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ＨＣＶ核心蛋白氨基酸替换与干扰素应答的关系
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　　［摘要］　目的　研究慢性丙型肝炎病毒核心蛋白氨基酸替换与干扰素疗效的关系。方法　 纳入ＨＣＶＲＮＡ阳性的
慢性丙型肝炎患者１０８例，依据干扰素治疗结局分为持续病毒学应答组（７６例）、非持续病毒学应答组（３２例）。逆转录巢式
ＰＣＲ（ＲＴｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）扩增核心蛋白区，分析其氨基酸替换模式及其与干扰素疗效的关系。结果　 高频替换（频率＞１０％）
发生于Ｃｏｒｅ蛋白第７０、７５、９１、１０６、１１０、１４７、１８７位氨基酸残基，各位点之间存在广泛的连锁替换；两组间 Ｃｏｒｅ蛋白第
７０位的Ｑ／ｎｏｎＱ替换（Ｐ＝０．００４）、９１位的Ｍ／ｎｏｎＭ替换（Ｐ＝０．０３９）、１１０位的Ｔ／ｎｏｎＴ替换（Ｐ＝０．０２５）具有显著差异；
７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换更倾向于发生不应答治疗结局，ＯＲ值及９５％ＣＩ分别为 ０．２８８（０．１２０～０．６９３）、０．４１３（０．１７７～
０９６６）、０．３４６（０．１３３～０．８９６）；同时携有上述２个以上的“抵抗型”替换者，治疗４周时ＨＣＶＲＮＡ水平下降更缓慢（Ｐ＝
０．００１）。结论　 ＨＣＶＣｏｒｅ区第７０、９１、１１０三个位点可作为Ｃｏｒｅ区预测干扰素疗效的优选氨基酸位点。
　　［关键词］　 核心蛋白；丙型肝炎病毒；氨基酸变异；病毒学应答
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染已呈
全球流行的发展态势。聚乙二醇干扰素（ｐｅｇｙｌａｔｅｄ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＰＥＧＩＦＮ）联合利巴韦林（ｒｉｂａｖｉｒｉｎ，ＲＢＶ）
是治疗丙型肝炎的标准方案。不同基因型 ＨＣＶ对联
合治疗的应答反应差别显著，单纯考虑宿主因素（如

ＩＬ２８ＢＳＮＰ）不能完全解释疗效差异，且初治无应答的
患者再治疗时有１７％ ～２４％可获得持续病毒学应答
（ｓｕｓｔａｉｎｅｄｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＳＶＲ），初治有应答但停
药后复发的患者再治疗时４４％ ～６２％不能产生有效
应答［１－３］，其机制仍不清楚。说明病毒自身可影响干

扰素疗效，并提示可从病毒遗传进化差异的角度寻找

干扰素治疗失败的原因。核心蛋白（ｃｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎ）是病
毒核衣壳的重要组成部分，与宿主蛋白间存在大量的

交互作用，参与调控基因转录表达，影响机体免疫，一

直是ＨＣＶ致病机制和防治的研究热点之一。基础研
究表明 Ｃｏｒｅ蛋白可与信号传导及转录激活因子
（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）
级联通路相互作用，减少干扰素刺激基因（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｇｅｎｅ，ＩＳＧ）转录［４－５］，提示核心蛋白在抵抗干

扰素疗效的过程中发挥作用。临床研究也报道了

Ｃｏｒｅ蛋白第 ７０、９１等位点的氨基酸变异在 ＳＶＲ与
ｎｏｎＳＶＲ组间存在差异［６－７］，尤其在１ｂ型患者，认为
７０Ｑ／９１Ｍ变异是产生干扰素无应答反应的独立预测
因子［８］。而 Ｆｕｓａｏ等［９］在 Ｃｏｒｅ蛋白第７０、９１位点分
别制造ＲＱ、ＬＭ的点突变体转染４种肝细胞系后，发
现２′，５′ＯＡＳ启动子活性、ｍＲＮＡ及蛋白表达均增加，
但这些ＩＳＧ的表达水平在各个突变组之间几乎没有差
别；Ｋｕｍｔｈｉｐ等［１０］的研究也认为，至少在１、３型丙肝患
者中，不存在与治疗失败相关的 Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸变
异。因此，Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸变异与干扰素疗效有无关
联仍存在争议。在我国，ＨＣＶ常见感染型别有１ｂ、２ａ、
３ａ／３ｂ、６ａ，分别占据约 ５１．９％、２９．４％、８．９％、４８％
的疾病比例［１１］。本研究回顾性分析４种常见 ＨＣＶ基
因型Ｃｏｒｅ蛋白功能区氨基酸替换类型，判断其与干扰
素治疗敏感性有无关联。

１　资料与方法

１．１　研究对象与分组
　　２００８年１２月至２０１２年１０月在西南医院感染科门诊或住
院的慢性丙型肝炎患者１０８例（病例资料见表１），经ＨＣＶＣＥ１
区基因序列分析分型；所有患者血清抗 ＨＣＶ阳性（二代 ＥＬＩＳＡ
法），治疗前 ＨＣＶＲＮＡ＞１．０×１０５Ｕ／ｍＬ（荧光定量 ＰＣＲ法），
排除甲、乙、丁、戊型病毒性肝炎、人免疫缺陷病毒感染，自身免

疫性肝病、恶性肿瘤、精神疾病等。治疗：采用 ＰＥＧＩＦＮ（９２例
ＰＥＧＩＦＮα２ａ，１６例ＰＥＧＩＦＮα２ｂ）联合 ＲＢＶ标准疗法，药物
剂量据体质量及不良反应调整。疗程及随访：１ｂ、６ａ型患者疗

程４８周，２、３型患者疗程２４周，停药后均完成２４周随访。病
毒学疗效判定：参照我国２００４年丙型肝炎防治指南 ：①持续病
毒学应答（ＳＶＲ）：疗程结束随访６个月时，血清ＨＣＶＲＮＡ定量
小于最低检测限（５００Ｕ／ｍＬ）；②非持续病毒学应答（ｎｏｎ
ＳＶＲ）：包括无应答和停药后复发患者。按结局分组：①ＳＶＲ
组，７６例；②ｎｏｎＳＶＲ组，３２例，其中复发７例。

１．２　病毒ＲＮＡ提取和ＲＴＰＣＲ扩增
　　取血清１４０μＬ，ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）提取
病毒ＲＮＡ。按文献［１０］合成引物：外侧上游ＣＥＦ５′ＣＴＴＧＴＧＧ
ＴＡＣＴＧＣＣＴＧＡＴＡＧＧ；外侧下游 ＥＡＰ５′ＣＧＴＡＧＧＧＧＡＣＣＡＧＴ
ＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴ；内 侧 上 游 ＣＩＦ ５′ＧＣＣＴＧＡＴＡＧＧＧＴＧＣＴＴ
ＧＣＧＡＧＴＧ；内 侧 下 游 ＩＡＰ５′ＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＡＴＣＣＣＡＴＧＣ
ＣＡＴ。第１轮ＰＣＲ采用逆转录和热循环一步法进行，２５μＬ反
应体系，５０℃ ６０ｍｉｎ逆转录，９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ；
５８℃ ３０ｓ；７２℃ ７０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１５ｍｉｎ。取产物
２μＬ进行第２轮ＰＣＲ：９４℃ ３０ｓ；５８℃ ３０ｓ；７２℃ ７０ｓ，３０个
循环后７２℃延伸７ｍｉｎ。目的片段长度约１０００ｂｐ。

１．３　核苷酸测序和序列分析
　　扩增产物采用内侧引物对双向测序，应用 ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒ
ｇｅｎｅ７．１ＳｅｑＭａｎ程序拼接双向测序结果，引入参考序列定位
Ｃｏｒｅ区，译为氨基酸序列并导出。参考序列来自ＨＣＶＤａｔａＢａｓｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｖｉｅｗ．ｃｇｉ？
ｄｂ＝３），分别为 ＡＢ０４９０８８（１ｂ）、ＡＦ１３９５９４（１ｂ）、ＡＦ３５６８２７
（１ｂ）、Ｄ９０２０８（１ｂ）、ＡＢ０４７６３９（２ａ）、ＡＢ０４７６４１（２ａ）、ＡＦ１６９００４
（２ａ）、Ｄ００９４４（２ａ）、ＡＦ０４６８６６（３ａ）、Ｄ１７７６３（３ａ）、Ｄ２８９１７（３ａ）、
Ｄ４９３７４（３ｂ）、ＤＱ４８０５２４（６ａ）、Ｙ１２０８３（６ａ）。序列比对采用
ＭＥＧＡ５．０（ＣｌｕｓｔａｌＷ法），．ｆａｓｔａ格式导出，用 ＡｌｉｇｎｍｅｎｔＦｏｒｍａｔ
Ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｔｅｃｈｖａｎａ．ｕｖ．ｅｓ／ｓｅｒｖｅｒｓ／ａｆｃ／ｍａｉｎ．ｐｈｐ）转
换为．ＭＳＦ格式，应用美国 ＭｏｕｎｔＳｉｎａｉＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ开发
程序 ＭｕｔａｔｉｏｎＭａｓｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｃａｇｔ．ｂｕ．ｅｄｕ／ｐａｇｅ／ＭｕｔａｔｉｏｎＭａｓｔｅｒ＿
ａｂｏｕｔ）进行氨基酸替换位点及模式分析［１２］。

１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，基线情况及两组间氨基酸变异
数目比较采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验或ｔ检验，氨基酸替换类型
的组间差异比较采用 Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验、Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ精确检验，位点
之间氨基酸替换是否存在一致性采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。

２　结果

２．１　治疗前（基线）情况和治疗应答
　　 １０８例患者中男性 ６７例 （６２．０４％），女 性 ４１例
（３７９６％），年龄４０［１２～７４（４０．８７±１２．０７）］岁。１ｂ型７４例
（６８．５２％），２ａ型５例（４．６３％），３ａ／３ｂ型１８例（１６．６７％），６ａ
型１１例（１０．１８％）。经检验两组基线时的性别构成、病毒感染
水平、肝功能无差异（Ｐ＞０．０５），年龄、白细胞数目存在统计学
差异（Ｐ值分别为０．０１７、０．０３５），见表１。

２．２　治疗前Ｃｏｒｅ氨基酸高频替换位点筛选及替换模
式相关性分析

　　采用ＭｕｔａｔｉｏｎＭａｓｔｅｒ对１０８例患者治疗前的 ＨＣＶＣｏｒｅ蛋
白氨基酸替换位点及模式分析，发现与优势序列相比，第７０、
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７５、９１、１０６、１１０、１４７、１８７位的氨基酸替换在４种基因型间均存
在，且常见替换的发生频率＞１０％（表２）。对上述７个位点替
换的相关分析显示，位点７０与位点７５、１０６的氨基酸替换模式
呈负性连锁（Ｐ值分别为０．００７、０．０１５），即位点７０为 Ｑ（ｎｏｎ

Ｑ）时，７５为ｎｏｎＴ（Ｔ），１０６为 ｎｏｎＳ（Ｓ）；而位点７５与位点９１、
１０６、１４７、１８７替换，位点９１与位点１０６、１１０、１４７、１８７替换，位
点１０６与位点１１０、１４７、１８７替换，位点１１０与位点１４７、１８７替
换，位点１４７与位点１８７替换呈正性连锁（Ｐ＜０．０５），见表３。

表１　１０８例患者基线参数及治疗结局

组别 ｎ
年龄

（岁）

性别

（男／女）

ＡＬＴ

（ＩＵ／Ｌ）

Ａｌｂ

（ｇ／Ｌ）

ＷＢＣ

（×１０９／ｍｍ３）

ＲＢＣ

（×１０１２／ｍｍ３）

ＨＧＢ

（ｇ／Ｌ）

ＰＬＴ

（×１０９／ｍｍ３）

ＨＣＶＲＮＡ

（Ｌｏｇ１０Ｕ／ｍＬ）

ＳＶＲ组 ７６ ３９．０８±１１．８２ ４１／２８ ３６（１７～１１３） ４５．４３±７．１４ ５．３９±２．０７ ４．４０±０．８１ １３５．６５±２２．４２１４３．１６±７０．２７ ６．８７±０．９９
ｎｏｎＳＶＲ组 ３２ ４５．１３±１１．７６ ２６／１３ ５６．５（３０～８９） ４５．２１±４．５２ ４．４９±１．８１ ４．１１±０．８２ １３１．７３±２１．７５１２９．８４±６２．４３ ６．５３±１．０７

Ｐ ０．０１７ａ ０．４５６ｂ ０．３５１ｃ ０．８７６ａ ０．０３５ａ ０．０９０ａ ０．４０４ａ ０．３５５ａ ０．１１９ａ

ａ：ｔ检验；ｂ：Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验；ｃ：ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验；偏态分布数据以中位数及四分位数间距表示［Ｍｅ（Ｑ２５～Ｑ７５）］

表２　ＭｕｔａｎｔＭａｓｔｅｒ分析１０８条Ｃｏｒｅ序列获得１８个氨基酸高频替换位点的相应替换模式及评分

共有序列 替换模式１ 替换模式２ 替换模式３ 替换模式４
位点

ａａ 比例 频数 ａａ 比例 频数 评分 ａａ 比例 频数 评分 ａａ 比例 频数 评分 ａａ 比例 频数 评分

４ Ｎ ０．７５ ８１ Ｌ ０．２０ ２２ －４ Ｉ ０．０３ ３ －４ Ｔ ０．０１ １ ０ Ｑ ０．０１ １ ０
１０ Ｋ ０．９０ ９７ Ｑ ０．０９ １０ １ Ｉ ０．０１ １ －３
２０ Ｑ ０．９１ ９８ Ｍ ０．０９ １０ ０
３６ Ｌ ０．８６ ９３ Ｖ ０．１４ １５ ０
７０ Ｒ ０．６０ ６５ Ｑ ０．３１ ３３ １ Ｈ ０．０３ ３ ０ Ｐ ０．０６ ７ －２
７１ Ｐ ０．８３ ９０ Ｓ ０．１０ １１ －１ Ｒ ０．０５ ５ －２ Ｔ ０．０１ １ －２ Ｑ ０．０１ １ －２
７５ Ｓ ０．１８ １９ Ｔ ０．４４ ４８ １ Ａ ０．２６ ２８ １ Ｈ ０．０９ １０ －１ Ｖ ０．０３ ３ －２
９１ Ｍ ０．４７ ５１ Ｌ ０．２６ ２８ ２ Ｃ ０．２４ ２６ －２ Ｗ ０．０２ ２ －２ Ｉ ０．０１ １ １
１０６ Ｓ ０．８１ ８７ Ｈ ０．１０ １１ －１ Ｎ ０．０６ ７ ０ Ｔ ０．０３ ３ １
１１０ Ｔ ０．６２ ６７ Ｎ ０．２３ ２５ ０ Ｓ ０．１５ １６ １
１３９ Ｌ ０．８５ ９２ Ｖ ０．１５ １６ ０
１４４ Ｌ ０．８４ ９１ Ｖ ０．１６ １７ ０
１４７ Ａ ０．６１ ６６ Ｖ ０．３９ ４２ －１
１４９ Ｒ ０．８９ ９６ Ａ ０．１０ １１ －２ Ｋ ０．０１ １ ２
１５７ Ｖ ０．７５ ８１ Ａ ０．２５ ２７ －１
１６２ Ｖ ０．８１ ８８ Ｉ ０．１９ ２０ ３
１８２ Ｌ ０．８８ ９５ Ｆ ０．１２ １３ ０
１８７ Ｔ ０．１６ １７ Ｉ ０．６３ ６８ －１ Ｈ ０．０７ ８ －２ Ｃ ０．０６ ７ －２ Ｖ ０．０６ ６ ０

表３　７个常见位点氨基酸替换模式的相关分析

位点　 ７５ ９１ １０６ １１０ １４７ １８７
７０
　ｒ值 －０．２５８ｂ ０．１３８ －０．２３３ａ ０．０２２ －０．１３１ ０．０５１
　Ｐ值 ０．００７ ０．１５６ ０．０１５ ０．８２２ ０．１７８ ０．６０１
７５
　ｒ值 －－ ０．２５５ｂ ０．２４２ａ ０．１４８ ０．４３２ｂ ０．２８６ｂ

　Ｐ值 －－ ０．００８ ０．０１１ ０．１２７ ０．０００ ０．００３
９１
　ｒ值 －－ －－ ０．２７７ｂ ０．３２０ｂ ０．４５０ｂ ０．５３３ｂ

　Ｐ值 －－ －－ ０．００４ ０．００１ ０．０００ ０．０００
１０６
　ｒ值 －－ －－ －－ ０．３３９ｂ ０．３７６ｂ ０．３０１ｂ

　Ｐ值 －－ －－ －－ ０．０００ ０．０００ ０．００２
１１０
　ｒ值 －－ －－ －－ －－ ０．３５４ｂ ０．３８８ｂ

　Ｐ值 －－ －－ －－ －－ ０．０００ ０．０００
１４７
　ｒ值 －－ －－ －－ －－ －－ ０．４８９ｂ

　Ｐ值 －－ －－ －－ －－ －－ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１

２．３　Ｃｏｒｅ氨基酸替换在两组间的分布差异
　　对上述１８个高频替换位点进行组间分布的差异比较，分
析与治疗结局的相关性。发现７０位的 Ｒ／Ｈ－－Ｑ替换、９１位
的 Ｌ／Ｃ－－Ｍ替换、１１０位的 Ｓ／Ｎ－－Ｔ替换在２组间存在差

异，Ｐ值分别为０．００４、０．０３９、０．０２５，类似的差异也存在于１ｂ
型患者中（表４）。７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换倾向于发生 ｎｏｎＳＶＲ，
ＯＲ值及９５％ＣＩ分别为０．２８８（０．１２０～０．６９３）、０．４１３（０．１７７～
０．９６６）、０．３４６（０．１３３～０．８９６），我们将此类倾向于发生 ｎｏｎ
ＳＶＲ的替换定义为“抵抗型”替换，将倾向于发生 ＳＶＲ的替换
定义为“敏感型”替换。

２．４　Ｃｏｒｅ氨基酸替换与基线病毒ＲＮＡ水平的关系
　　分析上述３个位点氨基酸替换与治疗前ＨＣＶＲＮＡ水平的
差异，发现Ｃｏｒｅ表现为１１０Ｔ的６０例１ｂ型患者病毒ＲＮＡ水平
（中位值６．９３）显著高于１１０Ｎ／Ｓ的１４例患者（中位值６．１９）
（Ｐ＝０．０３２）（图１Ｃ），而表现为７０Ｑ与７０Ｒ／Ｈ、９１Ｍ与９１Ｌ／Ｃ
的患者治疗基线时的病毒 ＲＮＡ水平无差异（Ｐ值分别为
０１５３、０．３２２）（图１Ａ、Ｂ）。３个位点中同时表现为≥２种“抵抗
型”替换的４６例患者ＲＮＡ水平（Ｍｅ＝６．９３，ＩＱＲ：６．２９～７．４９）
与≤１个位点“抵抗型”替换的６２例患者（Ｍｅ＝６．９３，ＩＱＲ：６．０２
～７５０）无显著差异（Ｐ＝０．５２８）（图１Ｄ）。

２．５　治疗早期Ｃｏｒｅ氨基酸替换与病毒ＲＮＡ水平变化
　　治疗早期（１２周内）的病毒动力学分析发现，Ｃｏｒｅ蛋白３个位
点中表现为２个以上“抵抗型”替换的患者，第４、８、１２周的平均
ＲＮＡ水平均高于仅有单个位点“抵抗型”替换及无替换的患者，第
４周时差异更为显著（Ｐ值分别为０．０１０，１．８５Ｅ４），见图２。
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表４　Ｃｏｒｅ第７０、９１、１１０位氨基酸替换在ＳＶＲ与ｎｏｎＳＶＲ组间的差异

基因型 位点ａ 替换类型 ＳＶＲ（ｎ＝７６）ｎｏｎＳＶＲ（ｎ＝３２） Ｐｅａｒｓｏｎχ２值 Ｐ值 ＯＲ值（９５％ＣＩ） ｒ值 Ｐ值
纳入队列（４种基因型） ７０ Ｑ／ｎｏｎＱ １７／５９ １６／１６ ８．１０３ ０．００４ ０．２８８（０．１２０－０．６９３） －０．２７４ ０．００４

９１ Ｍ／ｎｏｎＭ ３１／４５ ２０／１２ ４．２５９ ０．０３９ ０．４１３（０．１７７－０．９６６） －０．１９９ ０．０３９
１１０ Ｔ／ｎｏｎＴ ４２／３４ ２５／７ ４．９９７ ０．０２５ ０．３４６（０．１３３－０．８９６） －０．２１５ ０．０２５

ＨＣＶ１ｂ ７０ Ｑ／ｎｏｎＱ １０／４２ １３／９ １１．４６７ ０．００１ ０．１６５（０．０５５－０．４９２） －０．３９４ ０．００１
９１ Ｍ／ｎｏｎＭ ２９／２３ １９／３ ６．３４９ ０．０１６ ０．１９９（０．０５２－０．７５７） －０．２９３ ０．０１１
１１０ Ｔ／ｎｏｎＴ ３８／１４ ２２／０ ７．３０５ ０．００７ ０．７３１（０．６２０－０．８６２） －０．３１４ ０．００６

ａ：仅列出Ｐ＜０．０５的３个位点
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图１　Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸替换与治疗基线ＲＮＡ水平的关系
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图２　Ｃｏｒｅ蛋白３个位点抵抗型变异的数目与治疗早期ＨＣＶＲＮＡ
下降程度

２．６　３个优选预测位点氨基酸替换与 Ｃｏｒｅ蛋白功能
结构域氨基酸替换数目的关系

　　结果表明，在７０Ｑ的３３名患者与７０Ｒ／Ｈ的７５名患者之
间，ＤｏｍａｉｎＩ、ＤｏｍａｉｎⅡ及Ｃｏｒｅ蛋白总氨基酸替换数目无明显
差异（Ｐ＞０．０５）（图３Ａ～Ｃ）；而ＤｏｍａｉｎＩ、ＤｏｍａｉｎⅡ及 Ｃｏｒｅ蛋
白总氨基酸替换数目在９１Ｍ的５１例患者与９１Ｌ／Ｃ的５７例患
者之间均存在显著差异（Ｐ值分别为０．００１４、０．００１２、０．０００３）
（图３Ｄ～Ｆ）；在１１０Ｔ的６７例患者与１１０Ｎ／Ｓ的４１例患者之间也存
在显著差异（Ｐ值分别为０．００２、０．０００６、０．０００１）（图３Ｇ～Ｉ）。

３　讨论

　　核心蛋白与干扰素抵抗的关系是 ＨＣＶ致病机制
研究的热点之一。已报道的同类研究数据主要来自于

ＨＣＶ１ｂ型的日本患者，尚缺乏其他地区和其他基因
型的相关研究，且多数仅分析了单一时间点（通常为

治疗起点）的 Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸序列，不能反映在机体
免疫和／或药物压力下病毒的适应性演变。本研究针
对我国４种常见基因型 ＨＣＶＣｏｒｅ蛋白的氨基酸替换
模式，从基线水平预测及纵向观察ＲＮＡ变化２个维度
探索Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸变异与治疗结局的关联。
　　研究发现 Ｃｏｒｅ７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换在一定程度
上与干扰素治疗失败相关 （表 ３），这与 Ａｋｕｔａ
等［６，１３－１５］的研究结果较一致。对治疗早期（１２周内）
的病毒动力学分析结果提示，３个位点中表现为２个
以上“抵抗型”替换的患者较之于仅有１个“抵抗型”
替换及无“抵抗型”替换的患者血清病毒 ＲＮＡ下降速
率更平缓（图２），这与 Ａｌｅｓｔｉｇ等［１６］的研究结果一致，

在一定程度上佐证了７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换与干扰素治
疗失败相关。

　　７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换对治疗应答的潜在影响机制
尚未阐明，而相对于单个位点的替换，氨基酸的协同变

异对蛋白结构、功能或临床表型的影响可能更为显著。

目前尚缺乏关于 ＨＣＶＣｏｒｅ区各个高频替换位点之间
的相关性研究，因此本研究分析了７个高频替换位点
氨基酸替换之间的相关性。结果显示，７个高频替换
位点之间存在广泛的氨基酸替换模式相关性（表２），
这与Ａｌｅｓｔｉｇ等［１６］的观点相反，他们认为７０Ｑ、９１Ｍ变
异只是ＨＣＶ１ｂ型毒株无特定规律而又频繁发生的事
件。我们的前期研究发现 ＨＣＶ１ｂ型 Ｃｏｒｅ蛋白功能
结构域Ⅱ的氨基酸替换率在 ＳＶＲ与 ｎｏｎＳＶＲ组间存
在差异（Ｐ＝０．０２０），替换数目为０（与参考序列一致）
者，更倾向于发生 ｎｏｎＳＶＲ（ｒ＝－０．２７３，Ｐ＝０．０１９），
因此又考量了Ｃｏｒｅ蛋白整体水平、功能结构域Ｄｏｍａｉｎ
Ⅰ及 ＤｏｍａｉｎⅡ水平的残基替换总数与７０、９１、１１０三
个位点替换之间的关系，发现上述区域各自的替换数

目与第９１、１１０位残基替换存在显著关联（图３）。Ｄｏ
ｍａｉｎＩ是富含碱性氨基酸的亲水区，结构不稳定，可与
ＩＦＮ介导的 ＪａｋＳＴＡＴｐａｔｈｗａｙ、ＰＫＲｐａｔｈｗａｙ，Ｉｎｓｕｌｉｎ
ｐａｔｈｗａｙ、ＴＧＦβｐａｔｈｗａｙ（ＩＪＴＮｅｔｗｏｋ［１７］）中的分子结
合，且存在大量酰胺化、磷酸化修饰位点，是Ｃｏｒｅ蛋白
发挥ＩＦＮ抵抗机制的重要区域。已有报道该区段内
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Ａ～Ｃ：功能结构域Ⅰ、Ⅱ及Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸替换总数分别在７０Ｑ与７０Ｒ／Ｈ两组间的差异；Ｄ～Ｆ：功能结构域Ⅰ、Ⅱ及Ｃｏｒｅ蛋白氨
基酸替换总数分别在９１Ｍ与９１Ｌ／Ｃ两组间的差异；Ｇ～Ｉ：功能结构域Ⅰ、Ⅱ及 Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸替换总数分别在１１０Ｔ与１１０Ｎ／Ｓ
两组间的差异

图３　７０、９１、１１０三个优选位点氨基酸替换与Ｃｏｒｅ功能结构域氨基酸替换数目的关系

７０、９１位氨基酸替换与ＩＦＮ应答、胰岛素抵抗、脂肪肝、
原发性肝癌的发生有关［１８］。ＤｏｍａｉｎⅡ是 Ｃｏｒｅ蛋白疏
水氨基酸富集区域，包含２个α螺旋（ＨＩ和ＨⅡ）及
中间的疏水环（ＨＬ），主要与“脂筏”（组装生产感染
性病毒颗粒的唯一亚细胞结构）及质膜相关成分结

合。Ｂｏｕｌａｎｔ等［１９］证实了任何存在于 ＨＩ、ＨⅡ或 ＨＬ
的疏水氨基酸替换成亲水氨基酸均可影响 Ｃｏｒｅ蛋白
与脂滴融合，使之不能组装成具有感染性的病毒颗粒。

ＤｏｍａｉｎⅡ也可经ＰＰＡＲ、ＰＩ３ＫＡｋｔ２通路影响宿主细胞
脂质代谢，引起组织器官脂肪变性。Ｐｉｏｄｉ等［２０］发现

Ｌ１４４Ｖ、Ｖ１６２Ｉ、Ｙ１６４Ｆ替换更易造成脂质积聚，尤其是
ＹＦ替换，由于消除了酪氨酸羟基极性而增强了 Ｃｏｒｅ
蛋白与脂滴的结合强度及相互作用稳定性，使患者更

易发生肝脂肪变性。而肥胖、脂肪变又与胰岛素抵抗

相互协同，均不利于患者产生理想的干扰素应答。综

上所述，ＨＣＶＣｏｒｅ蛋白位点之间存在广泛的替换模式
相关性，且替换类型与其功能结构域的替换数目紧密

关联。因此我们推测７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换可能与本研
究未发现的一些低频替换位点发生协同效应，从而与

治疗反应产生间接关联，但不排除这些残基替换对治

疗反应的直接影响，因为７０Ｑ、９１Ｍ、１１０Ｔ替换同样可
能直接影响蛋白的分子构象和功能。由于 Ｃｏｒｅ蛋白
尚无完整晶体的三维结构解析，以基于计算机辅助的

同源建模来解释这些位点变异致干扰素疗效差异的分

子机制仍欠缺精细度与准确性，构建上述位点的不同

突变体开展功能实验是阐明其影响干扰素应答潜在机

制的可行途径。本研究中 ＤｏｍａｉｎＩ、ＤｏｍａｉｎⅡ、Ｃｏｒｅ
的替换数目与第７０位残基替换无明显关联，推测可能
由于７０位氨基酸替换与一些位点的替换呈负相关关
系（表２），当功能域区段中其他位点协同表现为“优势
关联”表型，则７０位氨基酸相应表现为“弱势关联”表
型或完全“无作为”，因而出现无统计意义的结果。此

外，由于样本量的影响，７个高频氨基酸替换位点中并
未发现其他位点氨基酸替换与治疗结局相关，Ｃｏｒｅ蛋
白功能域中与治疗应答或许相关的其他低频替换位点

可能被掩盖和遗漏。

　　本研究未结合 ＩＬ２８Ｂ基因的 ＳＮＰ分型等与干扰
素疗效有关的宿主因素进行分析，因为考虑到中国的

４８８
第３５卷第９期
２０１３年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１３



慢性ＨＣＶ感染者中８７．８％表现为应答敏感的 ＣＣ型
（ＳＮＰｒｓ１２９７９８６０），１２．１％的患者为应答抵抗的ＣＴ或
ＴＴ基因型，ｒｓ８０９９９１７的分布率基本类似［１１］；且已有

研究表明 ＩＬ２８Ｂ、ＩＴＰＡＳＮＰ分型与 Ｃｏｒｅ蛋白氨基酸
变异无关［１６］。此外，组间样本量不平衡可能影响统计

结果，基于大宗临床治疗结果，中国的慢性 ＨＣＶ感染
者经标准治疗后 ＳＶＲ率高达７７％［２１］，因此本研究的

ＳＶＲ与ｎｏｎＳＶＲ组间样本量分布是基本符合实际发
生率的。

　　本研究仅在蛋白质一级结构层面发现某些位点氨
基酸变异可作为推断干扰素疗效的预测因子。Ｋｕｒ
ｂａｎｏｖ等［２２］的研究认为，Ｃｏｒｅ区核苷酸同义突变可导
致ＲＮＡ二级结构改变，倾向于产生移码突变的各种截
短型Ｆ蛋白（ＡＲＦＰ）准种，刺激机体产生高滴度抗Ｆ
蛋白抗体，从而发挥与治疗结局相关的表型效应。进

一步分析两组间 Ｃｏｒｅ区核苷酸的同义替换率是否存
在差异，可从另一角度阐释Ｃｏｒｅ蛋白变异与干扰素疗
效的关系。
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