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　　摘　要：目的　研究丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染者甘露糖结合凝集素（ＭＢＬ）基因多态性。方法　应用序列特异性引物ＰＣＲ

法（ＰＣＲＳＳＰ）方法检测甘肃地区汉族１５０例慢性丙型肝炎及７５例健康对照者 ＭＢＬ第一外显子（ＥＸＯＮⅠ）５２、５４、５７位基因型。

结果　甘肃地区汉族人群 ＭＢＬ基因 ＥＸＯＮⅠ的５２，５７位没有检测出突变体，而５４位基因在 ＨＣＶ感染者和在正常对照者中的

基因型频率和基因频率比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）；丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）＞８０Ｕ／Ｌ、ＡＬＴ＜４０Ｕ／Ｌ两组基因型频率和

等位基因频率比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；ＨＣＶＲＮＡ定量中、高载量组与低载量组 ＭＢＬ５４位基因型频率和基因频率

比较差异也均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＨＣＶ感染者 ＭＢＬ的ＥＸＯＮ Ⅰ５４位基因多态性与慢性 ＨＣＶ感染无显著相关

性，而５４位等位基因与ＡＬＴ的升高和 ＨＣＶＲＮＡ载量有一定的相关性。
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　　丙型肝炎（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ，ＨＣ）是由丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ

ｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染而导致的一种复杂的病理过程
［１］。甘露糖结

合凝集素（ｍａｎｎａｎｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，ＭＢＬ）是一种肝源性糖蛋白，

属Ｃａ２＋依赖型凝集素，能选择性地与多种细菌、病毒、真菌以

及某些肿瘤细胞表面的糖结构结合，进而启动机体的天然免疫

机制，在免疫功能发挥和稳定中起重要作用［２］。研究发现，

ＭＢＬ结构基因第一外显子分别在第５２、５４、５７位存在３个密

码子点突变。可以导致 ＭＢＬ蛋白血清含量降低，引起调理作

用、吞噬作用的缺失［３］。

有关 ＭＢＬ基因多态性与 ＨＣＶ感染相关性报道国外有些

研究［４１０］，而我国汉族人群 ＭＢＬ基因多态性与 ＨＣＶ 感染的

关系报道较少。本研究中采用序列特异性引物ＰＣＲ法（ＰＣＲ

ＳＳＰ）方法，用病例对照研究，分析甘肃地区汉族人群 ＭＢＬ基

因多态性与 ＨＣＶ感染的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　ＨＣＶ感染组为２００９年１月至２０１２年１月

甘肃省人民医院门诊和住院慢性丙型肝炎１５０例，男性１１０

例，女性４０例；年龄１６～８２岁，平均（３８±１０）岁。所有病例均

符合２０００年制订的《病毒性肝炎防治方案》诊断标准
［１１］，并排

除合并感染其他病毒性肝炎。健康对照组为７５名体检健康

者，各型肝炎病毒血清标志均阴性者。根据 ＨＣＶ感染组血清

丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）水平分为ＡＬＴ＞８０Ｕ／Ｌ组和ＡＬＴ＜４０

Ｕ／Ｌ组；根据 ＨＣＶ感染组 ＨＣＶＲＮＡ水平分为中、高载量组

（ＨＣＶＲＮＡ≥１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）和低载量组（ＨＣＶＲＮＡ＜１０
５

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）。以上所有研究对象均来自中国甘肃地区汉族，无

血缘关系。排除标准制定如下：（１）患有恶性肿瘤、自身免疫性

疾病者；（２）正在使用免疫抑制剂者。

１．２　试剂与仪器　全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＴａｑＤＮＡ

预混酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌ、ＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ等购

自大连宝生物公司。

１．４　检测方法　抽取３ｍＬ静脉血／份，置于加有ＥＤＴＡ抗凝

剂的抗凝采血管中，－７０℃冰箱保存，用于提取纯化基因组

ＤＮＡ。抽取５ｍＬ静脉血／份，置于加有促凝剂的促凝管中静

置１０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液，－７０℃冰箱保

存。ＥＬＩＳＡ法检测抗ＨＣＶ抗体，检测血清谷丙转氨酶活性 。

１．５　ＰＣＲＳＳＲ法检测　（１）基因组ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）提取纯化：

用全血基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒，严格按说明书操作实验。

（２）引物设计与合成：引物设计序列见表１，由上海生工生物工

程有限公司合成。（３）ＭＢＬ基因ＥＸＯＮ Ⅰ５２、５４、５７位ＰＣＲ

扩增，ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）如下：Ｔａｑ预混酶２５μＬ，上下游

引物各５０ｐｍｏｌ／μＬ各１μＬ，模板ＤＮＡ５μＬ，双蒸水１８μＬ。

ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３５ｓ，５８℃退
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火２５ｓ，７２℃延伸３５ｓ，重复３０次，７２℃延伸７ｍｉｎ，结束ＰＣＲ

反应。以 ＨＧＨ引物为内参，同时以蒸馏水为模板扩增为阴性

对照。（４）电泳鉴定ＰＣＲ产物：ＰＣＲ扩增结束后，进行凝胶电

泳，与标准的ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ比较分析。结果判读：外显子Ｂ、Ｃ

和Ｄ扩增均阴性而非Ｂ（ＡＣＤ）、非Ｃ（ＡＢＤ）和非Ｄ（ＡＢＣ）均阳

性者为野生型Ａ型；若ＡＣＤ，ＡＢＤ和ＡＢＣ均阳性而Ｂ、Ｃ和Ｄ

产物中有一种阳性者为该位点变异的杂合子。

表１　　引物序列

引物名称 序列 产物大小

Ｅｘｏｎ１ ５′ＣＴＧＣＡＣＣＣＡＧＡＴＴＧＴＡＧＧＡＣＡＧＡＧ３′ －

５２（＋２２３）Ｄ ５′ＴＣＴＣＣＣＴｆＧＧＴＧＣＣＡＴＣＡＣＡ３′ ２６８

５２（＋２２３）ｎｏｎＤ ５′ＴＣＴＣＣＣ′ＩＴＧＧＴＧＣＣＡＴＣＡＣＧ３′ ２６８

５４（＋２３０）Ｂ ５′ＣＣＣＣＣＴＴＴＴＣＴＣＣＣＴＴＧＧＴＧＴ３′ ２７８

５４（＋２３０）ｎｏｎＢ ５′ＣＣＣＣＣＴＴＴＴＣＴＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴ３′ ２７８

５７（＋２３９）Ｃ ５′ＡＣＧＴＡＣＧＴＧＧＴＴＣＣＣＣＣＴＴＴＴＣＴｔ３′ ２９０

５７（＋２３９）ｎｏｎＣ ５′ＡＣＧＴＡＣＣＴＧＧＴＴＣＣＣＣＣＴＴＴＴＧＴＣ３′ ２９０

ＨＧＨｌ ５′ＴＧＣＣＴＴＣＣＣＡＡＣＣＡＴＴＣＣＣＴＴＡ３′ －

ＨＧＨ２ ５′ＣＣＡＣＴＣＡＣＧＧＡＴＴＴＣＴＧＴＴＧＴＧＴＴＴＣ３′ －

　　－：此项无数据。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件分析处理。计算

不同组基因型频率和等位基因频率，ＨＣＶ 感染组和健康对照

组进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验。计量资料用狓±狊表

示，组间均数先经方差齐性检验后采用狋检验分析。计数资料

用χ
２ 检验分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＶ感染组与健康对照组两组基因型和等位基因比较

　两组均未检测出５２、５７位密码子存在基因多态性。ＭＢＬ５４

位密码子基因型构成和等位基因频率见表１。ＨＣＶ感染组与

健康对照组两组间 ＭＢＬ５４位密码子基因型构成和等位基因

频率比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　ＨＣＶ感染者不同ＡＬＴ水平组间基因型和等位基因比较

　ＡＬＴ＞８０Ｕ／Ｌ组及ＡＬＴ＜４０Ｕ／Ｌ组 ＭＢＬ５４位密码子基

因型和等位基因见表２。两组间基因型频率相比差异有统计

学意义（犘＜０．０５），等位基因频率比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

２．３　ＨＣＶ感染者病毒载量组间基因型和等位基因比较　

ＨＣＶ感染者低载量及中、高载量两组间 ＭＢＬ５４位基因型频

率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），两组间等位基因频率相

比差异也有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

表１　　ＨＣＶ感染组与正常对照组基因型及等位基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

ＧＧＣ／ＧＧＣ ＧＡＣ／ＧＡＣ ＧＧＣ／ＧＡＣ

等位基因频率

ＧＧＣ ＧＡＣ

ＨＣＶ感染组 １５０ １０６（７０．７） ８（５．３） ３６（２４．０） ２４８／３００（８２．７） ５２／３００（１７．３）

正常对照组 ７５ ５４（７２） ３（４） １８（２４） １２６／１５０（８４） ２４／１５０（１６．０）

表２　　ＨＣＶ感染者不同ＡＬＴ水平 ＭＢＬ基因型及等位基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

ＧＧＣ／ＧＧＣ ＧＡＣ／ＧＡＣ ＧＧＣ／ＧＡＣ

等位基因频率

ＧＧＣ ＧＡＣ

ＡＬＴ＞８０Ｕ／Ｌ组 ６５ ５０（７６．９） ３（４．６） １２（１８．５） １１２／１３０（８６．２） １８／１３０（１３．８）

ＡＬＴ＜４０Ｕ／Ｌ组 ６２ ３８（６１．３） ４（６．５） ２０（３２．２） ９６／１２４（７７．４） ２８／１２４（２２．６）

表３　　ＨＣＶ感染者不同病毒载量组间基因型及等位

　　　基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

ＧＧＣ／ＧＧＣ ＧＡＣ／ＧＡＣ ＧＧＣ／ＧＡＣ

等位基因频率

ＧＧＣ ＧＡＣ

低载量组 ６０ ４９（８１．７） ３（５．０） ８（１３．３） １０６／１２０（８８．３） １４／１２０（１１．７）

中、高载量组 ９０ ５７（６３．３） ５（５．６） ２８（３１．１） １４２／１８０（７８．９） ３８／１８０（２１．１）

３　讨　　论

影响 ＭＢＬ功能的突变大都位于第一外显子，例如第５４

位密码子的突变。ＭＢＬ基因突变可干扰形成稳定性和功能性

的蛋白多聚体，导致体内 ＭＢＬ血清水平大幅度降低，削弱机

体的免疫防御和免疫监视能力，使人体对多种细菌及病毒感染

的易感性增加。本研究采用的ＳＳＰＰＣＲ方法精确检测 ＭＢＬ

基因外显子ＳＮＰ，从而确定个体基因的单倍型及基因型。

在不同的研究中，ＭＢＬ基因ＳＮＰ和单体基因型频率主要

因人种不同而不同，研究方法的差异也会对实验结果有一定的

影响。甘肃地区汉族健康人群 ＭＢＬ基因第５４位多态性与其

他人群比较本研究结果显示：甘肃地区汉族正常健康对照组与

文献报道的丹麦高加索正常人群和香港华人中的 ＭＢＬ基因

第５４位密码子各基因型频率及等位基因频率相互接近
［１２］。

国外不同研究者对 ＭＢＬ基因与 ＨＣＶ感染相关性结论不

一致［４１０］。本研究结果显示：ＭＢＬ５４位各基因型频率在 ＨＣＶ

感染者中和在健康对照者中的基因型频率差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；ＭＢＬ５４位等位基因与ＡＬＴ的升高有一定的相关

性；ＭＢＬ５４位等位基因与 ＨＣＶ复制水平也有一定的相关性。

这可能是由于 ＭＢＬ第５４位密码子 ＧＧＣ／ＧＡＣ的突变使得

ＭＢＬ肽链胶原样结构域ＧｌｙＸＹ重复序列（下转第２５０９页）
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３　讨　　论

与不禁食组比较，禁食组大鼠雌雄性血清ＴＧ降低，雄性

ＣＨＯ降低，可能是由于食物缺乏，能量供应不足，机体为维持

基本生命活动，引起脂肪动员来满足机体的需要，这与文献报

道一致［１６］。禁食组雌雄性ＴＢＩＬ升高，临床上除了溶血、肝胆

疾患可影响血清胆红素浓度外，某些肝外因素也可影响血清胆

红素的测定结果如：绝食、剧烈运动，乙醇、雌激素、妊娠、月经

等。因此，作者认为，禁食可能引起了ＴＢＩＬ的升高
［２，５］。

禁食组雌雄性大鼠ＡＬＢ升高、雄性ＴＰ升高；不禁食组雌

雄性大鼠 ＡＬＢ升高、雄性 ＴＰ降低，有临床意义
［５６］。分析

ＡＬＢ临床意义时，需注意的是低 ＡＬＢ血症对肝病不具特异

性，因为其水平降低除由于合成障碍外，这可能因为：（１）进入

血管外池，体内的４０％ＡＬＢ分布于血管内，６０％分布于各器官

组织和组织液中（血管外池），如果各种病因使血管内 ＡＬＢ进

入血管外池，可致血清内水平降低；（２）氨基酸（尤其是色氨酸）

是合成蛋白质的原料，如供应不足，如摄入减少或吸收障碍，清

蛋白合成减少４０％～５０％；（３）感染、发热、肿瘤等时，清蛋白

分解加速；（４）异常途径丢失。经过结合血液数据和大鼠解剖

肉眼观察情况，作者认为，不禁食组大鼠血清 ＡＬＢ降低，可能

是大鼠某些脏器（子宫、睾丸等）出现水肿有关。

禁食组雌雄性ＢＵＮ升高、雄性 ＡＳＴ升高，雄性 ＡＬＰ降

低、雌性Ｃｒｅ降低，可能是两组动物血液指标测试前质控值存

在系统误差，导致血液指标的差异，因此没有病理意义，但这方

面需要深入地探讨。禁食组雌雄性 Ｎａ＋均升高，雌性 ＭＣＨＣ

降低，但仍在正常范围内。禁食组雄性 ＷＢＣ升高，通过经验

认为，可能是大鼠某些脏器炎症感染有关。

禁食与否对ＳＰＦ级ＳＤ大鼠部分血液生化、血象、电解质

指标有不同程度的影响；同时，样品测试前的质控值的差异也

对部分血液指标有影响。因此，无论在药效学或毒理学研究

中［７１２］，对采血前实验动物的禁食、禁食时间，质控值波动范围

应进行统一规范。
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中羧基端第６个序列的 Ｇｌｙ为 Ａｓｐ所替代，胶原样结构被中

断，从而不能形成具有完整功能的 ＭＢＬ蛋白，使得 ＭＢＬ不能

有效地抵抗各种细菌及病毒的感染和侵蚀。本研究尚未发现

甘肃地区汉族 ＭＢＬ基因第５２、５７位密码子存在基因多态性。
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