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Abstract Objective To measure the relationship between the degree of bleeding and platelet microparticles
(PMP)，von Willebrand factor(vWF)，fibronecti(FN) in hematologic patients with low platelet count，analyze the
clinical significance of PMP，vWF，FN and perdict the degree of bleeding．Methods According to WHO grading
standards of the degree of bleeding，the patients were divided into 0 group，1 group，2 group，3 group，4 group
and health group．Flow cytometry was used to detect PMP in the peripheral blood in the patients．The enzyme-linked
immunosorbent assay was used to determine the vWF and FN in the peripheral blood in the patients．Results ①
The level of PMP，vWF and FN had significance difference in each group(P＜0. 001) ． ② In the different degree of
bleeding，severity bleeding with much lower PMP［1 group and 2 group;3 group，4 group and the control group had
no significance difference，others had significance difference(P＜0. 001)］，much high vWF［each group had signifi-
cance difference(P＜0. 001)，except 1 group and 2 group］，much higher FN［each group had significance differ-
ence(P＜0. 001)，except 0 group and 1 group］．Conclusion The level of PMP，vWF，FN is helpful to perdict the
degree of bleeding in hematologic patients with low platelet count．
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HLA-DQA1基因拷贝数变异
与乙型肝炎病毒感染后不同转归的易感性

李 卫1，郜玉峰2，饶建国3，李 旭2

摘要 目的 探讨人类白细胞抗原(HLA)DQAl基因拷贝数
变异(CNV)与中国汉族人群乙型肝炎病毒(HBV)感染后不
同转归和疾病进展的关系。方法 采用 AccuCopy CNV 检
测技术检测 825例慢性 HBV感染患者和 287 例急性自限性
HBV感染者的 HLA-DQAl 基因 CNV，采用 χ2 检验等分析
HLA-DQA1 CNV与 HBV感染后慢性化和疾病进展的发病风
险。结果 在 HBV 感染后急慢性转归方面，急性自限性
HBV感染组 HLA-DQA1 拷贝数 ＞ 2 的比例显著高于慢性
HBV感染组(15. 3% vs 6. 9%，χ2 = 25. 22，P＜0. 001)。在慢
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性 HBV感染后疾病进展方面，随疾病进展，HLA-DQAl 基因
拷贝数＜2的比例在慢性乙型肝炎(CHB)组、肝硬化(LC)组
和肝癌(HCC)组 3 组间逐渐增加，分别为 10. 1%，15. 3%和
27. 9%，差异有统计学意义(χ2 = 25. 66，P＜0. 001)。根据 E
抗原分组分析显示，E抗原阳性患者组和 E抗原阴性患者组
HLA-DQA1 CNV的比例无显著性差异。结论 HLA-DQA1
基因 CNV是 HBV感染慢性化的遗传易感因素，HLA-DQA1
基因拷贝数减少可能是 HBV感染慢性化和疾病进展的危险
因素。
关键词 乙型肝炎病毒;人类白细胞相关抗原 DQA1;拷贝
数变异;基因易感性
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乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)感染后
的转归与病毒，宿主免疫和宿主遗传因素密切相关。
病毒本身的毒力并不能完全阐释其机制，除病毒因
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素外，个体间免疫功能的差异和宿主基因易感性可

能发挥着重要作用［1－2］。人类白细胞抗原( human
leukocyte antigen，HLA)基因系统的多态性对 HBV
的易感性具有关键性的影响，与 HBV感染的清除与
否、HBV感染慢性化后的疾病转归、抗病毒治疗疗
效、肝癌的发生等均有着密切相关性［3－5］。
拷贝数变异(copy number variation，CNV)包括

基因组节段的缺失、重复及复杂重排等，与疾病发生
发展密切相关。CNV 可以直接影响或间接调控基
因表达量的改变，从而增加疾病发生的风险［6］。已
有研究［7－8］显示，HBV 感染的慢性化与程序化死亡
受体 1和趋化性细胞因子配体蛋白等基因的 CNV
密切相关。但尚未见 HLA-DQA1 CNV与 HBV感染
后转归和疾病进展的相关报道。因此，该研究采用
病例对照研究的方法，探索 HLA-DQA1 基因 CNV
与 HBV感染易感性的关系。

1 材料与方法

1．1 病例资料 选择 2012 年～2015 年在安徽医科
大学第一附属医院、安徽医科大学第二附属医院、阜
阳市第二人民医院、六安市人民医院 4 家医院住院
及门诊确诊的不同疾病阶段的慢性 HBV 感染患者
825 例，其中男 663 例，女 162 例，年龄 11 ～ 85
(42. 13±15. 27)岁;同时选取上述医院就诊的急性
自限性 HBV感染患者 287 例，其中男 224 例，女 63
例，年龄 18 ～ 88(44. 11±15. 88)岁。所有入组患者
为汉族人群，本研究已经通过安徽医科大学伦理委

员会批准，研究中流行病资料收集及血液标本的采

集均经研究对象知情同意。急性和慢性 HBV 感染
患者的诊断均符合 2000 年中国病毒性肝炎防治方
案的诊断标准;急性自限性 HBV 感染的入选标准
为:未接受过乙肝疫苗注射，乙肝五项检测为 HB-
sAb、HBeAb和 HBcAb 均为阳性。排除合并心、肝、
肾和造血系统严重疾病者。
1．2 实验方法
1．2．1 基因组 DNA 提取 所有入组患者采集外周
静脉血 5 ml 于 EDTA-2K 抗凝管中，采用中量全血
基因组 DNA提取试剂盒提取外周血 DNA(天津原
平皓生物技术有限公司)，紫外分光光度计和 0. 8%

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 浓度和纯度后于－80 ℃
超低温冰箱保存。
1．2．2 CNV的检测 使用 AccuCopy 检测技术在慢
性 HBV感染组和急性自限性 HBV感染组样本中进
行检测。步骤如下:取一定量的竞争 DNA(Ⅰ)片段
混合物－每个片段与各自对应的基因片段仅有微小
差别(通常为 2～5个碱基长度差异)，与合适量的样
本 DNA(S)混合，作为随后多重荧光竞争性 PCR 扩
增的模板;多重 PCR产物经毛细管电泳后对不同基
因位点扩增产物以及同一位点的不同模板(样本

DNA与竞争 DNA)扩增产物根据其长度差异进行分
离;分析每个基因片段的 S / I 值，利用参照基因 S / I
值对目标基因 S / I值进行校正后获取目标基因的准
确拷贝数目，多重 PCR引物。见表 1。
1．3 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 软件进行分析。
采用 χ2 检验分析 HLA-DQA1CNV与 HBV感染后转
归与疾病进展的相关性，以比值比( odds ratio，OR)
及其 95%可信区间(CI)表示相对风险度。

2 结果

2．1 HLA-DQA1 CNV与急慢性 HBV 感染转归的
易感性 利用 AccuCopy检测技术对慢性 HBV感染
患者及急性自限性 HBV 感染的拷贝数检测显示，
HLA-DQA1存在拷贝数目为 0、1、2 和 3四种变异形
式。将拷贝数分为＜2、= 2、＞2 后在慢性 HBV 感染
组与急性自限性 HBV 感染组进行比较显示，慢性
HBV感染组 HLA-DQA1 基因拷贝数＜2、= 2、＞2 的
比例分别为 14．4%、78．7%和 6．9%，而急性自限性
HBV感染组为 7. 3%、77. 4%和 15. 3%，两组间差异
有统计学意义(P＜0. 001)，提示 HLA-DQA1 基因拷
贝数目减少是增加 HBV感染慢性化的风险因素，和
拷贝数＞2比较，拷贝数= 2的 HBV感染患者慢性化
的风险增加，OR ( 95% CI ) 为 0. 443 ( 0. 291 ～
0. 676)，拷贝数＜2 的 HBV 感染患者慢性化的风险
增加更显著，OR(95% CI)为 0. 229(0. 124 ～ 0. 42)，
见表 2。
2．2 HLA-DQA1 CNV与慢性 HBV 感染后疾病进
展的易感性 将 825 例慢性 HBV 感染患者按照
疾病进展状态的不同分为慢性乙型肝炎(chronic

表 1 CNV检测的多重 PCR引物

探针 染色体 定位 扩增长度(bp) 引物结合区 1 引物结合区 2
HLA-DQA1-1 Chr6 32605503-32605683 208(+0，－2) ATGCTGTTGTGTTCACTAAGGACGCTA CATTCTCAAATTTCCCTGAACAACTTT
HLA-DQA1-2 Chr6 32608822-32609095 301(+0，－2) TGCCAGGCACTCAGGAAATAGT TCTTCACTCATCAGCTGACCACG
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hepatitis B，CHB)组 435 例，肝硬化( liver cirrhosis，
LC) 组 268 例和肝癌 ( hepatocellular carcinoma，
HCC)组 122 例，分析比较 HLA-DQA1 基因 CNV 在
HBV慢性感染后疾病进展中的相关性，结果显示，
CHB组 HLA-DQA1基因拷贝数＜2、= 2、＞2 的比例
分别为 10. 1%、83. 4% 和 6. 4%，LC 组分别为
15. 3%、77. 2% 和 7. 5%，HCC 组分别为 27. 9%、
64. 8%和 7. 4%，HLA-DQA1 基因拷贝数＜2 的比例
随病情加重逐渐增加，= 2 的比例则逐渐减少，3 组
间差异有统计学意义(P＜0. 001)，提示 HLA-DQA1
基因拷贝数目减少也增加了 HBV 感染后疾病进展
的风险。见表 3。

表 2 HLA-DQA1基因拷贝数变异与

HBV感染后急慢性转归的关系［n(%)］

组别 拷贝数＜2 拷贝数=2 拷贝数＞2 χ2值 P值
慢性 HBV感染 119(14．4) 649(78．7) 57(6．9) 25．22 ＜0．001
急性 HBV感染 21(7．3) 222(77．4) 44(15．3)

表 3 HLA-DQA1基因 CNV

与慢性 HBV感染后疾病进展的关系［n(%)］

组别 拷贝数＜2 拷贝数= 2 拷贝数＞2 χ2 值 P值
CHB 44(10．1) 363(83．5) 28(6．4) 25．66 ＜0．001
LC 41(15．3) 207(77．2) 20(7．5)
HCC 34(27．9) 79(64．7) 9(7．4)

2．3 HLA-DQA1 CNV与慢性 HBV感染后 E抗原
状态的相关性 因为 E 抗原血清转换与否与机体
的免疫功能密切相关，因此将所有 CHB 患者按照 E
抗原状态进行分为 E抗原阳性组和 E 抗原阴性组，
其中 E抗原阳性患者组 443 例，E 抗原阴性患者组
382例，比较 HLA-DQA1 CNV 在两组间的分布差
异，结果显示，HLA-DQA1 CNV 的分布在两组间比
较差异无统计学意义，见表 4。

表 4 HLA-DQA1基因 CNV与慢性 HBV

感染后 E抗原血清转换的关系［n(%)］

组别 拷贝数＜2 拷贝数=2 拷贝数＞2 χ2值 P值
E抗原阳性 70(15．8) 338(76．3) 35(7．9) 3．302 0．192
E抗原阴性 49(12．8) 311(81．4) 22(5．8)

3 讨论

HBV感染后引起肝损害的机制主要是宿主免
疫系统对病毒抗原的免疫应答所致。HLA 基因族
包含大量与人类免疫功能相关的基因，其编码产物

具有抗原提呈功能，参与 T 细胞激活和分化，调控

特异性免疫应答。HLA-II 类分子可结合外源性抗
原并将其呈递给 CD4 阳性的 T 细胞。HLA-DQA1
基因具有高度的多态性，不同的等位基因产物具有

不同的氨基酸组成和空间构象，可能与提呈 HBV相
关抗原的能力差异有关。临床证据［9］显示，急性自
限性 HBV感染患者呈强烈 T细胞应答，而持续性慢
性 HBV感染者则相反。大量研究［10－11］已经证实，
HLA基因的多态性与清除 HBV感染的能力及 HBV
感染后的病情进展密切相关，可能影响了 HBV感染
后的临床转归。

CNV跟 SNP 一样影响着基因的表达、表型的变
异，但单个 SNP 影响基因表达量的能力有限，而
CNV可以直接影响基因的表达量，并造成基因功能
的改变，从而对临床表型产生直接影响。近年来，免
疫系统基因拷贝数变异与病毒感染易感性的研究逐

渐增加，Pelak et al［12］研究显示，KIR 基因的拷贝数
变异影响了 HIV 感染的控制。APOBEC3B 基因拷
贝数变异与 HBV 感染后的转归和病情进展密切相
关［13］。CCL3L1拷贝数变异与 HBV感染、丙型肝炎
病毒感染和艾滋病毒感染后的转归密切相关［14］。
本研究证实，急性自限性 HBV 感染组患者＞2

拷贝数的比例显著高于慢性 HBV 感染组，提示
HLA-DQA1的拷贝数与 HBV感染后转归密切相关。
同时对慢性 HBV 感染组按照疾病进展进行分组比
较显示，HCC组和 LC组的 HLA-DQA1拷贝数＜2 的
比例显著低于 CHB 组，提示 HLA-DQA1 的 CNV 影
响疾病的进展。因此，本研究推测 HLA-DQA1 基因
的 CNV 可能导致 HLA-DQA1 抗原表达水平的改
变，进而影响 HBV 感染后不同转归的发生发展。
Wang et al［15］研究结果也表明，HLA-DQA1 基因
CNV与类风湿性关节炎密切相关，HLA-DQA1 基因
拷贝数减少和正常拷贝数降低了类风湿性关节炎的

发病机率，而 HLA-DQA1基因拷贝数目增加则增加
了类风湿性关节炎发病的危险。
对于复杂疾病的遗传易感性研究，以 SNP 为基

础的关联分析对疾病易感位点的检出能力有限，即

单一位点的 SNPs等位基因无法有效地将受累个体
和健康对照区分开来，即使单倍型分析仍不能够很

好地反映基因表达水平的改变，存在着一定的局限

性。然而，对于致病性 CNV 来说，则不存在这样的
问题。因为 CNVs 引起的基因改变足以改变表型，
所以疾病与 CNV 的基因组关联分析更容易鉴定到
致病突变基因［6］。
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the outcome of HBV infection
Li Wei1，Gao Yufeng2，Rao Jianguo3，et al
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Abstract Objective To explore the association between the copy number variation(CNV) of HLA-DQA1 gene
and the outcome of HBV infection in Chinese Han population．Methods The HLA-DQA1 CNV of 825 patients with
chronic HBV infection and 287 patients with acute self-limiting HBV infection was detected by AccuCopy assay．
The chi-square test was used to evaluate the impact of HLA-DQA1 CNV on the outcome and disease progression af-
ter HBV infection．Results In the outcome of HBV infection，the proportion of HLA-DQA1＞2 copy number in a-
cute self-limiting HBV infection group was significantly higher than the proportion in chronic HBV infection group，
15. 3% vs 6. 9%，P＜0. 001． In the disease progression of chronic HBV infection，the proportion of HLA-DQAl＞2
copy number in the CHB，LC and HCC groups gradually increased，10. 1%，15. 3%，27. 9%，P＜0. 001． There
was no significant difference between the proportion of the HLA-DQA1 copy number in the E antigen positive pa-
tients group and E antigen negative patients．Conclusion The CNV of HLA-DQA1 gene is the susceptibility factor
of chronic HBV infection and the decrease of HLA-DQA1 copy number is a risk factor for the chronicity of HBV in-
fection and disease progression after chronic HBV infection．
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