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!摘!要"!目的!探讨乙型肝炎,抗原#3#,BE$阴性和阳性慢性乙型肝炎#@3#$患者乙型肝炎病毒#3#5$前 @

区(基本核心启动子##@9$区变异特点以及与血清细胞因子干扰素#4X:$%

&

(白细胞介素#47$%$#水平的关系& 方

法!将$"#例3#5H:B阳性@3#患者#3#,BE阴性和阳性各*#例$与*#例健康体检者#对照组$纳入研究& 荧

光定量聚合酶链反应#9@;$法检测 3#,BE阴性和阳性组患者 3#5H:B水平%直接测序法检测两组前 @区

A$()*B变异及#@9区B$.*"<和A$.*'B变异%双抗夹心酶联免疫吸附试验检测血清细胞因子 4X:%

&

(47%$#的水

平& 结果!$"#例3#5H:B阳性@3#患者3#5前@区和#@9区变异总检出率为*#2##8#."6$"#$%其中3#,BE

阴性组变异检出率为(#2##8#'(6*#$%3#,BE阳性组变异检出率为'#2##8#"'6*#$%两组比较%差异有显著性#

!

"

5"#2##%:5#2###$& 3#,BE阴性组 A$()*B变异#&(2&&8$和联合变异#A$()*B(B$.*"<和 A$.*'B同时变异%

",2##8$的检出率明显高于3#,BE阳性组#$*2*.8(#2##8$#分别
!

"

5.2#*%:5#2##()

!

"

5$.2$'%:5#2###$&

变异组血清4X:%

&

水平为#$#"2&&3".2"#$JE6&7%明显高于无变异组#.)2$(3$*2'&$JE6&7及对照组#&,2..3'2

"&$JE6&7#分别A5,2."%A5$)2&&%均:5#2###$)变异组血清47%$#水平为#"(2$&3.2##$JE6&7%明显高于无变异

组#$&2)$3,2'"$JE6&7及对照组#$&2*(3"2".$JE6&7#分别A5$"2,#%A5$,2*,%均 :5#2###$& 结论!A$()*B

变异和联合变异更常见于3#,BE阴性@3#)A$()*B和B$.*"<6A$.*'B变异与血清细胞因子4X:%

&

和47%$#水平

升高有关&

!关!键!词"!肝炎%乙型%慢性)肝炎病毒%乙型)前核心区)基本核心启动子)基因变异)干扰素%

&

)白细胞介素%

$#
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<9%-&$

!/9&(")+("!:9;%+('5%!<0/D1KLD+,*+'G'*D,G(/D(*/0F+,J'D(D(/#C(G1/#3#5$ JG,*0G,A$()*B&1D'D(0- '-K Q'/')

*0G,JG0&0D,G##@9$ B$.*"<'-K A$.*'B&1D'D(0-/'&0-E3#,BE%-,E'D(C,'-K 3#,BE%J0/(D(C,*+G0-(*+,J'D(D(/#

#@3#$ J'D(,-D/% '-K D0,.J)0G,D+,G,)'D(0-/+(J Q,DN,,- D+,'Q0C,&1D'D(0-/'-K D+,/,G1&),C,)/0F(-D,GF,G0-%

&

#4X:%

&

$

'-K (-D,G),1O(-%$##47%$#$ (- D+,/,J'D(,-D/2<%(4.=&!$"#J'D(,-D/N(D+ 3#5H:BJ0/(D(C,@3#(-*)1K(-E*#3#,BE%

-,E'D(C,@3##EG01J B$ '-K*#3#,BE%J0/(D(C,@3##EG01J #$% '-K*#+,')D+LJ,G/0-/N,G,,-G0)),K (- D+(//D1KL2<+,

/,G1&3#5H:B0FEG01J B'-K #N,G,K,D,G&(-,K QLG,')%D(&,F)10G,/*,-*,P1'-D(D'D(C,J0)L&,G'/,*+'(- G,'*D(0-

#9@;$2<+,3#5JG,*0G,A$()*B&1D'D(0- '-K #@9B$.*"<'-K A$.*'B&1D'D(0- (- EG01J B'-K #N,G,K,D,*D,K QL

9@;'-K K(G,*D/,P1,-*(-E2<+,),C,)/0F4X:%

&

'-K 47%$#(- /,G1&N,G,&,'/1G,K QL,-ML&,)(-O,K (&&1-0/0GQ,-D'/%

/'L2>%&#,(&!<+,D0D')(-*(K,-*,0FJG,*0G,'-K #@9&1D'D(0-/N'/*#2##8#."6$"#$ (- $"#J'D(,-D/% D+,(-*(K,-*,0F

JG,*0G,'-K #@9&1D'D(0- (- EG01J B'-K #N'/(#2##8 #'(6*#$ '-K '#2##8 #"'6*#$ G,/J,*D(C,)L#

!

"

5"#2##%:5

#2###$2<+,(-*(K,-*,0FJG,*0G,A$()*B&1D'D(0- #&(2&&8$ '-K D+,1-(D,K &1D'D(0- #A$()*B'-K B$.*"<'-K

A$.*'B&1D'D(0-%",2##8$ (- EG01J BN,G,/(E-(F(*'-D)L+(E+,GD+'- D+0/,(- EG01J ##$*2*.8% #2##8$ #

!

"

5.2#*%

:5#2##()

!

"

5$.2$'%:5#2###$2<+,/,G1&),C,)0F4X:%

&

(- D+,&1D'D(0- EG01J N,G,#$#"2&&3".2"#$ JE6&7%
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N+(*+ N,G,/(E-(F(*'-D)L+(E+,GD+'- #.)2$(3$*2'&$JE6&7(- D+,-0-%&1D'D(0- EG01J #A5,2."%:5#2###$ '-K #&,2..

3'2"&$JE6&7(- D+,+,')D+L*0-DG0)EG01J #A5$)2&&%:5#2###$ 2<+,/,G1&),C,)0F47%$#(- D+,&1D'D(0- EG01J N,G,

#"(2$&3.2##$JE6&7% N+(*+ N,G,')/0/(E-(F(*'-D)L+(E+,GD+'-#$&2)$3,2'"$JE6&7(- D+,-0-%&1D'D(0- EG01J#A5

$"2,#%:5#2###$ '-K #$&2*(3"2".$JE6&7(- D+,+,')D+L*0-DG0)EG01J #A5$,2*,%:5#2###$2?.*+,#&'.*!<+,

A$()*B&1D'D(0- '-K D+,1-(D,K &1D'D(0- *0&&0-)L0**1G(- D+,3#,BE-,E'D(C,@3#J'D(,-D/2<+,&1D'D(0-/0FA$()*B

'-K B$.*"<6A$.*'B&'LQ,G,)'D,K D0D+,/,G1&(-*G,'/,K ),C,)/0F4X:%

&

'-K 47%$#2

!@%- A."=&"!+,J'D(D(/#% *+G0-(*) +,J'D(D(/#C(G1/) JG,*0G,) Q'/')*0G,JG0&0D,G) E,-,&1D'D(0-) (-D,GF,G0-%

&

) (-D,G%

),1O(-%$#

!@+(- 4-F,*D@0-DG0)%"#$#%)#,$'&"#%&"&"

!!由于乙型肝炎病毒#3#5$复制过程中 3#5

H:B聚合酶缺乏校正功能%免疫压力及抗病毒治疗

等导致3#5容易发生变异& 3#5变异株感染性(

致病性以及与人体免疫应答间的相互关系等尚未完

全阐明& 因此%加强对3#5变异的研究具有重要的

生物学意义和临床价值& 本研究采用直接测序法检

测慢性乙型肝炎#@3#$患者 3#5前 @区$()*位

核苷酸和基本核心启动子 # Q'/')*0G,JG0&0D,G%

#@9$区$.*"位和$.*'位核苷酸变异%同时检测其

外周血干扰素#4X:$%

&

(白细胞介素#47$%$#的水

平%旨在探讨@3#患者3#5前@区和#@9区变异

与宿主细胞因子之间的关系&

BC对象与方法

$2$!研究对象!以"##(年&月+"##)年$"月我

院门诊和住院的3#5H:B阳性的$"#例@3#患者

为研究对象%其诊断均符合"###年西安会议修订的

/病毒性肝炎防治方案0中的诊断标准!$"

%排除甲型

肝炎病毒#3B5$(丙型肝炎病毒#3@5$(丁型肝炎

病毒#3H5$(戊型肝炎病毒#3$5$或其他原因引起

的肝损害%未服用抗病毒药物%未经免疫抑制剂治

疗& 另收集*#例健康体检者为对照组& $(#例研

究对象中%男性$$.例%女性*&例)年龄$,0*)岁%

平均 #&)2*'3$&2'#$ 岁& 乙型肝炎 ,抗原

#3#,BE$阴性的 @3#患者*#例%其中轻度$)例%

中度")例%重度$"例)3#,BE阳性的 @3#患者*#

例%轻度""例%中度"(例%重度$#例& 纳入研究收

集的所有血清标本于%"#U保存备用&

$2"!研究方法

$2"2$!3#5前@区及#@9区变异检测!采用聚合

酶链反应#9@;$法扩增3#5前@区及#@9区基因

片段%9@;反应引物'9$为 ,V%<A<@BB@AB@%

@AB@@<<AB % &V% 9" 为 ,V% B<A<<@@A%

ABAB@<@<BBA%&V%由上海生物工程公司合成%产

物&"#QJ& 纯化9@;产物后直接测序%测序由上海

申友生物公司完成&

$2"2"!血清 47%$#及 4X:%

&

检测!采用双抗夹心

酶联免疫吸附试验#$74IB$法%试剂盒购自 ;\H公

司%严格按说明书操作&

$2"2&!血清3#5标志物检测!乙型肝炎表面抗原

#3#/BE$(抗3#/(3#,BE(抗 3#,(抗 3#*检测应

用$74IB法%按试剂盒说明书操作&

$2"2'!3#5H:B定量检测!应用荧光定量 9@;

法%试剂盒由上海申友生物公司提供%按说明书操作&

$2&!统计学处理!数据采用 I9II$&2#统计软件分

析& 计量资料以N3D表示%两样本均数的比较采用

独立样本A检验%多个样本均数比较采用单因素方

差分析%率的比较采用
!

"检验%:1#2#,为差异有

显著性意义&

EC结果

"2$!9@;法扩增 3#5目的基因片段!3#5前 @

区及#@9区9@;产物经琼脂糖凝胶电泳后在大约

&"#QJ处可见一条带%与预期目的片段长度相吻

合%见图$&

!"#$$

!%&&&

'#&

#&&

(#$

!$$

) % %! % %( % % * "" + " " # " " , "" ' " "-

!./"

='$##QJ H:B='GO,G)$+.'血清标本的9@;产物)('阴性对照

图 BC3#5前@区及#@9区9@;产物电泳图

F'$#"%BC<+,,),*DG0J+0G,/(/G,/1)D0F9@;FG0&3#5JG,*0G,

'-K #@9E,-,

"2"!3#5前 @区及 #@9区序列测定结果!目的

基因测序结果见图"&
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!!第$"位碱基相当于 -D$.*"由B突变为<%第$'位碱基相当于 -D$.*'由A突变为B%第$'*位碱基相当于 -D$()*由A突变为B

图 EC$例3#,BE阴性@3#患者3#5前@和#@9区序列测定结果

F'$#"%ECI,P1,-*(-EG,/1)D0F3#5JG,*0G,'-K #@9G,E(0- (- '3#,BE%-,E'D(C,@3#J'D(,-D

"2&!3#5前 @区和 #@9区变异检出率!$"#例

3#5H:B阳性@3#患者3#5前@区和#@9区变

异总检出率为*#2##8%其中 3#,BE阴性组变异检

出率为(#2##8%3#,BE阳性组为'#2##8%两组比

较%差异有显著性#

!

"

5"#2##%:5#2###$& 3#,BE

阴性组A$()*B变异和联合变异#A$()*B(B$.*"<

和A$.*'B同时变异$的检出率明显高于 3#,BE阳

性组#分别
!

"

5.2#*%:5#2##()

!

"

5$.2$'%:5#2

###$& 详见表$&

表 BC3#,BE状态与3#5前@区和#@9区基因变异模式的

关系 #例%8$

D)9,%BC;,)'D(0-/+(J Q,DN,,- 3#,BE/D'D,'-K &1D'D(0- J'D%

D,G-/(- 3#5JG,*0G,'-K #@9G,E(0- #*'/,% 8$

组别 例数 A$()*B B$.*"<6A$.*'B双变异 联合变异

3#,BE阴性 *# "&#&(2&&$ $##$*2*.$ $,#",2##$

3#,BE阳性 *# $##$*2*.$ $'#"&2&&$ ###2##$

!

"

.2#* #2(& $.2$'

: #2##( #2&*$ #2###

"2'!3#5前 @区和 #@9区变异与血清 4X:%

&

及

47%$#水平的关系!3#5前@区和#@9区变异组血

清4X:%

&

和47%$#水平明显高于无变异组及对照组

#均:1#2##$$%见表"&

表 EC3#5前 @区和 #@9区变异与血清 4X:%

&

及 47%$#水

平的关系#N3D% JE6&7$

D)9,%EC;,)'D(0-/+(J Q,DN,,- 3#5JG,*0G,'-K #@9&1D'D(0-

'-K /,G1&),C,)/0F4X:%

&

'-K 47%$##N3D% JE6&7$

组别 例数 4X:%

&

47%$#

变异组 ."

$#"2&&3".2"#

'Q

"(2$&3.2##

'Q

无变异组 '(

.)2$(3$*2'&

Q

$&2)$3,2'"

对照组 *# &,2..3'2"& $&2*(3"2".

I $)(2** $')2*'

: #2### #2###

!!''与无变异组比较%A值分别为,2."($"2,#% :值均为#2###)Q'

与对照组比较%A值分别为$)2&&($,2*,($)2$(% :值均为#2###

GC讨论

3#5前 @区 A$()*B和 #@9区 B$.*"<6

A$.*'B变异发生率各地报道不一& 欧美前 @区

A$()*B变异占慢性3#5感染的$"8 0".8)而在

亚洲国家前@区 A$()*B变异占慢性 3#5感染的

'.8 0*#8

!""

& 本研究资料显示%$"#例 @3#患者
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中A$()*B变异和 B$.*"<6A$.*'B变异及联合变

异的总检出率为*#8& 各地变异检出率的差异%除

标本选择及方法学不同外%与各地3#5流行株的基

因型不同亦有关!&%,"

& 本资料显示%3#,BE阴性组

A$()*B变异及联合变异的检出率明显高于 3#,BE

阳性组#:1#2#$%:1#2##$$%提示此"种变异更常

见于3#,BE阴性@3#& 前@区野生株$()*位是鸟

嘌呤#A$%变异株为腺嘌呤#B$%致使 B(&氨基酸

#<A@$变异为终止密码#<BA$%使前 @蛋白的翻译

终止%导致 3#,BE不能合成& 而 B$.*"<6A$.*'B

变异降低了前 @的 &;:B转录%3#,BE表达量减

少%但并未完全抑制其合成& 前 @区 A$()*B和

#@9区B$.*"<6A$.*'B变异同存%由于"种变异的

协同作用%血清 3#,BE滴度更低!*"

%更易发生于

3#,BE阴性@3#&

资料显示%$"#例@3#患者中变异组血清 4X:%

&

(47%$#水平均明显高于无变异组及对照组#:1#2

##$$%提示3#5前@区(#@9区变异可能通过细胞

因子介导导致机体免疫异常& 3#5本身并不直接

损伤肝细胞%病毒所激发的免疫应答和免疫病理反

应才是乙型肝炎发病的关键& 3#,BE是重要的调

节免疫的功能蛋白& 胞浆 3#,BE在免疫反应期是

激活<细胞的靶抗原)血清中的3#,BE又诱导<细

胞对感染的免疫耐受性& 3#,BE有使 <细胞激活

或耐受的双重效应%提示在3#5感染过程中与宿主

相互作用的复杂性& 前 @区变异使 3#,BE消失)

#@9变异使 3#,BE表达降低%因免疫耐受性降低%

逐渐激活免疫系统& 本研究资料显示%前@区(#@9

区变异时血清4X:%

&

和47%$#水平均增高%提示前@

区和#@9区变异改变了宿主的免疫应答& 4X:%

&

属

<+$型细胞因子%可以抑制 3#5复制%与抗 3#5感

染和增强肝炎活动性有关)而 47%$#属于 <+"型细

胞因子%不仅能抑制多种炎性因子的产生%还具有抑

制免疫应答%特别是抑制 <+$应答及拮抗 4X:%

&

等

抗病毒细胞因子的作用%与 3#5感染的慢性化有

关& 本组资料血清 47%$#合成的增加限制了 4X:%

&

清除3#5的作用%因而可引起 3#5持续感染或肝

炎病变加重%其结果可能取决于 <+$型细胞因子和

<+"型细胞因子何者占优势& X')'/*'等!."也认为

@3#患者<+细胞因子类型与肝损伤程度相关& 综

上所述%3#5前 @和 #@9变异可能通过细胞因子

介导改变机体免疫应答%从而影响疾病过程%加强对

3#5变异与机体免疫状况关系的研究具有重要的

临床意义&
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