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Abstract
AIM: To investigate the association between 
A561C polymorphism in the exon 2 and the 
G98T polymorphism in the exon 4 of E-selectin 
gene and disease progression in a HBV-infected 
Chinese Han population, and also to determine 
the plasma soluble E-selectin levels in these 
people.

METHODS: Polymorphisms (Pst I for A561C 
and Hph I for G98T) of E-selectin gene were ana-
lyzed using polymerase chain reaction-restric-

tion fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
in 367 HBV carriers and 281 healthy controls. 
The plasma soluble E-selectin levels were mea-
sured using specific enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA).

RESULTS: There was significant difference in 
frequencies of A/C+C/C genotype and C al-
lele in E-selectin A561C polymorphism between 
patients with liver cirrhosis (LC) and controls 
(P = 0.006 and P = 0.002). The relative risk of 
LC with A/C+C/C genotype was 2.45 times of 
those with A/A genotype (OR = 2.45, 95%CI: 
1.28-4.72). There was no difference in genotype 
and allele distribution for E-selectin G98T poly-
morphism between each group and controls. But 
in patients with LC, the frequency of G/T+T/T 
genotype was of significant difference between 
Child’ class A and class B plus C after the Child-
Pugh classification (P = 0.034), the relative risk 
of Child-pugh B or C with G/T+T/T genotype 
was 3.07 times of those with G/G genotype 
(OR = 3.07, 95%CI: 1.05-8.97). Plasma levels of 
soluble E-selectin were significantly increased 
in HBV carriers with chronic hepatitis (CH) and 
LC compared with controls (P < 0.01). In the 
subgroup of LC, levels of soluble E-selectin were 
significantly decreased from Child’ class A to 
class C (P < 0.05). In each group, people with C 
allele showed higher soluble E-selectin levels 
than those with A allele (P < 0.05).

CONCLUSION: E-selectin A561C polymorphism 
may be associated with liver cirrhosis in patients 
with chronic HBV infection and affect the plas-
ma soluble levels, and the G98T polymorphism 
may be related to fibrotic severity.
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■背景资料
机体感染HBV后
临床结局除与免
疫、病毒因素相
关外, 也与被感染
者的遗传背景密
切相关. 多种细胞
因子基因多态性
在宿主对HBV的
免疫应答中有重
要作用.

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科; 王
炳元, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院消化内科
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摘要
目的: 探讨E-选择素(E-selectin)基因第2号外
显子G98T和第4号外显子A561C多态性及血
清可溶性水平与慢性HBV感染临床结局之间
的关系.  

方法: 从外周血中提取基因组DNA, 采用聚合
酶链反应-限制性片段长度多态性技术(PCR-
RFLP)检测367例慢性HBV感染者(其中慢性
HBV携带者97例, 慢性乙肝101例, 肝硬化121
例, 肝癌48例)和281例健康对照者E-选择素基
因G98T和A561C位点多态性, 同时采用酶联
免疫吸附实验(ELISA)检测各组可溶性E-选择
素(sE-选择素)水平. 

结果: E-选择素A561C多态性中A/C+C/C基
因型和C等位基因频率在肝硬化组与对照
组相比差异有统计学意义(P  = 0.006, 0.002). 
A/C+C/C基因型患肝硬化的风险是AA基因型
的2.45倍(OR  = 2.45, 95%CI: 1.28-4.72). E-选
择素G98T多态性中各基因型频率和等位基
因频率在各病例组与对照组相比差异无统计
学意义, 但在肝硬化患者中, Child-pugh B+C
级与A级相比较, G/T+T/T基因型频率差异有
统计学意义(P  = 0.034), G/T+T/T基因型发展
到Child-pugh B或C的风险是GG型的3.07倍
(OR  = 3.07, 95%CI: 1.05-8.97). 慢性乙肝组和
肝硬化组血清sE-选择素水平明显高于对照组
(P <0.01); 在肝硬化组中, 血清sE-选择素水平
从Child-pugh A级到C级明显降低(P <0.05); 在
各组中, C等位基因携带者血清sE-选择素水平
明显高于A等位基因携带者(P <0.05).

结论: E-选择素A561C基因多态性可能与慢性
HBV感染后肝硬化的发生相关, 并参与调控
血清可溶性E-选择素的表达; E-选择素G98T
基因多态性与慢性HBV感染后的临床结局无
相关性, 但可能与肝硬化的严重程度相关. 

关键词: E选择素; 乙型肝炎病毒; 肝硬化; 基因多

态性; 聚合酶链反应-限制性片段长度多态性技术; 
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0  引言

慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染
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是严重危害人类健康的重要传染病之一. 机体感

染HBV后临床结局除与免疫、病毒因素相关外, 
也与被感染者的遗传背景密切相关[1-2]. 不同个

体慢性HBV感染后, 可保持持续肝功能正常成

为慢性HBV携带者(asymptomatic carrier, ASC), 
也可发展为慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, 
CHB)、肝硬化(liver cirrhosis, LC), 甚至肝细胞

癌(hepatocellular carcinoma, HCC). 因而, 从遗

传易感性角度探讨HBV感染结局多样性一直是

研究者关注的问题. 研究表明, 多种细胞因子的

单核苷酸多态性在宿主对H B V的免疫应答中

有重要作用, 影响着HBV感染后的临床结局[3-6]. 
近年来, 细胞黏附分子在肝脏疾病中的作用越

来越被大家所重视. 肝脏炎症过程中, 淋巴细胞

与内皮细胞的黏附、渗出及与肝细胞的黏附是

均由细胞黏附分子介导[7]. E-选择素(E-selectin, 
CD62E)是黏附分子选择素家族的主要成员之

一, 为细胞表面糖蛋白, 仅存在于活化的血管内

皮细胞表面. 在炎症过程中, E-选择素可通过招

募Th1亚型淋巴细胞的黏附和聚集, 促使其产生

前炎症因子, 从而加重炎症进程[8-9]. 与此同时, 
炎症组织释放的白介素1(interleukin 1, IL-1)及
肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)
等细胞因子可活化血管内皮细胞, 从而反过来

刺激E-选择素的合成. Wenzel et al [10-11]于1994
和1996年首先报道E-选择素基因第4号和第2号
外显子分别存在A/C、G/T点突变, 并发现其与

动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)相关. 迄今为

止, 已发现E-选择素基因多态性与多种炎症性

疾病(如冠心病[12-15]、多发性硬化症[16]、缺血性

脑血管疾病[17]、系统性红斑狼疮[18]等)的发生相

关. 慢性HBV感染亦是一个慢性炎症性疾病过

程, 有研究表明慢性肝脏疾病患者血清可溶性

E-选择素(soluble E-selectin, sE-选择素)水平明

显增高[19-20]. E-选择素作为体内的一种促炎性细

胞因子, 其基因多态性及血清可溶性水平是否

与慢性HBV感染后临床结局相关未见报道. 本
研究采用聚合酶链反应-限制性片段长度多态

性(polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism, PCR-RFLP)方法, 研究E-选
择素A561C、G98T基因型和等位基因频率在慢

性HBV携带者、CHB、LC和HCC 4种不同HBV
感染临床结局中分布频率的差异, 探讨E-选择素

基因多态性作为机体遗传因素与慢性HBV感染

临床结局之间的关系, 并检测各组血清sE-选择

素水平变化. 
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■研发前沿
目前的研究显示
E-选择素基因第
2号外显子G98T
和 第 4 号 外 显 子
A561C存在多态
性, 并发现其与多
种炎症性疾病的
发生相关, 但是否
与慢性HBV感染
后临床结局相关
未见报道. 
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1  材料和方法

1.1 材料 2005-09/2007-06武汉市医疗救治中心

(原武汉市传染病医院)和武汉大学中南医院门

诊或住院患者, 共367例. (1)病例组: 慢性HBV携

带者97例, 其中男63例, 女34例; 年龄17-67(平均

35.8±13.2)岁; CHB患者101例, 其中男60例, 女
41例; 年龄17-65(平均38.7±13.5)岁; LC患者121
例, 其中男91例, 女30例; 年龄23-68(平均40.9±
11.7)岁; HCC患者48例, 其中男39例, 女9例; 年
龄25-71(平均46.1±15.4)岁. 所有病例选择均符

合2005年中华医学会肝病与感染病学分会制定

的《慢性乙型肝炎防治指南》[21]的诊断标准, 并
排除其他肝炎病毒感染以及酒精性肝病、药物

性肝病、脂肪肝、自身免疫性肝炎等, 排除混

合(重叠)感染. 所有病例均除外心、脑、肾、肺

等器官疾病及高血压、糖尿病等. HCC病例的

选择符合2001年中国抗癌协会肝癌专业委员会

修订的肝癌临床诊断标准. (2)健康对照组: 281
名, 为病例收集期间来武汉市医疗救治中心和

武汉大学中南医院的健康体检者, 其中男206例, 
女75例; 年龄16-66(平均年龄39.6±14.6)岁, 排
除肝脏、肾脏、内分泌和心脑血管疾病者.
1.2 方法 
1.2.1 引物设计及合成: PCR引物序列参照有关

文献[5-6]设计, 由北京赛百盛基因技术有限公

司合成. 用于扩增E选择素A561C位点多态性

的引物序列如下: 上游引物: 5'-AGTAATAGTC
CTCCTCATCATG-3'; 下游引物: 5'-ACCATCC
AAGTGAAGAAAGAG-3'; 用于扩增E选择素

G98T位点多态性的引物序列如下: 上游引物: 
5'-TGCCCAAAATCTTAGGATGC-'3; 下游引物: 
5'-AAGCCCAGGGAAGAACACAT-'3.
1.2.2 基因组DNA的制备: 抽取外周抗凝血3-5 
mL, 用TaKaRa公司提供人基因组DNA提取试剂

盒提取基因组DNA, 严格按说明书操作, 提取后

的基因组DNA保存于-20℃.

1.2.3 E-选择素基因多态性检测: 以基因组DNA
为模板, 严格按照TaKaRa PCR试剂盒说明书进

行PCR反应. PCR扩增条件为: 95℃预变性5 min; 
95℃ 45 s、58℃ 1 min、72℃ 1 min, 30次循环; 
72℃延伸10 min. 扩增产物进行20 g/L琼脂糖凝

胶电泳(含溴化乙锭0.5 mg/L)鉴定. 酶切反应: 取
PCR扩增产物8 µL, 限制性内切酶PstⅠ或 Hph
Ⅰ10 U, 加人1 µL RE Buffer(10×), 37℃酶切6 h. 
酶切产物进行20 g/L琼脂糖凝胶电泳. 并将紫外

灯下观察的特异性扩增结果与2个多态性位点

PCR产物直接测序结果相对照, 最终确定各个样

本的基因型. 
1.2.4 血清sE-选择素水平测定: 采用ELISA法检

测血清sE-选择素的水平, 试剂由奥地利Bender 
MedSystems公司提供, 严格按试剂说明操作, 在
芬兰雷勃酶标仪450 nm波长处检测A值, 通过标

准曲线得出标本血清sE-选择素含量. 该试剂盒

检测灵敏度为0.4 µg/L, 实验中批内和批间变异

低于15%.
统计学处理 基因型和等位基因频率采用直

接计数法, 研究对象与Hardy-Weinberg平衡的符

合程度、单个基因型及组间等位基因频率比较

采用R×C列联表χ2检验, 并采用Bonferroni法校

正. 判断因素与疾病间是否存在联系采用Woolf
法, 以比值比(OR)及其95%CI表示相对风险度. 计
量资料用以mean±SD表示, 用SPSS11.5统计软

件, 以One-way ANOVA分析各组别之间的差异, 
两组间比较采用q检验, P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 E-选择素基因型分析 E-选择素A561C基因

多态性, PCR扩增产物片段为186 bp, 根据限制

性内切酶PstⅠ酶切片段, 可分为3种基因型: A/A
型(123, 63 bp两条区带), A/C型(186, 123, 63 bp 
三条区带), C/C型(186 bp一条区带)(图1A). E-选
择素G98T基因多态性, PCR扩增产物片段为332 

■相关报道
近期Hattori et al
报道E-选择素基
因多态性与缺血
性脑血管疾病的
发生显著相关. 
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bp, 根据限制性内切酶HphⅠ酶切片段的情况, 
也可分为3种基因型: G/G型(194, 138 bp两条区

带), G/T型(332, 194, 138 bp三条区带), T/T型(332 
bp一条区带)(图1B). 测序结果如图2.
2.2 E-选择素多态性各基因型及等位基因频率

与慢性HBV感染临床结局的相关性分析 E-选择

素基因型在各组人群中的分布频率, 经Hardy-
Weinberg平衡定律检验, 达到遗传平衡, 具有

群体代表性. 经χ2检验及相关分析, E-选择素 
A561C基因型频率和等位基因频率分布(表1)
在慢性HBV携带者组、CHB组和HCC组与对

照组相比差异无统计学意义; LC组与对照组相

比, A/C+C/C基因型和C等位基因频率在两组中

有统计学差异(P  = 0.006和P  = 0.002), A/C+C/C
基因型患LC的风险是A/A基因型的2.45倍(OR  
= 2.45, 95%CI: 1.28-4.72), C等位基因在LC中

出现的频率是A等位基因的3.38倍(OR  = 3.38, 
95%CI: 1.82-6.27). 

E-选择素G98T基因型、等位基因频率在慢

性HBV携带组、CHB组、LC组、HCC组和与

对照组相比差异均无统计学意义. 但在LC患者

中, Child-pugh A级与B+C级相比较, G/T+T/T基
因型和T等位基因频率分布有统计学意义(P  = 
0.034和P  = 0.009), G/T+T/T基因型发展到Child-
pugh B或C的风险是GG型的3.07倍(OR  = 3.07, 
95%CI: 1.05-8.97), T等位基因在LC患者Child-
pugh B+C级中出现的频率是G等位基因的3.53
倍(OR  = 3.53, 95%CI: 1.31-9.49)(表2).
2.3 各组血清sE-选择素水平分析 我们的研究

发现, 慢性HBV携带者组(15.16±8.33 µg/L)、
HCC组患者(16.69±8.27 µg/L)血清sE-选择素水

平与对照组(13.96±7.50 µg/L)相比较, 差异无

统计学意义; CHB组(68.94±34.09 µg/L)、LC组
(43.39±18.00 µg/L)血清sE-选择素水平与对照

组相比, 差异有统计学意义; 且两组之间相比, 
也有统计学差异, CHB患者血清sE-选择素水平

显著高于LC患者; 在LC组中, 血清sE-选择素水

平在Child-pugh A(47.81±18.25 µg/L)、B(38.86
±15.81 µg/L)和C(26.79±6.02 µg/L)级中差异有

统计学意义(P <0.05), 从Child-pugh A级到C级明

显下降. 在各组中, C等位基因携带者血清sE-选

■创新盘点
本研究首次发现
E-选择素基因多
态性可能与慢性
HBV感染后肝硬
化的发生及严重
程度相关, 并参与
调控血清可溶性
E-选择素的表达.

表 1 慢性HBV感染各组和对照组E-选择素多态性基因型和等位基因频率(%)比较

         
基因型及等位基因 ASC组(n  = 97) CH组(n = 101) LC组(n = 121) HCC组(n = 48) 对照组(n = 281)

A561C     

    A   182(93.81) 186(92.08) 220(90.91)    92(95.83)    541(96.26)

    C     12(6.19)    16(7.92)    22(9.09)a       4(4.17)       21(3.74)

    A/A     85(87.63)   86(85.15) 101(83.47)    44(91.67)    260(92.53)

    A/C+C/C    12(12.37) 14+1(14.85) 18+2(16.53)b      4(8.33)       21(7.47)

G98T     

    G   183(94.33) 187(92.57) 223(92.15)    91(94.79)    534(95.02)

    T     11(5.67)    15(7.43)    19(7.85)       5(5.21)       28(4.98)

    G/G     86(88.66)   87(86.14) 104(85.95)    43(89.58)    255(90.75)

    G/T+T/T    11(11.34) 13+1(13.86) 15+2(14.05)      5(10.42)    24+2(9.25)

OR = 2.45, 95%CI: 1.28-4.72, bP  = 0.006 vs  对照组A/C+C/C基因型; OR = 3.38, 95%CI: 1.82-6.27, aP  = 0.002 vs  对照组A等位

基因型.

图 2 E-选择素基因测序结果. A: A561C多态位点A/A基因

型正向测序图: 箭头示A/A基因型多态位点; B: G98T多态位

点G/G基因型正向测序图: 箭头示G/G基因型多态位点.
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择素水平明显高于A等位基因携带者如图3A所

示. 我们的研究还发现, G98T多态性与血清sE-
选择素水平没有相关性(图3B).

3  讨论

机体感染HBV后的肝损伤主要由宿主对HBV的

免疫应答所致, 肝纤维化亦是肝细胞损伤后炎

性细胞的招募与聚集的结果. 研究表明, 基因突

变、多态性等遗传因素能够影响慢性肝病的自

然史, 目前已经发现多种细胞因子基因的多态

性与HBV感染后肝脏损伤的严重性相关[3-6]. 而
淋巴细胞黏附至内皮细胞是其迁徙至炎症组织

的重要环节, 近年来研究表明E-选择素在机体炎

症过程中发挥着重要作用[8-9]. E-选择素的编码

基因位于第1号染色体长臂上, 长13 kb, 含有14
个外显子和13个内含子, 其中第4号和第2号外显

子分别存在A/C、G/T点突变. 截至目前为止, 已
报道E-选择素基因多态性与多种炎症性疾病[5-11]

相关, 但其是否与慢性HBV感染后的临床结局

相关未见报道. 
我们的研究表明, 在中国湖北地区汉族人

群存在E-选择素A561C基因多态性, 可能与慢性

HBV感染后LC的发生相关, C等位基因可能是

LC的遗传危险因素之一. E-选择素A561C突变

发生于4号外显子表皮生长因子样区(epidermal 
growth factor like domain, EGF样区)结构域, 导
致其所编码分子的第128位由丝氨酸(Ser)变成

精氨酸(A rg), 使E选择素受体结构发生改变, 
从而影响白细胞的黏附和聚集[10-11]. 有证据显 
示[22]A561C突变的人脐静脉内皮细胞比野生型

表现出更强的滚动及黏附至中性粒细胞和单个

核细胞的能力. Rao et al [23]研究表明A561C多态

性还在淋巴细胞招募中表现出一定程度的特异

性. 因此, 在肝脏炎症和肝纤维化过程中A561C
多态性可能通过促使白细胞和内皮细胞的黏附

以及参与淋巴细胞的招募, 从而导致局部炎症加

剧, 长期的慢性炎症最终导致肝纤维化的发生. 
E-选择素G98T多态性发生在外显子2的5'端

非编码区, 最早在德国人群中发现其与动脉粥

样硬化相关[10]. 迄今为止, 有关E-选择素G98T多
态性与相关疾病的研究并不多. 有报道在德国

人群中G98T多态性与冠心病的严重程度相关. 

■应用要点
对HBV感染后临
床结局与E-选择
素的基因多态性
及血清可溶性水
平的相关性进行
研究, 可以借此判
断患者的预后, 为
更深入地了解慢
性乙型病毒性肝
炎的发病机制、

寻找新的治疗方
案提供依据.

表 2 LC组Child-pugh B、C级合并后E-选择素G98T基因型与等位基因频率(%)分布

     
G98T频率

                Child-Pugh分级        
OR (95%CI)      P

     A级(n  = 81)             B+C级(n  = 40)

等位基因    

    G  155(95.68%) 69(86.25)  3.53(1.31-9.49) 0.009

    T      7(4.32%) 11(13.75%)d  

基因型    

    G/G    74(91.36%) 31(77.50%) 3.07(1.05-8.97) 0.034

    G/T+T/T     7(8.64%) 7+2(22.50%)a  

aP<0.05 vs  同基因型Child-pugh A级; dP<0.01 vs  同等位基因型Child-pugh A级.

图 3 慢性HBV感染各组和对照组不同等位基因型携带者血清sE-选择素水平. A: A651C多态性中C等位基因与A等位基因

携带者血清sE-选择素水平; aP<0.05 vs  同组A等位基因携带者; B: G98T多态性中G等位基因与T等位基因携带者血清sE-选

择素水平.
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最近的研究表明, 在多发性硬化症患者中T/T基
因型携带者急性发作的危险程度明显高于其他

基因型[16]. 我们的研究表明, G98T多态性与慢性

HBV感染临床结局无明显相关性, 但在LC患者

中T等位基因在Child-pugh B或C级中出现的频

率明显高于Child-pugh A级, 而Child-pugh B、C
级在临床上一般为失代偿期LC患者, 此类患者

肝脏的炎症程度较Child-pugh A低但纤维化程度

增加, 因而推测E-选择素G98T基因多态性可能

与LC的严重程度相关. 
血清sE-选择素水平变化通常反映细胞表

型转换和蛋白水解酶裂解的变化, 是炎症活动

的标志[13]. 本研究显示, 在CHB、LC患者中, 血
清s E-选择素水平均明显高于健康对照组, 与
Cervello et al [19]和Yan et al [20]研究一致, 表明高水

平sE-选择素水平与肝脏炎症和纤维化程度密切

相关. 我们的研究还发现, 在各组中C等位基因

携带者血清sE-选择素水平明显高于A等位基因

携带者, 表明E-选择素A561C基因多态性可能在

此过程中起着重要作用. Mlekusch et al [24]研究也

证实, 血清sE-选择素水平在A561C突变组明显

高于野生型A561A. 因此, 在慢性HBV感染导致

的肝脏炎症中A561C多态性可能通过促使白细

胞和内皮细胞的黏附, 导致局部炎症加剧, 与此

同时炎症组织释放IL-1及TNF-α等细胞因子, 反
过来刺激sE-选择素表达增加. 此外, 我们观察到

LC患者中sE-选择素水平进行性降低, 提示我们

患者可能预示着患者的预后不良, 病情可能向

失代偿性LC甚至HCC方向发展, 可作为动态监

测慢性HBV感染临床结局的新指标. 
慢性HBV感染作为一种由遗传、免疫和环

境因素共同作用所致的复杂的感染性疾病, 其
临床结局也具有多样性. 本研究的初步结果显

示: E-选择素A561C基因多态性可能与慢性HBV
感染后的LC的发生相关, 并且参与调控血清可

溶性水平; E-选择素G98T基因多态性可能与LC
的严重程度相关. 但是, 由于单核苷酸多态性受

众多因素(如样本选择、样本数量、种族背景等

等)影响, 因此还需要进一步进行的大样本量和

应用不同种族的病例-对照研究予以明确, 以便

为我们更深入地了解CHB的发病机制、寻找新

的治疗方案提供依据. 
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