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·重视HBV宫内传播·

细胞因子基因多态性与乙型肝炎病毒

宫内感染易感性的研究

朱启镕顾绍庆俞惠 王建设顾新焕 董左权 费林娥

【摘要】 目的 对前期研究发现宫内乙型肝炎病毒(船V)感染免疫失败儿童表达异常的细胞因
子TNF也IFN一7、IL-4和IL一10，研究其相关基因位点单核苷酸多态性与HBV宫内感染易感性的关

系。方法在确定时限内选择乙型肝炎疫苗随访门诊中符合纳入标准的高危儿童，系宫内感染HBV

经免疫接种失败者为I组，免疫接种有效者为Ⅱ组和非携带船V母亲所生健康儿童作对照。应用实
时荧光定量PCR技术检测TNF—a基因一238位点、IFN一7基因+874位点、IL一4基因一590位点和

IL-10基因一1082位点的单核苷酸多态性。结果 TNF—a基因一238位点A等位基因频率I组显著

高于Ⅱ组(Y2=6．797，P<0．05)，并与对照组相比较差异有显著性(x2=9．513，P<0．05)，而Ⅱ组与

对照组比较Y2=o．047，P>o．05；IFN√基因+874位点A基因频率I组与Ⅱ组比较r=7．238，P<

O．05，与对照组比较x2=5．199，P<0．05，Ⅱ组与对照组比较12=0．602，P>O．05；IL一4基因一590位

点C／T等位基因频率I组与Ⅱ组比较x2=o．632，P>o．05，I组与对照组比较f=o．584，P>o．05，

Ⅱ组与对照组比较x2=O．004，P>0．05；IL．10基因一1082位点G等位基因频率Ⅱ组与I组比较3[2=

10．359，P<0．001，Ⅱ组与对照组比较Y2=35．418，P<0．001，但是I组与对照组比较差异无显著性

(Y2=1．759，P>O．05)。结论 TNF—a基因一238位点A等位基因和IFN一7基因+874位点A等位

基因与HBv宫内感染易感性有关。IL_4基因一590位点C／T单核苷酸多态性与邶V宫内感染易感
性无关，还提示IL—10基因一1082位点G等位基因对于胎儿mV宫内感染具有保护作用。

【关键词】 乙型肝炎病毒；宫内感染；细胞因子；基因多态性
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【Abstract】 Objective To explore the possible relationship between cytokines(TNF—a、IFN一7、IL一4

and IL—10)，which were expreSsed abnomal quantity in the peripheral b100d to intraute—ne HBV infectious

children，gene single nucleotide polymorphism(SNP) and Susceptibility to HBV intrauterine infection．

Methods A croSs sectional study on m01ecular epidemiology was carried out． The subjects were selected

from outpatients of the hepatitis B vaccine special clinics of our hospital． According to intrant criteria，

children under high risk of HBV intrauterine infection were divided into immun口failure group(gmup I)

and immuno_effective gmup(group Ⅱ) while children without high risk were included in the contr01

group．Four gene SNP sites of TNF—a一238、IFN一7+874、IL一4 —590 and IL．10 —1082 region were

detemined by real—time quantitative nuorescent PCR．Results significant differences of TNF—a一238 A

allelefrequencywere found between group I and groupⅡ(f=6．797，P<o．05)as well as between

group I and 00ntro】gToup(f=9．513，尸<o．05)．No e讲dent djfference of TNF-a～238 A wras found

between groupⅡand contr01 group(f=o．047，P>o．05)．significant differenceS of IFN一7+874 A

allele frequency were found between group I and groupⅡ(X2=7．238，P<O．05)，and between group I

and the controls(x2=5．199，P<0 j 05)but no significant difference was found between groupⅡ and

control group(x2=o．602，P>o．05)．significant differences of IL一4—590 C／T allele frequency were not

found between group I and groupⅡ(x2=o．632，P>o．05)，group I and control group(x2=o．584，P>
o．05)，or between groupⅡand control group(0=o．004，P>o．05)respectively．significant differenceS
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of IL-10—1082 G allele frequency were found between groupⅡand group I(12=10．359，P<0．001)，

and between groupⅡand the controls(x?=35．418，P<o．001)，but not found between group I and

contr01 group(f=1．759，P>o．05)．concl吣i伽 This study suggested the pOssibility that TNF_a一238

A allele and IFN一了+874 A allele were associated with HBV intrauterine infection．There was no evident

relationship between IL一4 590 c／T a11ele SNP and susceptibility to HBV intrauterine infection'but the

IL一10—1082 G a11ele seemed to be associated with prenentive efficacy to HBV intrauterine infection．

【Key words】 Hepatitis B virus；Intrauterine infection；Cytokine；Gene polymorphism

母婴宫内和围产期传播乙型肝炎病毒(HBV)

是高流行的主要原因之一，有50％左右的HBV携

带者是母婴传播引起的。HBV宫内或幼龄期感染

患者可维持长期免疫耐受，表现为高水平的病毒血

症(HBV—DNA高载量)和HBeAg的高滴度，ALT／

AST可持续正常或轻度异常；肝组织学正常或轻度

改变；对抗病毒治疗不敏感。因此阻断HBV母婴

宫内和围产期传播是我国防治乙型肝炎(乙肝)战略

的重要组成部分。HBV宫内感染免疫耐受的研究

表明，主要存在T细胞水平、体液免疫水平低下。

其原因与Thl和Th2细胞因子的分泌量多数呈低

下及缺乏有效调节有关u’21。近年人们逐渐认识到

许多非遗传性疾病也存在遗传背景，这种认识有助

于解释不同个体和群体对某些疾病的易感性、进程、

疗效和转归上的差异。遗传背景差异的主要表现为

染色体的变异和基因多态性，而非遗传性疾病常与

基因多态性有关。3’4o。我们针对乙肝筛选最有可能

相关的基因进行研究，对母亲为HBV携带者的高

危儿童选择其表达异常的细胞因子，研究其基因单

核苷酸多态性与HBV宫内感染的相关关系。

对象与方法

1．研究对象：选自2002年2月至2003年7月

间横断面调查复旦大学附属儿科医院乙肝疫苗随访

门诊HBV标志物包括HBsAg、HBeAg和HBv

DNA单项或多项阳性的母亲，其中部分产前3个月

多次注射过乙肝免疫球蛋白(HBIG)，所生婴儿(属

HBV可能感染的高危婴儿)出生后分别在0、1、6个

月接种乙肝疫苗或乙肝疫苗联合HBIG进行免疫，

并定期随访肝功能及HBV标志物。上述婴儿中凡

出生时外周血即测到HBsAg阳性，并持续1个月以

上为HBV宫内感染组(工组)旧o；其余为宫内未感

染组(Ⅱ组)。工组46例(男26例，女20例)；Ⅱ组

出生及以后随访中未出现上述HBV标志，1岁时

抗．HBs达到保护效果效价以上的正常免疫反应儿

童，共有124例(男69例，女55例)；对照组共127

名(男73名，女54名)系随机选取健康儿童接种疫

苗要求随访及因外伤及患呼吸道感染来该院就诊儿

童，其母亲均非HBV携带者。

2．实验方法：

(1)样本采集和基因组DNA抽提：抽取静脉血

1．5 m1，2．5％EDTA抗凝。基因组DNA抽提采用

基因组DNA小量抽提试剂盒(上海生工生物工程

公司)，对实验方法作适当的修改。所提DNA样本

一20℃保存。

(2)细胞因子基因多态性检测：应用实时定量聚

合酶链反应(real—time quantitative fluorescent PCR)，

结合MGB TaqMan荧光探针技术进行测定，实验结

果通过随机附带的软件作出等位基因分布后分析判

断。实时定量PCR采用ABI PrismTM 7900高通量

荧光定量PCR仪(美国Applied Biosystems公司)。

PCR反应体系为10弘1，包括1×TaqMan buffer A，

3．5 mmol／L MgCl，，dATP、dCTP、dGTP 各

200 pmol／L，dUTP 400肛mol／L，j3一actin正向引物和

反向引物各300 pmol／L，p—actin探针200肛mol／L，

Ampli Taq Gold DNA 0．025 U几l，UNG酶

0．01 U几l，正向、反向引物各900 nmol／L，MGB

TaqMan探针250 nmol／L，模板DNA 20 ng。

(3)PCR引物设计：①肿瘤坏死因子(TNF)一a

基因一238位点：正向引物序列5’一TCA GTC AGT

GGC CCA GAA GAC一3’，反向引物序列5’一GAT

ACC CCT CAC ACT CCC CAT一3’；TaqMan MGB

探针J事列Fam：CCC GTC CtC ATG CC，Vic：CCC

GTC CcC ATG CC。②干扰素(IFN)一7基因+874

位点：正向引物序列5’一ACA TTC CAC AAT TGA

TTT TAT TCT TAC AAC A一3’，反向引物序列5’一

ACG AGC TTT AAA AGA TAG TTC CAA ACA一

3’；TaqMan MGB探针序列Fam：AAA TCA AAT

CtC ACA CAC ACA C，Vic：AAA TCA AAT CaC

ACA CAC ACA C。③白细胞介素(IL)一4基因

一590位点：正向引物序歹Ⅱ5’一ACG ACC TGT CCT

TCT CAA AAC ACT A一3’，反向引物序列5’一AGA
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GGC AGA ATA ACA GGC AGA CTC’r-3’：

TaqMan MGB探针序列Fam：AGA ACA TTG TtC

CCC AGT G，Vic：AGA ACA TTG TcC CCC AGT。

④IL一10基因一1082位点：正向引物序列5’一CTC

CCC TTA CCT TCT ACA CAC AC一3’，反向引物J亨

列5’一CCT TAC TTT CCA CTT ACC TAT CCC一

3’；TaqMan MGB探针序列Fam：CCC GTC CtC

ATG CC，Vic：CCC GTC CcC ATG CC。以上引物

和探针由上海基康生物基因有限公司提供。

(4)PCR循环条件：预变性50℃2 min、95℃

10 mi垢，95℃30 s，60℃30 s，进行45个循环，每

次检测至少设置3个空白对照。此外IL一10则预变

性98℃5 min，94℃30 s，60℃30 s，72℃30 s。32

个循环，终末延伸72℃5 min。

3．统计学处理：采用SPSs 11．0软件进行Y2检

验，IFN一7采用SAS软件作Y2检验。

结 果

1．TNF—a基因一238位点基因型和等位基因频

率：三组儿童的TNF—d基因一238位点三种基因型

GG、GA和从的数量及频率见表1。妊娠末3个
月使用过HBIG孕妇所生婴儿44例，其TNF—a基

因一238位点G／A等位基因频率G为0．920，A为

0．080；未用HBIG孕妇所生婴儿86例，频率G为

0．890，A为0．110，此两组比较差异无统计学意义

(X2=0．618，P=0．432)。

表1 三组对象TNF—a基因一238位点基因型和

G／A等位基因数及频率

*频率比较，I组：Ⅱ组f=6．797，P
2 o．009；I组：对照组

f=9．513，P=o．002；Ⅱ组：对照组f=o．047，P=o．828

2．IFN一7基因+874位点基因型和等位基因频

率：三组儿童的IFN一7基因+874位点三种基因型

AA、AT和TT的数量及频率见表2。工组母亲产

前注射过HBIG有10例，+874位点刖T等位基因

频率A为0．800，T为0．200；I组未注射过HBIG取

30例A／T频率A为0．767，T为0．233，两组比较差

异无统计学意义(Y2=O．065，P=0．7983)。

3．IL一4基因一590位点基因型和C／T等位基因

频率：三组儿童的IL一4基因一590位点三种基因型

TT、CT和CC的数量及频率见表3，各组组间等位

基因频率比较差异无统计学意义。

表2 三组对象IFN一7基因+874位点基因型和

A／T等位基因数及频率

*频率比较，I组：Ⅱ组#=7．238，P=o．0071；I组：对照组

x2=5．199，P=o．022；Ⅱ组：对照组f=o．602，P=o．438

表3 三组对象IL一4基因一590位点基因型和

C／T等位基因数及频率

*频率比较，I组：Ⅱ组x2=o．632，P=o．426；I组：对照组

f=o．584，P=o．445；Ⅱ组：对照组f=o．004，'P=o．947

4．IL一10基因一1082位点基因型和G／A等位

基因频率：三组儿童的IL一10基因一1082位点基因

型GG、GA和AA的数量及频率分布见表4。妊娠

末3个月使用和未使用HBIG母亲所生婴儿IL一10

基因一1082位点G／A等位基因频率分布：I组11

例和Ⅱ组47例产前使用过HBIG，共58例，G为

0．793，A为0．207；I组32例和Ⅱ组77例共109例

产前未使用HBIG，G为0．839，A为0．161，两组比

较差异无统计学意义(x2=1．118，P=0．290)。

表4 三组对象IL—10基因一1082位点基因型和

G／A等位基因数及频率

*频率比较，Ⅱ组：I组x2=10．359，P=0 001；Ⅱ组：对照组

x2=35．418，P<o．001；I组：对照组f=1．759，P=o．185

讨 论

既往的流行病学研究显示不同种族和个体对

HBV感染后有不同反应，乙肝全球分布有很大差

异；高危因素的家庭所生婴儿有的呈慢性感染，有的

却产生保护性抗体；乙肝的临床表现部分人无法阻

止转呈慢性；慢性感染对抗病毒治疗的反应差异很

大；健康人群对乙肝疫苗接种后反应也有很大差异，
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强烈提示遗传因素对HBV易感性有重要影响b，6I。

在遗传因素中，相关基因单核苷酸多态性占重要地

位，位于基因表达调控区的启动子区或内显子有重

要功能意义"’8 o。

我们选择以往研究宫内感染免疫耐受而呈现表

达低下的主要细胞因子(TNF—a、IFN一7、IL一4和

IL一10)，检测其基因功能位点的单核苷酸多态性。

TNF—a主要由活化的单核，巨噬细胞产生，起抗肿

瘤、抗病毒的免疫调节活性作用口]。发现宫内感染

组(工组)TNF—d基因在启动子一238位点G／A单核

苷酸多态性分布频率出现A等位基因的频率显著

高于宫内未感染组(Ⅱ组)，f=6．797，P=o．009，

说明存在A等位基因优势的胎儿更易在宫内感染

HBV。对照组与宫内未感染组儿童差异无统计学

意义。IFN一7在NK细胞和T细胞(包括CD4+Thl

和CD8+T)都能产生，可作为抗原提呈细胞和T淋

巴细胞的增殖、分化的调节剂，参与细胞炎症反应和

抗病毒，高表达量对病毒清除有重要作用¨’2 o。

IFN—y基因在第一内含子区+874位点A／T单核苷

酸多态性频率分布在宫内感染组是以A基因型占

优势(x2=7．238，P=0．0071)，致使IFN一7的表达

量低下，削弱了C讲+Th和CD8+CTL的识别和清

除HBV的能力。而Ⅱ组与对照组A基因分布频率

无差异。IL一4主要由Th2细胞分泌，是体液免疫的

重要调节因子，能促进B细胞增殖、特异性IgG和

IgE的分泌，调节Thl和Th2细胞平衡等u⋯。IL一4

基因一590位点C／T单核苷酸多态性频率在三组中

比较，其差异无统计学意义(三组问检验P值均>

0．05)。我们认为IL一4基因启动子区一590位点单

核苷酸C／T单核苷酸多态性与HBV宫内感染易感

性无关。IL一10主要由Th2细胞产生，作用复杂，一

方面能有效刺激B细胞的增殖和分化，使之表达和

产生IgM、IgG和IgA；另一方面在细胞因子网络平

衡中起重要作用，抑制T细胞和单核一巨噬细胞产生

TNF—a、IL一1、IL一6、IL-12和IFN一7等细胞因子，并

可削弱细胞毒T细胞的识别能力等¨1I。IL一10基因

启动子区一1082位点G／A单核苷酸多态性频率，G

在HBV宫内感染免疫成功的儿童中显著高于免疫

失败的儿童(Y2=10．359，P<0．001)，也显著高于

对照组儿童(Y2=35．418，P<O．001)，而在免疫失

败的儿童与对照组儿童比较差异无统计学意义

(Y2=1．759，P>0．05)，说明了高表达的一1082 G

对宫内感染免疫清除病毒有关。能高表达IL一10对

HBV宫内感染儿童具有明显的保护作用。

HBV感染儿童母亲产前是否注射HBIG在

TNF—a一238、IFN．7 +874、IL一4—590和IL—10

一1082基因型频率分布方面均无明显差异，说明并

不影响其遗传因素。提示TNF．a基因一238位点A、

IFN一7基因+874位点A等位基因可能在决定个体

宫内HBV感染遗传易感性方面有重要意义，可作

为检测其遗传易感性的标志。而IL．4—590C／T等位

基因多态性和IL-10—1082位点G等位基因并非是个

体宫内耶V感染遗传易感性的危险因素，但IL-10
—1082位点G等位基因对HBv宫内感染有保护作

用，这与前期研究ILl0只有在宫内感染免疫有效组

升高相符合，并与D[瑚e11icO等的一项关于丙型肝炎

病毒的研究相似u’1 2I。各细胞因子基因多态性与宫

内感染既v易感性之间的内在联系以及各细胞因子
不同基因型的相互作用尚待更深入的研究。
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