列的
相关研究

王婵娟 单可人何燕李毅吴昌学谢渊 齐晓岚张婷官志忠

【摘要l 目的研究贵州彝族、瑶族及汉族人群白细胞介素一lo(IL—to)基因多态性与乙型

肝炎(乙肝)病毒(HBV)易感性的相关性。方法采用微卫星DNA聚合酶链反应分析IL—lO基因

启动子区IL—lO．G和IL—lO．R两个STR位点在少数民族及汉族人群中的分布，并分析其与HBV感

染的相关性。结果IL—10．G与IL—lO．R位点的等位基因频率在各民族人群HBV感染组与非感

染组之间分布符合H．w遗传平衡定律(P>O．05)，威宁彝族、黔西彝族、荔波瑶族及荔波汉族人群

总体HBV感染率为67．00％，各民族感染率分别为51．85％、42．86％、79．52％及84．30％。IL一10．G与

IL—10．R两个STR位点多态性在各民族间分布差异有统计学意义(P<O．05)。IL—lO．R多态性在各

民族HBV感染组与非感染组之间以及HBV自然清除组与非感染组之间分布差异无统计学意义

(P>0．05)；黔西彝族人群HBV感染组lL一10．G459bp(19CA)等位基因频率与非感染组相比显著

降低(P<0．05)；荔波汉族人群HBV自然清除组IL—10．G 471 bp(25CA)等位基因频率与非感染组

相比显著降低(P<0．05)；IL—10．G各等位基因频率在所有民族HBV感染组与自然清除组中分布

差异均无统计学意义(P>O．05)，在威宁彝族、荔波瑶族人群HBV感染组与非感染组之间及HBV

自然清除组与非感染组之间分布差异也无统计学意义(P>0．05)。结论 IL一10．G、IL—10．R位点

多态性在贵州少数民族(彝族、瑶族)以及汉族中有不同的分布，IL一10．G可能与人群对HBV的易

感性相关。

【关键词】乙型肝炎病毒；白细胞介素一10；微卫星；基因多态性；少数民族
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group and non-infection group。as well as among HBV natural removal group and non-infected group
in all the ethnic groups．111e frequency of IL一10．G 459 bp(19CA)was significantly higher in

non．infection group than in the infected group(P<0．05)．The frequency of IL—l 0．G 47 l bp(25CA)

was significantly higher in the non．infcction group than in the HBV natural removaI group(P<0．05)．

The polyrnorphisms distribution of IL—l O．G did not show significant difference between the HBV
infection group and the HBV natural removaI group in alI the ethnic groups．We did not find any

difrerences in allelic and genotypic frequencies of IL—l0．G between infection group and non·infection

group in Yi nationality in Weining。and Yao nationality in Libo(P>0．05)，as well as HBV natural
removal group and non—infected group(P>0．05)．Conclusion The polymorphisms distribution of

IL—lO．R and IL-lO．G did not show significant difierence in Yi．Yao and Han ethnics population living
in Guizhou province．IL—lO．G seemed to influence the susceptibility of HBV infection in Han．Yao
and Yi ethnics population ofGuizhou province．

【Key words】Hepatitis B virus；Interluekin一10；Microsatellite；Gene polymorphism；Minority

由于地理环境、交通不便等因素，贵州省许多少

数民族聚居的村寨、部落等相对较为隔离，保存了各

民族特有的、具有代表性的遗传信息，这些遗传资源

使得贵州省在多基因疾病研究中具有独特优势，对

于个体间疾病易感性研究有重要意义。有研究表

明，细胞因子基因多态性与乙型肝炎(乙肝)病毒

(HBV)感染相关n_】。本研究选取贵州省少数民族

中较封闭的自然人群进行白细胞介素一10(IL一10)基

因启动子区IL—IO．G和IL—10，R的多态性检测，并研

究其与乙肝遗传易感的相关性。

材料与方法

1．研究对象：在知情同意原则的基础上，选取贵

州省少数民族中较封闭的自然人群共500人。其中

威宁彝族108人、黔西彝族105人、荔波瑶族166人、

荔波汉族对照121人。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，年龄匹配、无其他

遗传疾病，无乙肝疫苗接种史。

2．乙肝血清学检测、DNA提取、定量及分组：采

集血液标本离心后收集血浆，采用ELISA检测乙肝

表面抗原(HBsAg)、表面抗体(抗一HBs)、e抗原

(HBeAg)、e抗体(抗一HBe)以及核心抗体(抗一
HBe)。试剂盒由上海实业科华生物技术有限公司

生产(批号：2001 lll2)，按说明书进行操作。美国

Biotek公司ELX 800酶标仪判断结果。红细胞悬液

经过酚／氯仿抽提法提取基因组DNA，测定DNA含

量并将每个标本稀释成约100 ng／pl的应用液。根据
乙肝血清学检测结果对基因组DNA进行分组。

样本人群分组：由于样本人群无乙肝疫苗接种

史，根据乙肝血清学标志检测结果，HBsAg(+)或

HBeAg(+)者为HBV感染组；HBsAg(一)、抗～HBs

(+)、抗一HBc(+)者为HBV自然清除组，其余为非
感染组。

3．IL—10．G与IL—10．R的STR位点微卫星

·73l-

DNA一聚合酶链反应(STR．PCR)分析：

(1)引物设计与PCR扩增：采用STR．PCR分析

IL—IO基因启动子区IL—IO．G和IL—10．R的STR位

点，根据GenBank报道的人类IL一10 DNA序列，利

用Primer Premier 5软件设计IL—lO．G与IL—10．R的

引物(表1)，并在正链引物的5’端分别用荧光素

HEX与6-FAM标记，送上海基康生物技术有限公司

合成。

表1 IL一10．G与IL一10．R微卫星引物

IL—IO．G与IL—lO．R位点PCR扩增体系总体积

均为25¨l，包含100 mmol／L Tris—HCl(pH 8．3)，

500 mmol／L KCI．25 mmol／L MgCl2。2．5 mol／L

dNTP，10 umol／L上下游荧光引物，100 ng模板

DNA，l U Taq DNA聚合酶(大连宝生物工程有限公

司)。PCR条件：94℃5 rnin；94 oC 30 S，61 oC 45 s，

72℃l min，30个循环；72 cC 10 min。

(2)荧光检测及PCR产物分析：于PCR产物中

加入去离子甲酰胺及Genescan一500 TEMRA内标

(美国ABI公司)，混匀离心置PCR仪中，95℃变性
5 min，迅速转移至冰盒以保持产物单链结构，后置

入ABI 310测序仪中进行自动毛细管电泳及荧光检

测，变性凝胶温度设为60℃，电泳28 min。最后采

用ABI 310数据收集软件收集荧光信号，将信号转

换为电泳图像，并用ABI 310 GenescanAnalysis 3．0

软件将图像转换为数值。对产物进行测定，利用数值

进行基因分型。

4．统计学分析：由于样本人群无乙肝疫苗接种

史，HBsAg、抗一HBs及抗一HBc中一项阳性者即判断

为HBV阳性标本，计算人群HBV感染率，采用
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Excel软件处理数据。根据STR．PCR结果确定样本

的基因型和2个位点各种等位基冈频率，按照复等

位基因的频率，利用直接计数法进行统计学分析。

H—w遗传平衡吻合度检测采用#检验，P>0．05表示

随机挑选的人群具有代表性，符合H—w遗传平衡定

律。组间等位基冈频率比较、等位基因频率与乙肝

易感性的关联性分析采用f检验，P<0．05为差异有
统计学意义。采用SPSS 1 7．0软件进行统计学分析。

结 果

1．乙肝血清学标志检测：威宁彝族、黔西彝族、

荔波瑶族以及荔波汉族总体HBV感染率为67．00％，

各民族感染率分别为51．85％、42．86％、79．52％及

84．30％(表2)。

2．IL—10．G与IL一10．R的STR—PCR：

(1)IL_10．G与IL—10．R位点的等位基因频率：

经H．w遗传平衡吻合度检测，2个微卫星位点

IL一10．G与IL一10．R的等位基因频率在所有民族中

基因频率的期望值和观察值差异无统计学意义

(P>0．05)，其分布符合H．w遗传平衡定律，提示该

组资料用于估计群体调查资料是可靠的。

IL一10．R位点共有110 bp(11CA)和112 bp

(12CA)2个等位基因，以110 bp(11CA)较多见。

IL—lo．R位点STR多态性分布在各民族间总体分布

差异有统计学意义(P<0．05)，在荔波瑶族中的分布

与其他民族中的分布差异有统计学意义，112 bp

(12CA)基因频率与其他民族比较显著增高，差异有

统计学意义(P<O．05)。见表3。

IL—10．G位点共有45l bp(15CA)、455 bp
(17CA)、457 bp(18CA)、459 bp(19CA)、461 bp

(20CA)、463 bp(21CA)、465 bp(22CA)、467 bp

(23CA)，469 bp(24CA)，471 bp(25CA)，473 bp

(26CA)11个等位基因，459 bp(19CA)最常见。
IL一10．G STR位点多态性在各民族间总体分布差异

有统计学意义(P<O．05)，在黔西彝族与荔波瑶族

间、黔西彝族与荔波汉族间、威宁彝族与荔波瑶族

间、威宁彝族与荔波汉族间、荔波瑶族与荔波汉族间

分布差异均有统计学意义(P<O．05)。威宁彝族
45l bp(15CA)等位基冈频率与荔波瑶族、荔波汉族

人群相比显著增高；荔波汉族459 bp(19CA)等位基

因频率与黔西彝族、威宁彝族、荔波瑶族人群相比显

著增高；荔波瑶族465 bp(22CA)等位基因频率与黔

西彝族、威宁彝族、荔波汉族人群相比显著增高；荔波

汉族467 bp(23CA)等位基因频率与黔西彝族、威宁

彝族、荔波瑶族人群相比显著降低；黔西彝族469 bp
(24CA)等位基因频率与荔波瑶族人群相比显著增

高；荔波汉族469 bp(24CA)等位基因频率与威宁彝

族，荔波瑶族人群相比显著增高；威宁彝族473 bp

(26CA)等位基因频率与荔波瑶族、荔波汉族人群相

比显著增高(表4)。

表3贵州省威宁彝族、黔西彝族、荔波瑶族、荔波汉族
IL—10．R等位基闪频率

注：括号外数据为等位基因数，括号内数据为构成比(％)

表4贵州省威宁彝族、黔西彝族、荔波瑶族、荔波汉族
IL—10．G等位基因频率

表2贵州省威宁彝族、黔两彝族、荔波瑶族以及荔波汉族
乙肝血清学标志检测结果

注：同表3

注：括号外数据为人数．括号内数据为百分比(％)；表中数据有重叠；‘以HBsAg、

抗一HBs及抗一HBc任意一项阳性作为指标进行计算

(2)IL—lO．R位点等位基因频率与

HBV感染的相关分析：各民族总体及各

民族之间比较，IL—10．R等位基因频率的

分布在HBV感染组与非感染组、HBV

自然清除组与非感染组以及HBV感染

组与HBV自然清除组中的差异均无统

计学意义(P>0．05)。见表5。

(3)IL—10．G位点等位基因频率与

HBV感染的相关分析：在黔西彝族中，
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IL一10．G 459 bp(1 9CA)等位基因频率在HBV感染组

与非感染组中的分布差异有统计学意义，HBV感染
组IL—lO．G 459 bp(19CA)等位基因频率与非感染组

相比显著降低(X2=4．713，P<0．05)；在荔波汉族中，
IL一10．G 471 bp(25CA)等位基因频率在HBV自然

清除组与非感染组中的分布差异有统计学意义，

HBV自然清除组IL一1 0。G 471 bp(25CA)等位基因

频率与非感染组相比降低(X2=4．924，P<0．05)；而
在各民族总体、威宁彝族及荔波瑶族中，IL—10．G各

等位基因频率在HBV感染组与非感染组以及HBV

自然清除组与非感染组中分布差异均无统计学意义

(P>o．05)。IL—lo．G各等位基因频率在所有民族

HBV感染组与HBV自然清除组中分布差异均无统

计学意义(P>0．05)。见表6。

讨 论

HBV感染是世界范围的严重公共卫生问题之

一，中国是乙肝的高流行区，据2008年卫生部公布

的全国人群乙肝血清流行病学调查结果显示，全国

1—59岁人群HBsAg携带率为7．18％；西部地区人群

HBsAg携带率高于东部地区，西部5—59岁人群

HBsAg携带率最高，达8．57％b】。本研究对贵州省世
居少数民族及汉族进行乙肝血清学筛查时发现这些

民族具有较高的HBV感染率h J，威宁彝族、黔西彝

族、荔波瑶族以及荔波汉族人群总体HBV感染率为

67。00％．各民族HBV感染率分别为51．85％、

42．86％、79．52％和84．30％，经调查该人群均无乙肝

疫苗接种史，HBV感染率高可能还与当地医疗水平

相对落后、不良的生活方式以及当地卫生环境等因

素相关。除此之外，亦可能存在乙肝的易感基因，因

此本研究选取贵州省少数民族中较封闭的自然人群

(威宁彝族、黔西彝族、荔波瑶族以及荔波汉族)进行

HBV感染相关的IL—10基因启动子区IL—10．G和

IL一10．R微卫星重复序列的多态性检测，研究其位

点多态性与乙肝遗传易感的相关性及其人群分布。

已有研究显示IL—lO．G与IL—lO．R可能与丙型

肝炎相关n】，但目前尚无与HBV感染相关分析的研

究报道，本研究结果显示IL—10．G和IL—10，R的多态

表5贵州省威宁彝族、黔西彝族、荔波瑶族、荔波汉族IL—10．R等位基因频率与HBV感染的关系

注：同表3；‘非感染组与感染组相比；5清除组与感染组相比

表6贵州省威宁彝族、黔两彝族、荔波瑶族、荔波汉族IL—10．G等位基因频率与HBV感染的关系

45l bp05CA) 1 l l l 3 5 l 2 O 0 l O 3 7 6

455bpI(17CA)0 0 0 l 0 2 0 0 0 2 l 0 3 l 2

457bp(1aCA) 2 4 4 l 4 3 7 2 l 2 3 3 12 13 ll

459bp(19CA)2l 22 77 3l 30 6l 84 67 36 26 112 23 162 23l 197

46l bp(20CA) 7 7 10 6 8 10 19 ll ll 3 15 3 35 4l 34

463bI酲21CA) l l 1 0 l l J 2 3 O l l 2 5 6

465bpt22CA) 3 l 4 0 0 2 10 13 7 l 5 l 14 19 14

467bp(23CA) 7 6 14 4 ll ll 17 15 7 l lO l 29 42 33

469bl，(24CA) 3 2 8 3 4 4 2 4 l 3 18 4 ll 28 17

471 bl玎25CA) 1 0 0 l 2 2 5 2 2 O 0 2 7 4 6

473bp(26CA)0 0 l O l 3 O 0 0 0 0 0 0 l 4

洼：表巾数据为等位基闪数
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性分布在威宁彝族、黔西彝族、荔波瑶族、荔波汉族

之间分布存在差异。虽然荔波汉族以及瑶族与黔

西、威宁彝族在生活方式和宗教信仰等方面存在差

异，但本研究所选取的汉族对象也长期居住在荔波

县较偏远的山区，且年龄、实验室检查等重要参考指

标基本一致，从而使研究结果具有可比性。

IL一10．R位点目前已有研究报道存在12～16

次CA重复，且最多见的等位基因为IL—10．R2

(13CA)【2，引。而本研究群体中IL—10．R只出现

110 bp(11CA)和112 bp(12CA)2种等位基因，包括
13CA在内的其他重复次数的等位基因均未能发现，

少数民族群体IL—10．R位点均以未有报道的110 bp

(11CA)等位基因频率最高，112 bp(12CA)所占比例
极少，112 bp(12CA)等位基因频率除荔波瑶族达到

14．8％，其余各个民族均<3．5％，这与目前已有的研

究报道存在显著差异。而IL—10．R多态性与HBV

感染相关的研究显示IL—10．R两个等位基因在黔

西彝族、威宁彝族、荔波瑶族、荔波汉族人群HBV

感染组与非感染组以及HBV自然清除组与非感染

组中分布差异均无统计学意义，表明IL一10．R多态

性与HBV感染可能无关。IL一10．G已有研究报道

存在16～28次CA重复№一】，且以IL—10．G 9(21CA)

最为多见，而本次研究群体中共发现451 bp

(15CA)、455 bp(17CA)、457 bp(18CA)、459 bp

(19CA)、461 bp(20CA)、463 bp(21CA)、465 bp

(22CA)、467 bp(23CA)、469 bp(24CA)、471 bp

(25CA)、473 bp(26CA)11个等位基因，其中以
459 bp(19CA)等位基因最为多见，同时还发现451

bp(15CA)等位基因，而Eskdale等№·73研究中报道频

率最高的IL—10。G9(2lcA)等位基因在本研究群体

中却较为少见。IL一10．G多态性与HBV感染的相关

研究表明，黔西彝族HBV感染组IL一10．G 459 bp

(19CA)等位基因频率较非感染组显著降低；荔波汉

族HBV自然清除组IL—10．G 471 bp(25CA)等位基
因频率较非感染组降低；而IL—10．G各等位基因频

率在所有民族HBV感染组与HBV自然清除组中分

布差异均无统计学意义。虽然荔波汉族IL—10．G

471 bp(25CA)在研究群体中的频率较低，可能对统

计结果产生一定影响；但通过比较显示该等位基因在

HBV自然清除组及非感染组中的频率分布差异具有

统计学意义。携带有几一10．G 459 bp(19CA)与471

bp(25CA)等位基因的群体相对于携带其他等位基
因的人群可能具有更低的HBV易感性，IL一10．G

459 bp(19CA)、471 bp(25CA)等位基凶频率与HBV

感染可能具有一定的相关性，这两种等位基因在

HBV感染中可能具有保护作用。

上述研究提示IL一10．G多态与乙肝的易感性存

在一定的相关性，而IL—10基因多态性可能是乙肝

的易感因素之一。瑶、彝、汉族对于乙肝的易感性可

能有不同的遗传易感因素，但对IL一10基因与乙肝

易感性的确切关系及其如何与其他致病基因相互作

用引起乙肝的发生以及不同民族问乙肝发病机制是

否相同有待于进一步的研究。
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