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摘
"

要"目的
"

探讨难治性慢性丙型肝炎"

=5+5

#中医证型与人类白细胞抗原"

+.1

#

2<

基因单核苷酸多

态性"

!:<

#的相关性!寻找中医证型的分子标志物!为中医辨证提供科学依据%方法
"

收集湖北省中医院收治

的
)((

例
=5+5

住院患者的一般临床资料$中医证型和肝功能指标)丙氨酸氨基转移酶"

1.0

#$天门冬氨酸氨

基转移酶"

1!0

#$碱性磷酸酶"

1.<

#$清蛋白"

1.,

#*$丙型肝炎病毒"

+5-

#

=:1

$

+5-

基因型$凝血酶原时

间"

<0

#及血小板计数"

<.0

#检测结果'同时以
'((

例该院其他科室收治的非
=5+5

患者为对照!采用双重荧

光定量聚合酶链反应"

4̀ 9<5=

#技术对
=5+5

不同中医证型和对照组的
+.192<

基因
&F*)??8;8

位点进行基

因分型!统计分析各数据与中医证型的相关性%结果
"

)((

例
=5+5

中医证型中!肝郁脾虚证最多"

'((

例!

8(@(C

#!然后依次是非肝郁脾虚型包括湿热内阻证"

AB

例!

)AC

#$肝肾阴虚证"

;)

例!

'7@(C

#和淤血阻络证

"

)(

例!

'(@(C

#'肝郁脾虚型与非肝郁脾虚型之间!年龄$肝功能指标和
+5-

基因型及
+5-9=:1

水平差异无

统计学意义"

!

%

(@(8

#!但
<0

差异有统计学意义"

!

$

(@(8

#'与对照组相比!

=5+5

患者的肝郁脾虚组和非肝

郁脾虚组的
+.192<

基因
&F*)??8;8

基因型
aa

和
11

分布差异均无统计学意义"

!

%

(@(8

#%结论
"

+.19

2<

基因
&F*)??8;8

位点基因型
a1

杂合型和
11

突变型在
=5+5

患者不同中医证型之间差异无统计学意义'

但等位基因
a

和
1

的分布在肝郁脾虚组和非肝郁脾虚组有差异趋势!值得进一步研究%
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丙型肝炎是嗜肝病毒中丙型肝炎病毒#

+5-

$引

起的一种肝炎%感染后可以导致肝脏炎症性坏死甚至

导致肝硬化和肝癌%由于其进展隐匿&慢性率高及预

后不良而备受关注(

'

)

'以干扰素为基础的治疗方案

在临床上一度居于主导地位%但由于疗程长&有效率

低&不良反应大等许多问题仍未得到根本解决%使得

在治疗过程中%存在治疗无应答者&不耐受者&停药后

复发者等%即难治性慢性丙型肝炎#

=5+5

$的产生(

)

)

'

中医以其整体观和辨证论治的特点%在治疗

=5+5

上有一定的优势%可以通过分析不同患者的中

医证型来进行个体化用药'然而%由于目前缺乏统一

明确的丙型肝炎辨证分型标准%临床分型存在一定程

度的主观性和随意性(

;

)

'因此%需要寻找一种可重

复&准确可靠的分子标志物以揭示中医证型的内涵%

以此更好地指导临床医生个体化用药'白细胞抗原

#

+.1

$

2<

基因编码
+.192<

抗原%此抗原的多少直

接影响抗原递呈与免疫应答的过程'因此%本研究旨

在探索人类
+.192<

基因单核苷酸多态性#

!:<

$常

见位点的基因型与
=5+5

中医证型是否存在相关性%

现将研究结果报道如下'

C

"

资料与方法

C@C

"

一般资料
"

)((

例
=5+5

患者均为
)('8

年
'

月至
)('7

年
')

月在湖北省中医院住院的患者%按中

医证型分为肝郁脾虚组和非肝郁脾虚组#含肝肾阴虚

型&湿热内阻型&淤血阻络型$'其中肝郁脾虚组男
88

例%女
A8

例%年龄
)(

"

B(

岁%平均
8A@A8

岁-非肝郁

脾虚组男
8;

例%女
A?

例%年龄
)7

"

B(

岁%平均
8*@(8

岁'

'((

例对照人群为湖北省中医院骨科&肛肠科&耳

鼻喉科住院患者%性别和年龄与
=5+5

患者差异均无

统计学意义#

!

%

(@(8

$%具有可比性'

C@D

"

诊断标准
"

=5+5

的诊断均参考/丙型肝炎防

治指南#

)('8

更新版$0

(

A

)

-肝郁脾虚型&肝肾阴虚型&

湿热内阻型&淤血阻络型的中医证型分型参考
)('?

年中华中医药学会肝胆病专业委员会制订的/病毒性

肝炎中医辨证标准#

)('?

年版$0

(

8

)

%以上判定均由两

位主治医师共同判断%并由一位主任医师审核确定'

C@E

"

纳入与排除标准
"

纳入标准!符合上述
=5+5

诊断标准且符合中医证型者%均签有知情同意书'排

除标准!合并
+Y-

和#或$其他嗜肝病毒感染的肝炎-

伴有心&肾&肺&内分泌&血液&代谢及胃肠道严重原发

病-不能合作者或精神病患者-哺乳&妊娠或正准备妊

娠的妇女%以及过敏体质者'

C@F

"

检测指标

C@F@C

"

常规指标
"

肝功能相关指标(丙氨酸氨基转

移酶#

1.0

$&天门冬氨酸氨基转移酶#

1!0

$&碱性磷

酸酶#

1.<

$&清蛋白#

1.,

$)由
=H5+ VH/RI%<B((

全

自动生化分析仪完成-

+5-=:1

检测采用美国
1,Y

2T

全自动荧光定量
<5=

仪完成-血小板计数#

<.0

$

由贝克曼
2T+B((

完成-凝血酶原时间#

<0

$检测采

用沃芬
15.0><?((

完成'

C@F@D

"

基因组
2:1

的提取及
+.192<

基因分型
"

按湖北省中医院用户手册标准采集所有研究对象外

周静脉
6201

抗凝血液
8V.

-依照基因组
2:1

提

取试剂盒#北京天根公司生产$操作说明书的步骤提取

人类基因组
2:1

-再采用超微量核酸分析仪#

6

NN

%#9

/H&P

公司%德国$测定
2:1

浓度-根据
+5-

基因组
8d9

\0=

&

5

"

6'

和
:!8,

的 序 列 及
+.192<

基 因

&F*)??8;8

位点
a

"

1

%采用
-%OLH&:0Y''@(

软件设计

引物和探针序列%送上海生工生物工程有限公司合成

引物和探针序列%见表
'

'采用优化后的双重
4̀ 9

<5=

技术同步检测标本中
+.192<

基因
&F*)??8;8

位点
a

或
1

'优化后的双重荧光定量聚合酶链反应

#

4̀ 9<5=

$反应体系!

)T0"

Q

3"#4"FL

Q

<5= 3"FL%&

3ET8@((

#

.

%

'(

#

VHI

"

.

正向引物
(@)8

#

.

%

'(

#

VHI

"

.

反向引物
(@)8

#

.

%

'(

#

VHI

"

.19

&

a9

探针各

(@)(

#

.

%

2:1

模板
(@)(

#

.

%

//+

)

>)@'(

#

.

'

C@G

"

统计学处理
"

采用
!<!!)(@(

进行统计分析%计

量资料以
JeF

表示%组间差异采用方差分析和
8

检验

分析%进一步两两比较采用
.!298

检验'计数资料如

基因型和等位基因型等以百分率#

C

$描述%组间比较

采用
!

) 检验分析'所有统计采用双侧检验%

!

$

(@(8

为差异有统计学意义'

D

"

结
""

果

D@C

"

=5+5

中医证型的分布
"

)((

例
=5+5

中医证

型中%肝郁脾虚证最多#

'((

例$%占
8(@(C

-其次分别

是湿热内阻证#

AB

例$%占
)A@(C

-肝肾阴虚证#
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例$%占
'7@(C

-淤血阻络证#

)(

例$%占
'(@(C

'

D@D

"

=5+5

肝郁脾虚证和非肝郁脾虚证的基本信息

和常规指标
"

=5+5

肝郁脾虚证与非肝郁脾虚证相

比%肝功能指标&

+5-=:1

含量及其基因型差异均

无统计学意义#

!

%

(@(8

$-其中
=5+5

患者不同证型

的
+5-

基因型均以
'U

型为主%凝血系统中
<0

指标

差异有统计学意义#

!

$

(@(8

$%见表
)

'

表
'
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+.192<

基因
&F*)??8;8

位点的
4̀ 9<5=

"""

引物及探针序列

项目 序列#

8d

"

;d

$

引物

"

正向引物
110aa0a1a51a150a51110

"

反向引物
0a101111510a505051a011aa0

探针

"

19

探针
79413901aa15551010059,+ 9̀f

"

a9

探针
-Y59101aa1555a010059,+ 9̀f

D@E

"

=5+5

不同证型患者
+.192<

基因
&F*)??8;8

多态性
"

+.192<

基因
&F*)??8;8

位点中%与野生纯

合型
aa

相比%

a1

杂合型和
11

突变基因型在对照

组&肝郁脾虚组和非肝郁脾虚组
;

组中的差异均无统

计学意义#

!

%

(@(8

$-等位基因
a

&

1

的分布在
;

组中

差异也均无统计学意义#

!

%

(@(8

$%见表
;

'

表
)

""

不同中医证型
=5+5

患者基本信息和常规指标比较

项目
肝郁脾虚组

#

'g'((

$

非肝郁脾虚组!

#

'g'((

$

!

)

"

8 !

年龄#岁%

JeF

$

8A@A8e';@?B 8*@(8e')@?8 ;@;()(@(?'

1.0

#

Y\

"

V.

%

JeF

$

8B@*BeA8@'* 8;@'(eAA@') (@A8*(@A**

1!0

#

Y\

"

V.

%

JeF

$

88@''e)B@;? 87@?;eAA@') (@(7A(@B('

1.<

#

Y\

"

V.

%

JeF

$

*7@BAe;8@?( *'@;(e;'@A' (@?)7(@;*7

1.,

#

$

"

.

%

JeF

$

A'@(*e7@(' ;*@;*e7@8( )@'7*(@'A;

<0

#

F

%

JeF

$

'A@)8e)@8( '8@?(e)@(' 8@B)8(@('B

<.0

#

['(

*

"

.

%

JeF

$

'A)@'8e77@B' ')8@'7e87@8A '@B8'(@'?7

+5-=:1

#

IH

$

\

"

V.

%

JeF

$

7@;8e'@)? 7@(8e'@(B '@?;)(@'*(

+5-

基因型

"

'U

型(

'

#

C

$)

?;

#

?;@((

$

?)

#

?)@((

$

(@()8(@B?A

"

非
'U

型(

'

#

C

$)

)?

#

)?@((

$

)B

#

)B@((

$

""

注!

!表示肝肾阴虚型或湿热内阻型或淤血阻络型中任一证型均

归为非肝郁脾虚组

表
;

""

=5+5

不同证型患者
+.192<&F*)??8;8

多态性的分布情况#

'

$

C

%&

项目 对照组#

'g'((

$ 肝郁脾虚组#

'g'((

$ 非肝郁脾虚组!

#

'g'((

$

!

%

!

#

!

'

基因型

"

aa ;B

#

;B@(

$

;A

#

;A@(

$

A8

#

A8@(

$

"

a1 A8

#

A8@(

$

8(

#

8(@(

$

A8

#

A8@(

$

(@AB* (@8?* (@)(?

"

11 '?

#

'?@(

$

'7

#

'7@(

$

'(

#

'(@(

$

(@*(A (@')' (@'('

"

a1G11 7)

#

7)@(

$

77

#

77@(

$

88

#

88@(

$

(@887 (@;'8 (@'')

等位基因

"

a ')'

#

7(@8

$

''B

#

8*@(

$

';8

#

7?@8

$

(@?7 (@'A8 (@(?B

"

1 ?*

#

;*@8

$

B)

#

A'@(

$

78

#

;)@8

$

""

注!

!为非肝郁脾虚组指肝肾阴虚型或湿热内阻型或淤血阻络型-

%为对照组与肝郁脾虚组比较-

#为对照组与非肝郁脾虚组比较-

'为肝郁脾

虚组与非肝郁脾虚组比较

E

"

讨
""

论

""

近年来%人们对于慢性丙型肝炎的认识不断深

入%国家卫生健康委员会疾病预防控制局官网发布的

数据显示%每年该病的发病率和病死率也呈上升趋

势'虽然中医&西医对慢性丙型肝炎的研究已经取得

了很大的进展%治疗方面也取得了很大的突破%已有

聚乙二醇干扰素#

<%

$

9Y4:

$联合利巴韦林#

=,-

$的标

准化治疗方案和
211

治疗方案%特别是
211

的上

市是丙型肝炎治疗的一次飞跃%使其治愈率大大提

高(

7

)

'但由于我国丙型肝炎患者的高
!-=

率&居民

经济承受能力&卫生经济学因素&

211

高昂的价格&

未知的远期耐药&复发和药物间相互作用等诸多原

因%使得
<%

$

9Y4:

联合
=,-

治疗仍然是我国现阶段

丙型肝炎抗病毒治疗的主要方案(

?

)

'在治疗过程中

存在治疗无应答者&不耐受者&停药后复发者-

+5-

的基因型为
'

型者-伴有肝炎肝硬化&非酒精性脂肪

肝&代谢综合征&胰岛素抵抗者-

+,-

"

+5-

&

+Y-

"

+5-

重叠感染者-器官移植患者等%均导致了
=5+5

的产生(

B9'(

)

'因此%

=5+5

已成为目前困扰肝病领域

的重要科学问题'

+.192<

分子主要分布于抗原递呈细胞#

1<5

$%

如巨噬细胞&树突状细胞&

,

淋巴细胞&胸腺上皮细胞

和活化的
0

细胞等的表面'

+.192<

基因属于

+.19

&

类基因%位于染色体
7

N

)'@);

%其基因多态性

与机体免疫应答相关%在肝硬化基因研究中%

+.1

基

因逐渐受到关注'有学者通过
3%L"

分析发现
+.19

2<

基因
&F*)??8;8

位点
1

等位基因为
+,-

感染的

保护因素%可显著增加
+,-

自发清除(

''

)

'

+\1:a

等(

')

)研究证实%

+.192<&F*)??8;8

基因突变型与

+5-

持续感染和丙型肝炎慢性化进展速度相关%同

时该基因还与肺癌&卵巢癌的发生风险%儿童
+,-

易

感性%系统性红斑狼疮易感性等密切相关'

中医证型是
=5+5

辨证施治的关键'

+.192<

基因多态性与
+5-

持续感染密切相关%其个体化理
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念与中医辨证施治高度相似%课题组提出
+.192<

基因多态性与
=5+5

中医证型相关性的科学假说%寻

找中医证型的分子标志物%为中医辨证提供科学依

据'本研究结果显示%

=5+5

肝郁脾虚证与非肝郁脾

虚证相比%肝功能&

+5-9=:1

水平及其基因型差异

均无统计学意义#

!

%

(@(8

$%但
+5-

基因型均以
'U

型为主-同时年长的
=5+5

患者更易出现非肝郁脾虚

证%即肝肾阴虚型或湿热内阻型或淤血阻络型-凝血

系统中
<0

指标差异有统计学意义#

!

$

(@(8

$'

研究发现%

+.192<

基因
&F*)??8;8

位点中%与

野生纯合型
aa

相比%

a1

杂合型和
11

突变基因型

在对照组&肝郁脾虚组和非肝郁脾虚组
;

组间均无显

著性差异-但等位基因
a

和
1

的分布在肝郁脾虚组

和非肝郁脾虚组
)

组间有差异趋势%可作为中医证型

分型的潜在标志物%对于传统中医理论研究具有一定

的创新价值%可进一步研究'

F

"

结
""

论

""

本课题组在
=5+5

中医证型分子分型研究中%发

现肝郁脾虚证最多%肝脏功能损伤程度及病毒水平在

不同证型之间差异无统计学意义'

+.192<

基因

&F*)??8;8

位点中等位基因
a

和
1

的分布在不同证

型间有一定的差异趋势%因此%推断
&F*)??8;8

位点中

等位基因
a

和
1

可能是
=5+5

不同中医证型的潜在

标志物%值得关注'本研究虽然得出了可能与
=5+5

中医证型密切相关的
+.192<

等位基因%但仍然难

以明确定论'同时%由于本研究病例仅来自湖北省中

医院%各种证型的病例数偏少%不够全面'因此%为更

准确地反映
+.192<

基因
!:<

与
=5+5

中医证型

的相关性%尚有待进一步扩大样本量%开展多地域&多

民族的深入研究%以探索中医证型的分子机制'
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