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摘
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要"目的
!

探讨细胞色素
#-&,

"

!"#-&,

#家族
!"#$%&

和人类多药耐药基因"

'()*

#

!$-$&.

基因型

与乙型肝炎"乙肝#患者病程进展的关系$方法
!

收集
*/0

例慢性乙肝%

*+$

例乙肝肝硬化%

*0-

例乙肝肝癌患

者外周血标本!提取
(1%

!采用聚合酶链反应扩增及高分辨熔解曲线"

2)'

#法对患者的
!"#$%&

和
'()*

!$-$&.

基因进行分型$结果
!

!"#$%&

和
'()*!$-$&.

的等位基因分布频率在慢性乙肝组与乙肝肝硬化

组%乙肝肝癌组间差异有统计学意义"

!
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#$结论
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携带
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+4/+%

%

5

#

%

基因或
'()*!$-$&.

的
.

基因的乙肝患者发生疾病进展的风险较高!但仍需进一步扩大样本量验证$

关键词"乙型肝炎&
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肝硬化&
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肝癌&
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基因&
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据世界卫生组织$

S2T

%统计#全世界大约有
6,

亿以上的人感染了乙型肝炎$乙肝%病毒$

2FR

%#其中

约有
$3+

亿为慢性乙肝#

*,U

!

6,U

可发展为肝硬

化#

*U

!

&U

可发展为肝癌'

*

(

)肝脏是人体的代谢器

官#一些与药物代谢及转运有关的物质#比如细胞色

素氧化酶
#-&,

$

!"#-&,

%和
#7

糖蛋白$

#7

@;

%如果出

现异常#将影响外源性和内源性有害物质的代谢#进

而可能影响疾病的发展)

!"#-&,

主要有
!"#*

*

!"#6

*

!"#$

家族#其中
!"#$%&

是
!"#

家族中活

性最强的酶之一'

6

(

)

#7

@;

由多药耐药基因$

'()*

%

编码#其生理作用是保护细胞免受毒物及代谢产物损

害'

$

(

)宿主遗传背景不同#这些与药物代谢和转运有

关的物质也会有差异#这可能会导致宿主的疾病进展

不同)本文探讨宿主遗传背景即
!"#$%&

和
'()*

基因型与乙肝患者病程进展的关系#现报道如下)

$

!

资料与方法

$3$

!

一般资料
!

收集本院
6,*+

年
*V**

月就诊的

2FR

感染患者共
&6-

例#其中慢性乙肝
*/0

例$慢性

乙肝组%#乙肝性肝硬化
*+$

例$乙肝肝硬化组%#乙肝

性肝癌
*0-

例$乙肝肝癌组%)诊断根据+慢性乙型肝

炎防治指南,

6,*&

年制订的标准*+乙肝相关肝硬化诊

疗规范专家共识
6,*-

,及+美国肝病研究学会指南,在

乙肝相关肝癌诊断中的验证及诊断标准'

-

(

)慢性乙

肝组男女比例
*0W4

#年龄
6-

!

+$

岁*中位年龄
-$

岁&乙肝肝硬化组男女比例
*0W*,

#年龄
$0

!

0,

岁*

中位年龄
&6

岁&乙肝肝癌组男女比例
60W/

#年龄

60

!

+/

岁*中位年龄
-/

岁)纳入的研究对象在年龄*

性别比方面比较#差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%#具有

可比性)临床资料及标本的获取经华西伦理委员会

审议通过)

$3/

!

方法

$3/3$

!

(1%

提取
!

采用北京百泰克生物技术有限

公司提供的全血基因组
(1%

快速提取试剂盒$离心

柱型%提取标本
(1%

)收集上述患者外周血标本#取

-

*

-

检验医学与临床
6,*/

年
*

月第
*&

卷第
*

期
!
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I
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基金项目"国家自然科学基金资助项目$
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作者简介"杨旭洁#女#技师#主要从事临床免疫检验的相关研究)

!

#

!

通信作者#
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6,,

#

X

放入
*3&JX

离心管&加入
6,

#

X

蛋白酶
[

$

6,

J

@

"

JX

%溶液#室温放置
*&JBC

$期间颠倒混匀几

次%&加入
6,,

#

X

结合液
!F

#立刻剧烈颠倒轻摇#充

分混匀#

0,\

放置
*,JBC

&加入
*,,

#

X

异丙醇$陈旧

血加
6,,

#

X

异丙醇%#剧烈颠倒轻摇#充分混匀&将上

一步所得溶液和絮状沉淀都加入一个吸附柱
$

中$吸

附柱放入收集管中%#

*,,,,=

"

JBC

离心
$,A

#弃废液&

加入
&,,

#

X

抑制物去除液
])

#

*6,,,=

"

JBC

离心
$,

A

#弃废液&加入
&,,

#

X

漂洗液
SF

$已加入无水乙醇

的
SF

%#

*6,,,=

"

JBC

离心
$,A

#弃废液&加入
&,,

#

X

漂洗液
SF

#

*6,,,=

"

JBC

离心
$,A

#弃掉废液&将吸

附柱
$

放回空收集管中#

*$,,,=

"

JBC

离心
6JBC

)

取出吸附柱
$

#放入一个干净的离心管中#在吸附膜

的中间部位加
*,,

#

X

洗脱缓冲液
ZF

$洗脱缓冲液事

先在
+&

!

0, \

水浴中预热%#室温放置
$

!

&JBC

#

*6,,,=

"

JBC

离心
*JBC

&将得到的溶液重新加入离

心吸附柱中#室温放置
6JBC

#

*6,,,=

"

JBC

离心
*

JBC

&

(1%

分装并放置在
V/,\

)

$3/3/

!

聚合酶链反应$

#!)

%反应和基因型检测
!

采

用罗氏
']̂

试剂和
XB

@

?>H

I

H<9=-/,

进行
#!)

扩增和

产物的基因型检测)引物序列如下#

!"#$%&

$

+4/+%

%

5

%正向!

%!!%!!!%5!.. %%!5%% .5

#

!"#$%&

$

+4/+%

%

5

%反向!

..5 .%! 5%! %!%

!%5!%% !!.

&

'()7*

$

$-$&!

%

.

%正向!

5!.

5%5%%!%..5!!.%.55%

#

'()7*

$

$-$&!

%

.

%反向!

5!%.5.%.5..55!!.!!..

)反应

体系组成!

*

#

X(1%

标本#

,3&

#

X

正向引物#

,3&

#

X

反向引物#

*3-

#

X

荧光染料$

ZR%75)ZZ1

%#

,3&

#

X

底物#

,36

#

X.E

_

酶#

6

#

X

缓冲液#

*

#

X&,JJ8<

"

X

'

@

!<

6

)反应条件及过程!先
4&\

孵育
*&JBC

#接着

完成
4&\ *̀,A

#

+,\`*&A

#

06\`6,A

#共计
&,

个循环#接着
4&\

孵育
*JBC

#

-,\

孵育
*JBC

#

+&\

孵育
*A

#最后以
,3,*\

"

A

加热到
4&\

)

$3'

!

统计学处理
!

用
a#aa*43,

统计软件对数据进

行分析)非正态分布的计量资料以
I

$

!

6&

!

!

0&

%表

示#组间比较采用非参数检验中的秩和检验&正态分

布的计量资料以
JbD

表示#组间比较采用独立样本
?

检验&计数资料以百分率或例数表示#组间比较采用

!

6 检验&以
!

$

,3,&

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/3$

!

各组肝功能及凝血指标检测结果
!

慢性乙肝组

与乙肝肝硬化组的丙氨酸氨基转移酶$

%X.

%*天门冬

氨酸氨基转移酶$

%a.

%*碱性磷酸酶$

%X#

%*

%

7

谷氨

酰转移酶$

55.

%*凝血酶原时间$

#.

%*国际标准化比

值$

]1)

%*活化部分凝血活酶时间$

%#..

%*纤维蛋白

原$

c]F

%*甲胎蛋白$

%c#

%水平差异无统计学意义

$

!

%

,3,&

%#总蛋白$

.#

%*清蛋白$

%XF

%*总胆红素

$

.F

%*直接胆红素$

(F

%*

2FR

脱氧核糖核酸$

2FR7

(1%

%水平差异有统计学意义$

!

$

,3,&

%&慢性乙肝

组与乙肝肝癌组的
.F

*

%X.

*

#.

*

]1)

*

%#..

水平

差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%#

.#

*

%XF

*

(F

*

%a.

*

%X#

*

55.

*

c]F

*

%c#

*

2FR7(1%

水平差异有统计

学意义$

!

$

,3,&

%&乙肝肝硬化组与乙肝肝癌组的

%a.

*

%X#

*

2FR7(1%

水平差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%#

%XF

*

.F

*

(F

*

%X.

*

55.

*

#.

*

]1)

*

%#..

*

c]F

*

%c#

水平差异有统计学意义$

!

$

,3,&

%)见

表
*

)

表
*

!!

各组肝功能及凝血指标检测结果#

I

$

!

6&

!

!

0&

%&

组别
. .# %XF .F (F %X.

慢性乙肝组
*/0 063/

$

+/3-

!

0&3,

%

-$36

$

-63$

!

-+3,

%

*430

$

**3&

!

6-3/

%

&3+

$

$3&

!

/3$

%

-63,

$

6&

!

&+

%

乙肝肝硬化组
*+$ &43/

$

&63/

!

+&3+

%

"

$,3,

$

6034

!

$$3&

%

"

643*

$

*+3/

!

&*3$

%

"

*&3*

$

03-

!

$,3/

%

"

-,3,

$

6$

!

+6

%

乙肝肝癌组
*0- +63*

$

&&3&

!

+03*

%

"

$$3/

$

$*3*

!

$/36

%

"&

*/3&

$

**34

!

6-3$

%

&

03/

$

&3-

!

*63/

%

"&

&03&

$

$&

!

44

%

&

组别
. %a. %X# 55. #. ]1)

慢性乙肝组
*/0 $&

$

60

!

+-

%

/-

$

+6

!

*,/

%

$$

$

*$

!

+-

%

*$34

$

*63-

!

*43-

%

*360

$

*3**

!

*30-

%

乙肝肝硬化组
*+$ &*

$

$-

!

/-

%

4+

$

0,

!

*&-

%

-*

$

6*

!

4&

%

*$34

$

*&30

!

*034

%

*3$4

$

*36-

!

*3&4

%

乙肝肝癌组
*0- 06

$

$+

!

**$

%

"

*,&

$

/$

!

*+$

%

"

+/

$

$-

!

*&4

%

"&

*63/

$

*636

!

*$3/

%

&

*3*-

$

*3,/

!

*36$

%

&

组别
. %#.. c]F %c# 2FR7(1%

慢性乙肝组
*/0 $63&

$

$,3&

!

$630

%

*3+0

$

*3&&

!

*304

%

03//

$

$36,

!

*&3*

%

*36*Zd&

$

6346Zd-

!

*36*Zd+

%

乙肝肝硬化组
*+$ $03&

$

$63*

!

-$3,

%

*306

$

*36

!

63$

%

$3/$

$

*344

!

/3,4

%

*3,-Zd$

$

*3,,Zd$

!

&3/,Zd-

%

"

乙肝肝癌组
*0- 6430

$

603,

!

$$30

%

&

$3,4

$

63-6

!

$346

%

"&

+-3+,

$

-3+0

!

0$/3$&

%

"&

*3,*Zd$

$

*3,,Zd$

!

434Zd$

%

"

!!

注!与慢性乙肝组比较#

"

!

$

,3,&

&与乙肝肝硬化组比较#

&

!

$

,3,&

/3/

!

各组间
!"#$%&

基因分布频率
!

!"#$%&

等位

基因
55

*

%5

*

%%

的分布频率分别在慢性乙肝组和

乙肝肝硬化组*慢性乙肝组和乙肝肝癌组间的差异有

统计学意义$

!

$

,3,&

%#而乙肝肝硬化组和乙肝肝癌

组的等位基因分布频率差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%)见表
6

)

/3'

!

各组间
'()*!$-$&.

基因分布频率
!

'()*

!$-$&.

的等位基因
!.

*

!!

分布频率在慢性乙肝组

-

6

-

检验医学与临床
6,*/

年
*

月第
*&

卷第
*

期
!

XEL'9G!<BC

!

YECKE=

I

6,*/

!

R8<3*&

!

183*



和乙肝肝硬化组*乙肝肝硬化组和乙肝肝癌组间的差

异有统计学意义$

!

$

,3,&

%#而在慢性乙肝组和乙肝

肝癌组间差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%)见表
$

)

表
6

!!

各组间
!"#$%&

基因分布频率比较#

.

$

U

%&

组别
. 55 %5 %%

慢性乙肝组
*/0 *,-

$

&&3+

%

+/

$

$+3-

%

*&

$

/3,6

%

乙肝肝硬化组
*+$ /4

$

&-3+

%

*/

$

**3,

%

#

&+

$

$-3-

%

#

乙肝肝癌组
*0- *,6

$

&/3+

%

6+

$

*-34

%

#

-+

$

6+3-

%

#

!!

注!与慢性乙肝组比较#

#

!

$

,3,&

表
$

!!

各组间
'()*!$-$&.

基因分布频率比较#

.

$

U

%&

组别
. .. !. !!

慢性乙肝组
*/0 &,

$

6+30

%

&+

$

6434

%

"

/*

$

-$3$

%

"

乙肝肝硬化组
*+$ 64

$

*03/

%

//

$

&-3,

%

-+

$

6/36

%

乙肝肝癌组
*0- $0

$

6*3$

%

+0

$

$/3&

%

"

0,

$

-,36

%

"

!!

注!与乙肝肝硬化组相比#

"

!

$

,3,&

'

!

讨
!!

论

!!

慢性乙肝在我国发病率较高#

2FR

感染后部分

患者发展为慢性肝炎#并可发展成肝硬化和肝癌#进

程不一#药物治疗的反应个体差异亦很大'

&

(

)已知

2FR

感染后的疾病进展与黄曲霉素*生活方式*环境

和遗传等因素有关'

+

(

)一些与药物代谢及转运有关

的物质$如
!"#-&,

和
#7

@;

%如果出现异常#将影响外

源性和内源性有害物质的代谢#进而影响疾病的发

展)环境因素特别是接触黄曲霉素与肝癌的发生密

切相关#研究显示#

!"#$%&

可代谢黄曲毒素
F*

成为

致突变物黄曲毒素
F*7

外
7/

#

47

环氧化物'

0

(

#后者是肝

细胞癌的主要危险因子)

!"#-&,

广泛分布于人体各器官组织中#在肝脏

中水平最丰富)编码
!"#$%

的基因位于人类第
0

号

染色体
_

6*3$7663*

)人类共有
*/

个
!"#-&,

基因家

族和
-$

个亚家族#涉及多数药物代谢的酶系主要有

!"#*

*

!"#6

*

!"#$

家族)其中
!"#$%

亚家族成员

作用尤为突出#水平最多*底物谱大#是药物代谢反应

中最主要的限速酶'

/

(

)在
!"#$%

家族主要有
-

种基

因亚型参与药物代谢!

!"#$%-

*

!"#$%&

*

!"#$%0

及
!"#$%-$

)其中
!"#$%&

是
!"#-&,$%

家族中

活性最强的酶之一)

!"#A

主要负责内源性底物*外

源性物质和许多其他合成化学物质的代谢'

4

(

)

近年来#大量文献报道
!"#$%&

基因多态性与肿

瘤发生有相关性)

!"#$%&

催化许多前致癌物转化

成终致癌物#被认为在各种癌症易感性中起重要作

用)前已述及#

!"#$%&

可代谢黄曲毒素成为一种致

突变物#这种物质是肝细胞癌的主要危险因子#故

!"#$%&

的遗传多态性可影响个体患肝细胞癌的

风险'

*,

(

)

本试验通过比较慢性乙肝组与乙肝肝硬化组以

及乙肝肝癌组的
!"#$%&

基因分布频率#发现慢性乙

肝与乙肝肝硬化*乙肝肝癌组基因分布频率不同#慢

性乙肝组的
%

基因分布频率明显低于乙肝肝硬化组

和乙肝肝癌组#而
5

基因频率明显高于乙肝肝硬化组

和乙肝肝癌组)由于
!"#$%&

与黄曲霉菌代谢有关#

同样是感染
2FR

后#含有
!"#$%&5

基因的人体内

的
!"#$%&

不能将黄曲霉菌转化为代谢物形式#进展

为肿瘤的危险性相对较小#所以突变型
5

成为保护性

基因#而含
%

基因的个体进展为肝硬化或肝癌的危险

性较高)

人类
'()*

位于第
0

号染色体长臂上#含有
6/

个外显子#全长为
-3&QL

#含有一个开放读框#编码

*6/,

个氨基酸多肽#经糖基化后形成
*0,`*,

$ 的膜

糖蛋白$

#7

@;

%)研究报道
'()*!$-$&.

与
'()*

基因的蛋白产物
#7

@;

功能密切相关'

**

(

)近年来研究

发现#

'()*

多态性不仅是影响肿瘤患者对化疗药物

反应的重要遗传因素#也与患者对疾病的易感性及临

床表现有关'

*6

(

)

'()*!$-$&.

基因多态性与白血

病*结直肠癌*肾细胞癌*乳腺癌*神经胶质瘤*鼻咽

癌*胃癌等恶性肿瘤易感性的相关性研究已有报

道'

*$

(

#在肝癌方面的研究尚少见报道)

本试验通过比较慢性乙肝组与乙肝肝硬化组*乙

肝肝癌组的
'()*!$-$&.

基因分布频率#发现

'()*!$-$&.

的等位基因
!.

*

!!

分布频率在慢性

乙肝组和乙肝肝硬化组*乙肝肝硬化组和乙肝肝癌组

间的差异有统计学意义$

!

$

,3,&

%#而在慢性乙肝组

和乙肝肝癌组间差异无统计学意义$

!

%

,3,&

%)提示

药物代谢相关的基因突变可能与
2FR

感染后进展至

肝癌的风险有关#而药物转运相关的基因突变虽然与

疾病进展有相关性#但本试验未发现
'()*!$-$&.

与肝癌风险有相关性#也不排除由于其他因素$比如

性别*年龄等%导致试验结果的不准确#所以尚需做进

一步研究)
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随着疗程的进展#蛋白芯片技术与涂片结果的诊断符

合率逐渐增高#但幅度均低于
.F7]5)%

)

.F7]5)%

与涂片结果的诊断符合率在初治满
$

个月前较低#此

后随着疗程的进展#诊断符合率逐渐增高)提示蛋白

芯片技术与
.F7]5)%

对结核疗效均有监测价值#初

治满
-

个月之前#蛋白芯片技术监测价值高于
.F7

]5)%

&初治满
-

个月之后#蛋白芯片技术监测价值低

于
.F7]5)%

)经结果分析#蛋白芯片技术监测疗效#

其阳性率下降有一定的滞后性#但在结核病早期与集

菌涂片法的诊断符合率较高#表明蛋白芯片技术在抗

结核早期监测价值较高#

.F7]5)%

的高灵敏度弥补

了蛋白芯片技术阳性率低的不足&而在抗结核治疗

中*后期#

.F7]5)%

与集菌涂片法的诊断符合率较

高#其监测价值更高)

总体而言#虽然蛋白芯片技术阳性率随治疗的进

行*疗程的推进有逐渐下降趋势#但对结核病早期疗

效判定存在滞后性&另一方面#结核菌蛋白
X%'

*

*+,,,

和
$/,,,

特异度抗体在血中持续时间较长

$

4

!

*6

个月%#即使结核病已然治愈$阴转治愈或满疗

程%#蛋白芯片技术仍部分为阳性#即不能同步反映恢

复期疗效#所以其对抗结核治疗疗效的监测有参考作

用#但价值有限)

.F7]5)%

灵敏度和特异度高#阴性

基本排除结核#阳性提示患者目前处于结核感染的状

态#但是不可区分潜伏和活动#诊断潜伏性结核有一

定局限性#阳性结果需要结合临床#单一指标阳性不

足以诊断结核病或判定抗结核疗效)且
]5)%A

对试

验技术和试验条件要求较高#价格昂贵#操作程序复

杂#标本检测时限短#难以实现高通量#因而限制了其

在中低收入国家的应用'

*,

(

)

综上所述#蛋白芯片技术与
.F7]5)%

各有优缺

点#二者结合有良好的互补效应#蛋白芯片技术与

.F7]5)%

联合检测对结核病活动度评估和抗结核疗

效监测有较高的临床价值)
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