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摘　要:目的 　 探 讨 皖 南 地 区 汉 族 人 群 HLAＧB 基 因 单 核 苷 酸 多 态 性 (SingleNucleotidePolymorphisms,SNP)

rs３４９３３３１３与肾综合征出血热(Hemorrhagicfeverwithrenalsyndrome,HFRS)的相关性.方法　采集 HFRS患者１４例(病
例组)和健康组５０例(对照组)新鲜血样,提取基因组DNA,通过等位基因特异引物Ｇ聚合酶链反应(ASPＧPCR)对 HLAＧB基因

位点分型,应用SPSS２２．０统计分析其等位基因及基因型两组间的差异.结果　HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点受试人群分布

符合哈迪Ｇ温伯格(HardyＧWeinberg,HＧW)遗传平衡,两组等位基因 G、C(χ２＝４．３８,OR＝２．４５,P＝０．０４)和基因型 GG、GC、CC
(χ２＝６．４７,P＝０．０４)频率分布差异均有统计学意义;病例组中C等位基因的分布频率高于 G等位基因,且携带 C等位基因罹

患 HFRS的概率是 G等位基因的２．４５倍;亚组分析发现 HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点在显性遗传模型下(χ２＝６．４５,P＝
００１,OR＝１０．２１,９５％CI＝１．２４~８４．１８)与 HFRS发病风险具有相关.结论　皖南地区汉族人群 HLAＧB基因rs３４９３３３１３位

点与 HFRS发病风险存在相关性,且携带C等位基因者会提高 HFRS的发生风险.
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Abstract:Toinvestigatetherelationshipbetweensinglenucleotidepolymorphisms(SNP)rs３４９３３３１３andHemorrhagicfeＧ
verwithrenalsyndrome(HFRS)intheHanpopulationofSouthernAnhuiProvince．Inthisexperiment,freshbloodsamples
from１４HFRSpatients(Casegroup)and５０healthypatients(Controlgroup)werecollectedandgenomicDNAwereextracted．
HLAＧBlociwereclassifiedbyalleleＧspecificprimerspolymerasechainreaction(ASPＧPCR)．ThedifferencesinallelesandgenoＧ
typesbetweenthetwogroupswereinaccordancewithcontrolledbySPSS２２．０．Theresultsshowedthatthedistributionof
rs３４９３３３１３ofHLAＧBgeneinthegroupswasflowingHardyWeinberg(HＧW)geneticbalance,andthedifferencesofalleleG、

C(χ２＝４３８,OR＝２．４５,P＝０．０４)andgenotypeGG、GC、CC(χ２＝６．４７,P＝０．０４)frequencydistributionbetweenthetwo

groupswerestatisticallysignificant,ThedistributionfrequencyofCalleleinthecasegroupwashigherthanthatofGallele,

andtheprobabilityofHFRSwithCallelewasGallele．ThereＧ
sultsofsubgroupanalysisshowedthatthers３４９３３３１３locusof
HLAＧBgene wasassociated withtheriskof HFRSinthe
dominantgeneticmodel(χ２＝６．４５,P＝０．０１,OR＝１０．２１,

９５％CI＝１．２４~８４１８)．Itissuggestedthatthers３４９３３３１３
locusofHLAＧBgeneisrelatedtotheriskofHFRSintheHan

populationofSouthernAnhuiProvince,andtheriskofHFRS
willbeincreasedinCallele．
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　　肾综合征出血热(HemorrhagicfeverwithreＧ
nalsyndrome,HFRS)是人兽共患传染性疾病,由汉

坦病毒属(HantaＧviruses)各型病毒感染引起,主要

是鼠类等啮齿动物通过排泄物、直接接触人体等途

径传播致病[１Ｇ２].在中国,HFRS是严重的公共卫生

问题,每年发病人数约占据全球９０％的比例,我国

陕西、河北及山东地区等都是肾综合征出血热的多

发疫区[３Ｇ６].人 类 白 细 胞 抗 原 (Humanleukocyte
antigen,HLA)基因复合体位于人类第６号染色体,
经典 HLAＧI基因具有高度多态性,亦是参与机体免

疫的候选基因组之一,通过抗原肽呈递 CD８＋T 细

胞参与免疫反应,在免疫识别病原体感染的细胞的

基础上,诱导表位与宿主免疫系统之间的各种相互

作用[７Ｇ８].传染性和炎性疾病已在 HLA 中显示出

很强的遗传关联,有研究表明,HFRS是由环境因素

和遗传因素相互作用产生,且具有明显的遗传倾向,

HLA基因与 HFRS发病风险的关系在国内已有报

道[９Ｇ１０].因此,研究疾病的同时还应需要考虑宿主

HLA的遗传背景.
单核苷酸多态性(SingleNucleotidePolymorＧ

phisms,SNP)通常是最常见的基因组变异,目前已

成为研究基因组区域遗传的理想选择,通过 DNA
中的遗传信息被转录为RNA,然后翻译为蛋白质负

责确定人类之间的差异,SNP可分析基因型和表型

信息之间的关系,因此遗传多态性间接影响免疫等

生理活动[１１].李琦等[１２]筛查河北省 HFRS患者

HLA功能性基因位点,采用病例对照方法分析

HLA 基 因 位 点 多 态 性,发 现 HLAＧB 基 因

rs３４９３３３１３位点更易感染 HFRS,但选择人群分布

具有差异.本实验在此基础上,首次探讨 HLAＧB
基因位点与皖南地区 HFRS的关联,提供 HFRS发

病机制的科学依据,为临床前期筛查提供指导方向.

１　材料与方法

１．１　材料收集　两组人群均来源于２０１８年９月１
日至２０１９年９月１日安徽芜湖弋矶山医院.病例

组:患者均根据国家统一标准诊断为肾综合征出血

热[１１],其中男性１２例、女性２例,年龄在２７~７４岁

范围内,平均年龄(４８．８６±１６．３０)岁,且均为汉族人

群.对照组:根据年龄、性别、职业等基线资料,从医

院体检中心随机抽取不患目标疾病的人群作为健康

对照,随机选取５０名汉族地区正常人(无肾综合征

出血热发病史、或接种相关疫苗),且各生化成分及

各细胞含量均处于正常范围,其中男２５例、女２５
例,年龄在２７~７４岁范围内,平均年龄(４８．８２±
１０２３)岁,且均为汉族人群,两组人群资料经皖南医

学院附属弋矶山医院伦理委员会批准收集.两组各

留取新鲜抗凝血２４h内操作,或置于—８０ ℃冰箱

内冰冻保存后续操作.

１．２　试剂与设备　肾综合征出血热汉坦病毒IgG
抗体(HVＧIgG)ELISA 定性检测试剂盒(南京帕尔

斯生 物 科 技 有 限 公 司),Epoch 酶 标 仪 (美 国

Biotek),小型磁力架(上海生工),磁珠法基因组血

液DNA抽提试剂盒(上海生工),Taq多聚酶(上海

生工),离心机(Eppendorf５４３０/R),PCR 仪(EpＧ
pendorf)EPSＧ１００核酸电泳仪 PowerSupply(上海

天能 Tanon)、通用型化学发光、荧光和可见光成像

系统FluorChemFC３(美国ProteinSimple公司).

１．３　方　法

１．３．１　DNA 提取　将采集的血液样本实验前进行

ELISA试剂检测,以保证所得样本准确性,确诊后

的样本留作DNA提取,采用磁珠法基因组 DNA抽

提试剂盒法提取白细胞基因组 DNA,置于—２０ ℃
冰箱储存备用.

１．３．２　引物的设计与合成　参照李琦等[１２]针对

HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点的特异性碱基序列.
引物:上游引物 F１(５′ＧCACAGTGCAGCTCACTＧ
CAGCＧ３′)、上 游 引 物 F２(５′ＧCACAGTGCAGCTＧ
CACTCAGGＧ３′)和下游通用引物 RP(５′ＧTGGTGＧ
GTCTACCCTTGGAＧ３′).引物由上海生工生物工

程股份有限公司合成.

１．３．３　PCR 扩增分型　采用 ASPＧPCR 技术扩增

HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点的１８６bp片段.反

应体系为:基因组DNA３．５μL,Taq酶０．４μL(５U/

μL),dNTP０．１μL(１０ mmol/L),５×buffer (含

Mg２＋ )４μL,上下游引物各１μL(１０μmol/L),无酶

ddH２O１０μL.反应条件为:预变性９４℃２min;

９４℃变性３０s、５９℃退火３０s、７２℃延伸３０s,循
环３５次;７２℃延伸７min.

１．３．４　PCR扩增结果检测　取５．０μLPCR扩增产
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物,在电压１００V,３５min下用１％的琼脂糖凝胶电

泳,在紫外灯下记录结果.

１．３．５　电泳结果判断　若F１扩增出来,而引物F２
没有,则此位点的等位基因 W/W 为纯合子.若F２
扩增出来,而引物 F１没有,则此位点的等位基因

M/M 为纯合子.若两个引物 F１、F２都扩增出条

带,则此位点的等位基因 W/M 为杂合子.

１．３．６　统计学分析　采用SPSS２２．０软件进行统计

分析,进行哈迪Ｇ温伯格(HardyＧWeinberg,HＧW)遗
传平衡检验,判断所选人群是否具有代表性.两组

基因分布差异采用卡方检验或 Fisher精确概率检

验比较计数资料,使用logistic回归模型和９５％可

信区间(CI)评估两组数据的危险度(OR),并建立

加性、隐性和显性遗传模式,所有统计过程均使用双

侧检验,以α＝０．０５作为检验水准.

２　结　果

２．１　ELISA试验　ELISA试验检测患者组样本均

为阳性,对照组样本均为阴性,检测后样本进行

DNA提取.

２．２　基因位点分型　基因组DNA电泳出现的条带

清晰,完整且无缺损,长度均超过２０００bp.将其用

于 HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点分型,规定从左向

右开始计数条带泳道,起始为第１道,共２５道电泳.

　　注:第１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２路径是 G等位基因特

异性引物 PCR 的结果;第１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、

２４、２５路径是C等位基因特异性引物PCR的结果;第１和１４、２
和１５、３和１６、４和１７、５和１８、６和１９、７和２０、８和２１、９和２２、

１０和２３、１１和 ２４、１２ 和 ２５ 为同一基因样本;DNA 标志物:

２０００bpMarker.

图１　HLAＧB基因rs３４９３３３１３分型引物的电泳PCR产物

Fig．１　ElectrophoreticPCR productsof HLAＧB gene
rs３４９３３３１３typingprimers

２．３　数据分析

２．３．１　 哈 德 温 伯 格 平 衡 检 验 　 HLAＧB 基 因

rs３４９３３３１位点的等位基因为 G/C两种形式,野生

型为 G、变异型为 C,则可分为 GG、CG、CC３种基

因型.利用哈温平衡定律 HLAＧBrs３４９３３３１３位点

的对照组观察人群检验,此位点实际人群分布基因

型频率与预期人群分布频率比较,差异无统计学意

义,表明对照组研究样本均都具有群体代表性,见
表１.

表１　对照人群分布哈德温伯格平衡检验

Tab．１　Hadwinbergequilibriumtestamong
Distributionofcontrolpopulation

对照人群

分布

SNP

GG
n(％)

CG
n(％)

CC
n(％)

χ２ 值 P 值

实际分布 ２２(４４．００)２４(４８．００) ４(８．００) ０．２２ ０．９

预期分布 ２３(４６．００)２２(４４．００) ５(１０．００)

２．３．２　HLAＧBrs３４９３３３１３位点与肾综合征出血热

易感性分析　经过 HardyＧWeinber平衡检验 HLAＧ
Brs３４９３３３１３满足遗传平衡、具有群体代表性,得出

等位基因频率在病例组和对照组中的差异有统计学

意义(χ２＝４．３８,P＜０．０５),显示携带 C等位基因可

增加 HFRS 发 病 风 险 (OR ＝２．４５,P ＜００５).

HLAＧB基因SNPrs３４９３３３１３的基因型频率在病例

组和对照组之间分布差异具有统计学意义(χ２＝
６４７,P＜０．０５)(见表２、３).

表２　HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点等位

基因频率分布[例(％)]

Tab．２　AllelefrequencydistributionofHLAＧB
rs３４９３３３１３[cases(％)]

组别
等位基因

G C
χ２ 值 P 值 OR

病例组n(％) １３(４６．４３)１５(５３．５７) ４．３８ ０．０４ ２．４５

对照组n(％) ６８(６８．００)３２(３２．００)

表３　HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点基因型频率分布[例(％)]

Tab．３　GenotypefrequencydistributionofHLAＧB
rs３４９３３３１３locus[cases(％)]

组别
基因型

GG GC CC
χ２ 值 P 值

病例组n(％) １(７．１４) １１(７８．５７) ２(１４．２９) ６．４７ ０．０４

对照组n(％) ２２(４８．００) ２４(８．００) ４(１１．００)

２．３．３　不同遗传模型 HLAＧB基因rs３４９３３３１３位

点比较　对上述基因趋势P＜０．０５的SNP位点作
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进一步分析.从遗传模型分析(表４):加性模型:

GGVsCC、隐性模型:CCVsGG＋GC,显性模型:

CC＋GCVsGG.HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点基

因型的加性模型(GG VsCC)的 OR 值是 １１．００
(９５％CI＝０．８０~１５２．０４),差异无统计学意义(P＞

０．０５);隐性模型(CCVsGG＋GC)的OR 值是１９１
(９５％CI＝０．３１~１１．７４),差异无统计学意义(P＞
００５);显 性 模 型 (CC＋GC VsGG)的 OR 值 是

１０２１(９５％CI＝１．２４~８４．１８),差异具有统计学意

义(P＜０．０５).

表４　HLAＧBrs３４９３３３１３位点基因型在不同遗传模型下的比较

Tab．４　ComparisonofHLAＧBrs３４９３３３１３genotypesindifferentgeneticmodels

遗传模型 基因型
病例组

n(％)
对照组

n(％) OR 值 ９５％CI χ２ 值 P 值

加性模型 CC ２(６６．６７) ４(１５．３８) １１．００ ０．８０~１５２．０４ － ０．１０①

GG １(３３．３３) ２２(８４．６２) １ －

隐性模型 CC ２(１４．２９) ４(８．００) １．９２ ０．３１~１１．７４ ０．０４ ０．８５②

GC＋GG １２(８５．７１) ４６(９２．００) １ －

显性模型 CC＋GC １３(９２．８６) ２８(５６．００) １０．２１ １．２４~８４．１８ ６．４５ ０．０１

GG １(７．１４) ２２(４４．００) １ －

　　①Fisher精确概率法,②连续校正卡方检验

３　讨　论

HFRS是一种人兽共患性传染病,临床特征是

发热、低血压休克、充血出血,随着时间的推移会严

重损害肾脏等[１３].基因与环境因素共同作用和调

控导致 HFRS发生,其潜在机制亦与免疫反应有

关[１４].研究发现免疫因子的释放可影响炎症期间

细胞因子含量调节,影响汉坦病毒感染,另外 HFRS
诱发与宿主基因差异有关,提示应重视寄生宿主发

病风险的本质[１５].单核苷酸多态性(SingleNucleＧ
otidePolymorphisms,SNP)是基因分型的常用方

法,全外显子测序(WholeExonSequencing,WES)
的应用可筛查突变基因位点,有助于更多传染性疾

病的遗传因素的研究[１６Ｇ１７].

HLA基因多态性与 HFRS发病风险关联多有

报道,显示出两者之间有紧密联系.秦娜琳等[１８]发

现 HLAＧA∗３１０１、HLAＧB∗５８０１、HLAＧDRB１∗
１６０２基因位点可增加发病风险,HLAＧB∗４００１作

为保护因素,但基因型携带的患者数量较少.CTL
在 HFRS过程发挥重要作用,保护性基因的表达产

物介导CTL具有较强效应能力,抵抗疾病发生,反
之易感性基因表达蛋白使抗原提呈不足等,使CTL
功能 减 退 或 消 失,导 致 免 疫 功 能 损 伤 使 疾 病 易

感[１９].HLA基因多态性与 HFRS的易发风险及病

程严重度有关,深入对 HLA 基因位点及单倍型的

关系研究可协助临床早期筛查及诊断[２０].通过对

汉坦病毒(Hantaanvirus,HTNV)感染下的不同临

床病程 HFRS患者分析,发现 HFRS严重临床进程

与患者所携带的 HLAＧB∗４６ 基因位点、单倍型

HLAＧB∗４６ＧDRB１∗０９和 HLAＧB∗５１ＧDRB１∗０９
有关,同时患有轻度临床进程的患者中 HLAＧDRB１
∗１２等位基因出现频率较高,提示此位点可能是保

护因素,说明了 HLA 基因与 HFRS的易感性有显

著相关性,为往后 HLA 基因多态性对 HFRS研究

开展提供新的理论方向[２１Ｇ２２].
本研究结果显示 HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点

病例 组 GC 基 因 型 频 率 明 显 高 于 对 照 组,提 示

HLAＧB基因rs３４９３３３１３ 位点 GC 基因型可能与

HFRS相关.病例组 C等位基因频率明显高于对

照组,且携带C等位基因罹患 HFRS的概率是G等

位基因的２．４５倍,会增加 HFRS的发病风险,猜测

在遗传信息表达过程中该位点 G 突变为 C导致氨

基酸替换或缺失,进而导致编码免疫蛋白的改变,从
而产生对疾病的易感性.提示皖南地区汉族人群

HLAＧB基因rs３４９３３３１３位点与 HFRS患者发病风

险存在相关性.但本研究筛选样本数量有限,并且

覆盖人群仅在皖南地区,具有一定的局限性,下一步

将扩大样本进行研究,并寻求更多 HLAＧB易感基

因位点,深入对 HFRS遗传易感性的相关机制的

研究.
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