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乙型肝炎患者人类白细胞抗原!"#$%、
!"&’%、!"&$%等位基因多态性分析

蒋业贵 王宇明

【摘要】 目的 探讨人类白细胞抗原（()’）!"#$%、!"&’%和!"&$%等位基因多态性与乙型肝炎
（乙肝）之间的关系。方法 采用聚合酶链反应 *序列特异性引物（+,# * --+）技术对 ./例慢性乙肝患
者、01例急性乙肝患者和 %12名正常人的 ()’!"#$%、!"&’%和!"&$%等位基因多态性进行了分析。
结果 ()’!"#$%!101%、!"&’%!1.1%和!"&$%!101%在慢性乙肝患者组的等位基因频率（%340%5、

/.4625、0.4.75）明显高于正常对照组（.4235、%04025、%74735），两者相比差异有显著性（!
/
% 8

%/40127，!"% 8 141139；!
/
/ 8 64/11/，!"/ 8 141%.3；!

/
0 8 %.4.607，!"0 8 14113.）。()’!"#$%!%%1% * %%19

和!"&’%!101%在慢性乙肝患者组的等位基因频率（14625、%949/5）明显低于急性乙肝患者组

（%04005、015），两者相比差异有显著性（!
/
% 8 %%46/12，!"% 8 141%9.；!

/
/ 8 743062，!"/ 8 141%23）。结论

()’!"#$%!101%、!"&’%!1.1%和!"&$%!101% 与慢性乙肝患者的易感性密切相关，()’!"#$%!
%%1% * %%19和!"&’%!101%与慢性乙肝的抗性密切相关，说明宿主的 ()’!"类基因是决定乙肝病毒感
染转归的重要因素。
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人体在感染乙型肝炎病毒（($S）后表现不同的
临床病程，除了与病毒本身的因素有关外，更重要的

是由于不同个体对 ($S 所发生的免疫反应的不
同［%，/］，这种易感性的差异与个体的免疫特性有关，

而后者主要取决于人类主要组织相容性复合体

（U(,）。人类白细胞抗原（()’）是 U(, 的基因

作者单位：911107重庆，第三军医大学西南医院全军感染病研究所

产物，为目前已知的最复杂的人类基因复合体。

()’基因最显著的特征是具有明显的多态性，其多
态性的差异决定个体免疫应答的不同。()’ 复合
体作为调节机体免疫应答的重要基因群，与抗 ($S
免疫反应有着密切的关系，某些特殊的 ()’基因型
可能影响着 ($S 感染的慢性化和免疫反应的强
弱［0!3］。我们利用聚合酶链反应 *序列特异性引物
（+,# * --+）技术通过对乙型肝炎（乙肝）患者中
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!"#$%&’(、$%)#(和$%)’( 基因多态性的分析，为
从基因水平研究免疫遗传因素在慢性乙肝发病机制

中的作用，以及探索疾病易感基因和 *或抗性基因提
供参考。

对象与方法

( +病例组：,-例慢性乙肝患者系我科 -...年住
院患者，男 /0例，女 1例，平均年龄（00 2 1）岁；0.例
急性乙肝患者系我科 -...年门诊和住院患者，男 -/
例，女 3例，平均年龄（00 2 4）岁。符合 -...年第十
次全国传染病与寄生虫学术会议修订的诊断标准，

均为重庆地区无血缘关系的汉族人。对照组为无血

缘关系的该地区汉族健康人 (.3名，男 44名，女 (4
名，平均年龄（0( 2 4）岁。

- +方法：
（(）提取基因组 %5#：采用 &6789:;&<=全血基

因组 %5#纯化系统快速提取被检者基因组 %5#，试
剂盒购自华美生物工程公司。

（-）:;& * >>: 技术测定 !"#$ %&’(、$%)#(和
$%)’(等位基因多态性：>>:只能与某一等位基因特
异性片段的碱基序列互补性结合，从而通过 :;&反
应特异性地扩增该基因片段。!"#$!类基因特异
性由其第 - 外显子的核苷酸序列所决定的，:;& *
>>:分型技术是扩增!"#$!类基因第 -外显子多态
性区域基因片段。参照文献［4，1］方法设计针对
!"#$%&’(、!"#$%)#( 和!"#$%)’( 第 - 外显子区
域多态性的 >>:，分别鉴定!"#$%&’(!( ? (.、所有
已知有表达的 (.种 !"#$%)#(和 (0种 !"# $%)#(
等位基因型别。:;&扩增产物加样至含溴化乙锭的
-@琼脂糖凝胶中，(, A * BC凝胶电泳-. CDE，经紫外
透射下泳道中见明显 %5#条带为阳性，确定其基因
型别。每一 :;&反应中，都含有一对扩增基因和一
个内对照基因（人生长激素基因，其引物序列为：,’$
FGDC6G：,’$H;; <<; ;;# #;; #<< ;;; <<#$0’；0’$
FGDC6G：,’$<;# ;HH #<< <;< H<< H<H <<<;$0’）的
引物，扩增产物大小为/-1 IF。每次扩增后，人生长
激素基因作为 :;&扩增的阳性内对照，均应有阳性
条带产物，如这一基因受抑，可能出现假阴性结果，

同时还有利于纯合子基因型检测的准确性。

0 +统计学分析：等位基因频率的计算采用直接
计算法，两组间等位基因分布的差异用四格表法进

行"
-检验，对"

- J 0 +4/者按 KDLM6G法计算确切 !

值，并计算校正 ! 值（!"），!" 等于 ! 乘以所比较的
等位基因数。

结 果

( +病例组与对照组的 !"#$%&’(等位基因检测：
重庆地区健康人群以!"#$%&’(!(-.( * (-.-、!(,.( *
(,.-和!.1.( 等位基因常见。慢性乙肝患者组的
!"#$%&’(!.0.(等位基因频率明显高于正常对照
组，两者相比差异有显著性（"

- N (-+0.34，!" N
.+..O/，表 (）。急性乙肝患者组的!"#$%&’(!((.( *
((./等基因频率明显高于慢性乙肝患者组，两者相比
差异有显著性（"

- N ((+1-.3，!" N .+.(/,，表 (）。!"#$
%&’(等位基因电泳图谱见图 (。
表 ( 病例组与对照组的 !"#$%&’(等位基因频率（@）
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图 ( :;& * >>:测定 !"#$%&’(等位基因特异性
扩增产物电泳图

- +病例组与对照组的 !"#$%)#( 等位基因检
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测：重庆地区健康人群以 !"#$%&#’!()(’、!(’(*
和!(+(’等位基因常见。慢性乙肝组的 !"#$%&#’
!(+(’等位基因频率明显高于对照组，两者相比差
异有显著性（!

* , - .*((*，!" , (.(’+/，表 *）。急性
乙肝组的 !"# $%&#’!()(’等基因频率明显高于慢
性乙肝组，两者相比差异有显著性（!

* , / .0/1’，
!" , (.()11，表 *）。!"#$%&#’等位基因电泳图谱见
图 *。

表 * 病例组与对照组的 !"#$%&#’等位基因频率（2）

!"#$%&#’
等位基因

对照组
（# , ’(0）

阳性
例数
等位
基因频率

慢性乙肝患者
（# , +*）

阳性
例数
等位
基因频率

急性乙肝患者
（# , )(）

阳性
例数
等位
基因频率
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* , / .0/1’，!" , (.()11；4 !
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(’(’ : (’(* : (’(3；3：(’(* : (’()；+：(’()；0：(*(’；/：()(’；1：()(*；-：

(3(’；’(：(+(’；’’：(0(’；’*：#（当扩增产物为!(’(3时，#为阴性，

当扩增产物不是!(’(3时，#为阳性）

图 * <J8 : ;;<测定 !"#$%&#’等位基因特异性
扩增产物电泳图

) .病例组与对照组的 !"#$%&7’ 等位基因检
测：重庆地区健康人群以 !"#$%&7’!()(’、!()()
和!(*(’等位基因常见。慢性乙肝组的 !"#$%&7’
!()(’等位基因频率明显高于对照组，两者相比差
异有显著性（!

* , ’+ .+-)1，!" , (.((/+，表 )）。!"#$
%&7’等位基因频率在急性乙肝和慢性乙肝组差异
无显著性（表 )）。!"#$%&7’ 等位基因电泳图谱见
图 )。

表 ) 病例组与对照组的 !"#$%&7’等位基因频率（2）

!"#$%&7’
等位基因

对照组
（# , ’(0）

阳性
例数
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（# , )(）
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例数
等位
基因频率
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图 ) <J8 : ;;<测定 !"#$%&7’等位基因特异性
扩增产物电泳图

讨 论

!"#$#类基因分型常用技术有以 <J8为基础
的寡核苷酸探针杂交法（<J8 : ;;K）、限制性片段长
度多态性分析（<J8 : 8L"<）、序列特异性引物分析法
（<J8 : ;;<）、单链构象多态性分析（<J8 : ;;J<）、异源
性双体分析（<J8 : !%）、指纹法（<J8$MEBCA? 6?EBDEBC）
和 %9#序列测定法（%9# NAOPABGEBC）等。但前 )种
方法操作复杂、成本高，而 <J8 : ;;<操作简单，可靠
性已被公认。多数实验室采用该方法作 !"#$#类
基因分型取代血清学方法。我们利用 <J8 : ;;< 法
共检出 !"#$%87’等位基因 ’3个、!"#$%&#’等位
基因 ’(个、!"#$%&7’等位基因 ’)个，正常健康人
中检出率较高的 !"#$%87’ 等位基因有 !"#$%87’
!’*(’ : ’*(*、!’+(’ : ’+(*、!(-(’，!"#$%&#’ 等位
基因有 !"#$%&#’ !()(’、! (’(*、! (+(’，!"#$
%&7’ 等位基因有 !"#$%&7’! ()(’、! ()()、!
(*(’。
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!"#$等［%&］研究发现 ’() 持续感染者中 ’*+,
(-、,./0、,+0&、,.1+%!&2&%基因频率明显增高，提
示这些基因与乙肝慢性化有关。3"45等［0］发现 ’()
持续感染与 .1+%!&2&%（!" 6 789）和 .1(!&0&%
（!" 6 08:）有重要关联，由上述两个等位基因组成
的单体型（!" 6 0），以及 .1+%!&2&%、.1(%!&0&%
与 .1(%!%%&7 组成的单体型（!" 6 %&8;）和 ’()
持续感染也有关。沈晶等［%%］发现’*+,./(%!%&基
因与慢性乙肝关联。我们研究发现 ’*+,./(%!
&0&%、’*+,.1+%!&2&%、’*+,.1(%!&0&%在慢性乙
肝组的等位基因频率明显高于正常对照组，两者相

比差异有显著性，与慢性乙肝的易感性密切相关，可

能是慢性乙肝的易感基因。.4#<5=>#? 等［%7］对慢性
乙肝和急性自限性乙肝患者的’*+,./(%基因型进
行分析，进一步证实’*+,./(%!%0&% @!%0&7 与清
除 ’()感染有关，对防止 ’()感染后慢性化起保
护作用。我们研究发现’*+,./(%!%%&% @ %%&A 和
’*+,.1+%!&0&%在慢性乙肝组的等位基因频率明
显低于急性肝炎组，两者相比差异有显著性，与慢性

乙肝的抗性密切相关，可能是慢性乙肝的抗性基因。

这与国外报道不同，可能与种族有关，至于其机理需

进一步研究。

近来的研究表明，’*+,!类分子的"链与#链
在细胞膜表面共同构成一个与抗原肽结合的槽，

(BC#等［%0］将其分为 :个肽结合基序（<#<D4># E4$>4$F
G5D4HC）I% J I:，而在 I%、IA、I2、I9、I;、I:均有 ’*+,
.1+%!&0&% 等位基因参与的肽片段。因此，’*+,
.1+%!&0&%等位基因出现频率极高，在抗原提呈细
胞参与的 免 疫 过 程 中 具 有 重 要 意 义。’*+,
.1+%!&0&%等位基因产物在肽结合基序中具有不
同的多态特异性，如在 I%、I;，’*+,.1+%!&0&%可
以和’*+,.1(%!&0&%、!&0&7、!&0&0，在 I2可以和
’*+,.1(%!&0&%，在 I: 可以和’*+,.1(%!&0&7构
成不同的多态性结合。因此，’*+, .1+%!&0&% 的
多态性能够影响 ’*+分子、抗原、3 细胞受体之间
的相互作用，从而控制对外来抗原的免疫应答，这可

能是 .1+%!&0&%成为抗性基因的基础。
本研究表明’*+,./(%!&0&%、,.1+%!&2&%和,

.1(%! &0&% 可能为慢性乙肝的易感基因，’*+,

./(%!%%&% @ %%&7 和,.1+%!&0&% 可能为慢性乙肝
的抗性基因，进一步说明特异性遗传背景可增加或

降低人群患慢性乙肝的危险性。然而，’*+,!类基
因对疾病的易感性并不是绝对的，同样的基因型既

有患者，也有正常人，这些基因可能是易感基因或抗

性基因，也可能是与易感基因或抗性基因相连锁。

这种 ’*+与慢性乙肝连锁不平衡关联性受 ’*+基
因的极其高度的多态性的影响，因此在加大样本的

基础上还需进行慢性乙肝家系的 ’*+基因的调查
研究，从而为探讨和揭示慢性乙肝发病机制提供更

有价值的科学依据。
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