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重庆地区汉族人群穿孔素和颗粒酶 B基因多态性分析 
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【摘 要】目的：研究重庆地区汉族人群穿孔素(Perforin，PRF1)和颗粒酶 B(Granzyme B，GZMB)基因多态性分布特征及连锁 

不平衡 ，为研究 PRF1和 GZMB基因多态性与疾病相关性提供前期实验依据。方法：采用直接测序法对 100名重庆地区健康 

儿童的 PRF1和 GZMB基因单核苷酸多态性(SNPs)进行分析。结果：①在重庆地区汉族儿童 PRF1基因外显子 3发现多态性 

3877C>T和 3955C>T。在 GZMB外显子 2、外显子 3、外显子 5分别发现多态性 1273G>A，1804A>G及 1815C>G，3151T>C及 

3186A>G，其中 1815C>G和 3186A>G是本研究新发现的多态性位点。②不同种族和地区 PRF1及 GZMB基因 SNPs分布不同。 

PRF1基因两个多态性位点在重庆地区人群中呈现强烈的连锁不平衡(D’：0．996)。GZMB基因的 5个多态性位点两两连锁不平 

衡。结论：在重庆地区汉族人群 PRF1和 GZMB基因中共发现 7个多态性位点，其中 2个为首次发现。PRF1和 GZMB基因多态 

性在重庆地区汉族人群中均存在显著连锁不平衡。 
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【Abstract]Objective：To investigate the distribution characters and linkage disequilibrium of PRF1 and GZMB gene polymorphisms in 

Han population ofChongqing．Methods：The single nucleotide polymorphisms(SNPs)in PRF1 and GZMB gene of 100 normal subjects in 

Han population of Chongqing were detected by DNA sequencing analysis．Results：Two SNPs in exon 3 of PRF1 as well as one SNP in 

exon 2，two SNPs in exon 3，two SNPs in exon 5 ofGZMB were identified，but no SNPs were detected in exon 2 ofPRF1．Among them，two 

novel SNPs were identified in GZMB gene．The frequency distribution of these SNPs was different among different races and territory．In 

addition，linkage disequilibrium in the SNPs of 3877C>T and 3955C>T of PRF1 gene Was found．There was a strong linkage disequilibrium 

among the SNPs of GZMB．Conclusion：7 SNPs were detected in PRF1 and GZMB genes all together，two of which were first identified． 

There is apparent linkage disequilibrium among SNPs of PRFland GZMB gene in Han population of Chongqing． 
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穿孔素(Perforin，PRF1)和颗粒酶 B(Granzyme B，GZMB) 

是在细胞凋亡途径中发挥重要作用的分子，穿孑L素也叫孑L形 

成蛋白，是位于 NK细胞和 CTL细胞胞浆中的细胞毒颗粒 ， 

它是一种糖蛋白川。人类的PRFI基因定位于 10q22，DNA全 

长 5 428 bp，有 3个外显子 2个内含子，编码区位于外显子 2 

和外显子3的部分区域，编码555个氨基酸。颗粒酶是一组 

丝氨酸蛋白酶，也是存在于 NK细胞和 CTL细胞胞浆的细胞 

毒颗粒 ，人颗粒酶有多种 ，如颗粒酶 A、颗粒 酶 B、颗粒酶 

H、颗粒酶 K、颗粒酶 M等，其中颗粒酶 B的作用最为强大日。 
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人 GZMB基因位于 14ql1．2，DNA全长 3 273 bp，有 5个外显 

子，4个内含子 ，编码区位于外显子 2、外显子 3、外显子 5以 

及外显子 1和外显子 5的部分区域，编码 247个氨基酸。目 

前 ，文献对 PRF1和 GZMB基因多态性的报道非常少见 ，在 

中国人中尚未见文献报道，在 NCBI的 dbSNP数据库中也仅 

发现一个样本量为40余人的北京地区人群的资料。在本研 

究中我们采用 PCR扩增和基因组 DNA直接测序的方法对 

中国重庆地区汉族人群的 PRF1和 GZMB基因单核苷酸多 

态性进行分析，以探讨 PRF1和 GZMB基因多态性特点，为 

研究 PRF1和 GZMB基因多态性与疾病相关性提供前期实 

验依据。 
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1 对象与方法 

1．1 研究对象 

收集我院健康体检儿童血液标本 100例，男66例，女34 

例。均为汉族。无心、脑、肺 、肝、肾、血液疾病、自身免疫性疾 

病和感染性疾病史。 

1．2 研 究方法 

1．2．1 全血细胞 DNA的提取 所有成员由外周静脉抽取抗 

凝血 1 ml，采用德国 QIAamp DNA Mini Kits试剂盒，按照说 

明书操作提取基因组DNA，一20℃保存备用。 

1．2．2 引物序列 扩增 PRF1基因的外显子 2和外显子 3的 

引物序列来 自参考文献I I，扩增 GZMB基因的外显子 2、外显 

子3及外显子 5的引物根据 GZMB序列(NC_000014)自行 

设计 ，由英骏生物技术有限公司合成，各引物序列见表 1。 

1．2．3 PCR扩增 产物总体系为 25 l，其中 2×Master— 

Mix 12．5 l，正反向引物各 0．5 l(10 I~mol／L)，DNA为 3 Ixl， 

其余用去离子水补至 25 ul。 

1．2．4 电泳 取 PCR产物4 LLl和 1 Ixl 6×LoadingBufffer混 

合加入含 0．1％Goldview DNA染料的 1．5％琼脂糖凝胶上样 

孔中，130 V电压电泳 40 min，紫外透射仪下观察判断结果 ， 

凝胶图像分析仪拍照保存。 

1．2．5 PCR产物测序 将所有样本的PCR产物送至重庆医 

科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室进行序列 

测定 ，测序结果与人基因组 PRF1序列(NC一000010)和人基 

因组 GZMB序列(NC一000014)比对。 

1．3 统计 学处理 

采用 DNAMAN软件对测序结果进行比对，明确多态性 

位点 ，对各多态性位点进行 Hardy—Weinberg平衡检验 ，若 

P≥0．05，表明样本具有人群代表性，对该位点基因型和等位 

基因频率进行分析，若 P<O．05，表明样本不具有人群代表性 ， 

舍弃这个位点。用 SPSS11．5分析多态性位点的基因型和等 

位基因频率，用 sHEsis吩 析连锁不平衡和单倍型。 

000010)进行 比对 ，在外显子 3发现 2个多态性 3877C>T及 

3955C>T，在外显子 2没有发现多态性位点(测序图见 1—1， 

1—2，1—3，以 3877C>T为例，分别为纯合子 3877CC，纯合子 

3877 ITI1及杂合子 3877CT)。 

2．2 GZMB基因外显子 2、外显子 3及外显子 5的 PCR产物 

测序结果 

用同样 的方法 ，在 GZMB基 因外显子 2发现多态性 

1273G>A，外显子 3发现多态性 1804A>G及 1815C>G，外显 

子 5发现多态性 3151T>C及 3186A>G，其 中 1815C>G及 

3186A>G为新发现的多态性位点(测序图见2-1，2-2，2-3，以 

1273G>A为例，分别为纯合子 1273AA，纯合子 1273GG及杂 

合子 1273G>A o 

2-3 重庆汉族人群与其它人种 PRF1和 GZMB基因SNP的 

比较 

经检验各多态性位点均符合 Hardy—Weinberg平衡定律 

(P≥0．05)，表明样本具有人群代表性。对 100名中国重庆地 

区汉族人群 PRF1和 GZMB基因型多态性进行分析并与其 

它人种 (http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／SNP／index．htm1)进 行 比 

较。结果见表 2。 

2．4 重庆 汉族人群 PRF1和 GZMB基 因多态性位 点的连锁 

不平衡 分析 

PRF1基因3877C>T和3955C>T多态性呈现强烈的连锁 

不平衡(D’=O．996)。GZMB基因5个多态性中除 1273G>A和 

1804A>G呈较强的连锁不平衡外(D’=0．68)，其余多态性两两 

之间均呈强烈的连锁不平衡 (D’>0．7)，3151T>C和 3186A>G 

则为完全连锁不平衡(D’=1)目。见表 3。 

2．5 PRF1和 GZMB多态性构建的单倍型分析 

PRFI基因 3877C>T和 3955C>T构建了 3种主要单倍 

型 C—C、C—T、T—T。GZMB基因的5个多态性构建了4种主要 

马 A—A—C—T—A、A—A—G—T—A、A—G—G—T—A、G—G—G—C—G。 

见表 4。当单倍型频率均小于 3％时，数据自动删除。PRF1 

多态性位点排列顺序为 3877～3955，GZMB多态性位点排列 

顺序为 1273—1804—1815-3151-3186。 

2 结 果 

3 讨 论 
2．1 PRF1基因外显子 2和外显子 3的PCR产物测序结果 

用 DNAMAN软件将测序结果与 PRF1基因序列(NC— SNP 是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异引起的 

表 1 PRF1和 GZMB各引物序列 
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图2 GZMB基因 1273G>A多态性测序图，基因型分别为 GG，M ，AG 

表2 重庆汉族人群 PRF1和 GZMB基因多态性与其它人种的比较 

C基因型为 AG 
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表 4 PRF1和 GZMB基因单倍型分析 

DNA序列多态性，在人群中的频率大于 1％，是人类可遗传 

变异中最常见的一种，占所有已知多态性的90％以上161。SNPs 

按照其在基因组中的位置可以分为 3类：存在于编码区的 

SNPs、5’和 3’非编码区的 SNPs及 内含子和基因拼接区的 

SNPs。由于遗传的选择压力，导致 SNPs在单个基因及整个基 

因组中的分布是不均匀的，在非编码区的 SNPs要多于编码 

区的 SNPs。存在于编码区及其紧邻上下游序列的 SNPs(也叫 

cSNPs)可能改变基因的表达水平和表达产物，改变氨基酸残 

基的种类 ，从而使蛋白质的结构和功能发生变化，直接导致 

疾病的易感性。cSNPs虽然比较少，但在遗传性疾病的研究 

中却具有重要意义，近年来其研究倍受关注[71。因此本实验主 

要是对两个基因编码区的SNPs进行研究。 

我们对 100名中国重庆地区汉族人群的PRF1和 GZMB 

基因多态性进行分析 ，通过直接测序在 PRF1基因外显子 3 

发现 3877C>T和 3955C>T多态性 ，在外显子 2没有发现 

多态性。在 GZMB基因的外显子 2发现多态性 1273A>G，在 

外显子 3发现多态性 l804A>G及 1815C>G，在外显子 5发现 

多态性 3151T>C及 3186A>G。PRF1基因的 3877C>T多态性 

在中国、欧洲 、美国非洲以及 日本人中均以CC基因型为主， 

中国人与欧洲人基因型及等位基因频率有明显差异性 (尸< 

0．05)，美国非洲及 日本人中均未发现有 r丌 基因型，与美国 

非洲及 日本人比较，基因型和等位基因频率均无显著性差异 

(尸>0．05)。PRF1基因的3955C>T多态性在中国、欧洲、美国 

非洲以及日本人中均以 rr基因型为主，这几个人种的3955C>T 

基因型和等位基因频率均无显著差异性(尸>0．05)。GZMB基 

因的 1273G>A位点在中国、欧洲、日本以GG基因型为主，但 

是在美国非洲人中GG型所占比例则较少 ，与之相比，基因 

型和等位基因频率有统计学意义。GZMB基因的 1804A>G在 

中国、欧洲、美国非洲及 13本人中的分布有较大的差异性，与 

欧洲人相比基因型和等位基因频率有明显差异性，在美国非 

洲人中只有 AA和 GG 2种基因型 ，且以AA基因型为主，中 

国人与其相比较，基因型和等位基因频率也有统计学意义。 

以上研究表明PRF1和 GZMB基因多态性存在种族和地区 

的差异。3151T>C多态性虽有文献报道[Sl，但文献中无人群分 

布的详细信息，数据库中也无相应信息，1815C>G及3186A>G 

为本研究首次发现，故这 3个位点的多态性分布没有同其它 

人群进行比较。 

本研究中我们发现重庆汉族地区人群 PRF1基因3877 

C>T和 3955C>T呈强烈的连锁不平衡，这两个多态性位点构 

建 C—C、C—T、T—T 3种单倍 型 ，GZMB基因除 1273G>A和 

1804A>G呈较强的连锁不平衡(D’=0．68)，其余位点两两间 

均呈强烈的连锁不平衡(D’>O．7)，而 3151T>C和3186A>G则 

为完全连锁不平衡(D’：1)。5个多态性位点构建了4种主要 

的单倍 型，即 A—A—C—T—A、A—A—G—T—A、A—G—G—T—A、G—G 

— G—C—G。 

已有研究表明 PRF1和 GZMB基因协同作用在抗感染， 

肿瘤免疫，移植排斥及在 自身免疫性疾病中有着重要作用[91。 

本研究对重庆地区汉族人群 PRF1和 GZMB基因多态性进 

行研究，明确了重庆地区汉族人群基因多态性的分布特点， 

发现了 2个可能为汉族人群所特有的新的多态性位点 ，对 

研究重庆地区汉族人群 PRF1和 GZMB基因多态性和疾病 

相关性有较大的价值，同时对多态性位点的连锁不平衡和构 

建的单倍型进行了分析 ，为下一步研究 PRF1和 GZMB基因 

多态性与疾病的相关性奠定了基础。 
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