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·论　著·
宁波汉族人群乙肝免疫应答与ＨＬＡＤＲＢ１０７、ＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、
ＤＱＢ１０４０１的相关性
赵晋丰，陈海棠，曹广文（第二军医大学卫生勤务学系流行病学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：研究乙肝疫苗免疫应答与人 ＨＬＡＤＲＢ１０７、ＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、ＤＱＢ１０４０１的相关性。方法：浙江

宁波汉族人群常规程序注射乙肝疫苗后，采其外周静脉血检测乙肝表面抗体，根据检测结果分为２组：乙肝免疫应答阳性组

（抗ＨＢｓＤ 值≥０．１，ｎ＝１２０）和乙肝免疫应答阴性组（抗ＨＢｓＤ 值＜０．１，ｎ＝１２０）。采用聚合酶链反应序列特异性引物法

（ＰＣＲＳＳＰ）检测其ＨＬＡＤＲＢ１０７、ＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、ＤＱＢ１０４０１基因分布及频率。结果：两组观察对象性别、年龄

差异均无统计学意义，具有可比性。免疫应答阴性组 ＨＬＡＤＲＢ１０７基因频率明显高于阳性组，免疫失败与ＤＲＢ１０７呈强

关联（ＯＲ＝０．４５，Ｐ＜０．０５），ＨＬＡＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、ＤＱＢ１０４０１基因频率在两组研究对象中差异均无统计学意义。

结论：浙江宁波地区汉族人群接种乙肝疫苗免疫失败与 ＨＬＡＤＲ抗原有关，ＨＬＡＤＲＢ１０７可能为免疫失败的易感基因。

［关键词］　ＨＬＡＤＲ抗原；肝炎疫苗，乙型；免疫应答

［中图分类号］　Ｒ５１２．６２　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００７）０８０８４３０３

ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅａｎｄＨＬＡＤＲＢ１０７ＤＲＢ１０４ＤＲＢ１１００１，

ＤＱＢ１０４０１ｇｅｎｅｓｉｎＨａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｎＮｉｎｇｂｏ

ＺＨＡＯＪｉｎｆｅｎｇ，ＣＨＥＮＨａｉｔａｎｇ，ＣＡＯＧｕａｎｇｗｅｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｅｒｖｉｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏＨｅｐａｔｉｔｉｓＢａｎｄＨＬＡＤＲＢ１０７ＤＲＢ１０４ＤＲＢ１１００１，

ＤＱＢ１０４０１ｇｅｎｅｓｉｎＨａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｎＮｉｎｇｂｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａｔｏｔａｌｏｆ２４０ＨａｎｐｅｏｐｌｅｌｉｖｉｎｇｉｎＮｉｎｇｂｏｒｅｃｅｉｖｅｄｔｈｅｒｏｕｔｉｎｅｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅ．ＴｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆａｎｔｉＨＢｓａｎｔｉｂｏｄｙｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄａｎｄｔｈｅｓｕｂｊｅｃｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ２ｇｒｏｕｐｓ

ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ：ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｇｒｏｕｐ（ｎ＝１２０，ａｎｔｉＨＢｓＤ＜０．１）ａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｇｒｏｕｐ（ｎ＝１２０，ａｎｔｉＨＢｓ

Ｄ≥０．１）．ＴｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＤＲＢ１０７，ＤＲＢ１０４，ＤＲＢ１１００１，ＤＱＢ１０４０１ｇｅｎｅｓａｌｌｅｌｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈ

ＰＣＲｕｓｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ（ＰＣＲＳＳＰ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｓｅｘａｎｄａｇｅｗｅｒｅｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ

ＤＲＢ１０７ｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｇｒｏｕｐ（２０．３％ｖｓ１０．３％，Ｐ＜００５）；ｔｈｅ

ｆａｉｌｕｒｅｏｆｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｗａｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＤＲＢ１０７（ＯＲ＝０．４５，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＨＬＡＤＲＢ１０４ＤＲＢ１１００１，ＤＱＢ１

０４０１ｓｈｏｗｅｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＦａｉｌｕｒｅｏｒｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＨＢＶｖａｃｃｉｎｅｉｎｔｈｅＨａｎｐｅｏｐｌｅ

ｉｎＮｉｎｇｂｏｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨＬＡＤＲａｎｔｉｇｅｎ；ＨＬＡＤＲＢ１０７ｍｉｇｈｔｂｅａｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｇｅｎｅｆｏｒｆａｉｌｕｒｅｏｆＨＢＶｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＨＬＡＤＲａｎｔｉｇｅｎｓ；ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅｓ；ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（８）：８４３８４５］

［基金项目］　国家“十五”科技攻关计划（２００４ＢＡ７１８Ｂ０１）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ

ｂｙ １０ｔｈ ＦｉｖｅＹｅａｒ Ｐｌａｎ ｆｏｒ Ｋｅｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ
（２００４ＢＡ７１８Ｂ０１）．
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　　乙型肝炎（乙肝）疫苗的免疫效果已经得到肯定，
接种后可以显著降低人群的ＨＢＶ感染率、ＨＢＶ慢性
感染率和原发性肝癌发生率。但是在２０世纪７０年
代开始进行的血源乙肝疫苗人体临床试验观察中发

现，约５％～１０％的乙肝疫苗接种者按常规程序免疫
后出现抗体无或低应答。应答水平的高低在排除其
他个体差异之外因素的影响后，仍然存在差异。

　　ＨＬＡ（人白细胞抗原）分子作为宿主免疫反应
的基本调节因子，提呈外源性抗原到ＣＤ４＋Ｔ淋巴
细胞。ＣＤ４＋Ｔ细胞具有 ＨＬＡ Ⅱ类分子限制性，不
同个体的抗原递呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，

ＡＰＣ）有各自的 ＨＬＡ Ⅱ类决定簇，而不同的 ＨＬＡ
Ⅱ类分子递呈抗原肽给ＣＤ４＋Ｔ细胞的能力也不尽
相同。因此，即使针对相同的乙肝病毒株，不同个体

的应答程度也有所不同，Ｔ细胞的这种 ＨＬＡ限制性
决定对乙肝疫苗的免疫应答，具有宿主遗传的差别。
受动物实验的启发，很多学者开展了 ＨＬＡ基因多态
性与人群免疫乙肝疫苗无或低应答关联的研究。但
是发现与免疫应答相关的ＨＬＡ基因却不尽相同。

　　在目前没有定论的背景下，为了研究与中国汉
族人相关的乙肝免疫应答基因，选用 ＤＲＢ１０７、

ＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、ＤＱＢ１０４０１等在文献［１］
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中报道与乙肝免疫应答相关的基因进行研究。

１　材料和方法

１．１　研究对象　２４０名浙江宁波的汉族人，正常注射
乙肝疫苗后免疫应答阴性的共１２０人，应答阳性的共

１２０人。阴性阳性的判别标准为常规途径注射乙肝疫
苗后，乙肝表面抗体利用紫外分光光度计测光密度值
（Ｄ），低于０．１为免疫应答阴性，高于或等于０．１为免
疫应答阳性。两组人群年龄差异没有统计学显著性，
年龄范围１８～６８岁，平均（３８．６６±１２．１５）岁；两组人
群性别差异也没有统计学显著性。详见表１。

表１　研究对象基本特征

Ｔａｂ１　Ｇｅｎｅｒａｌｄａｔａｏｆｓｕｂｊｅｃｔｓｉｎ２ｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｓｅｘ

ＭａｌｅＦｅｍａｌｅ
Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

１５３０３１４５４６６０ ６１
Ｔｏｔａｌ

Ｎ ６１ ５８ ３７ ４２ ３６ ４ １１９
Ｐ ６０ ５９ ３５ ４８ ３３ ３ １１９

　Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ

１．２　外周血粗白细胞ＤＮＡ抽提　取粗白细胞血

６０μｌ置１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管中，加入１ｍｌ无
菌去离子水，轻轻颠倒５～１０次，５０００ｒ／ｍｉｎ离心３
ｍｉｎ，弃去上清 。加入６ｍｏｌ／Ｌ碘化钠１００μｌ，混旋

１０ｓ。加入２００μｌ氯仿异戊醇（２４１），混旋３０
ｓ。１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。取１５０μｌ上清液于另
一Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管中，加入９０μｌ异丙醇，混匀。

１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃去上清。加入１ｍｌ
７５％无水乙醇洗涤沉淀２次。加１ｍｌ无水乙醇洗
涤沉淀１次，沉淀自然晾干。加入６０μｌ超纯水溶解

ＤＮＡ沉淀，置－２０℃保存。

１．３　ＨＬＡＤＲＢ１０７、ＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、

ＤＱＢ１０４０１的检测　引物设计采用序列特异性引
物ＰＣＲ（ＰＣＲＳＳＰ）的方法。引物设计参照文献［２３］，
分别针对 ＤＲＢ１０７、ＤＲＢ１０４、ＤＲＢ１１００１、

ＤＱＢ１０４０１共４个基因。ＨＰＡ１一对引物扩增人
血小板抗原基因，作为内对照序列。所用引物序列
见表２，由英俊生物技术有限公司合成。

　　ＰＣＲ反应体系：每一ＰＣＲ管内加入上述提取的

ＤＮＡ模板２μｌ、ｄＮＴＰ２μｌ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１０×Ｔａｑ
酶缓冲液２．５μｌ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＭｇＣｌ２１．５μｌ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）、一对分型引物２μｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、一对内
参引物０．４μｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｔａｑ酶０．４μｌ（１Ｕ），加
超纯水至２５μｌ。ＰＣＲ 扩增参数：９４℃预热３ｍｉｎ；

９４℃变性１ｍｉｎ、６０℃退火５０ｓ、７２℃延伸４０ｓ，３０
个循环；７２℃过延伸５ｍｉｎ。

表２　本实验所用引物

Ｔａｂ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

ＤＲＢ１０４Ｓ ＧＴＴＴＣＴＴＧＧＡＧＣＧＧＴＴＡＡＡＣＡ ２６０
ＡＳ ＣＴＧＣＡＣＴＧＴＧＡＡＧＣＴＣＴＣＡＣ

ＤＲＢ１０７Ｓ ＣＣＴＧＴＧＧＣＡＧＧＧＴＡＡＧＴＡＴＡ ２３２
ＡＳ ＣＣＣＧＴＡＧＴＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＡＣ

ＤＲＢ１１００１Ｓ ＣＧＧＴＴＧＣＴＧＧＡＡＡＧＡＣＧＣＧ ２０４
ＡＳ ＣＴＧＣＡＣＴＧＴＧＡＡＧＣＴＣＴＣＡＣ

ＤＱＢ１０４０１Ｓ ＣＡＣＣＡＡＣＧＧＧＡＣＣＧＡＧＣＴ ２００
ＡＳ ＧＧＴＡＧＴＴＧＴＧＴＣＴＧＣＡＴＡＧＧ

ＨＰＡ１Ｓ ＣＴＴＧＴＣＴＴＣＣＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴ ３５８
ＡＳ ＧＣＣＡＴＡＧＴＴＣＴＧＡＴＴＧＣＴＧ

　　ＰＣＲ反应产物８μｌ在２％琼脂糖（１００ｍｌ加入

５μｌ１００ｍｇ／ｍｌＥＢ，终浓度５μｇ／ｍｌ）凝胶上电泳，
稳压９５Ｖ５０ｍｉｎ。电泳结果在紫外灯下观察，拍照
保存。出现目的片段大小的条带判定为该基因型阳
性，否则为阴性，出现内对照条带视为ＰＣＲ扩增成
功，避免假阴性的可能。

１．４　统计学处理　数据统计使用ＳＰＳＳ１１．５统计
软件。乙肝免疫应答阴性组和阳性组的基因频率比
较用χ

２检验。关联强度用比值比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）
反映（ＯＲ＝ａｄ／ｂｃ，其中ａ为无或弱应答者携带某一
特定 ＨＬＡ型别的人数，ｄ为中、强应答者不携带某
一特定 ＨＬＡ型别的人数，ｂ为无或弱应答者不携带
某一特定 ＨＬＡ型别的人数，ｃ为中、强应答者携带
某一特定 ＨＬＡ型别的人数）。

２　结　果

　　两组研究对象在年龄、性别、既往感染病史等可

能与乙肝免疫应答相关的因素均均衡可比，接种疫

苗的时间、量、部位均按统一标准执行。两组研究对

象在所研究的４个 ＨＬＡ基因中只有ＤＲＢ１０７的

频率差别有统计学意义。结果见表３。本实验结果

稳定，ＰＣＲ扩增目的基因的电泳图片见图１。

表３　乙肝免疫应答阳性组与阴性组的基因频率

Ｔａｂ３　Ｇｅｎｅａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎｎｅｇａｔｉｖｅ

ｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓ

Ｇｅｎｅａｌｌｅｌｅ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓ
（％，ｎ／Ｎ）

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓ
（％，ｎ／Ｎ）

χ２ ＯＲ

ＤＲＢ１０４ １２．５（１４／１１２） １３．０（１４／１０８） ０．０１ １．０４

ＤＲＢ１０７ １０．３（１２／１１６）２０．３（２１／１０３） ４．３０ ０．４５

ＤＲＢ１１００１ ３．６（４／１１０） ３．７（４／１０８） ０．１１ ０．９７

ＤＱＢ１０４０１ １．９（２／１０８） ３．７（４／１０９） ０．１６ ０．５０

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓ
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图１　ＤＲＢ１０７电泳结果

Ｆｉｇ１　ＤＲＢ１０７ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１２４ａｒｅＤＲＢ１０７ａｌｌｅｌｅｓｏｆ２４ｍｅｍｂｅｒｓｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＨＬＡ基因系统是迄今所知最复杂、多态性最高
的人类遗传系统，其编码的 ＨＬＡ抗原决定着机体
的排斥反应，并与免疫应答和免疫调节等有关。研
究发现对乙肝疫苗的抗体反应与人类主要组织相容

性复合体（ＨＬＡ）Ⅱ类基因有关，针对我国人群的研
究，刘蓬勃等［４］发现对乙肝疫苗的应答有家族聚集

性，说明免疫应答有个体遗传背景差异。

　　Ｗａｎｇ等［５］应用ＰＣＲ技术对北美１６４例已接种
重组体 ＨＢＶ疫苗的青少年进行基因分型分析，发
现 ＨＬＡＤＲＢ１０７的频率在乙肝免疫应答阴性组
高于阳性组。此结果与本次实验及钱毅等［６］在我国

广东汉族人中的研究、刘蓬勃等［４］在我国西安地区

汉族人的研究结果相同。但目前也有很多不同的实
验结果存在。涂正坤等［７］在湖北汉族人中的研究结

果是ＤＲＢ１１０与乙肝疫苗低应答水平相关，而

ＤＲＢ１０７与乙肝疫苗应答水平无明确相关性。日
本人群中对乙肝疫苗免疫的低应答与 ＨＬＡ．ＢＷ５４．
ＤＲ４．ＤＲＷ５３单倍型有关［８］。在台湾研究发现低应
答者中 ＤＲ１４发生频率高（３９％），而 ＤＱ３ 频率
（２０％）低于正常，且ＤＲ１４ＤＲ５２单倍体与低应答关
联程度高［９］。这些不同的结果可能是由于实验方
法、研究对象的选择不同、ＨＬＡ型别判定标准不同，
更有可能是由于不同民族的人遗传背景不同，说明
与乙肝免疫应答相关的基因可能存在种族差别。

　　以上的研究只是限于寻找 ＨＬＡ各等位基因与
乙肝免疫应答的关联，并没有从机制上阐明 ＨＬＡ
Ⅱ基因对免疫应答发生影响的过程。不同个体的免
疫应答不同，可能由于不同的 ＨＬＡ基因识别、携带

抗原的能力不同，但究竟这些 ＨＬＡ基因表达的抗
原如何作用目前却并不清楚。
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