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感染自然转归的影响"
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探讨干扰素诱导的黏病毒抗性蛋白
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+L

调节区
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$基因的单核苷酸

多态性"
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$对乙型肝炎病毒"
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$感染自然转归的影响&方法
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收集湖北地区
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例
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自限感染者和
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例慢性
\̂S

感染者的外周血标本!应用聚合酶链反应
C

限制性片段长度多态性分析方法!检测
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启动子
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%

f"+/

位点及
&'XC+LC9&

M

+

基

因型&结果
!

(Q2

启动子
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位点基因型和等位基因在慢性
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感染者和自限性感染者中的分布差异有统计学意义"
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自限性感染者
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启动子
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位点
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和
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%
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位点多态性与
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感染后的结局有关!其中
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等位基因的存在可能有利于
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感染后的清除&
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乙型肝炎病毒$

I&

O

L83837\N39G7

#

\̂S

&感染的转归非常复

杂(

"C+

)

#这种巨大差异的机制尚未完全阐明#基因多态性决定的

个体遗传因素可能为其主要原因'干扰素$

3:8&9J&9<:

#

TX1

&是

机体抗
\̂S

感染和临床治疗乙型肝炎的重要细胞因子#然而

TX1

的抗病毒机制主要通过其诱导抗病毒蛋白来完成(

/C-

)

'因

此#本研究选择
TX1

诱导的抗病毒蛋白!黏病毒抗性蛋白
2

$

@

H

Q<N39G79&7378L:K&2

#

(Q2

&和真核细胞起始因子
+L

调节

区
+

$

&GWL9<K

H

8&3:383L83<:JLK8<9+L'

O

IL9&

M

G'L8<9

H

9&

M

3<:+

#

&'XC+LC9&

M

+

&作为研究切入点#应用聚合酶链反应
C

限制性片段

长度多态性 $

O
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&分析方法#检测湖北地区
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自限性感染者和慢性感染者
(Q2

启动子
f55

*

f"+/

位

点及
&'XC+LC9&

M

+

单核苷酸多态性$
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&#探讨其基因型与
\̂S

自然感染转归的关系'

@

!

资料与方法

@,@

!

临床资料
!

慢性
\̂S

感染者$简称慢性感染组&

+-/

例#

男
".5

例#女
AD

例#年龄$

D-,.e"-,5

&岁#所有病例的诊断均

符合
+###

年中华医学会传染病与寄生虫病学分会*肝病学分

会联合修订的病毒性肝炎诊断标准#并排除合并感染其他肝炎

病毒'

\̂S

自限性感染者
"A#

例$简称自限性感染组&#男

"#A

例#女
D-

例#年龄$

DA,-e"-,#

&岁#未接种过
\̂S

疫苗#

且
\̂72

M

$

f

&#

\̂72;

$

i

&#血常规*生化指标均在参考范围

内#排除肝脏*肾脏*内分泌和心血管疾病'两组间性别构成和

年龄分布差异无统计学意义$
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基因组
b12

提取
!

采集
+

组对象清晨空腹静脉血标

本'采用上海赛百盛基因技术有限公司基因组
b12

提取试

+

A/D

+

国际检验医学杂志
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年
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月第
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卷第
D

期
!
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!
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"

基金项目!湖北省自然科学基金资助项目$
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#

!

通讯作者#
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M
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剂盒#抽提全血中的基因组
b12

#并保存于
f+#j

备用'

@,B

!

引物设计及主要试剂
!

通过美国国家生物信息中心的基

因库$

4&:\L:W

&获得
(Q2

启动子和
&'XC+LC9&

M

+

基因序列及

相应位点的单核苷酸信息#应用
=93@&9D,#

并参考文献(

DCA

)设

计符合要求的引物序列#引物由上海赛百盛生物工程有限公司

合成'

(Q2

启动子
f55

和
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引物序列相同$方向
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b12

聚合酶*

%1F=7

*

b12

分

子量标记购自大连宝生物工程有限公司'限制性内切酶
ÎL

T

*

=78T

和
>7=T

均为上海生工生物工程技术服务有限公司代

理的美国
\\T

公司产品'

@,C

!

=!0

扩增目的基因
!

=!0

扩增体系为!
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反应缓

冲液
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R

b12
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各
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!
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!
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"
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位点扩增条件为!

$-j

预变性
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$- j

变性
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#
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退火
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.+ j
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个循环#
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M

+
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扩增后取产物
5

!

?

#加
+

!

?

载样缓冲液混匀#经
+#

M

"

?

琼脂糖凝胶电泳#溴化

乙锭染色#紫外灯下观察#结合
b12

分子量标准判断扩增是

否成功'

@,D

!

0X?=

方法检测
>1=

!

=!0

产物
"#

!

?

#

"#d

缓冲液
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!

?

#限制性内切酶
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+]

"

!

?

&#

"#d\>2+

!

?

#补去离子

水至总体积
+#

!

?

反应体系'该反应体系在
/.j

酶切
-I

'

取酶切产物
"+

!

?

用
+#

M

"

?

琼脂糖凝胶电泳#在紫外灯下参

照
b12

分子量标准鉴定酶切片段'

@,K

!

统计学处理
!

采用
>=>>"",#

软件进行
%

+ 检验或
X37I&9

精确概率法检验'以
+

%

#,#D

为差异具有统计学意义'

A

!

结
!!

果

A,@

!

(Q2

启动子基因多态性分析
!

(Q2

启动子
=!0

产物

经鉴定为
/D#;

O

片段#结果与预期相符'分别用
ÎLT

$酶切

(Q2

启动子
f554

"

F

位点&和
=78T

$酶切
(Q2

启动子
f"+/

!

"

2

位点&消化
=!0

产物#电泳后判断结果'

(Q2

启动子

f554

"

F

位点存在
FF

$

/"#;

O

&*

4F

$
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O

*

+D$;

O

&和
44

$

+D$;

O

&

/

种基因型#

f"+/!

"
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位点则存在
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$
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O
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$
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O

*
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$
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O

*
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O

和
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O

&

/

种基因型'
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自限性感染者
(Q2

启动子
f55

位点
44

*

4F

和
FF

基

因型频率分别为
-",/V

*

-/,"V

和
"D,AV

#慢性感染者频率为

D+,.V

*

--,-V

和
+,$V

'与慢性感染者相比#

\̂S

自限性感

染者
(Q2

启动子
f55

位点携带的
44

基因型$

+c#,#+D

&或

4

等位基因$

+c#,##"

&频率较低#但携带的
FF

基因型$

+c

#,###

&或
F

等位基因$

+c#,##"

&频率较高#比值比为
A,+-

#

$DV

可信限
+,A/

"

"-,5"

'

(Q2

启动子
f"+/

位点
!!

*

!2

和

22

基因型在
\̂S

自限性感染组频率分别为
A5,.V

*

+A,/V

和
D,#V

#而在慢性感染组频率为
A-,+V

*

/#,$V

和
-,$V

#不

同基因型和等位基因在
\̂S

自限性感染组和慢性感染组间

的分布频率差异均无统计学意义$
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!
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M

+

基因多态性分析
!

&'XC+LC9&

M

+

基因
=!0

产

物经鉴定为
DA/;

O

片段#与本研究引物设计预期的
b12

扩增

片段大小一致'用
>7

O

T

消化
=!0

产物#电泳后判断结果'
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O
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O
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种基因型'
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M
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"

4

位点
22

*

24

和
44

基因型在
\̂S

自限性感染组频率分别为
5",/V

*

"A,+V

和
+,DV

#而在慢性感染组频率为
.A,DV

*

"5,DV

和

D,#V

#两组间基因型和等位基因分布频率差异均无统计学意

义$

+

&

#,#D
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B

!

讨
!!

论

病毒感染机体后#早期的抗病毒反应中#最重要的是诱导

TX1

产生'

TX1

是诱生蛋白#正常细胞一般不自发产生
TX1

#

只具有合成
TX1

的潜能#

TX1

基因处于被抑制的静止状态#病

毒感染机体后可解除抑制#使
TX1

获得表达'

TX1

与受体结

合#激活下游的
Y2ZC>F2F

信号通路形成
+

个转录因子#

TX1

活化因子$

TX1CL'

O

ILCLK83NL8&%JLK8<9

#

22X

&和
TX1

刺激基因

因子
/

$

TX1C783@G'L8&%

M

&:&JLK8<9/

#

T>4X/

&'

22X

和
T>4X/

转位入核#结合到含有
TX1

激活反应元件$

3:8&9J&9<:C783@G'LC

8&%9&7

O

<:7&&'&@&:8

#

T>0[

&的抗病毒蛋白基因启动子上#导致

一系列
TX1

诱导的抗病毒蛋白基因的表达#生成多种抗病毒

蛋白#例如!蛋白激酶*

+g

#

DgC

寡腺苷酸合成酶和
(Q2

蛋白

等(

.C5

)

'

(Q2

蛋白被认为是特异性最强的
TX1

作用指标#它可直

接抑制
\̂S

复制'据
4&:\L:W

显示
(Q2

启动子有
/

处类似

T>0[

的序列#其中
(Q2

启动子
f55

位点所在区域与第
+

个

T>0[

序列相近#特别是发生
4

$

F

突变后#更类似
T>0[

序列#

可促进
(Q2

基因
@012

的表达#生成
(Q2

蛋白#起到抗病

毒作用#所以推测
(Q2

启动子
f55

*

f"+/

位点的
>1=

可能

影响
(Q2

基因的
@012

表达(

$

)

'本研究发现#

\̂S

自限性

感染者
(Q2

启动子
f55

位点携带的
FF

基因型或
F

等位基

因频率较慢性感染者高#比值比为
A,+-

#

$DV

可信限
+,A/

"

"-,5"

'可能含
F

基因型$

4F

*

FF

&个体要比不含
F

基因型

$

44

&个体表达更多的
(Q2

蛋白产物#从而有利于
\̂S

感染

的自然恢复#因此#

(Q2

启动子
f55

位点
4F

*

FF

型者抗

\̂S

效果优于
44

型者'对于
(Q2

启动子
f"+/

位点基因

多态性与病毒感染关系的研究报道较少#

3̂

B

3WL8L

等(

"#

)在研究

慢性丙型肝炎时提示
(Q2

启动子
f"+/!

"

2

位点
>1=

与
TX1

疗效有关#且该位点
>1=

与
f554

"

F

高度连锁#但本研究发现

(Q2

启动子
f"+/

位点不同基因型和等位基因在
\̂S

自限

性感染组和慢性感染组间的的分布频率差异均无统计学意义#

这一结果可能与标本量或病毒基因型有关'

蛋白激酶活化的
&'XC+LC9&

M

+

也是宿主
TX1

信号转导通道

上的重要因子#

Z3:

M

等(

D

)研究
5+

例中国台湾慢性乙型肝炎患

者
&'XC+LC9&

M

+

基因
>1=

与
TX1

疗效的关系#结果提示
&'XC+LC

9&

M

+

基因
>1=

与
TX1

治疗效果有相关关系#

24

基因型慢性

乙型肝炎患者
TX1

疗效差'本研究则从另外的角度#探讨
&'XC

+LC9&

M

+

基因
>1=

与
\̂S

感染后自然转归的关系#结果发现

&'XC+LC9&

M

+

不同基因型和等位基因在
\̂S

自限性感染组和

慢性感染组间的的分布频率差异均无统计学意义#提示
&'XC

+LC9&

M

+

基因可能在
\̂S

感染后病毒清除上不起主要作用'

影响
\̂S

感染结局的因素有很多#除病毒生物学特征及

宿主对
\̂S

的免疫状态等因素外(

""C"+

)

#

TX1

的抗病毒作用还

存在其信号通路上众多基因及其诱导产生的各种抗病毒蛋白'

因此#

(Q2

启动子和
&'XC+LC9&

M

+

基因
>1=

与
\̂S

感染自然

转归的关系仅显示宿主遗传背景多样性和复杂性的一个方面#

所以评价
TX1

信号通路基因
>1=

与
\̂S

感染关系有待今后

大规模检测
>1=

#积累更多资料综合各方面因素再来定论'

总之#宿主遗传因素对
\̂S

感染自然转归的影响发生了改

变#值得同类研究高度注意'与
&'XC+LC9&

M

+
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统在
\1=

浓度为
--,D

*

-/#,A

*

"D.",5

OM

"

@?

处的批内
@J

分

别为
+,/V

*

+,+V

*

",5V

#总
@J

分别为
-,-V

*

+,AV

*

+,DV

#

(<%G'L9[".#

系统在
1FC

O

9<\1=

为
+D$,A

*

A#/$,+

OM

"

@?

处的批内
@J

分别为
#,.V

*

#,-V

#总
@J

分别为
#,5V

和

#,5V

'本文结果显示#

\1=

浓度在
/#,A

"

"./A,5

OM

"

@?

范

围内#批内
@J

为
","V

"

+,/V

#总
@J

为
+,/V

"

/,DV

#与国

外报道相一致#各浓度点的
@J

值均小于厂商声明的不精密

度#其分析性能得到验证确认'

1FC

O

9<\1=

浓度在
.+,$

"

-/++,#

OM

"

@?

范围内#批内
@J

为
","V

"

+,+V

#总
@J

为

",DV

"

+,$V

#与国外报道一致#与厂商声明值比较#除
.+,$

OM

"

@?

浓度水平外#各浓度点的不精密度均小于厂商声明的不

精密度#经计算验证值#

.+,$

OM

"

@?

浓度水平外实验测得的批

内标准差和总标准差均小于验证值#说明实验得到的不精密度

与厂商声明值没有差异#厂商声明的不精密仍得到验证确认'

4<9377&:

等(

$

)报道#使用西门子
2bST2!&:8LG9

化学发

光免疫系统测定
\1=

的批内
@J

平均为
/,AAV

#批间
@J

平

均为
A,#DV

#而用罗氏
!<;L7[".#

电化学发光免疫分析系统

测定
1FC

O

9<\1=

的批内
@J

平均为
",/$V

#批间
@J

平均为

+,$AV

'

=9<:8&9L

等(

"#

)对
+##D

"

+##5

年意大利参加能力验

证试验的
$#

至
""+

家实验室共
+5

个能力验证样本结果的研

究表明#

\1=

测定方法内
@J

为
+#,+V

#方法间
@J

为
-A,-V

#

而
1FC

O

9<\1=

方法内
@J

为
-,"V

#方法间
@J

为
.,/V

#

\1=

测定平均总的
@J

是
D#,AV

#明显高于
1FC

O

9<\1=

的
5,-V

'

6G

等(

.

)的一项研究显示#西门子
2bST2!&:8LG9

化学发光免

疫分析系统测定
\1=

个体内生物学变异为
D#V

#个体间的生

物学变异为
+5V

%依此导出
\1=

精密度质量指标小于
"+,DV

较为理想'本研究结果显示#

\1=

和
1FC

O

9<\1=

测定的不精

密度
@J

均小于
"#V

#表明
+

个检测系统的精密度性能临床均

可接受#但
1FC

O

9<\1=

测定的批内
@J

和总
@J

均低于
\1=

#

表明
1FC

O

9<\1=

测定具有更好的精密度#提示
1FC

O

9<\1=

测定对心力衰竭的诊治在一定程序度上要优于
\1=

'
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