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%前
6

区变异%
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载量的相关性研究
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S

阴性的乙型肝炎"

+,2

#感染者前
[%

抗原阳性与前
6

区变异发生频率&

+,2<3=

阳性率之间

的关系$方法
!

用荧光定量
46!

检测
C%C

例
+,;=

S

阴性
+,2

感染者血清
+,2<3=

载量!

_*#[=

法检测前
[%

抗原!测序分

析
+,2

前
6

区
IN%J('

%

IN%J(K

位和
IN%BA(

位点基因突变$结果
!

C%C

例血清
+,2<3=

阳性
%J>

例"

>>@(D

#!阴性
%CB

"

KK@%D

#'

%J>

例
+,2<3=

阳性的标本中有
%>>

例"

BB@(D

#前
[%

抗原阳性!

%CB

例
+,2<3=

阴性的标本中前
[%

抗原阳性
CC

例"

'C@AD

#$

+,2<3=

与前
[%

抗原结果比较差异有统计学意义"

"

&

&@&&%

#'总前
[%

抗原阳性
%BB

例!发生
IN%BA(

位变异为

%(&

例!

IN%J('

%

IN%J(K

位变异为
%%J

例$前
[%

抗原阴性的
%'>

例中!发生
IN%BA(

位变异为
(J

例!

IN%J('

%

IN%J(K

位变异为

(A

例$前
[%

抗原阳性与阴性患者
IN%BA(

位点变异率比较差异有统计学意义"

"

&

&@&>

#$结论
!

+,;=

S

阴性的
+,2

感染者

中!前
[%

抗原不受前
6

区变异影响!可更客观地反映
+,2

复制状态$
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阴性的慢性乙型肝炎$

+,2

%已成为
+,2

感染中

一个独立的类型且临床表现复杂+由于
+,2

前
6

区基因变

异率较高和宿主免疫系统的影响#

+,2

两对半的检测$尤其是

+,;=

S

%已经不能客观地反映病毒在体内的复制情况+前
[%

只存在于完整的
+,2

外壳#含有肝细胞膜受体#介导
+,2

附

着和侵入人体肝细胞#是血清中反映
+,2

复制的指标之

一'

%

(

+有统计表明#在常规检测中#

C&D

%

>&D

的
+,;=

S

阴

性感染者前
[%

蛋白抗原阳性+本组随机收集
+,;=

S

阴性的

+,2

患者血清#检测血清中
+,2<3=

载量以及通过测序判

断
+,2

核心启动子$

/-H7009:;

8

:9F9N;:

#

,64

%

IN%J('

%

IN%J(K

位和前
6

区
IN%BA(

位点突变#探讨
+,;=

S

,前
[%

抗

原,

+,2

前
6

区基因变异和
+,2<3=

阳性率之间的关系+

A

!

资料与方法

A@A

!

一般资料
!

'&&A

年
C

月至
'&%&

年
K

月该院门诊
+,;=

S

阴性的
+,2

感染者
C%C

例+诊断符合中华医学会传染病与

寄生虫病学分会
'&&&

年)病毒性肝炎防治方案*的标准+其中

男
'%B

例#女
A>

例+所有受检者排除
+=2

,

+62

,

+<2

,

+_2

及
+#2

感染#均未经抗病毒治疗+

A@B

!

研究方法

A@B@A

!

采用上海科华生物技术有限公司试剂盒#双抗体夹心

法检测前
[%

蛋白#

_*#[=

法检测血清乙型肝炎标志物$

+/1

H=

S

,抗
1+,H

,

+,;=

S

,抗
1+,;

,抗
1+,0

%+

A@B@B

!

荧光定量
46!

检测
+,2<3=

拷贝数
!

血清
K&

)

*

加入裂解液
%&&

)

*

$

%D[<[

#

'F

S

"

F*

蛋白酶
)

%混匀后煮沸

%&F7I

#酚"氯仿抽提+采用
=,#JC&&

实时荧光定量
46!

仪检

测#检测试剂由达安基因诊断中心提供+按血清
+,2<3=

提取#

46!

扩增#荧光标记探针杂交#标准
<3=

建立的直线回

归方程计算出待检血清中的
+,2<3=

水平#以大于
%&&&

09

8Q

"

F*

为阳性+荧光定量
46!

试剂盒购于中山大学达安基

因诊断中心#质控物购自卫生部检定所+所有实验过程及结果

-

((J

-

国际检验医学杂志
'&%%

年
>

月第
C'

卷第
J

期
!

#IN\*-/5;R

!

5-

Q

'&%%

!

29.@C'

!

39@J



判断均为自动化#并严格按
39N.N;

等提出的防污染措施实施+

A@B@C

!

46!

扩增
+,2

前
6

区
!

常规
46!

扩增
+,2<3=

前
6

区及
6

基因启动子区+扩增仪器为
+;F-

常规扩增仪+

序列为
6'1\43C%

株$

a;I;/-0V

登录号!

=,C('AC(@%

%+扩增

的引物序列为
6C

!

>h16=66$6$a6=6a$6a6=$aa1Ch

位

点#

%>A'

%

%(%%

&

6K

!

>h1aa= ==a ==a $6= a== aa6

==1Ch

位点#

%A>>

%

%AJK

+扩增条件为
A>Z

预变性
%&F7I

#

AKZC&H

#

>>ZC&H

#

J'ZK>H

#循环
K&

次#最后
J'Z

延伸

%&F7I

#扩增产物长度
CBC/

8

+

A@B@D

!

测序
!

用纯化的
46!

产物进行
,64$%J('

"

=%J(K

和

前
6IN%BA(

位点突变序列的测定#由上海英骏公司进行+

A@C

!

统计学处理
!

采用统计软件
[4[[%%@&

对所有数据进行

分析#采用
!

' 检验#以
"

&

&@&>

为差异有统计学意义+

B

!

结
!!

果

B@A

!

检测结果
!

在
C%C

例
+,;=

S

阴性
+,2

患者中#

+,2

<3=

阳性
%J>

例#占
>>@AD

#

+,2<3=

阴性
%CB

例#占
KK@

%D

+在
%J>

例
+,2<3=

阳性患者中#前
[%

抗原阳性
%>>

例

$

BB@(D

%+

%CB

例
+,2<3=

阴性患者中#前
[%

抗原阳性
CC

例$

'C@AD

%+

+,2<3=

与前
[%

抗原结果比较差异有统计学

意义$

"

&

&@&&%

%+说明两种检测结果有中度一致性+在所有

+,;=

S

阴性的
+,2

患者中#前
[%

抗原阳性
%BB

例#占
(&@

%D

&前
[%

抗原阴性
%'>

例#占
CA@AD

+经测序判断前
[%

抗

原阳性的
%BB

例中#发生
IN%BA(

位变异为
%(&

例#

IN%J('

%

IN%J(K

位变异为
%%J

例+前
[%

阴性的
%'>

例中#发生
IN%BA(

位变异为
(J

例#

IN%J('

%

IN%J(K

位变异为
(A

例+前
[%

抗原

阳性组与阴性组比较#

IN%J('

%

IN%J(K

位变异差异无统计学

意义$

"

$

&@&>

%#但 前
6

区
IN%BA(

位变异率的差异均有统计

学意义$

"

&

&@&>

%+

B@B

!

测序结果
!

C%C

例乙型肝炎患者血清
+,2<3=

发生

IN%J('

%

IN%J(K

位双突变发生的
%B(

例+

IN%BA(

位
a

*

=

点突变
''J

例#与
IN%J('

位
=

*

$

"

IN%J(K

位
a

*

=

双突变联

合变异
%'B

例+

C

!

讨
!!

论

完整的
+,2

颗粒由外壳蛋白和核心成分组成#胞膜蛋白

由前
[%

和前
['

蛋白组成#其中前
[%

蛋白具有高度的免疫原

性#第
'%

%

KJ

位氨基酸为肝细胞膜的受体+通过受体参与

+,2

的组装,分泌,对肝细胞的侵袭等过程+机体对前
[%

的

有效免疫应答可阻止病毒入侵肝细胞并清除肝细胞内

+,2

'

'

(

+因此血清前
[%

的水平在一定程度上可直接反映

+,2

活性和在肝细胞内的复制能力+

+,;=

S

是
+,2

核心抗

原的裂解产物#传统上认为血清
+,;=

S

阳性转阴#以及转变

为抗
1+,;

阳性后病毒复制水平降低#病情逐渐缓解#甚至自

愈+这种观点并不全面#临床上有些病例因为
+,2

前
6

区变

异等因素#改变编码蛋白导致临床上使用
_*#[=

法检测
+,2

血清学标志物时无法检测出
+,;=

S

'

C

(

#而体内仍然持续感染#

+,2<3=

阳性+

本组
C%C

例
+,;=

S

阴性患者#

%J>

例
+,2<3=

阳性中

前
[%

抗原阳性的占
BB@(D

#前
[%

抗原在诊断乙型肝炎病毒

复制与
+,2<3=

方面有较高的一致性#证实这些患者体内

的
+,2

确实在复制#与研究相符'

K1>

(

+但值得注意的是#本实

验选择的患者都是
+,;=

S

阴性
+,2

感染者#前
[%

抗原和

+,2<3=

的一致性并不能表明在临床表现与实际检查的一

致性+徐媛媛和吴晓玲'

(

(研究发现#在
%'>B

例
+,2

患者中

前
[%

抗原阳性率为
'(@KD

#而
+,2<3=

则高达
BC@KD

+按

照此观点#前
[%

抗原并不能完全取代金标准
+,2<3=

的检

测+同时由于资料的完整性#本组也没有把抗
1+,;

纳入考虑

的范围#还应考虑到阳转后有无复制的可能+

前
[%

抗原与病毒复制有关#但与
+,;=

S

检测表达的意

义不完全一致'

J1A

(

+本实验中#

+/;=

S

阴性而前
[%

抗原阳性

患者占总数的
(&@%D

#这可能与
+,2

前
6

区基因变异有关+

在
+,2

基因组中#影响
+,;=

S

合成的基因突变主要有前
6

区启动子$

IN%J('

%

IN%J(K

%,前
6

区终止密码$

IN%BA(

%和信

号肽酶裂解位点变异$

IN%B('

%

'

%&

(

+比较常见的首先是
IN%

J('

位
=

*

$

,

IN%J(K

位
a

*

=

双点联合突变#可致前基因组

!3=Ch

端茎环结构发生变化#突变产生的
$a==

序列与
<!%

区的
EE6=

序列互补#生成一个更加稳定的结构模式#促进前

基因组
!3=

的逆转录和病毒复制+其次
IN%BA(

位
a

"

=

替

换#使编码色氨酸的密码子
$aa

变为终止密码子
$=a

#导致

+,;=

S

不能表达'

%%

(

+

本组
%BB

例
+,;=

S

阴性的前
[%

抗原阳性患者中#有
%(&

例$

B>@%D

%

a%BA(=

变异#而
%'>

例前
[%

抗原阴性患者中该

变异有
(J

例$

>C@(D

%#两组变异率比较差异有统计学意义#与

刘彦华和倪旭'

%'

(研究相符+

a%BA(=

变异在
+,;=

S

阴性的

+,2

感染者中的发生率高达
B>@%D

#提示该位点的变异与病

毒在体内持续复制密切相关+

a%BA(=

位点变异导致
+,;=

S

合成终止#帮助
+,2

逃避宿主免疫攻击#在体内长期存在+

这也可以解释部分
+,2

感染者
+,;=

S

转阴性#而前
[%

抗原

持续表达+但是#前
6

区启动子$

IN%J('

%

IN%J(K

%突变对前

[%

抗原阳性率的影响差异无统计学意义$

"

$

&@&>

%+这也提

示#不是所有的前
6

区突变都能解释
+,;=

S

阴性而
+,2

持

续感染#宿主的免疫功能可能也是参考的另一个方面+

综上所述#前
[%

抗原能在一定程度上反映
+,2

的复制

状态,宿主的体液免疫功能和病情转归+尤其是在
+,;=

S

阴

性的
+,2

持续感染者中#考虑病毒本身变异对检测指标的影

响#综合判断可为疾病的诊断和预后判断提供更准确的依据+
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病患者组红细胞黏附功能明显降低#与健康对照组比较差异有

统计学意义#见表
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机体的免疫状态是抵御外来感染的关键#本研究表明糖尿

病患者组较健康对照组
#

S

a

有明显的降低#提示糖尿病患者免

疫功能发生改变#这可能是由于患者长期处于高血糖状态下#

血细胞的趋化性,吞噬作用及杀菌能力降低#导致免疫力下降#

易并发感染或是感染扩散'
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+糖尿病患者
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有明显的升

高#可能是糖尿病患者由于黏膜长期处于亚临床感染状态而存

在黏膜局部免疫系统的增强或者是一种代偿性增高而致'
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水平与健康对照组相比几乎无变化#且糖

尿病患者血清免疫球蛋白水平明显下降#可能是长期高糖状态

下多形核白细胞和
,

淋巴细胞功能受损#导致患者应激能力

相对减弱#血清免疫球蛋白水平失衡#可能也是临床上对糖尿

病患者的感染较难控制的原因+

糖尿病患者组与健康对照组的补体水平进行比较'
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#补体
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没有显著差异#补体
6K

水平高于健康对照组#提示糖尿病

的发生,发展与体液免疫功能异常有密切的关系外#非特异性

免疫也发生改变+补体是反映机体非特异性免疫的重要指标#

本研究结果显示补体
6K

显著升高#免疫球蛋白也有显著改

变#证明糖尿病患者既有非特异性免疫又有特异性免疫功能的

紊乱+
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细胞两个亚群#其中
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细胞识别主要组织是

相容性复合体$
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递呈的抗原肽#根据其分泌的细胞因

子和介导的功能再分为
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和
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细胞识别
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递呈的抗原肽#根据功能可分为细胞毒性
$

细胞和抑

制性
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细胞+
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细胞在受到抗原刺激时迅速向浆细胞分化#产

生各种抗体参与体液免疫应答+

3)

细胞具有细胞毒性效应#

无需预先致敏就能自发杀伤靶细胞#在肿瘤免疫和抗病毒感染

中均起重要作用+本研究结果显示#与健康者比较#糖尿病患

者无论伴或不伴感染#其
6<C

f

,

6<K

f

,

6<K

f
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6<B

f 比值,

,

淋巴细胞,

3)

细胞均显著降低#表明糖尿病患者体内细胞免

疫功能遭到不同程度的破坏+糖尿病患者除持续高血糖外#胰

岛功能受损也是造成其细胞免疫功能降低的重要原因+

红细胞免疫系统是机体免疫功能的重要组成部分+红细

胞免疫功能主要是通过膜上的
6
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受体与
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特异的免疫黏附

实现的+

6
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能与许多生物活性颗粒$如各种抗原物质,免疫复

合物,寄生虫,微生物等%非特异性牢固结合+红细胞
6

C/

受体

通过与
6

C/

的特异性结合#使循环中的许多生物活性物质黏附

到红细胞膜上#从而促进多形核细胞对微生物的吞噬或将黏附

的抗原微生物等带到肝,脾网状内皮系统经吞噬细胞消灭'
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本组糖尿病患者的红细胞免疫黏附功能较健康对照组有显著

降低+

糖尿病患者存在免疫功能紊乱#但究竟是由于免疫功能紊

乱而导致糖尿病#使血糖升高,代谢紊乱#还是糖尿病的一系列

改变导致患者免疫功能紊乱#还有待进一步的研究+
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