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侗族乙型肝炎中犆犆犚５ｍＲＮＡ的表达
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　　摘　要：目的　探讨贵州从江侗族人群外周血白细胞趋化因子受体犆犆犚５（犆犆犚５）基因的ｍＲＮＡ表达与急性乙型肝炎（ＡＨＢ

组）、慢性乙型肝炎（ＣＨＢ组）的相关性。方法　选取侗族人群ＡＨＢ感染者２０例（ＡＨＢ组）、ＣＨＢ患者３２例（ＣＨＢ组），以同期该

区健康侗族人群５０例作为对照组，Ｔｒｉｚｏｌ酚氯仿一步法提取外周血白细胞总ＲＮＡ，应用实时荧光定量ＲＱＰＣＲ技术检测外周

血犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平。结果　ＡＨＢ组外周血犆犆犚５ｍＲＮＡ相对表达量为（１．１１９９±０．７２３３），ＣＨＢ组为（０．５８２３±０．２７３

６），对照组外周血犆犆犚５ｍＲＮＡ相对表达量为（０．７９８５±０．３４９２）。ＡＨＢ组犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平显著高于对照组，ＣＨＢ组

犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平显著低于对照组，ＡＨＢ组犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平显著高于ＣＨＢ组，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；而

犆犆犚５ｍＲＮＡ相对表达水平与患者性别、年龄无相关性（犘＞０．０５）。结论　ＣＣＲ５可能与 ＡＨＢ、ＣＨＢ具有相关性，犆犆犚５ｍＲＮＡ

的表达强度很可能与机体清除乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的能力呈正相关，高水平的犆犆犚５ｍＲＮＡ可能不利于 ＨＢＶ的复制。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢＶｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是一个世界

性的公共卫生问题，据世界卫生组织报道，全球约有６％的人

慢性感染ＨＢＶ
［１］，据估计全球每年有１００万人死于ＨＢＶ感染

相关的肝衰竭、肝硬化和原发性肝细胞癌［２］。中国属 ＨＢＶ感

染高流行地区，据调查结果显示，中国３岁以上人群 ＨＢＶ总

感染率高达 ５０．０４％，乙肝表面抗原 （ＨＢｓＡｇ）阳性率为

９．０９％
［３］，接种与未接种 ＨＢＶ疫苗人群的 ＨＢｓＡｇ阳性率分

别为４．５１％和９．５１％。目前，仍没有能够彻底清除ＨＢＶ的药

物，人类对 ＨＢＶ普遍易感，不同个体感染后的临床表型复杂

多样，从一过性的自限性感染、急性乙型炎（ａｃｕｔｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ，

ＡＨＢ）、无症状长期病毒携带、慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓ，

ＣＨＢ）乃至肝硬化、肝癌，形成了复杂的疾病谱。非侵袭性嗜

肝病毒 ＨＢＶ是由其表达的抗原系统及其抗体所介导的特异

性免疫反应和非特异性的以细胞因子为主的炎症介质导致的

肝细胞损伤。

ＣＣ类趋化因子受体５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５，犆犆犚５）

是细胞内β趋化因子的受体，犆犆犚５属于 Ｇ蛋白偶联受体，主

要表达于粒细胞、巨噬细胞、幼稚树突状细胞、ＣＤ８＋Ｔ淋巴细

胞、Ｔｈ１淋巴细胞的细胞膜上。对单核细胞、ＮＫ细胞、记忆Ｔ

细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞有强烈的趋化作用，在病毒

感染的免疫反应中有着重要作用。目前，报道最多的是犆犆犚５

与免疫缺陷型病毒（ＨＩＶ）的相关性，犆犆犚５为 ＨＩＶ１毒株进入

人体的最主要辅助受体。近年研究表明，犆犆犚５通过炎性反应

参与诸多疾病的发病过程［４５］，如２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）、慢性阻

塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）、类风湿关节炎、动脉硬化、多发性硬化、

肿瘤等，此外，犆犆犚５还通过与肿瘤相关基因的相互作用调控
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肿瘤的发生、增殖和转移等过程［６］，如乳腺癌、神经胶质细胞

瘤、结肠癌等。

目前，关于趋化因子受体犆犆犚５基因与乙型肝炎相关性研

究报道较少，本观察选用遗传学上相对隔离、对多基因疾病研

究具有独特优势的人群———贵州从江侗族人，本课题组对贵州

从江侗族人群进行乙肝血清学筛查其 ＨＢＶ感染率为４４％，本

次通过检测其 ＡＨＢ、ＣＨＢ患者与健康人群外周血白细胞内

犆犆犚５ｍＲＮＡ的表达情况，探讨犆犆犚５基因与 ＡＨＢ、ＣＨＢ的

相关性及意义，从而为寻找新的诊断和治疗乙型肝炎的分子标

志提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　在知情同意的基础上选取贵州省少数民族中

较封闭的隔离自然人群———侗族人群，侗族样本总量１００例，

ＡＨＢ患者２０例，其中，男１２例，平均（２７．２５±６．３１）岁，女８

例，平均（２８．１４±４．６６）岁；ＣＨＢ患者３２例，其中，男２１例，平

均（４３．５２±１０．２６）岁，女１１例，平均（３３．３４±９．２５）岁；对照组

５０例为健康人，其中，男２５例，平均（４１．６４±１０．３８）岁，女２５

例，平均（３８．４９±７．７３）岁。所选的研究对象３代之内无直接

血缘关系及外族通婚史，无乙型肝炎疫苗接种史，排除合并其

他病毒性肝炎。诊断均符合２００５年中华医学会肝病与感染病

学分会制订诊断标准。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂及仪器　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＲＯＸ（德国

Ｒｏｃｈｅ公司）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒

（德国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（德国Ｒｏｃｈｅ公司）；ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅ

Ｐｌｕｓ型实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司）；ＤＵ６４０核酸

蛋白定量分析仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＧＤＳ８０００型 ＵＶＰ凝

胶成像系统（美国ＢｉｏＲＡＤ公司）；ＥＬＸ８００酶标分析仪（美国

ＢｉｏＴｅｃｋ公司）。

１．２．２　ＲＮＡ提取和逆转录　运用标准Ｔｒｉｚｏｌ酚氯仿一步法

提取外周血细胞总ＲＮＡ，血液标本的采集和保存按照知情同

意的原则，在知情同意的基础上，采取受试对象空腹静脉血０．

５ｍＬ，采集观察对象加入Ｔｒｉｚｏｌ试剂１ｍＬ，置于－８０℃保存。

取上述提取的总ＲＮＡ５μＬ加１μＬ溴酚蓝，１．２％ＴＡＥ琼脂

糖凝胶（含０．５１μｇ／ｍＬＥＢ），常规电泳，５～６Ｖ／ｃｍ，３０ｍｉｎ，核

酸凝胶图像分析系统鉴定总ＲＮＡ，紫外分光光度法鉴定ＲＮＡ

纯度和浓度。逆转录反应体系２０μＬ，步骤如下：总ＲＮＡ１．０

μｇ、ＲａｎｄｏｍＨｅｘａｍｅｒＰｒｉｍｅｒ１．０μＬ、加焦碳酸二乙酯水至１２

μＬ，６５℃５ｍｉｎ，冰浴条件下加入５×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ４μＬ、

ｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ、ＲｉｂｏＬｏｃｋＲＮａｓｅＩｎｂｉｂｉｔｏｒ（２０

Ｕ／μＬ）１．０μＬ、ＭＭＬＶ（１０Ｕ／μＬ）１．０μＬ，４２ ℃ ６０ｍｉｎ，

２５℃５ｍｉｎ，７０℃５ｍｉｎ，－８０℃保存待用。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＱＰＣＲ）测定　犆犆犚５ｍＲＮＡ表

达根据ＧｅｎＢａｎｋ中人犆犆犚５及管家基因β犪犮狋犻狀ｃＤＮＡ序列和

ＤＮＡｍａｎ软件设计 ＲＴＰＣＲ的引物。βａｃｔｉｎ引物，上游：５′

ＴＧＡＡＧＡＴＣＡ ＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣ３′，下游：５′ＧＧＡ

ＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧ３′，扩增产物１２２ｂｐ；ＣＣＲ５

引物，上游：５′ＧＴＴＴＴＴＣＴＴＣＣＡＧＡＡＧＴＡＡＴＧＴＧＧ

３′，下游：５′ＣＣＴＧＴＧＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣＧ３′，扩

增产物１８９ｂｐ。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。ＲＴＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ１００ｎｇ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ

１０μＬ、上游引物０．５μＬ、下游引物０．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补足体积至

２０μＬ。反应条件：５０℃２ｍｉｎ；９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃

１ｍｉｎ，４０个循环。每一份标本均设置３个副孔，实时荧光信号

定量可以显示荧光信号达到设定阈值时所经过的循环数，即

Ｃｔ值，目的基因犆犆犚５的Ｃｔ值与内参β犪犮狋犻狀Ｃｔ值的差值为

△Ｃｔ值，２△Ｃｔ则为该样本中目的基因ＣＣＲ５相对于βａｃｔｉｎ

的相对表达量，而２－△△Ｃｔ表示目的基因 ＣＣＲ５在 ＡＨＢ和

ＣＨＢ组与对照组之间拷贝数的倍数关系，用于统计学作图

分析。

１．２．４　乙型肝炎相关血清血标志物检测　乙肝血液学检测采

血样后离心取血浆，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测乙型

肝炎血清血标志及血液生化指标。试剂盒由北京万泰生物制

药股份有限公司生产（批号Ｘ２０１００８０４），严格按说明书操作，

利用美国ＢｉｏｔｅｃＥＬＸ８００酶标仪判断结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析；方差齐性进一步两两

比较采用ＬＳＤ狇分析；方差不齐进一步两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ′

ｓ狋分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　总ＲＮＡ的鉴定　凝胶图像分析系统密度扫描摄像，可

见清晰的２８Ｓ、１８Ｓ、５．８Ｓ３条带，见图１，提示所得总ＲＮＡ完

整性好。紫外分光光度计测定 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值，该值介于

１．９～２．０，表示ＲＮＡ纯度较高，可满足后续实验要求。

图１　　ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳图

表１　　３组人群外周血βａｃｔｉｎ、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ表达水平

组别 βａｃｔｉｎ ＣＣＲ５

对照组 ２７．４４±１．２６ ２７．８９±１．４１

ＡＨＢ组 ２６．８２±１．５８ ２６．９５±１．５５

ＣＨＢ组 ２７．３２±１．４９ ２９．９５±２．２６

２．２　ＡＨＢ组、ＣＨＢ组、对照组外周血犆犆犚５ｍＲＮＡ表达　以

Ｃｔ值的狓±狊表示，ＡＨＢ组、ＣＨＢ组及各对照组β犪犮狋犻狀、犆犆犚５

的表达水平见表１，ＡＨＢ组外周血ＣＣＲ５ｍＲＮＡ相对表达量

（２－△Ｃｔ）为（１．１１９９±０．７２３３），ＣＨＢ 组为 （０．５８２３±

０．２７３６），对照组为（０．７９８５±０．３４９２）。ＡＨＢ组犆犆犚５ｍＲ

ＮＡ相对表达水平明显高于对照组（犘＝０．０３８），ＣＨＢ组犆犆犚５

ｍＲＮＡ相对表达水平低于对照组（犘＝０．０４１），ＡＨＢ组犆犆犚５

ｍＲＮＡ相对表达水平明显高于 ＣＨＢ组（犘＝０．００２）。根据

２△△Ｃｔ值提示急性 ＨＢＶ感染组犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平是对

照组的１．６倍，ＣＨＢ组犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平是对照组的０．６

倍，ＡＨＢ组犆犆犚５ｍＲＮＡ表达水平是ＣＨＢ组的２．７倍。而
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ＣＣＲ５ｍＲＮＡ各组相对表达水平与性别、年龄无关，差异有统

计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ＨＢＶ作为一种非侵袭性嗜肝病毒，由 ＨＢＶ表达的抗原

系统及其抗体所介导的特异性免疫反应和非特异性的以细胞

因子为主的炎症介质导致肝细胞损伤组成。目前研究认为，特

异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）以 ＨＢＶ各类抗原表位作为

主要的效应细胞［７８］，一方面通过直接破坏受感染的肝细胞来

清除病毒，另一方面通过分泌干扰素γ（ＩＦＮγ）等细胞因子来

发挥清除病毒的作用。ＣＴＬＴｈ１细胞主要分泌白细胞介素２

（ＩＬ２）、ＩＬ１２、ＩＦＮγ、肿瘤坏死因子β（ＴＮＦβ）等，通过介导与

细胞毒和局部炎症有关的免疫应答而参与细胞免疫。犆犆犚５

作为Ｔｈ１细胞的特异性表面标志，其表达水平不仅参与调节

Ｔ细胞的分化程度，还影响不同Ｔ细胞亚群的募集，从而干扰

细胞免疫应答。Ｇａｓｔｅｌｌｉｎｏ等
［９］的研究显示，在抗原识别之前，

淋巴结中幼稚ＣＤ８＋Ｔ的犆犆犚５表达上调，会吸引幼稚ＣＤ８＋Ｔ

细胞到树突状细胞与ＣＤ４＋Ｔ细胞相互作用的区域。

当机体感染 ＨＢＶ后，机体内抗原提呈细胞———树突状细

胞及Ｔｈ１细胞在清除 ＨＢＶ过程中发挥重要作用，犆犆犚５在上

述２种细胞的细胞膜表面均有一定量的表达。结合本实验观

察，ＡＨＢ患者外周血ＣＣＲ５ｍＲＮＡ的表达水平明显增高，提

示当树突状细胞及 Ｔｈ１细胞表面有足够量的犆犆犚５表达时，

趋化树突状细胞及 Ｔｈ１向 ＨＢＶ 感染部位游走，高表达的

犆犆犚５ｍＲＮＡ使清除、抑制 ＨＢＶ的功能增强；而 ＣＨＢ患者

犆犆犚５ｍＲＮＡ的表达量较低，提示树突状细胞及 Ｔｈ１细胞表

面没有足够量的犆犆犚５表达时，ＣＴＬ向肝细胞的定向迁移量

降低，不利于 ＨＢＶ的清除，启动非特异性ＣＴＬ导致肝脏炎症

反应，从而引起肝功能损害的加重。犆犆犚５ｍＲＮＡ的表达强度

很可能与机体清除 ＨＢＶ的能力呈正相关，可辅助鉴别ＣＨＢ

与ＡＨＢ。Ｌｅｅ等
［１０］观察到 ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞表面的

犆犆犚５密度明显升高，提示犆犆犚５的表达似乎与机体清除ＨＢＶ

的反应有关。Ａｈｍａｄａｂａｄｉ等
［１１］研究表明 ＣＨＢ患者外周血

ＣＤ８＋Ｔ细胞表面的犆犆犚５表达量显著低于健康人群。颜学兵

等［１２］研究认为患者外周血单核细胞的犆犆犚５表达水平与乙型

肝炎的临床转归可能有一定关系，高水平的犆犆犚５患者预后较

好；犆犆犚５的高表达可能不利于 ＨＢＶ的复制。本次观察结果

与上述观点相符，认为高表达的犆犆犚５可能利于 ＨＢＶ的抑制

和清除、甚至乙型肝炎的恢复。

目前，临床上治疗 ＨＢＶ感染的抗病毒药物主要包括干扰

素和核苷类似物两大类，但干扰素的长期应答率低、不良反应

大；核苷类似物不能完全清除病毒，容易出现耐药情况。随着

中国 ＨＢＶ感染人数的不断上升，中国对乙型肝炎的防治力度

逐渐加大。可望通过积极干预机体犆犆犚５表达，间接影响机体

特异性细胞免疫功能，如联合给予犆犆犚５阻断剂和抗 ＨＢＶ药

物增强对 ＨＢＶ抗原的 Ｔ细胞反应以增加 ＨＢＶ的清除
［１３］。

从而为乙型肝炎的免疫治疗、筛选候选药物靶分子、药物开发

等研究带来新的曙光。
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