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江苏省宜兴地区丙型肝炎病毒
F蛋白抗体检测

邓小昭、蒋春梅 许可 王忠灿 丁伟良 喻荣彬 王洁 吴超 张云

实验室研究·

【摘要】 目的检测江苏省宜兴地区丙型肝炎(丙肝)患者血清丙肝病毒(HcV)一F抗体及其分

布。方法利用基因重组获得的HCV—F／GST蛋白作为抗原，包被酶联反应板，ELIsA间接法检测

120例丙肝患者、1，例乙肝患者、3例戊肝患者及10份正常人血清HCv—F抗体，结合丙肝患者的临床

资料及疾病特征，统计分析HCV—F抗体的分布情况及与HcV感染的关系。结果 120例丙肝患者血

清HCV—F抗体阳性82例，阳性率68％，而15例乙肝、3例戊肝患者及10份正常人血清标本均未检出

阳性；资料分析显示HCV—F抗体阳性率与HCV患者年龄、临床类型之问差异有统计学意义，51岁以

上年龄组的HCV—F抗体阳性率是20～50岁组的6．675倍(95％cJ：2．407～19．071)，并且随着病程进

展，阳性率也随之增高(0R=2．749，95％C，：1．470～5．141)。结论 江苏省宜兴地区Hcv感染者

血清中存在HCV—F抗体，并可能与病程相关。
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【Abstract】 Objective To assess the prevalence of serum anti—F in patients with hepatitis C virus

(HCV)infection and the distribution of anti—F．Methods The recombinant protein(HCv—F／GST)was
coated onto micro titer plates as antigen．Sera of 120 patients with hepatitis C virus infection，1 5 patients

with hepatitis B，3 patients with hepatitis E and 10 normal sera were tested by indirect ELISA for detecting

ant0F． Results 82 samples out of the 120(68％)HCV infected patients exhibited a positive anti—F

reaction，showing significant difference from the contrOls with no HCV infection(P<0．O 1)．Data from

logistic analysis showed that the positive rate of anti—F was higher in patients over 50 year olds(oR=

6．675，95％CJ：2．407—19．071)．Patients of midrange，severe phase and hepatic cirr}10sis had higher rate

than the others(OR=2．749，95％CJ：1．470—5．141)．Conclusion Prevalence and distribution of anti—F in

Yixing hepatitis C patients was rep。rted and which might be related to the progression of HCV infection．
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丙型肝炎病毒(HCV)感染所引起的丙肝呈全球

分布。笔者曾对健康者与丙肝患者的外周血单个核

细胞(PBMC)表达的蛋白质进行双相凝胶电泳和

MALDlT()P—T()F串联质谱分析，找到与正常人

PBMC比较后有差异表达的65个蛋白。通过MaScOt

数据库检索和相关资料的查阅，确定出其中具有进一

步研究意义的差异蛋白——F(frameshifting)蛋白，并

在大肠埃希菌系统成功表达。1卫o。F蛋白的产生机制

尚不十分明了。近年来发现，HCv RNA的核心区还
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低水平表达了另外一种新型C蛋白，以往的一些研究

认为这种的新型C蛋白是被截短了的核心蛋白。3‘5]。

而最近的研究表明，这种蛋白是由重叠在核心编码区

的一段序列编码。与HCV传统单一阅读框架翻译的

病毒蛋白不同，新型C蛋白是由HCV核心蛋白编码

序列在翻译时发生核糖体读码框移位产生的，被命名

为新型C蛋白或ARFP(alternative m蜘al fmmeShift

protein)或F蛋白。6’“。本研究以基因重组获得的

HCV—F／G盯蛋白作为抗原∽o，用ELISA间接法检测
了丙肝患者血清HCV—F抗体，初步研究了其分布情

况及与丙肝进程的关系。

材料与方法

1．材料：120例HCV抗体阳性患者血清标本为
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2003—2004年江苏省宜兴市人民医院收集提供(上

海实业科华生物技术有限公司酶联免疫法HCV抗

体检测试剂盒检测)。平均年龄为48．36岁，其中男

性79例，女性41例；结合流行病学调查和临床病

史，根据中华医学会传染病与寄生虫分会和肝病分

会2000年病毒性肝炎诊治方案中诊断标准，慢性丙

肝患者85例，急性丙肝患者19例，丙肝肝硬化患者

16例，并结合肝脏超声、CT和核磁共振确诊。对照

组为来自解放军八一医院和南京市传染病医院15

份乙肝血清、3份戊肝血清及宜兴市人民医院的10

份健康人血清标本(HAV、HBV和HCV感染指标

均阴性)。酶联反应板为深圳产96孑L板。辣根过氧

化物酶(HRP)标记的羊抗人IgG抗体为南京阿恩

地公司产品。抗原包被液为碳酸盐缓冲液(CBS，pH

值9．6)；封闭液、样本稀释液与酶标抗体稀释液均由

本实验室配制(山羊血清为北京军区兽医防治中心

产品，小牛血清为Hyclone公司产品)；洗液为PBST

缓冲液。HRP酶底物采用TMB显色系统，TMB底

物及终止液为南京华欣药业生物工程有限公司产品

(由南京军区军事医学研究所制备)。酶联免疫测定

仪为Bio—Rad公司产品(Model 550)。HCV—F／GST

蛋白：将HCV一1b型核心蛋白基因0框N端10个氨

基酸序列和+1框10As～C端的序列，克隆至原核

表达载体pGEx一4T一2，转化E．∞zi TGl后，IPTG

(1．0 mm01／L)诱导表达，超声裂菌。G1utathione

Sepharose 4B亲和层析柱纯化回收HCV—F／GST蛋

白。SDS—PAGE鉴定纯度，紫外分光光度法调整浓

度至(1肛g／肚1)Ⅲ。

2．方法：

(1)HCV—F／GST包被：每孔100扯l包被液

(50 mm01／L碳酸盐缓冲液，pH值9．6)含0．1肛g

HCv—F／GST蛋白加入96孔板，44℃过夜。次日用

PBST(含0．05％Tween一20的PBS)洗涤后，加入封

闭液(含30％山羊血清和10％小牛血清的PBS，每

孔100“1)，4℃封闭4 h。吸去封闭液后，洗液洗涤3

次拍干。将待测血清用样品稀释液(含20％山羊血

清，10％小牛血清和0．2％Tween一20的PBS)做

l：100稀释后加入包被封闭好的酶联反应板内(每孔

100肚1)，37℃反应30 min，同时设立空白对照。

PBST洗板5次后，加入稀释好的HRP标记的抗人

IgG抗体(每孔100肛1)，37℃反应30 min。PBST洗

板5次后，每孔加入TMB底物A、B液各一滴，37℃

避光显色15 min，再分别加入2 mol／L硫酸50肚l终

止反应。用空白孔调零，酶标仪测定吸光度

(A。。。)值。

(2)统计学分析：临界值(A)=阴性对照平均值

(A)±25。数据采用了妒检验、￡检验和多因素IOgistic

回归分析方法，用SPSS 13．0统计软件进行分析。

结 果

1．血清标本HCv—F抗体检测：120份丙肝患者

血清中82份(约68％)样本的A。。。值均高于0．056，

其平均值为0．696(表1)。对照组15份乙肝血清、3

份戊肝血清及10份正常人血清标本A。。。值平均值

为0．0434，标准差为0．0064；临界值0．0434+2×

0．0064=0．056；两组的A。，。值差异有统计学意义

(P<0．01)。随机选择10％的样本进行盲法重复检

测，共重复检测12份，12份酶标仪测定A。。。值与第

一次结果一致，一致率为100％。

表1 宜兴市120例不同性别患者中HCV—F抗体分布

2．F抗体的分布情况：

(1)F抗体在不同性别患者中的分布：男性和女

性丙肝患者HCV—F抗体的分布差异无统计学意义

(Y2=2．762，P=0．097)，见表1。

(2)HCv-蹴体在不同年龄组中的分布：51岁以上
年龄组的阳性率(89．8％)高于20～50岁组(47．5％)，差

异有统计学意义(f=24．787，P<0．01)，见表2。

表2 宜兴市120例不同年龄组中HCV—F抗体分布

(3)HCV—F抗体在不同临床类型患者中的分

布：不同临床类型丙肝患者中，中重度和肝硬化患者

中的F蛋白阳性率最高，分别达93．9％和87．5％，

与其他两组相比差异均有统计学意义(P<0．05)。

而HCV—F抗体在急性丙肝、轻度慢性丙肝的分布没

有差异(P>0．1)，见表3。

(4)HCv—F抗体与HCV RNA的关系：HCV—F

抗体的分布与患者血清中HCV RNA的检出差异无

统计学意义(Y2=2．714，P=0．099)。而在HCV

RNA型别之间的分布差异无统计学意义(Y2=

0．154，P=0．926)，见表4。
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表3 宜兴市120例不同临床类型丙肝患者中卜女A，一F抗体的分布

表4 宜兴市120例肝炎患者HCv_F抗体与HCV RNA的关系

(5)HCv—F抗体的多因素分析：经多因素

logistic分析显示，F抗体阳性率与患者年龄、临床类

型之间存在统计学关联，51岁以上年龄组的抗体阳

性率是20～50岁组的6．675倍(95％C，：2．407～

19．071)，并且随着病程进展F抗体阳性率也随之

增高(o尺=2．749，95％Cj：1．470～5．141)。而性

别和Hcv RNA一与F抗体阳性率无关。

表5 宜兴市120例肝炎患者HCV—F抗体的多因素分析

变量 p 如 讹蹦Y2值P值 oR值(95％cj)

性别 一0．592 O．512 1 335 0．248 0．553(O 203～1 510)

年龄组 1．913 0．528 13．130 0．000 6．775(2．407～19．071)

临床类型 1 011 O 319 10 030 0．002 2 749(1．470～5．141)

RNA 一0 476 0．380 1．564 0 211 0．621(0 295～1．310)

讨 论

目前对F蛋白的生物学特性及功能了解甚少。

它在丙型肝炎的慢性化和病毒相关的发病机制中的

潜在作用尚不清楚。已发现它不稳定，在体外细胞实

验中半衰期约10 min，免疫荧光染色及亚细胞分布实

验发现F蛋白位于胞浆中，主要与内质网相连，这与

核心蛋白及NS5A蛋白相似，推测该蛋白在此发挥其

功能。F蛋白在HCV生活周期中的作用，尤其是F

蛋白与核心蛋白同时在体内表达，以往认为核心蛋白

的有些功能可能与F蛋白有关，值得深入探讨。

我们以往的实验结果表明，在HcV感染者

PBMC中存在F蛋白表达，本研究中检测的120份

HCv感染者血清中F抗体阳性82份，检出率为

68％；在对照组人群中均未检出F抗体，证明F蛋

白可在HCV感染者体内自然表达。

分析F抗体在不同性别人群中的分布，男性和

女性丙型肝炎患者HCV—F抗体的分布差异有统计

学意义(P=0．104)。20～50及51岁以上两个年龄

组的受检对象几乎相等(分别为61，59)，检出率分

别为47．5％、89．8％，且两者差异有统计学意义

(P<0．01)。经多因素分析F蛋白抗体阳性率与年

龄、临床类型之间存在统计学关系；提示F蛋白在

不同年龄上的丙肝患者中免疫应答存在差异。

在不同临床类型丙肝患者中，中重度和肝硬化

患者中的F抗体阳性率最高，分别达93．9％和

87．5％，多因素分析亦显示F抗体阳性率也随着病

程的进展而增高。而HCV—F抗体在急性丙肝、轻度

慢性丙肝间的分布没有差异(P>0．1)。推测F蛋

白表达的可能性与表达量随着感染年限增加而增

长。callaghan等。9l报道F蛋白表达的水平与肝脏

受损有关，并且表达的水平与组织学的损害程度有

关，提示它是肝脏损害的特异性标志物。Branch

等’1 0。报道，在对HcV相关的肝细胞癌患者癌组织

进行体外培养时，获得高表达的F蛋白，定量

RT—PCR显示核心蛋白水平降低并伴随F蛋白高表

达，推测后者竞争性地抑制了前者表达；并且认为F

蛋白可能与HCV感染的慢性化有关。

本研究以重组克隆的HCV F蛋白作为免疫检

测抗原，报道了江苏宜兴地区HCV感染人群的

HCv—F抗体阳性率，结合120份具有相对完整资料

的临床病例，分析了HCV—F蛋白与HCV感染进程

的相关性，这些工作将有助于进一步研究HCv—F蛋

白的功能以及与HCv感染的关系。
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