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#技术对
C(&

例慢性
+,2

感染者-其中
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例无症状
+,2

携带者组"

=[6

组#&

%B'

例慢性乙型肝炎患者组"

6+

组#&

%%'

例肝硬化患者组"

*6

组#和
(>

例对照组.的
5,4

基因第
>K

号密码子多态性和
+,2

基因分型进行检测$结果
!

=[6

组和轻&中型
6+

组均以
,

基因型占优势!

5,4

基因
aa6
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a=6

基因型频率和
a=6

等位基因频率与对照组比较差异无统计学意义"

"
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#'重型
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组&代偿期
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组&失代偿期
*6

组

均以
6

基因型占优势!

5,4

基因
aa6
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a=6

基因型频率和
a=6

等位基因频率显著高于对照组"

"

&
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#!其中失代偿期
*6

组

突变率最高"
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该地区乙型肝炎人群以
,

和
6

基因型为主'
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基因第
>K

号密码子突变与
+,2

感染的慢性化无

明显关系!而与
+,26

基因型及慢性
+,2

感染者的肝病进展有关$

关键词"基因'
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机体感染乙型肝炎病毒$

+,2

%后可形成不同的疾病谱#

其原因非常复杂#除与
+,2

的变异,宿主的年龄,性别和免疫

状态有密切关系外#遗传基因的多态性和
+,2

基因型可能也

是导致
+,2

感染慢性化的重要原因+本研究采用聚合酶链

式反应
1

限制性片段长度多态性$
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%和实时荧光定量

46!

$

"b146!

%技术分析不同临床类型的
+,2

感染者甘露糖

结合蛋白$

5,4

%基因多态性与
+,2

基因型之间的相关性+

A

!

资料与方法

A@A

!

一般资料
!

选择漳州市中国人民解放军一七五医院传染

科门诊,住院和漳州市中医院消化内科门诊,住院的不同临床

类型慢性乙型肝炎感染者
C(&

例+其中男
'>(

例#女
%&K

例#

年龄
%J

%

(B

岁#并进行了肝穿刺病理学检查+无症状携带者

((

例$

=[6

%&慢性乙型肝炎患者
%B'

例$

6+

%#其中轻度
(%

例,

中度
(J

例,重度
>K

例&肝硬化代偿期患者
>>

例&肝硬化失代

偿期患者
>J

例+对照组为
(>

例乙型肝炎感染恢复者#

+,H=

S

阴性#

+,H=/

"

+,0=/

阳性#肝功能检查正常#

+,2<3=

阴

性+排除既往有乙型肝炎疫苗接种史者#排除甲,丙,戊型肝炎

病毒和
+#2

合并感染+诊断标准为
'&&&

年$西安%中华医学

会传染病与寄生虫分会,肝病学分会联合修订的病毒性肝炎防

治方案#并排除合并其他病毒性肝炎+

A@B

!

方法

A@B@A

!

<3=

提取
!

取静脉抗凝血
'F*

#按梯度密度离心法

分离单个核细胞后#加入蛋白酶
)

和裂解液消化#按苯酚
1

氯

仿
1

异丙醇方法提取#纯化
<3=

#最后加水
C&

)

*

溶解+
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基因多态性分析
!

应用
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方法检测
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基因第
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号密码子的多态性+
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引物由上海生物工

程技术服务有限公司合成#正引物序列!

>h1a$= aa=6=a

=aaa6=$a6$61Ch

&负引物序列!

>h16=aa6=a$$$66

$6$aa==a61Ch

+
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<3=

聚合酶和三磷酸脱氧核苷酸

$

R3$4

%为
$-V-!-

公司产品+

46!

反应条件!初始变性
A>Z

CF7I

#
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个循环#每个循环中变性
A> Z C&H

#退火
(K Z %
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#延伸
J'Z%F7I

#终末延伸
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+取
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)

*

#加入
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&

$
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公司%
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单位#

%&e

缓冲液
'

)

*

#于

CJZ

孵育酶切
KO

+

,-I

&

能够识别
>h1aac!661Ch

序列#当

aa6

变异为
a=6

时#该酶切位点消失+
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结果判断
!

酶切产物经
'@>D

琼脂糖溴化乙锭电泳分

-
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年
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期
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离#紫外灯下判断结果+
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扩增产物
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8

#经
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&

酶切

后#

aa6

"

aa6

型表现为
'K>/

8

和
BK/

8

两个片段#而
a=6

"

a=6

型表现为
C'A/

8

单一片段#杂合型
aa6

"

a=6

则表现为

C'A

,

'K>

,

BK/

8

C

个片段+

A@B@D
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+,2

基因型检测
!

采用实时荧光定量
46!

技术#试

剂由上海克隆高技术有限公司提供#操作按说明书#仪器采用

罗氏公司
*7

S

ON6

Q

0.;:

荧光定量
46!

仪+

A@C

!

统计学处理
!

采用
[4[[%&@&

统计软件进行
!

' 检验#然

后经
+-:R

Q

1X;7I/M:

S

遗传平衡定律检验#表明各基因型频率

已达遗传平衡#具有群体代表性+

B

!

结
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果
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5,4

基因多态性在对照组中的分布
!

分布频率分别为

aa6

"

aa6

$

J&@BD

%,

aa6

"

a=6

$

'A@'D

%,

a=6

"

a=6

$

&@&D
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等位基因频率为
aa6

$

B>@KD

%,

a=6

$

%K@(D

%+结果见表
%

+
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%
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基因多态性及
+,2

基因型在慢性
+,2

感染者中的分布情况

组别
例数

$

'

%

基因型频率$

D

%

aa6

"

aa6 aa6

"

a=6 a=6

"
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等位基因型频率$

D

%

aa6 a=6
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D

%
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(J CJ
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%
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&@&

%

JJ@( ''@K

!

>>@' KK@B

重度
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组
>K '%

$

CC@C

%

C'

$

(K@B

%

%

$

%@A

%

(B@> C%@>

)

KJ@( >'@K

代偿期
*6

组
>> 'K

$

KC@(

%

C%

$

>(@K

%

&

$

&@&

%

J%@B 'B@'

)

K%@B >B@'

失代偿期
*6

组
>J %>

$

%A@C

%

K%

$

JB@A

%

%

$

%@B

%

('@C CJ@J

)

CA@> (&@>
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#

)
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"

&
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#与对照组比较&

g

!表示无数据+
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5,4

基因多态性及
+,2

基因型在慢性
+,2

感染者中

的分布
!

=[6

组和轻,中型
6+

组均以
,

基因型占优势#

5,4

基因
aa6

"

a=6

基因型频率和
a=6

等位基因频率与对照组

比较差异无统计学意义$

"

$

&@&>

%&重型
6+

组,代偿期
*6

组,失代偿期
*6

组均以
6

基因型占优势#

5,4

基因
aa6

"

a=6

基因型频率和
a=6

等位基因频率显著高于对照组$

"

&

&@&>

%#其中失代偿期
*6

组突变率最高#为
CJ@JD

+见表
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5,4

基因第
>K

号密码子多态性
!

见图
%

+

!!

5

为
<3=

标准相对分子质量&

%

为未经酶切的
46!

产物&

'

为

aa6

"

a=6

基因型&

C

为
aa6

"

aa6

基因型&

K

为
a=6

"

a=6

基因型+

图
%

!!

5,4

基因第
>K

号密码子多态性电泳结果

C

!

讨
!!

论

甘露糖结合蛋白$

5,4

%由肝细胞合成#是一个钙依赖性

的
6

型凝集素#结构与补体成分
6.

W

相似#在免疫防御中起重

要作用+

+,2

外壳表面蛋白含有较多的甘露糖寡糖#可以结

合
5,4

#因而
5,4

对
+,2

颗粒具有调理作用+编码
5,4

的基因位于
%&

W

%%@'

%

%&

W

'%

#含
K

个外显子+迄今发现的

5,4

基因编码区突变均为第
%

个外显子的点突变#分别是密

码子
>'

$

6a$

*

$a$

%,密码子
>K

$

aa6

*

a=6

%及密码子
>J

$

aa=

*

a==

%#其中第
>K

号密码子变异在高加索人和东方人

中相当常见#故本组选择
5,4

基因第
>K

号密码子的多态性进

行检测+

5,4

变异型可导致氨基酸改变#影响亚单位空间结

构形成#导致调理功能缺陷#不能形成完整性,功能性的
5,4

蛋白#而直接影响到
5,4

的最终生理效应#进而对多种疾病

的发生,发展和预后产生影响+

6O9I

S

等'

%

(研究发现#

5,4

可

以通过识别糖基与乙型肝炎表面抗原结合#并激活补体系统+

机体可通过补体受体或细胞表面的
5,4

受体清除
5,4+,2

复合物#从而增强从外周血中清除
+,2

的能力+有研究报道

含有可产生大量功能性
5,4

基因的纯合子个体易于从乙型

肝炎感染中康复#而那些携带只能产生少量功能性
5,4

基因

型的个体更易演变为慢性肝炎#表明
5,4

在急性乙型肝炎感

染过程中起重要作用'

'

(

+

6O.9;

等'

C

(也证实乙型肝炎患者能

否康复与
5,4

水平及基因有很大程度的相关性+童福易

等'

K

(研究认为
5,4

基因突变与乙型肝炎慢性化无明显关系#

而与重型肝炎的发生有显著相关性+因此#推测
5,4

基因变

异所造成的补体系统调理功能障碍可能参与乙型肝炎发病的

病理生理过程#可能是对
+,2

感染具有宿主遗传易感性的基

因之一+

目前根据
+,2

基因型的差异#将其分为
=

%

+B

种基因

型#中国人群以
,

型和
6

型为主#北方
6

型占优势#南方
,

型

占优势#新疆,西藏有
<

型分布#

=

型和
"

型仅有少数报道#未

检测到
_

,

a

,

+

型+许多资料显示#

+,2

基因型与临床表现,

预后,治疗应答等均有一定关系#

6

型与更严重的肝脏疾病以

及更差的预后有关'

>

(

+本研究检测到的
+,2

以
,

型和
6

型

为主#符合其地理分布特点#同时也发现在
=[6

组和轻,中型

6+

组中
,

型占优势#在重型
6+

组和
*6

组中
6

型占优势#这

进一步证实了
6

型与肝脏疾病的严重程度密切相关+为进一

步探讨机体遗传易感性和
+,2

基因型对肝脏疾病进展的影

响#本组对不同基因型
+,2

感染者
5,4

基因第
>K

号密码子

多态性进行检测发现#在慢性
+,2

感染者不同类型肝病中#

密码子
>K

突变和
,

,

6

基因型所占比例有差异#慢性乙型肝炎

携带者和轻,中型慢性乙型肝炎患者密码子
>K

突变率与对照

组比较差异无统计学意义$

"

$

&@&>

%#均以
,

基因型占优势+

在重型乙型肝炎患者,代偿期和失代偿期肝硬化患者中密码子

>K

突变率明显增加#其中失代偿期肝硬化患者密码子
>K

突变

率最高#为
CJ@JD

#均以
6

基因型占优势+本研究结果显示#

5,4

密码子
>K

突变率与
6

基因型感染率及$下转第
J>A
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同时也成功表达了
6c4##<(

'

(

(

+

质粒载体
4b_C&

的应用#其优势!能将目的基因定向克隆

导入大肠杆菌表达#产生
[*=

与
(

个组氨酸的融合蛋白#不仅

能高效表达#且分离纯化方便+

(

个组氨酸短肽抗原性极弱#

可直接用亲和纯化的融合蛋白制备
[*=

和
6c4##<(

的抗体+

经
[<[14=a_

和蛋白印迹技术验证#大肠杆菌
5%>

表达的

[*=

,

6c4##<(

产量高#具有抗原活性'

J1A

(

+

经
3#13$=

金属层析一步法分离提纯的蛋白#测定其含

量约为
&@JF

S

"

'&&F**,

#这样高的提纯量与其载体质粒

4b_C&

的高效表达有着密不可分的关系+本组在用
3#13$=

亲和层析时采用的是在变性条件下蛋白的提纯#这样选择是因

为!其一#变性条件下对细菌的裂解更彻底#可以提取更多的目

的蛋白&其二#所要提取的目的蛋白是一种线形抗原+只要其

蛋白的一级结构不被破坏#那么它依旧具有抗原性#但如果提

取的目的蛋白是抗体#则不能用变性的条件#蛋白在变性时会

破坏抗体的结构而使其不再有抗原性#此时应选用非变性条件

提纯'

%&1%'

(

+本组所选用的亲和层析法中有一个重要的成份#

即融合蛋白上的
(

个组氨酸的尾巴#它是由
4b_C&

载体上的

特定序列编码的#它能与
3#13$=

的带有金属离子的
-

S

-:9H;

在碱性条件下相结合#而在酸性条件下重新游离分开#由于它

的特性使得一部分游离蛋白有了前提条件+而由于这个组氨

酸尾巴的抗原性极弱#这使本组分离出的抗原可以直接用于临

床患者血清的检测'

%C

(

+

目前
=#+

的发病机制尚未阐明#因此克隆,表达出
[*=

,

6c4##<(

的意义不仅在于临床诊断#而且为研究这两种抗原诱

导的自身免疫紊乱在
=#+

中的作用提供了极其重要物质基础+
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肝脏疾病的严重程度呈正相关#既往感染
6

基因型的患者发

生
5,4

突变较高#而且发展至重症肝病者也显著多于
,

基因

型感染者#提示
+,2

感染者尤其是
6

基因型的
5,4

突变者

应积极采取抗病毒治疗+同时也表明
5,4

密码子
>K

突变与

+,2

感染的慢性化无相关性#但与慢性
+,2

感染者的疾病

进展相关+其原因可能为中国人群
+,2

感染慢性化的最重

要因素在于胎儿期或儿童早期的病毒感染#在获得母体经胎盘

分泌
+,;=

S

后#诱导了
$

细胞耐受#且感染的概率较大#在此

机制下#婴幼儿的感染就成为了持续性感染&而
5,4

密码子

>K

突变#使其氨基酸残基发生改变#破坏了
5,4

胶原样区结

构#基因结构单位不能寡聚化#从而不能形成完整性,功能性的

蛋白质#使血清
5,4

水平低下和调理缺陷#不能有效地清除

+,2

及循环免疫复合物#较高的病毒负荷加重肝脏的免疫损

害且大量的免疫复合物沉积在肝脏#引起更严重的肝细胞炎

症#造成肝细胞大量水肿坏死#最终导致更严重的后果+研究

也表明#

+,2

感染者中#低水平
5,4

与肝硬化的发生有关+

综上所述#

5,4

密码子
>K

突变和
+,2

基因型是决定

+,2

感染者临床预后的一个重要因素+与
6

基因型及
5,4

突变者相比#

,

基因型及未发生
5,4

突变的
+,2

感染者肝

脏病变进展较慢且严重程度较低+由于研究的标本和方法不

尽相同#不同地域,环境及不同种族的
5,4

突变和
+,2

基因

型的关系结论可能不同+因此#建立本民族和同地域相同遗传

背景的,与
+,2

感染者有关的基因数据对探讨乙型肝炎的发

病机制具有十分重要的临床意义+
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