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我国广西人群ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７与ｒｓ６８９４５６７遗传多态性研究
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　　摘　要：目的　研究αＢ晶状体蛋白（ＣＲＹＡＢ）基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７的各基因型和等位基

因在广西人群中的分布频率，对比其在不同地区人群间的分布差异。方法　采用单碱基延伸的聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术和ＤＮＡ

测序法检测１９９名我国广西人的ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的多态性，对比国际人类基因组单倍型图谱计划（Ｈａｐ

ｍａｐ）上欧洲人群、非洲人群、日本人群及我国北京人群的ＳＮＰ分型数据，分析５个人群的ＣＲＹＡＢ基因ＳＮＰ位点ｒｓ３２１２２２７、

ｒｓ６８９４５６７的基因型和等位基因频率。结果　在我国广西人群中存在ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７多态性，与欧洲和非洲

人群相比，ＣＲＹＡＢ基因多态性的分布频率差异有统计学意义（犘＜０．０５）；与日本人群和北京人群比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　ＣＲＹＡＢ基因ＳＮＰ位点ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７基因型和等位基因在广西人群中的分布频率与其他地区人群的比较

结果存在差异，这种差异可能是导致一些疾病在不同地区间的发病率和临床表现存在差异的因素之一。
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　　αＢ晶状体蛋白（ａｌｐｈａＢｃｒｙｓｔａｌｌｉｎ，ＣＲＹＡＢ）是一种小分

子热休克蛋白，具有抑制细胞凋亡的功能［１］。ＣＲＹＡＢ在许多

器官、组织、细胞均有结构性表达，在抵御内、外环境应激中发

挥重要作用［２］。近年来研究发现，ＣＲＹＡＢ基因存在多个功能

性多态性位点，且这种多态性与白内障、心肌病和鼻咽癌等具

有相关性［３５］。ＣＲＹＡＢ基因在ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点存

在单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ），作

者采用单碱基延伸技术和毛细管电泳方法检测１９９名广西人

ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的基因型，并对比国

际人类基因组单倍型图谱计划（Ｈａｐｍａｐ）公布的４个人群（欧

洲人群、非洲人群、日本人群和北京人群）的ＳＮＰ分型结果，分

析不同人群ＣＲＹＡＢ基因的ＳＮＰ差异，为与ＣＲＹＡＢ相关的

遗传和疾病等方面的研究提供参考资料。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年７～８月到广西右江民族医学院

附属医院进行健康体检的１９９名体检结果健康者作为考察对

象。考察对象籍贯均为广西，且长期在广西居住。在１９９名考

察对象中，男１１８名，女８１名，年龄２５～８６岁。

１．２　标本采集及ＤＮＡ提取　经健康体检者知情同意，采集

其静脉全血２ｍＬ，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝，用改良碘化钠

法提取基因组ＤＮＡ，置－７０℃保存备用。

１．３　聚合酶链反应（ＰＣＲ）　根据 ＮＣＢＩ上查找的ＣＲＹＡＢ基

因ＤＮＡ序列，选择包含ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的序列并

输入引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ５，得到用于特异性扩增ｒｓ３２１２２２７、

ｒｓ６８９４５６７位 点 的 ＰＣＲ 上 下 游 引 物 和 延 伸 引 物。其 中，

ｒｓ３２１２２２７位点的上游引物序列为：５＇ＧＧＣＡＡＣＴＴＧＡＧＡ
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ＧＣＴＧＧＡＡＡＡＴＣＴ３＇，下游引物序列为：５＇ＴＣＣＡＧＧＡＴＧ

ＡＡＡＡＴＴＴＧＧＡＧＧＡＡＡＡ３＇，延伸引物为：５＇ＴＴＴＴＴＴ

ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＴＴＴＣＡ

ＡＴＧＡＧＣＡＴＴＴＡＧＣＡＴＣ３′。ｒｓ６８９４５６７位点的上游引物

序列为：５＇ＡＴＧＧＧＧＡＴＣＣＣＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＴ３＇；下游引

物序列为：５＇ＴＧＡＧＴＧＧＴＧＣＣＴＧＣＣＴＴＡＣＴＡＴＧＡ３′，

延伸引物为：５＇ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＡＧＡＣＴＴＧＣＴ

ＣＣＣＡＴＡＴＴＴＧＴＧＡ３＇。用于ＣＲＹＡＢ基因的ＰＣＲ扩增反

应体系为２０μＬ，包括：１０×ＰＣＲ反应缓冲液２．０μＬ，０．３

ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．０μＬ，上下游引物各１．０μＬ，ＨｏｔＳｔａｒＴａｑ

ＤＮＡ聚合酶１．０Ｕ，基因组ＤＮＡ１．０μＬ，不足体积用水补足

到２０μＬ。ＰＣＲ产物４℃保存。ＰＣＲ 反应条件为：９４℃１５

ｍｉｎ；９４℃×３０ｓ，６０℃×３０ｓ，７２℃×２０ｓ，共３５个循环；７２

℃×１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物４℃保存。

１．４　单碱基延伸反应和毛细管电泳　ＰＣＲ产物经过虾碱酶

（ＳＡＰ）和外切酶（ＥＸＯⅠ）纯化后，用 ＡＢＩ公司的ＳＮａＰｓｈｏｔ

Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｋｉｔ进行延伸反应。延伸产物用虾碱酶纯化后在

ＡＢＩ３１３０ＸＬ上样。ＳＮＰ分型用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０（Ａｐｐｌｉｅｄｂｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ）来分析。

１．５　统计学处理　根据测序结果直接计算 ＣＲＹＡＢ基因

ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的基因型和等位基因频率，并登陆

ＮＣＢＩ查找 Ｈａｐｍａｐ公布的４个人群（欧洲人群、非洲人群、日

本人群和北京人群）ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点

分型结果，采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行χ
２ 检验计算，对比４个人

群与广西人群的ＣＲＹＡＢ基因型及等位基因频率差异，以犘＜

０．０５为差异有统计意义。

２　结　　果

２．１　ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的检测结果　

ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点ＰＣＲ扩增产物片段大小分别为２１７

ｂｐ、１６９ｂｐ，ＡＢＩ３１３０ＸＬ的ＳＮＰ分型结果显示ｒｓ３２１２２２７位点

的基因型有ＧＧ、ＧＴ和ＴＴ３种（图１）；ｒｓ６８９４５６７位点有ＡＡ、

ＡＧ和ＧＧ３种基因型（图２）。

２．２　ＣＲＹＡＢ基因多态性在我国广西人群中的分布　根据检

测结果直接计算ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的基

因型和等位基因型频率，经过χ
２ 检验，１９９份样本的ＣＲＹＡＢ

基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的基因型和等位基因型频率符

合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，说明研究对象可以代表我国广西地

区人群ＣＲＹＡＢ基因多态性分布情况。统计结果见表１、２，在

我国广西人群中，ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７位点的以 ＧＴ基因

型最常见，约为５０．８％；Ｔ 等位基因型的频率最高，约为

５１．０％；ｒｓ６８９４５６７位点则以ＡＧ型多见，约占５０．８％；其等位

基因Ａ（５０．５％）、Ｇ（４９．５％）的频率大致相同。ｒｓ３２１２２２７、

ｒｓ６８９４５６７位点多态性基因型及等位基因频率在男女性别间的

分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．３　广西人群 ＣＲＹＡＢ基因多态性与其他人群的比较　

ＣＲＹＡＢ基因多态性与其他４个人群的比较结果显示，广西人

群与欧洲人群及非洲人群的ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的基因

型和等位基因型频率的差异具有统计学意义（犘＜０．０５），而与

日本人群和北京人群的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表

３、４。

　　①、②、③：ＧＴ、ＴＴ、ＧＧ基因型；箭头：ＳＮＰ位点。

图１　　ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７位点测序结果

　　①、②、③：ＡＧ、ＡＡ、ＧＧ基因型；箭头：ＳＮＰ位点。

图２　　ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ６８９４５６７位点测序结果

表１　　ｒｓ３２１２２２７Ｇ／Ｔ在广西人群中的分布［狀（％）］

ＳＮＰ位点 性别 狀

基因型频率

ＧＧ ＧＴ ＴＴ

等位基因频率

Ｇ Ｔ

ｒｓ３２１２２２７Ｇ／Ｔ 男 １１８ ２５（２１．２） ６６（５５．９） ２７（２２．９） １１６（４９．２） １２０（５０．８）

女 ８１ ２２（２７．２） ３５（４３．２） ２４（２９．６） ７９（４８．８） ８３（５１．２）

合计 １９９ ４７（２３．６） １０１（５０．８） ５１（２５．６） １９５（４９．０） ２０３（５１．０）
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表２　　ｒｓ６８９４５６７Ｇ／Ａ在广西人群中的分布［狀（％）］

ＳＮＰ位点 性别 狀

基因型频率

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因频率

Ａ Ｇ

ｒｓ６８９４５６７Ｇ／Ａ 男 １１８ ２７（２２．９） ６６（５５．９） ２５（２１．２） １２０（５０．８） １１６（４９．２）

女 ８１ ２３（２８．４） ３５（２７．２） ２３（２８．４） ８１（５０．０） ８１（５０．０）

合计 １９９ ５０（２５．１） １０１（５０．８） ４８（２４．１） ２０１（５０．５） １９７（４９．５）

表３　　广西人群ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７Ｇ／Ｔ多态性

　　分布频率与其他人群的比较［狀（％）］

人群 狀

基因型

ＧＧ ＧＴ ＴＴ

等位基因

Ｇ Ｔ

欧洲人群 ２２６ ２（０．９） ８２（３６．３）１４２（６２．８） ８６（１９．０）３６６（８１．０）

非洲人群 ２２６ ３０（１３．３） ８８（３８．９）１０８（４７．８） １４８（３２．７）３０４（６７．３）

日本人群 １７２ ５６（３２．６） ８０（４６．５） ３６（２０．９） １９２（５５．８）１５２（４４．２）

北京人群 ８６ １４（１６．３） ４６（５３．５） ２６（３０．２） ７４（４３．０） ９８（５７．０）

广西人群 １９９ ４７（２３．６）１０１（５０．８）５１（２５．６） １９５（４９．０）２０３（５１．０）

表４　　广西人群ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ６８９４５６７Ｇ／Ａ多态性

　　分布频率与其他人群的比较［狀（％）］

人群 狀

基因型

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因

Ａ Ｇ

欧洲人群 １２０ ７０（５８．３） ４８（４０．０） ２（１．７） １８８（７８．３）５２（２１．７）

非洲人群 １２０ ５８（４８．３） ５０（４１．７） １２（１０．０） １６６（６９．２）７４（３０．８）

日本人群 ９０ ２４（２６．７） ４８（５３．３） １８（２０．０） ９６（５３．３） ８４（４６．７）

北京人群 ９０ ２８（３１．１） ４６（５１．１） １６（１７．８） １０２（５６．７）７８（４３．３）

广西人群 １９９ ５０（２５．１）１０１（５０．８）４８（２４．１） ２０１（５０．５）１９７（４９．５）

３　讨　　论

ＣＲＹＡＢ基因在软体鱼与高等脊椎动物分支进化前一直

存在，它的转录产物发挥小分子热休克蛋白的功能，和现代的

脊椎动物体内的ＣＲＹＡＢ发挥的功能一样
［６］。ＣＲＹＡＢ是一种

小分子热休克蛋白家族，具有分子伴侣作用，能够帮助未折叠

蛋白正确折叠，防止变性蛋白质聚集，保持ＤＮＡ的稳定，从而

维持细胞的正常结构和功能［７］。ＣＲＹＡＢ基因位于１１号染色

体长臂（１１ｑ２２１３～２３１１），约６９１个碱基对，编码１７５个氨基

酸，存在多个位点的基因多态性［８］。近年来分子生物学的研究

表明，ＣＲＹＡＢ基因多态性除与白内障、肌病等相关外，还与多

种肿瘤密切相关［９］。Ｓｕ等
［１０］对台湾地区乳腺癌患者ＣＲＹＡＢ

基因ｒｓ１４１３３多态性位点的研究发现基因型为ＣＧ、ＧＧ的患者

乳腺癌发病率是ＣＣ基因型的１．５０～２．２２倍；Ｂａｕ等
［１１］通过

基因分析发现，台湾地区口腔肿瘤患者与健康对照人群在

ＣＲＹＡＢ基因Ｃ８２０Ｇ多态性位点的基因型频率存在显著差

异。此外，Ｓｕｎ等
［１２］对瑞典人群的研究发现，ＣＲＹＡＢ基因

ｒｓ２２３４７０２位点的多态性与糖尿病的易感性密切相关。因此，

分析不同种族和地域人群中ＣＲＹＡＢ基因多态性及其分布特

点，可为不同人群ＣＲＹＡＢ基因多态性与某些疾病的发生、发

展提供更多有力的研究数据。

本研究采用ＰＣＲ结合单碱基延伸技术和毛细管电泳方法

检测１９９名广西人ＣＲＹＡＢ基因ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点多

态性，对比 Ｈａｐｍａｐ上４个人群（欧洲人群、非洲人群、日本人

群和北京人群）的ＳＮＰ分型数据，分析５个人群的ＣＲＹＡＢ基

因ＳＮＰ位点ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７的基因型和等位基因频率。

结果显示，ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点基因型和等位基因频率

在男女组间比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５），说明这２个

位点基因型和等位基因分布与性别无关；ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７

位点在广西人群与欧洲人群和非洲人群之间的分布存在显著

差异（犘＜０．０５），而与日本人群和北京人群的差异无统计学意

义（犘＞０．０５），表明ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点基因型和等位

基因型频率与人种有密切关系，即亲缘关系越近，基因型和等

位基因型频率越相近。

综上所述，分析和阐明我国广西人群 ＣＲＹＡＢ 基因

ｒｓ３２１２２２７、ｒｓ６８９４５６７位点的多态性及其与其他地区人群的分

布差异，可为临床上研究不同地区和人群ＣＲＹＡＢ基因相关的

多种疾病提供基础分子遗传学数据。
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ＮＫ细胞功能特征，因此作者推测，ＮＫ细胞及 ＮＫＴ细胞均在

ＨＢＶＡＣＬＦ疾病中可能起到一定的作用
［５１３］。

在本研究中，作者直接检测了 ＨＢＶＡＣＬＦ患者外周血中

ＮＫ细胞、ＮＫＴ细胞的频率，结果显示 ＨＢＶＡＣＬＦ组、ＣＨＢ

组及 ＨＣ组的ＮＫ细胞比例依次升高，而 ＮＫＴ细胞比例依次

降低。有文献报道，在 ＣＨＢ患者体内，ＮＫ 细胞可能由于

ＨＢＶ的持续存在而受到了抑制。在本研究中，作者也发现

ＣＨＢ患者外周血中的 ＮＫ细胞频率较健康者低，与其他报道

相似［１４１５］。本研究还发现，ＨＢＶＡＣＬＦ患者的 ＮＫ细胞频率

较ＣＨＢ组更低，可能是由于在 ＨＢＶＡＣＬＦ的疾病过程中外

周血中的大量ＮＫ细胞向肝脏迁移，并与其他多种炎性细胞共

同参与了肝脏的凋亡与坏死过程，最终大量 ＮＫ细胞消耗，导

致了外周血中的 ＮＫ 细胞比例降低。而与 ＮＫ 细胞相反，

ＮＫＴ细胞在 ＨＢＶＡＣＬＦ及 ＣＨＢ患者中均表现为升高，且

ＨＢＶＡＣＬＦ患者高于ＣＨＢ患者。由于 ＮＫＴ细胞的重要功

能包括了分泌ＩＬ４等细胞因子，因此增多的ＮＫＴ细胞可能参

与到 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病过程的免疫调节中。因此，实验结果提

示了ＮＫ细胞与ＮＫＴ细胞在 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病中可能起到不

同的作用，推测ＮＫ细胞可能主导细胞毒效应，而 ＮＫＴ细胞

是以免疫调节效应为主。

但相关性分析结果并未显示 ＨＢＶＡＣＬＦ患者的 ＮＫ细

胞或ＮＫＴ细胞比例与肝功能水平或 ＨＢＶＤＮＡ载量相关，这

可能与 ＨＢＶＡＣＬＦ的疾病过程复杂，不同患者的免疫细胞变

化波动差异大相关。

由于外周血与肝脏中的免疫细胞还存在一定的差异，因

此，下一步还将进一步做肝脏内ＮＫ细胞或 ＮＫＴ细胞的比例

分析。
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