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Abstract
AIM: To assess the association between the leu-
kocyte antigen (HLA)-DRB1 gene and clinical 
outcome of Tibetan patients with hepatitis B in 
Qinghai.

METHODS: Polymerase chain react ion-
sequence specific primer (PCR-SSP) method 
was used to determine the frequencies of HLA-
DRB1*3/7/12/13/15 alleles in 30 patients with 
hepatitis B virus (HBV)-associated cirrhosis, 55 
patients with hepatitis B and 15 healthy controls 
from Qinghai Province, China.  

RESULTS: The frequency of HLA-DRB1*12 dif-
fered significantly among the three groups of 
subjects (P < 0.05), while the frequencies of the 
other alleles showed no significant differences 
among the three groups (all P > 0.05). The fre-
quency of HLA-DRB1*12 allele was significantly 
higher in patients with HBV-associated cirrho-
sis B and those with hepatitis B than in healthy 
controls (GF = 90%, 98.2%; RR = 13.5, 14; both P 
< 0.05), but showed no significant difference be-
tween patients with HBV-associated cirrhosis B 
and those with hepatitis B (P > 0.05).

CONCLUSION: The HLA-DRB1*12 allele may 
be associated with susceptibility to hepatitis B 
in the Tibetan population in Qinghai and may 
correlate with the development of cirrhosis in 
patients with HBV infection.  

Key Words: Human leukocyte antigen; Human leu-
kocyte antigen-DRB1; Polymerase chain reaction-
sequence specific primer; Hepatitis B; Outcome
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摘要
目的��: ��HLA-DRB1基因与青海藏族乙型肝
炎病毒(HBV)感染预后的相关性.   

方法�: 应用PCR-SSP对30例乙型肝炎后肝硬
化患者(B组)、55例慢性乙型肝炎患者(C组)
和15名健康体检者(A组)进行HLA-DRB1基
因位点的检测, 并比较分析. 我们选取HLA-
DRB1*03、*07、*12、*13、*15检测基因位点.  

结果��: 55个基因位点中只有HLA-DRB1*12差
异显著, 具有统计学意义, 而其他基因位点差
异不显著; 而对HLA-DRB1*12 3组人群的两
两比较, B组基因频率为90%, 与A组(6.7%)相
比显著性升高(P <0.0125, RR = 13.5); C组基因
频率为98.2%, 与A组(6.7%)相比显著性升高
(P <0.0125, RR = 14); 与B组(98.2%)相比, 差异
不显著(P >0.0125). 
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■背景资料
乙型肝炎是由乙
型肝炎病毒(HBV)
感染引起的, 严重
地威胁着人们的
健康. 不同个体感
染HBV后其转归
各不相同, 虽与乙
型肝炎基因型有
关, 但主要取决于
个体的免疫反应
状况. 而人类白细
胞抗原(HLA)是影
响宿主免疫应答
能力的重要遗传
因素.

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科



结论�: HLA-DRB1*12可能是藏族人群乙型肝HLA-DRB1*12可能是藏族人群乙型肝
炎易感基因, 同时也可能是该人群乙型肝炎进
展为肝硬化的关键位点. 
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0  ��引言

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染引起的, 严重地威胁着人们的健康. 
不同个体感染HBV后其转归各不相同, 虽与乙

型肝炎基因型有关, 但主要取决于个体的免疫

反应状况. 而人类白细胞抗原(human leukocyte 
antigen, HLA)是影响宿主免疫应答能力的重要

遗传因素[1,2]. 临床资料[3-6]也显示乙型肝炎肝硬

化具有家族聚集倾向, 具有遗传易感性特征. 国
内对汉族HLA-DRB1的研究已经展开, 但对藏

族人群研究较少[7-10]. 青藏高原是我国乙型病毒

性肝炎的高发区, 有研究提示[11-13]青海地区藏

族HBV感染率显著高出国内平均水平(10%), 且
藏、汉之间HBV感染率亦具有明显差异. 故我们

拟利用序列特异性PCR(PCR-SSP)的方法, 对55
例藏族HBV感染患者, 30例藏族乙型肝炎后肝硬

化患者及15例正常藏族人群的HLA-DRB1基因

进行对照研究, 以分析人白细胞抗原DRB1基因

多态性与青海藏族HBV感染的预后的相关性.

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 选取青海省世居藏族健康体检者15例
为对照组(A组), 藏族乙型肝炎后肝硬化患者30
例为肝硬化组(B组), 慢性乙型肝炎患者55例为

乙肝组(C组), 标本取自青海省第四人民医院和

青海大学附属医院. 各样本选择依照2000年西

安标准进行[14]. TaqDNA聚合酶、10×PCR Buf-
fer(无Mg2+, 100 mmol/L Tris-HCl pH8.8, 25 ℃; 
500 mmol/L KCl, 80mL/L Nonidet); MgCl2(25 
mmol/L)、dNTP(10 mmol/L)、Marker、6×
DNA Loading Dye(生工); PCR产物纯化回收试

剂盒(生工SK1261); 10×TAE(400 mmol/L Tris-
acetate, 10 mmol/L EDTA, pH8.0). PCR反应扩增

仪; DK-8D型电热恒温水槽; DYY-8型稳压稳流

电泳仪; YXJ-2离心机; H6-1微型电泳槽; 凝胶成

像系统; 移液器. 
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1.2 方法方法 
1.2.1 动样本采集:动样本采集: 抽取各组病例外周全血5 mL, 
EDTA抗凝, 于-20 ℃低温保存. 
1.2.2 DNA提取: 收集保存的血样, 严格按照剂盒

SK1261说明书进行DNA的提取. 
1 . 2 . 3  引 物 制 备 :  实验目的基因引物和内

参照引物由上海生工设计合成 ,  目的基因

引物序列见表1 ,  内参照引物序列为N C - F : 
5'-TGCCAAGTGGAGCACCCAA-3', NC-R: 5'- 
GCATCTTGCTCTGTGCAGAT-3', 扩增片段796 bp.
1.2.4 PCR-SSP检测: 实验步骤大致如下: 制备25 
μL反应体系: 目的基因引物F(10 μmol/L)0.3 μL, 
目的基因引物R(10 μmol/L)0.3 μL, 内参照引物 
F(10 μmol/L)0.3 μL, 内参照引物R(10 μmol/L)0.3 
μL, dNTP(10 mmol/L)0.5 μL, Taq Buffer(10×)2.5 
μL, MgCl2(25 mmol/L)2 μL, Taq酶(5 U/μL)0.2 
μL, H2O 18.1 μL. PCR反应条件为预变性温度

95 ℃ 3 min, 变性温度94 ℃ 30 s, 退火温度59 ℃ 
30 s,延伸72 ℃ 60 s, 修复延伸72 ℃ 8 min, 如此

循环35次. 严格按以上步骤对每例样本进行操

作. PCR产物经1.5%琼脂糖电泳, 150 V、100 
mA 20 min电泳, 后凝胶成像系统观察.

统计学处理 计数出3组各个基因的阳性例计数出3组各个基因的阳性例

数, 用统计软件SPSS11.5对3组各个基因位点进行

χ2分析. 先对3组各个基因位点数据行R×C χ2检

验, 检验水准α = 0.05, 之后对有显著性差异基因

位点用χ2分割法进行处理, 检验水准α = 0.0125.

2  ��结果

2.1 PCR-SSP检测 A组HLA-DRB1选取的5个位

点均为阴性结果, B组*03位点均为阴性, *07位
点阳性1例, *12位点阳性27例, *13位点阳性2例, 
*15位点阳性6例, C组*03位点阳性2例, *07位点

阳性4例, *12位点全部阳性, *13位点阳性7例, 
*15位点阳性7例, 表明HLA-DRB1*12位点与慢

性乙型肝炎及肝纤维化密切相关(图1).图1).).  
2.2 HLA-DRB1*12位点的检验 B组基因频率为

90%, 与A组(6.7%)相比显著性升高(P <0.0125, 
RR = 13.5); C组基因频率为98.2%, 与A组(6.7%)
相比显著性升高(P <0.0125, RR = 14.7); 而B
组(90%)与C组(98.2%)相比 , 无显著性差异与C组(98.2%)相比 , 无显著性差异组(98.2%)相比 ,  无显著性差异

(P >0.0125, 表2).表2).).

3  ��讨论

HBV感染人体后可表现为无症状慢性乙型肝炎

表面抗原携带者、慢性乙型肝炎、肝硬化及肝
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■相关报道
褚瑞海等在��在����
山东地区慢性乙
肝 患 者 中 ,  发 现
HLA-DRB1*07
可能为慢性乙型
肝炎的易感基因, 
并得到了许多�
�的支持.
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癌. 其转归主要取决于个体的免疫反应状况, 而
人类白细胞抗原是影响宿主免疫应答能力的重

要遗传因素. HLA存在着多态性, 而其中DRB1
多态性最为复杂, 故其与免疫关系更为密切. 对
HLA与HBV感染关系的研究始于20世纪70年
代, 90年代初人们开始从基因水平研究HLA与

疾病的相关性. 从国外来看, Thursz等研究发现

HLA-DRB1*1302与冈比亚儿童和成人对HBV

感染慢性化相关联, 属保护基因[15,16], 这与之后

世界其他国家和地区对该等位基因的研究结果

一致[17-23]. 国内同样展开了对该方面的研究. 石
少媛等[24]研究山西地区发现HLA-DRB1*07可能

是山西省家族性乙型肝炎易感基因; 褚瑞海等[25]

在研究山东地区慢性乙肝患者中, 发现H L A-研究山东地区慢性乙肝患者中, 发现H L A-
DRB1*07可能为慢性乙型肝炎的易感基因, 并
得到了许多研究的支持[26-28]; 蒋业贵等[29]研究认

表  1  实验目的基因引物

     
目的基因引物                     上游引物                   下游引物 长度(bp)          

DRB1*03 TACTTCCATAACCAGGAGGAGA TGCAGTAGTTGTCCACCCG 151

DRB1*07 CCTGTGGCAGGGTAAGTATA CCCGTAGTTGTGTCTGCACAC 232

DRB1*12 AGTACTCTACGGGTGAGTGTT CACTGTGAAGCTCTCCACAG 248

DRB1*13 TACTTCCATAACCAGGAGAGA CCCGCTCTTCCAGGAT 130 

DRB1*15 TCCTGTGGCAGCCTAAGAG CCGCGCCTGCTCCAGGAT 197 

图� �� ������������������  1  ������������������PCR-SSP检测部分凝胶成像图.� A: HLA-DRB1*12A组9-15例样本; B: HLA-DRB1*12B组1-8例样本; C: HLA-

DRB1*12C组49-55例样本; D: DRB1*15A组1-8例样本; E: HLA- DRB1*15B组1-8例样本; F: HLA- DRB1*15C组18-24例

样本; G: HLA-DRB1*07C组49-55例样本; H: HLA-DRB1*03C组41-48例样本.
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■应用要点
HLA-DRB1*12可
能是藏族人群乙
型肝炎易感基因, 
同时也可能是该
人群乙型肝炎进
展为肝硬化的关
键位点.
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为HLA-DRB1*0301可能是慢性乙型肝炎的易感

基因, Yang等[30]研究发现HLA-DRB1*03和HLA-
DRB1*07可能为陕西地区汉族人HBV感染的易

感基因, 而HLA-DRB1*15为保护基因; 吕爱云

等[31]研究河南地区慢性乙型肝炎患者结果显示, 
HLA-DRB1*1201可能为河南地区乙型肝炎患者

的易感基因. 这些研究均显示HLA-DRB1与乙型

肝炎感染的预后有很大的关系. 
国内藏族主要聚居于西藏自治区以及青

海、甘肃、四川等省, 境内约541万余人(2000
年). 而青海藏族人群多聚居于青藏高原, 地域

相对隔绝, 与外来种族接触少, 故青海地区藏族

人群的基因可能具备自身特色. 我们选取5个研

究比较有意义的基因位点, 对青海藏族正常人

群、H B V感染患者、乙型肝炎后肝硬化患者

进行研究, 结果发现: 5个基因位点中只有HLA-
DRB1*12差异显著, 具有统计学意义, 而其他基

因位点差异不显著; 而对HLA-DRB1*12的两两

比较, B组基因频率为90%, 与A组(6.7%)相比显

著性升高(P <0.0125, RR = 13.5); C组基因频率为

98.2%, 与A组(6.7%)相比显著性升高(P <0.0125, 
RR = 14); 而C组(98.2%)与B组(90%)相比, 差异与B组(90%)相比, 差异B组(90%)相比, 差异

不显著(P >0.0125). 故我们推测HLA-DRB1*120.0125). 故我们推测HLA-DRB1*12
可能是青海地区藏族人群乙肝易感基因, 同时

也是该人群乙肝后肝硬化的易感基因. 但其他4
个基因位点未发现有明显的意义. 

我们通过对A组、B组及C组3组数据5个基

因位点行R×C χ2检验发现, HLA-DRB1*12位点

χ2值为57.565, P <0.05, 差异显著, 具有统计学意

义, 而*03(χ2 = 0.331)、*07(χ2 = 2.929)、*13(χ2 
= 1.569)、*15(χ2 = 1.414)基因位点差异均不显

著. 这与国内湖北、上海、广西山东等地区汉

族人群[32-35]的乙型肝炎易感性及预后相关性研

究的HLA-DRB1基因相关位点有所区别, 分析其

差异原因可能是由于青海地区藏族人群与其他

地区、其他种族人群相比, 具有自身基因型的

独特性; 亦也可能是由于我们的样本量较少, 而
HLA基因最显著的特征是具有明显的多态性, 

其多态性的差异决定个体免疫应答的不同所

造成的结果. 我们有待于在扩大样本量的基础

上, 进一步探明青海地区藏族人群HBV感染与

HLA-DRB1相关联的基因位点. 
总之, 本研究针对青海地区藏族人群HBV

感染的预后与免疫系统的相关性, 选取H L A-
DRB1基因5个相关位点进行分析, 发现HLA-
DRB1*12位点表达具有明显差异, 此结果为进

一步了解青海藏族HLA-DRB1基因在HBV感染

后病程进展中发挥的作用提供了实验基础, 为
青海藏族人群的乙型肝炎及乙型肝炎后肝硬化

防治提供了理论依据. 
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