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  摘 要:目的 探讨人类白细胞抗原(HLA)-DPA1基因第二外显子多态性与慢性乙型肝炎易感性的关

系。方法 募集宁德地区汉族人群238例乙型肝炎病毒(HBV)自限性感染者(自限性感染组)和306例慢性乙

型肝炎患者(慢性乙型肝炎组)作为研究对象,应用PCR-SSP分型技术对 HLA-DPA1基因第二外显子进行分

型测定。结果 自限性感染组HLA-DPA1*0103等位基因频率为37.61%,高于慢性乙型肝炎组的29.41%,
通过二元Logistic回归分析校正性别和年龄因素后,差异有统计学意义(P=0.001,OR=0.63,95%CI:0.47~
0.82)。自限性感染组 HLA-DPA1*0202等位基因频率为50.84%,低于慢性乙型肝炎组的60.29%,校正性

别和年龄因素后,差异有统计学意义(P=0.001,OR=1.59,95%CI:1.22~2.08)。自限性感染组 HLA-
DPA1*0201、HLA-DPA1*0401等位基因分别为8.19%、3.36%,慢性乙型肝炎组分别为7.35%、2.94%,差

异无统计学意义(P>0.05)。结论 HLA-DPA1基因第二外显子多态性与慢性乙型肝炎风险存在相关性,为

寻找HBV感染慢性化的分子机制提供了参考。
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  乙型肝炎病毒(HBV)感染是全球重大公共卫生

问题之一,人体感染HBV后可引起慢性乙型肝炎、肝
硬化到肝细胞癌等一系列复杂的疾病谱[1-2]。2015
年,全球约有88.7万人死于HBV感染相关疾病。我

国一般人群HBV表面抗原(HBsAg)流行率为5%~
6%,以此估算我国慢性 HBV 感染者约7

 

000万

例[3]。人类白细胞抗原(HLA)复合体位于第6号染

色体的短臂,是已知的人体最复杂的基因系统,具有

高度的多态性[4-5]。HLA复合体主要包含Ⅰ类、Ⅱ类

和Ⅲ类基因。其中,Ⅱ类其因包括 HLA-DR、HLA-
DP、HLA-DQ基因簇[6-7]。HLA-Ⅱ类分子在抗原识

别和免疫应答等一系列过程中发挥了极其重要的作

用,与许多感染相关疾病或肿瘤存在重要的关系,也
与抗HBV感染有着密切的关系[8-9]。目前国内外学

者对 HLA-DRB1和 HLA-DQ 基因 多 态 性 与 慢 性

HBV感染的研究较多[10-11],而对 HLA-DPA1基因多

态性与慢性HBV感染的研究较少。本研究以宁德地

区汉族人群为研究对象,探讨 HLA-DPA1基因第二

外显子多态性与慢性乙型肝炎风险的关系,以期为慢

性HBV感染的分子机制提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 2017年1月至2020年12月共收集

到符合要求的 HBV自限性感染者238例(自限性感

染组)和慢性乙型肝炎患者306例(慢性乙型肝炎组)

作为研究对象。研究对象的临床资料见表1。自限性

感染组年龄显著高于慢性乙型肝炎组,差异有统计学

意义(P<0.05),慢性乙型肝炎组性别比例、丙氨酸氨

基转移酶(ALT)和天门冬氨酸氨基转移酶(AST)水
平显著高于自限性感染组,差异有统计学意义(P<
0.05)。研究对象的选取参照中华医学会2019年版

《慢性乙型肝炎防治指南》的诊断标准[3],慢性乙型肝

炎诊断标准如下:血清 HBsAg阳性至少持续6个月

且血清ALT持续或反复升高,或肝组织学检查有肝

炎病变。HBV 自限性感染者必须为 HBsAg阴性,

HBV表面抗体、HBV核心抗体同时阳性,肝功能各

项指标均正常。以上研究对象均排除人类免疫缺陷

病毒和(或)丙型肝炎病毒感染及其他原因导致的肝

脏病变者。

1.2 方法

1.2.1 主要试剂 DNA标志物、核酸染色剂、无水

乙醇、琼脂糖和 MgCl2 购自生工生物工程有限公司,

PCR
 

Mix购自TaKaRa公司。DNA提取试剂盒(吸
附柱法)购自天根生物科技有限公司。

1.2.2 DNA提取 采集静脉血3
 

mL,乙二胺四乙

酸抗凝,使用吸附柱法提取
 

DNA,过程严格按说明书

操作。

1.2.3 引物设计 本实验采用PCR-SSP分型技术

检测HLA-DPA1第二外显子基因型,引物序列参考
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文献[12],以人生长激素(HGH)为内参引物,引物由

生工生物工程有限公司合成,见表2。

1.2.4 PCR 反 应 体 系  分 型 引 物 上、下 游(10
 

μmol/L)各1
 

μL、HGH
 

引物上、下游(2
 

μmol/L)各1
 

μL、MgCl2(25
 

mmol/mL)0.5
 

μL、DNA
 

模板(约50
 

μg/mL)2
 

μL、PCR
 

Mix
 

10
 

μL,加去离子水至25
 

μL。
反应条件为:95

 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,62
 

℃
 

35
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,10个偱环;
 

95
 

℃
 

30
 

s,56
 

℃
 

60
 

s,20个偱环;72
 

℃
 

5
 

min。反应结束后取20
 

μL产物进行琼脂糖凝胶

电脉,观察扩增产物片段。

表1  研究对象的一般资料

组别 男/女(n/n) 年龄(x±s,岁) ALT(x±s,U/L) AST(x±s,U/L)

自限性感染组 121/117 46.81±10.52 19.44±9.88 20.86±10.09

慢性乙型肝炎组 220/86 39.16±12.73 355.99±439.48 214.16±307.88

t/χ2 25.372 7.657 -13.392 -10.975

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

表2  HLA-DPA1基因第二外显子等位基因扩增引物序列

等位基因 引物序列(5'-3') 碱基长度(bp) 产物长度(bp)

0103+0301 F GGG
 

AGT
 

TTA
 

TGT
 

TTG
 

AAT
 

TTG
 

ATG
 

AA 26 209

R AGA
 

TAG
 

GGC
 

GTA
 

CCG
 

TTG
 

GT 20

0103+0104 F ATG
 

CCG
 

CGT
 

TTG
 

TAC
 

AGA
 

CG 20 208

R AGA
 

TAG
 

GGC
 

GTA
 

CCG
 

TTG
 

GT 20

0104 F TCT
 

CTA
 

CTG
 

TCT
 

TTA
 

TGC
 

AGC
 

GG 23 242

R GAT
 

CCA
 

CAT
 

AGA
 

ACA
 

TCT
 

CAT
 

CG 23

0201 F GAC
 

CAT
 

GTG
 

TCA
 

ACT
 

TAT
 

GCC
 

GC 23 108

R CTT
 

TTT
 

ATC
 

CAG
 

ATC
 

CAC
 

ATA
 

GAA
 

CTG 27

0202 F GAC
 

CAT
 

GTG
 

TCA
 

ACT
 

TAT
 

GCC
 

AT 23 105

R CTT
 

GTC
 

CAG
 

ATC
 

CAC
 

ATA
 

GAA
 

CTG 24

0301 F GAC
 

CAT
 

GTG
 

TCA
 

ACT
 

TAT
 

GCC
 

AT 23 257

R AGA
 

TAG
 

GGC
 

GTA
 

CCG
 

TTG
 

GT 20

0401 F GCG
 

TTT
 

GTA
 

CAG
 

ACG
 

CAT
 

AGA
 

A 22 207

R GTG
 

GTT
 

GGA
 

ACG
 

CTG
 

GAT
 

AGC 21

HGH F ATC
 

CAC
 

TCA
 

CGG
 

ATT
 

TCT
 

GTT
 

GTG
 

TTT
 

C 28 439

R CAG
 

TGC
 

CTT
 

CCC
 

AAC
 

CAT
 

TCC
 

CTT
 

A 25

1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据分析。连续性变量的组间比较使用t检验,计量资

料以x±s表示。性别构成比采用χ2 检验,计数资料

以例数或百分率表示。校正性别和年龄影响因素,使
用二元Logistic回归分析 HLA-DPA1基因第二外显

子多态性与慢性乙型肝炎风险的相关性,相对危险度

以优势比(OR)和95%可信区间(95%CI)表示。检

验为双侧,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 基因分型
 

HLA-DPA1*0202等位基因扩增结

果 见图1。

2.2 HLA-DPA1基因第二外显子等位基因检测结

果 从表3可见,自限性感染组 HLA-DPA1*0103
等位基因频率为37.61%,高于慢性乙型肝炎组的

29.41%,通过二元Logistic回归分析校正性别和年

龄因素后,差异有统计学意义(P=0.001,OR=0.63,

95%CI:0.47~0.82)。自限性感染组 HLA-DPA1*
0202等位基因频率为50.84%,低于慢性乙型肝炎组

的60.29%,校正性别和年龄因素后,差异有统计学意

义(P=0.001,OR=1.59,95%CI:1.22~2.08)。自

限性感染组HLA-DPA1*0201、DPA1*0401等位基

因分别为8.19%、3.36%,慢性乙型肝炎组分别为

7.35%、2.94%,差异无统计学意义(P>0.05)。自限

性感染组和慢性乙型肝炎组均未发现 HLA-DPA1*
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0301和HLA-DPA1*0104等位基因。

表3  自限性感染组和慢性乙型肝炎组等位基因分布[n(%)]

组别 HLA-DPA1*0103 HLA-DPA1*0201 HLA-DPA1*0202 HLA-DPA1*0401

自限性感染组 179(37.61) 39(8.19) 242(50.84) 16(3.36)

慢性乙型肝炎组 180(29.41) 45(7.35) 369(60.29) 18(2.94)

P* 0.001 0.935 0.001 0.961

OR(95%CI) 0.63(0.47~0.82) 0.97(0.59~1.63) 1.59(1.22~2.08) 0.98(0.46~2.07)

  注:*表示统计分析均校正性别和年龄因素。

 注:1、2、3、5、8、9、11、13、15、16、17为扩增出 HLA-DPA1*0202等

位基因;4、6、7、10、12、14为未扩增出 HLA-DPA1*0202等位基因;

M:DNA
 

标志物。

图1  HLA-DPA1*0202等位基因扩增结果电泳图

3 讨  论

  HBV通过肝细胞膜上的钠离子-牛磺胆酸-协

同转运蛋白作为受体进入肝细胞[13]。HBV感染慢性

化及发展为肝硬化和肝细胞癌的机制至今仍不清楚。
多数研究认为病毒本身及环境因素不能完全解释这

些差异[14-16]。LIN等[17]报道其研究人群的同卵双生

子慢性 HBV感染率较异卵双生子高。慢性 HBV感

染还具有明显的家族聚集性[18-19],存在血缘关系的亲

属较不具有血缘关系的亲属发生慢性
 

HBV
 

感染的倾

向性更高[20],上述数据提示,遗传因素是慢性
 

HBV
 

感染的重要影响原因。HLA-Ⅱ类分子具有稳定和促

进免疫细胞相互结合增强免疫应答的启动和效应的

功能。HLA 的 作 用 是 将 内 源 性 或 外 源 性 抗 原 以

HLA-肽复合物的形式,通过T细胞表面的TCR,传
递给CD4+和CD8+T细胞,以激活T细胞产生免疫

应答。2009年,KAMATANI等[21]学者通过全基因

组关联分析首次报道了 HLA-DPA1和 HLA-DPB1
基因3'端非翻译区的rs3077和rs9277535多态性与

慢性乙型肝炎风险存在关联,他们进一步通过连锁分

析发现,rs3077A 与 HLA-DPA1*0103,rs3077C与

HLA-DPA1*0202存在高度连锁不平衡。在后继研

究中,如YAN等[22]、WANG等[23]研究中,除了广西

壮族人群研究结果无统计学意义外,其他研究人群均

与KAMATANI等[21]学者的研究结果相一致。由于

不同地区汉族人群遗传异质性、病毒基因型等因素的

存在,我国的 HBV基因型主要是B型和C型,其中

南方以B型为主,北方以C型为主[3]。以上原因可能

造成不同实验结果无法重复。因此,研究者认为有必

要研究HLA-DPA1基因遗传变异与宁德地区汉族人

群慢性乙型肝炎风险的关系。
本研究通过二元Logistic回归分析显示,HLA-

DPA1*0103等位基因具有抵抗 HBV 感染的能力

(OR=0.63),HLA-DPA1*0202等位基因则是慢性

乙型肝炎风险的危险因子(OR=1.59)。本研究与

OU等[24]学者的研究结果相似。OU等[24]还发现携

带rs3077
 

AA+GA 基 因 型 的 HBV 感 染 者 其 总

HLA-DPA1
 

mRNA表达水平显著低于健康人群,同
时HBV感染者HLA-DPA1*0103

 

mRNA的表达水

平也显著低于健康人群。O'BRIEN 等[25]学者发现

rs3077G等位基因能降低 HLA-DPA1
 

mRNA 的表

达。以上 研 究 研 究 结 果 提 示,较 低 的
 

HLA-DPA1
 

mRNA表达可能影响抗原肽的提呈进而降低宿主对
 

HBV
 

感染的免疫反应,导致HBV感染慢性化。
本研究还显示自限性感染组和慢性乙型肝炎组

HLA-DPA1*DPA1*0103等位基因频率分别 为

37.61%和29.41%,与 KAMATANI等[21]报道的日

本健康人群和慢性乙型肝炎人群的结果(38.3%和

26.8%)较为接近;本研究自限性感染组和慢性乙型

肝炎组 HLA-DPA1*DPA1*0202等位基因频率分

别为50.84%、60.29%,均高于KAMATANI等[21]报

道的 日 本 健 康 人 群 和 慢 性 乙 型 肝 炎 人 群 的 结 果

(42.7%和53.1%)。本研究和KAMATANI等[21]研

究均未 发 现 HLA-DPA1*DPA1*0301和 HLA-
DPA1*DPA1*0104等位基因。

综上所述,本研究结果显示 HLA-DPA1基因第

二外显子多态性与慢性乙型肝炎风险存在相关性,为
寻找HBV感染慢性化的分子机制提供了参考。
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