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摘要：目的 探讨甘露糖结合蛋白（MBP）基因突变与肝硬化及肝癌的关系。方法 采用聚合酶链式

反应-限制性片段长度多态性（PCR-RFLP）方法和实时荧光定量PCR（FQ-PCR）技术针对代偿性肝

硬化（CC）患者73例、失代偿性肝硬化（DC）患者78例、肝细胞癌（HCC）患者35例和对照组88
例健康者的MBP基因第54位密码子多态性进行检测。结果 HCC组的MBP基因GGC/GAC基因型频率

和GAC等位基因频率与对照组比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。CC组、DC组MBP基因GGC/
GAC基因型频率和GAC等位基因频率均显著高于HCC组和对照组（P ＜ 0.05），其中DC组突变率最

高（36.5%）。结论 MBP第54位密码子与肝硬化进展相关，但可能并非HCC发展中的重要因素。
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Abstract: Objective To explore the relationship between mannose-binding protein (MBP) codon 54 
polymorphism and patients with liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Methods Polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and fl uorescent quantitative PCR (FQ-PCR) 
were conducted on the MBP codon 54 polymorphism in 73 patients with compensated cirrhosis (CC), 78 with 
decompensated cirrhosis (DC), 35 with hepatocellular carcinoma (HCC) and 88 normal controls. Results
The genotype frequency of GGC/GAC heterozygotes and GAC allele frequency were signifi cantly higher in 
group CC and DC as compared with that of control group and HCC group (Pgroup CC and DC as compared with that of control group and HCC group (Pgroup CC and DC as compared with that of control group and HCC group ( ＜ 0.05), while no difference 
was found between HCC group and normal subjects (P ＞ 0.05). GAC allele frequency was also highest 
prevalence (36.5%) in DC group than that in CC group and HCC group (Pprevalence (36.5%) in DC group than that in CC group and HCC group (Pprevalence (36.5%) in DC group than that in CC group and HCC group ( ＜ 0.05). Conclusions The MBP 
codon 54 polymorphism is associated with the progression of liver cirrhosis and might not play an important 
role in the development of hepatocellular carcinoma.
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慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）

是世界范围内主要的传染病之一，但不同地区

HBV感染的流行强度差异很大，全球约20亿人曾

感染过HBV，其中3.5亿人为慢性乙型肝炎病毒

（hepatitis B virus，HBV）感染者，每年约有100

万人死于HBV感染所致的肝衰竭、肝硬化和原发

性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）[1]。



2 ●论著 ● 《中国肝脏病杂志（电子版）》2012 年 第 4 卷 第 1 期

CHB的发生与病程进展受多方面因素影响，如

HBV基因型、宿主年龄、性别、免疫状态、生活

习惯（吸烟、饮酒）等，而宿主遗传易感性可影

响CHB病程的多阶段进展[2]。

甘露糖结合蛋白（mannan-binding protein，

MBP）是一种由肝脏合成和分泌的急性期蛋白，

能选择性识别甘露聚糖，通过激活补体、调理吞

噬作用杀灭病原体，在机体免疫防御和免疫复合

物形成及清除中起重要作用[3]。乙型肝炎病毒表面

抗原（hepatitis B surface antigen，HBsAg）上具有

丰富的甘露糖末端碳氢链，是MBP结合的靶位，

血清MBP与HBV结合后，可被补体中和，通过补

体受体或直接通过细胞表面MBP受体从血液中清

除，从而增强机体清除外周血中HBV的能力。本

研究采用聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性

方法（polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism，PCR-RFLP）和实时荧

光定量聚合酶链技术（fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction，FQ-PCR），分析MBP

基因突变与肝硬化及HCC的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料  选择厦门大学附属东南医院肝病

治疗中心和漳州市中医院消化内科住院的肝硬化

及HCC患者，肝硬化的诊断符合2010年中华医学

会肝病学分会、中华医学会感染病学分会联合制

定的《慢性乙型肝炎防治指南》[4]，肝癌的诊断经

影像学检查、血清甲胎蛋白测定或肝组织活检确

诊。其中代偿性肝硬化（compensated cirrhosis，

CC）患者73例，失代偿性肝硬化（decompensated 

cirrhosis，DC）患者78例，HCC患者35例。选择

同期健康体检者88例为对照组，其中男性56例，

女性32例，排除甲、乙、丙、丁、戊型肝炎病毒

感染，除外自身免疫性肝炎、脂肪肝及酒精性肝

病。

1.2 方法

1.2.1 DNA提取  各组均取空腹肘静脉血2 ml，抗

凝，按梯度密度离心法分离单个核细胞后，加蛋

白酶K和裂解液消化，苯酚-氯仿-异丙醇法提取并

纯化DNA，加水30 μl溶解。

1.2.2 MBP基因多态性分析  应用PCR-RFLP方法检测

MBP基因第54位密码子的多态性。PCR引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成，正引物序列：

5’-GTAGGACAGAGGGCATGCTC-3’，负引物序

列：5’-CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGC-3’。Taq 

DNA聚合酶和三磷酸脱氧核糖核苷（dNTP）为

宝生物工程（大连）有限公司产品。PCR反应条

件：95 ℃初始变性3分钟，95 ℃变性30秒，64 ℃

退火1分钟，72 ℃延伸1分钟，35个循环，72 ℃终

末延伸5分钟。取PCR扩增产物6 μl，加BanⅠ（美

国Promega公司）5 U，10 ×缓冲液2 μl，37 ℃温育

酶切4小时。Ban Ⅰ能够识别5’-GGYRCC-3’序

列，当GGC变异为GAC时，该酶切位点消失。酶

切产物经2.5%琼脂糖溴化乙锭电泳分离，紫外线

灯下判断结果。

1.3 统计学处理  经Hardy-Weinburg遗传平衡定律

检验，各基因型频率已达遗传平衡，具有群体代

表性。采用SPSS 13.0统计软件包的χ2检验，P ＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MBP基因第54位密码子多态性  PCR扩增产物

329 bp，经Ban329 bp，经Ban329 bp，经  Ⅰ酶切后，GGC/GGC型表现为245 bpBan Ⅰ酶切后，GGC/GGC型表现为245 bpBan

和84 bp两个片段，而GAC/GAC型表现为329 bp单

一片段，杂合型GGC/GAC则表现为329 bp、245 bp、

84 bp 3个片段，见图1。

2.2 MBP基因突变分布情况  对照组中MBP基因突

变的分布频率分别为GGC/GGC（70.5%）、GGC/

GAC（29.5%）、GAC/GAC（0），等位基因频率

为GGC（85.2%）、GAC（14.8%）；CC组、DC

组的MBP基因GGC/GAC基因型频率和GAC等位基

因频率显著高于对照组（P ＜ 0.05），其中DC组

图 1 甘露糖结合蛋白基因第54号密码子多态性电泳结果

   注：M：100 bp DNA相对分子质量标准；①未经酶切的产物；

②GGC/GAC基因型；③GGC/GGC基因型；④GAC/GAC基因型
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基因突变率最高，为36.5%，HCC组的MBP基因

GGC/GAC基因型频率和GAC等位基因频率与对照

组差异无统计学意义（P ＞ 0.05），见表1、表2。

3 讨论

CHB的发生与发展，除受病毒及环境因素影

响外，还与宿主的免疫遗传因素密切相关，天然

免疫在CHB的进展中起着至关重要的作用。MBP

是一种钙离子依赖性糖结合蛋白，主要由肝细胞

合成，广泛存在于肝脏和血液中[5]，MBP能特异

性地识别、结合多种病原微生物，在天然免疫防

御中发挥重要作用[6]。HBsAg含有丰富的甘露醇

末端的碳氢链，是MBP结合的靶点，并能与MBP

结合，因此机体可通过细胞表面的MBP受体清除

MBP-HBV复合物，从而增强从外周血中清除HBV

的能力。

国外研究表明，MBP基因外显子1区的第52、

54和57位密码子均可发生突变，分别是密码子52

（CGT→TGT）、密码子54（GGC→GAC）及密

码子57（GGA→GAA）。MBP第54位密码子变异

是亚洲人群中最常见的变异类型[7]。第54位密码子

变异可导致氨基酸改变，干扰其二级结构，使之

不能形成完整的MBP蛋白，造成血清MBP水平降

低，导致机体清除病原微生物能力下降；血清中

MBP水平的下降，对多种感染性疾病的发生、发

展和预后均产生重要影响[8]。

本研究HCC组的MBP基因GGC/GAC基因型频

率和GAC等位基因频率与对照组比较，差异无统

计学意义（P ＞ 0.05）；CC组、DC组的MBP基因

GGC/GAC基因型频率和GAC等位基因频率显著高

于对照组（P ＜ 0.05），CC组、DC组的MBP基

因GGC/GAC基因型频率和GAC等位基因频率显著

高于HCC组，提示MBP第54位密码子突变与肝硬

化进展相关，但MBP第54位密码子突变在HCC发

生中似乎并非重要的因素。国外学者研究认为，

MBP基因发生突变，可干扰其胶原样区结构的重

复系列，影响亚单位空间结构形成，使血清MBP

质量发生变化，不能有效地清除HBV及循环免疫

复合物，高病毒载量加重肝脏的免疫损害，大量

的免疫复合物沉积在肝脏，加剧肝组织的炎症，

造成肝细胞大量水肿变性、坏死，促使疾病向肝

硬化方向发展[9]。有研究表明MBP参与了丙型肝炎

病毒相关性肝癌的发生[10]，而本研究显示MBP第

54位密码子突变在HBV相关HCC发展中似乎并非

重要因素，与国外报道相似[11]，但MBP基因第54

位密码子突变率与肝脏疾病严重程度呈现一定的

相关性，未发生MBP突变的HBV感染者肝脏病变

进展较慢且严重程度较低，血清MBP低水平与肝

硬化的发生有关，MBP基因突变患者应积极采取

抗病毒治疗，以阻止病情进展。

MBP基因第54位密码子突变是决定CHB临

床预后的一个重要因素，临床监测MBP第54位密

码子可作为肝硬化与HCC预后的判断指标之一。

表 1 MBP基因突变基因型频率及比较

基因型频率[例（%）] 与对照组相比

GGC/GGC GGC/GAC GAC/GAC χ2 P

  CC组（n = 73） 33（45.2） 40（54.8） 0（0） 10.53 < 0.05

  DC组（n = 78） 22（28.2） 55（70.5）   1（1.3） 30.05 < 0.05

 HCC组（n = 35） 19（54.3） 16（45.7） 0（0）  2.91 > 0.05

对照组（n = 88） 62（70.5） 26（29.5） 0（0） － －

表 2 MBP基因突变等位基因频率及比较

等位基因频率（%） 与对照组相比

GGC GAC χ2 P

  CC组（n = 73） 72.6 27.4  7.80 < 0.05

  DC组（n = 78） 63.5 36.5 20.89 < 0.05

 HCC组（n = 35） 77.1 22.9  2.31 > 0.05

对照组（n = 88） 85.2 14.8 － －
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由于本研究例数偏少，MBP基因突变与肝硬化

及HCC的关系有待于临床扩大病例数进行深入研

究。
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