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原发性胆汁性肝硬化的相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨青海高原汉族人群 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基因与原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）发生的相关性。方法　选取

２０１１年３月至２０１３年３月于该院就诊的ＰＢＣ患者９５例（ＰＢＣ组），健康体检且结果合格者２０３例（对照组）。以序列特异性引物

ＰＣＲ分析方法对两组的 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基因进行分析研究。结果　ＰＢＣ组和对照组 ＨＬＡＤＲＢ７１０７基因频率分别为

３６．８４％和１３．７９％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＢＣ组其他 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基因的频率低于对照组（犘＜０．０５）；ＰＢＣ组

ＨＬＡＤＲＢ７１０７阳性率与对照组比较，犗犚值为２．６７，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；所有携带有ＨＬＡＤＲＢ７１０７等位基因的

ＰＢＣ患者均有 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１表达，但 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０３、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０４、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０５、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０６

无表达。结论　ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１基因的表达与ＰＢＣ的易患性有关，但不是独立危险因素。
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　　原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）是一类自身免疫性多基因疾

病，其临床表现是以肝内小胆管进行性、非化脓性、破坏性炎症

为特征。许多证据表明遗传因素在其发病中具有重要作用［１］。

该病与自身免疫有关，但其病因和确切的发病机制尚不完全清

楚。全基因组相关性研究表明ＰＢＣ的易感基因在高加索人、

亚洲人、欧美人中的的表达并不相同。中国人群ＰＢＣ的遗传

背景的研究并不多，目前仅对ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１２ＲＢ２、ＴＮＦＳＦ４、

ＴＮＦＳＦ１Ａ、ＩＲＦ５、ＶＤＲ等基因的相关性进行了初步研究。众

所周知，自身免疫性疾病发生发展过程中，始终需要人类白细

胞抗原（ＨＬＡ）Ⅱ类分子的参与。ＨＬＡ基因在欧美人群中与

ＰＢＣ的发病、病情进展密切相关。不同的地区或种族其基因

与疾病的相关性不完全一致，至今尚未见我国西北高原汉族人

群的相关报道。为探讨 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基因与ＰＢＣ患者人

群的相关性，本研究采取了序列特异性引物聚合酶链反应

（ＰＣＲ）方法，对青海高原汉族人群进行了 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基

因与ＰＢＣ相关性的研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取２０１１年３月至２０１３年３月于本院

住院治疗的ＰＢＣ患者９５例，作为ＰＢＣ组，其中男１２例，女８３

例，年龄３１～６６岁。ＰＢＣ患者诊断符合中国中医药出版社肝

硬化标准（２００８）
［２］。ＰＢＣ患者 Ｍ２抗体或者血清抗线粒体抗

体阳性；肝功能异常，具胆汁淤积生化改变，主要为γ谷胺酰

转肽酶以及碱性磷酸酶升高，且不具其他原因可解释；排除甲、

乙、丙、丁、戊、庚型的病毒性肝炎［３］。选取本院同期健康体检

人群且结果合格者２０３例作对照组，其中男２０例、女１８３例，

年龄３０～６６岁。纳入对象均为长期居住在西北地区的汉族

人。

１．２　方法

１．２．１　外周血基因组的ＤＮＡ提取方法　入组对象每人抽取

２．５ｍＬ血液，添加枸橼酸钠抗凝血后备用。运用柱分离法和

固相亲和法提取全血ＤＮＡ，采取Ｂｅｃｋｍａｎ紫外分光光度仪测

定ＤＮＡ纯度以及浓度。犃２８０／犃２６０比值的范围在１．６～１．８，浓

度为７５～２００μｇ／ｍＬ，－２０℃保存备用
［４］。

１．２．２　序列特异性引物的基因分型　对 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基

因进行分型，采取低分辨 ＨＬＡＡＢＤＲ分型试剂盒。序列特

异性引物的反应条件是：６３℃６０ｓ、９４℃１０ｓ预变性，总共１０

个循环；７２℃延伸３０ｓ、５９℃退火５０ｓ、９４℃变性１０ｓ，总共

２０个循环
［５］。选取等位基因具有显著性差异的标本，使用该
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公司高分辨ＳＳＰＰＣＲ的试剂盒（购自上海迈程医疗器械有限

公司）鉴定其亚型。犗犚等于ＰＢＣ组等位基因百分比与健康人

群组等位基因百分比的比值［６］。

１．２．３　结果判断　经过序列特异性引物的扩增后，进行琼脂

糖凝胶电泳。２０ｍｉｎ后依据扩增阳性ＤＮＡ条带，且参照格局

表，对 ＨＬＡＤＲＢ７１的等位基因或者亚型结果进行判断
［７］。

１．３　统计学处理　利用统计学软件ＳＰＳＳ１７．０对实验数据进

行统计分析。结果中计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋

检验；计数资料以百分率表示，组间数据比较采用χ
２ 检验；

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　研究对象一般资料比较　ＰＢＣ组和对照组的一般资料

如性别、体质量、年龄等比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），

表明具有可比性，见表１。

表１　　ＰＢＣ组和对照组一般资料比较

组别 狀

性别（狀）

女 男

体质量

（狓±狊，ｋｇ）

年龄

（狓±狊，岁）

对照组 ２０３ １８３ ２０ ７１．３±１２．６ ４２．７±１０．６

ＰＢＣ组 ９５ ８３ １２ ７０．４±９．１ ４１．９±８．４

２．２　两组 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基因分布情况　ＰＢＣ组 ＨＬＡ

ＤＲＢ７１０７基因频率为３６．８４％，对照组为１３．７９％，两组比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＢＣ组其他基因低于对照组

（犘＜０．０５）；ＨＬＡＤＲＢ７１０７犗犚值为２．６７（犘＜０．０５），表明

ＰＢＣ组ＨＬＡＤＲＢ７１０７阳性率是对照组的２．６７倍且有统计

学意义，见表２。

表２　　两组 ＨＬＡＤＲＢ７１等位基因的分布情况［狀（％）］

等位基因 对照组（狀＝２０３） ＰＢＣ组（狀＝９５） 犗犚

ＨＬＡＤＲＢ７１０３ ３４（１６．７５） １５（１５．７９） ０．９４

ＨＬＡＤＲＢ７１０７ ２８（１３．７９） ３５（３６．８４） ２．６７

ＨＬＡＤＲＢ７１０９ ７１（３４．９８） ３２（３３．６８） ０．９６

ＨＬＡＤＲＢ７１１１ ２９（１４．２９） ４（４．２１） ０．２９

ＨＬＡＤＲＢ７１１３ ３１（１５．２７） ４（４．２１） ０．２８

ＨＬＡＤＲＢ７１１４ ３１（１５．２７） ３（３．１６） ０．２１

２．３　ＰＢＣ组 ＨＬＡＤＲＢ７１０７亚型分析情况　所有携带有

ＨＬＡＤＲＢ７１０７等位基因的ＰＢＣ患者均有 ＨＬＡＤＲＢ７１

０７０１表达，未见 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０３、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０４、

ＨＬＡＤＲＢ７１０７０５、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０６表达，ＤＲＢ７１０７０１

基因与ＰＢＣ易患性有关。

３　讨　　论

ＰＢＣ的确切发病机制目前尚不完全明确。自身反应性Ｔ

细胞通过其受体识别表达在胆管上皮细胞上的 ＨＬＡ抗原肽

复合物后，向靶细胞释放穿孔素而发挥杀伤效应。ＨＬＡ具有

多态性，不同 ＨＬＡ分子因结构差异，特别是由于 ＨＬＡ分子抗

原结合部位氨基酸残基的不同，在一定程度上决定了其对自身

抗原的亲和性，从而直接决定 ＨＬＡ分子抗原提呈并活化特异

性Ｔ细胞的能力。ＰＢＣ具有遗传易患性，将自身抗原递呈给

抗原特异性Ｔ细胞的 ＨＬＡ分子携带ＰＢＣ的遗传易感基因，

并且影响ＰＢＣ的病情进展。已有的研究报道，遗传易患性和

环境因素的协同作用导致ＰＢＣ的发生
［８］，而遗传因素可能是

ＰＢＣ易感的主导因素。目前通过系统基因组ＳＮＰ关联性分析

和微卫星标记连锁分析等方法研究ＰＢＣ的易感基因位点，发

现了近２０个ＰＢＣ易感基因座，提示ＰＢＣ为一多基因参与的复

杂疾病。

如果在患者就诊时能完全确定两种因子中的一种或全部，

则对ＰＢＣ的预测和诊疗均有重要意义
［９］。现有研究已证实与

ＰＢＣ相关的遗传因子在染色体６ｐ２１１３和２ｑ上，包括 ＨＬＡ

ＤＲＢ１０８、ＣＴＬＡ４Ｇ，ＩＬ１ＲＮＩＬ１Ｂ和ＣＡＳＰ８等
［１０］。由

此可知，ＰＢＣ发生是由众多因子一起互相作用的结果，ＨＬＡ

ＤＲＢ７１０７就是其中最为重要的一种。

本研 究 显 示，ＰＢＣ 组 ＨＬＡＤＲＢ７１０７ 基 因 频 率 为

３６．８４％，与对照组的基因频率１３．７９％相比，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；ＰＢＣ组其他基因频率均低于对照组，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；ＰＢＣ组 ＨＬＡＤＲＢ７１０７阳性率是对照

组的２．６７倍；所有携带有 ＨＬＡＤＲＢ７１的 ＰＢＣ 患者均有

ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１ 的表达，却未见 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０３、

ＨＬＡＤＲＢ７１０７０４、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０５、ＨＬＡＤＲＢ７１０７０６

的表达，表明ＰＢＣ易患性与 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１高度相关。

本研究对 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１阳性以及 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１

阴性的患者进行了分析比较，以评价 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１基因

能否作为ＰＢＣ的诊断依据，但最终的结果显示两者差异无统

计学意义，ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１可能是易感基因，但不是决定

性的基因。

青海地区ＰＢＣ患者可能具有 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１基因者

较易发生ＰＢＣ，但这一因素不能确立为独立危险因素，ＰＢＣ的

发生可能是 ＨＬＡＤＲＢ７１０７０１的表达与其他因素共同作用

的结果。
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