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[bookmark: _Hlk3368149]摘要：  目的  探讨中国汉族人群载脂蛋白B（APOB）rs10199768和rs1367117基因多态性与HBeAg阳性慢性乙型肝炎（CHB）患者聚乙二醇干扰素α（PEG-IFN-α）疗效的相关性。  方法  纳入124例PEG-IFN-α治疗的HBeAg阳性CHB患者进行单核苷酸多态性（SNP）检测和临床指标分析，观察SNP与PEG-IFN-α疗效、临床指标变化的关系，以未经抗病毒治疗患者体外培养外周血单个核细胞（PBMC）为对象，探讨SNP与IFN-α效应的关系。  结果  APOB rs10199768和rs1367117的基因型在PEG-IFN-α完全应答（CR）组和应答不佳（SR）组之间的分布差别具有统计学意义（P=0.036和P=0.021）；SR组中的rs10199768 CC基因型和C等位基因频率显著高于CR组（P=0.036, OR=3.844和P=0.040, OR=3.600）；SR组中的rs1367117 GG基因型和G等位基因频率显著高于CR组（P=0.021, OR=2.647和P=0.017, OR=2.384）。在PEG-IFN-α治疗12和24周时，rs10199768 AC型患者的HBeAg浓度较CC型低（P=0.017和P=0.018）。IFN-α体外刺激实验显示，rs10199768 AA+AC型感染者的信号传导及转录活化因子1（STAT1）和干扰素刺激基因15（ISG15）的mRNA表达水平较CC型高（P=0.005和P=0.018），但在rs1367117 GG/AG基因型中的表达差别均无统计学意义（P>0.05）。 结论  中国汉族人群APOB rs10199768和rs1367117基因多态性与PEG-IFN-α治疗HBeAg阳性CHB患者的疗效有关。rs10199768 A等位基因与PEG-IFN-α应答有关，rs1367117 G等位基因与PEG-IFN-α应答不佳有关。
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截至2016年，全球乙型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV）感染者达2.91亿人[1]。中国慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B, CHB）患者达2 000万，60%的肝硬化和80%肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）由HBV感染引起[2]。干扰素α（interferon α, IFN-α）是治疗CHB的一线药物，在获得HBV表面抗原（hepatitis B surface antigen, HBsAg）和e抗原（hepatitis B e antigen, HBeAg）清除方面优于核苷类似物[nucleos(t)ide analogues, NAs]，	且复发率较低[3]。但只有少部分人能够获得持续病毒学应答，对IFN-α治疗具有个体差异的原因仍知之甚少。
载脂蛋白与肝炎病毒感染和IFN-α疗效关系密切。载脂蛋白能够中和抗体、促进丙型肝炎病毒（hepatitis C, HCV）进入肝细胞，帮助HCV逃避宿主免疫系统的识别[4]。血脂水平与IFN-α联合利巴韦林治疗HCV的疗效有关[5]。慢性HBV感染可导致血脂代谢异常，相反地，应用嗜肝脂蛋白抑制剂能够抑制肝细胞的HBV感染[6-8]。但载脂蛋白B（apolipoprotein B, APOB）与HBV感染关系的研究仍不多见，APOB与IFN-α疗效的关系尚不清楚，APOB的基因多态性在HBV治疗结局中是否扮演一定的角色还未被探索。本研究旨在探讨APOB rs10199768和rs1367117基因多态性在HBeAg阳性CHB患者IFN-α疗效中的作用。
1 对象与方法
1.1 对象  收集2017年2月-2020年12月笔者所在医院肝病中心收治的接受聚乙二醇干扰素（pegylated interferon α, PEG-IFN-α）治疗满48周的HBeAg阳性CHB患者124例，男性86例，女性38例，年龄（27.59±4.97）岁（20～44岁）。入选标准：（1）年龄≥16岁；（2）HBsAg阳性≥6个月，HBeAg阳性；（3）基线HBV DNA≥2 000 IU/mL；（4）血清基线ALT≥2倍正常值上限；（5）既往未接受过任何抗病毒治疗。排除标准：（1）HCV、HIV、HDV重叠感染者；（2）接受免疫抑制剂、激素治疗、肝移植患者；（3）非酒精性脂肪肝（non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）、肝硬化、HCC等其他肝脏疾病的患者。本研究经医院伦理委员会批准，患者均知情同意。
124例中，PEG-IFN-α单药治疗59例，PEG-IFN-α和NAs联合治疗65例。根据PEG-IFN-α治疗结束后24周（72周）的疗效，将患者分为两组：完全应答（complete response, CR）组38例，应答不佳（suboptimal response, SR）组86例。根据欧洲肝病学会指南（EASL 2017）定义，CR组须同时满足HBV DNA<500 IU/mL、HBeAg<1 S/CO和ALT<40 U/L；未同时满足上述标准为SR组。
1.2 方法
1.2.1 单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism, SNP）检测  收集EDTA抗凝全血2 mL，采用QIAamp DNA Blood Mini Kit（德国QIAGEN公司）提取外周血全血DNA。采用Asian Screening Array（ASA，美国Illumina公司）芯片技术进行SNP位点检测，由博淼生物科技(北京)有限公司完成。SNP位点满足MAF>0.01、哈迪温伯格（Hardy-Weinberg, HWE）遗传平衡定律检验P值>0.05。
1.2.2 临床指标检测  检测PEG-IFN-α治疗的CHB患者在基线（0周）和12、24、36、48、60、72周的血清HBV DNA、HBsAg、HBeAg、ALT和基线血清APOB蛋白水平。血清HBsAg和HBeAg使用化学发光微粒子免疫分析仪（Architect-i4000，美国雅培公司）检测；APOB、ALT和AST使用全自动生化分析仪（ADVIA 2400，德国西门子公司）检测；HBV DNA使用实时荧光定量PCR仪（Roche Lightcycler480，瑞士罗氏公司）和HBV核酸定量测定试剂盒（PCR-荧光探针法，中国湖南圣湘生物科技有限公司）测定。
[bookmark: _Hlk69845575]1.2.3 外周血单个核细胞（peripheral blood monocular cell, PBMC）培养  随机纳入未经任何抗病毒治疗的HBV感染者99例，其中rs10199768 CC型92例、AC型6例、AA型1例；rs1367117 GG型75例、AG型22例、AA型2例。取1 mL EDTA抗凝全血经Ficoll分离液分离出PBMC后，用96孔板在37 ℃、体积分数为0.05的CO2培养箱中培养18 h。加入IFN-α（1 000 U/mL）作用6 h，收集细胞进行RNA提取和检测。
1.2.4 引物设计  mRNA引物在GenBank上进行设计，并经BLAST序列比对验证其准确性及特异性。SNP位点所在序列的引物通过GenBank上选取位点所在位置前后各5 000 bp（共10 000 bp）的FASTA序列，复制到Oligo7软件上进行设计，选取位点处于扩增产物（350～550 bp）内并距两端20 bp以上的引物序列。引物由上海华大基因有限公司合成（表1）。
表1 各基因和SNP位点所在序列的引物
Tab.1  Primers for each gene and SNP
	基因
	正向
	反向

	GAPDH
	CCATGAGAAGTATGACAACAGCC
	CCTTCCACGATACCAAAGTTG

	ADAR
	GCTAGAGGAAGCCAAAGCCA
	GAAGGATCTGGCTGAAGGGG

	MxA
	GACCATAGGGGTCTTGACCAA
	AGACTTGCTCTTTCTGAAAAGCC

	OAS1
	GAGACCCAAAGGGTTGGAGG
	CTGGGGACCCATCCCAATTC

	ISG20
	GGGAGGTGGGCAAGTATCAA
	GATGCAACAGCAAAGGGTGG

	JAK1
	TCAGTGTGGCGTCATTCTCC
	CAGTGAGCTGGCATCAAGGA

	IFIT3
	GAACATGCTGACCAAGCAGA
	CAGTTGTGTCCACCCTTCCT

	PKR
	GCTTTGGGAACACGAAGAAGG
	TGCAGTTTTCATCTGCAGTCC

	USP18
	GTCCATCCTGGCTGAGTCCT
	CAACCAGGCCATGAGGGTAG

	STING
	GTGGCTTGAGGGGAACCCGC
	GGCTGGAGTGGGGCATCTTCT

	STAT1
	ATCAGGCTCAGTCGGGGAATA
	TGGTCTCGTGTTCTCTGTTCT

	ISG15
	ATCACCCAGAAGATCGGCG
	AGGTTCGTCGCATTTGTCCA

	STAT2
	TGGAGAGCCAGCAACATGAG
	GAGGGTGTCTTCCCTTTGGC

	SOCS1
	CCTGAACTCGCACCTCCTAC
	AATAAAGCCAGAGACCCTCCC

	SOCS3
	CCATTCGGGAGTTCCTGGAC
	TTGGCTTCTTGTGCTTGTGC

	PTPN6
	AAGTGAAGAAGCAGCGGTCA
	GTCTGTCCATCGCGAAATGC

	PIAS1
	CTTAGCCTACGCTCACTCCC
	CAAGGGGGATGATGGCAACT

	rs1367117
	CATCCTCCTTCCCATGCCTA
	TCATACCTCAGCGGACACA

	rs10199768
	AAGAGGCAGAATCATAAGTACTGG
	AGCTTTCGCCTACCCATG


SNP：单核苷酸多态性。
1.2.5 实时荧光定量PCR  使用TRIZol reagent（Thermo Fisher，美国Invitrogen公司）于-20 ℃保存RNA，RNA提取和逆转录采用北京全式金生物技术有限公司的试剂盒。实时荧光定量PCR使用TB Green Premix Ex Taq（日本TaKaRa Bio株式会社），qRT-PCR反应条件为：预变性95 ℃ 30 s，解链95 ℃ 5 s→退火60 ℃ 30 s→延伸72 ℃ 30 s，40个循环，再延伸72 ℃ 5 min。

1.3 统计学处理  采用SPSS 20.0和GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析。基因型和等位基因的比较采用二分类Logistics回归分析，回归模型对年龄、性别进行校正，并计算比值比（odds ratio, OR）和95%可信区间（confidence interval, CI）。计量资料用±s或median(IQR)表示，两组间比较采用Student t检验或者Mann-Whitney U检验。P<0.05为差别具有统计学意义。
2 结  果
[bookmark: _Hlk78226540]2.1 患者的一般资料  患者的性别、年龄、基线HBsAg、HBeAg、HBV DNA、ALT、AST水平在CR组和SR组间的分布差别均无统计学意义（P>0.05），PEG-IFN-α单药治疗和PEG-IFN-α联合NAs治疗在CR组和SR组间的分布差别无统计学意义（P>0.05，表2）。
表2 患者一般临床资料
Tab.2 Clinical characteristics of the study cohort
	基线信息
	CR组(n=38)
	SR组(n=86)
	P

	男性
	23 (18.5)
	63 (50.8)
	0.156

	女性
	15 (12.1)
	23 (18.5)
	

	年龄/岁
	27.51±4.88
	27.62±5.05
	0.917

	log10 HBsAg/(IU.mL-1)
	4.03±0.51
	4.09±0.58
	0.633

	log10 HBeAg/(S.CO-1)
	2.49±0.76
	2.72±0.62
	0.155

	log10 HBV DNA/(IU.mL-1)
	6.93±1.46
	7.19±1.03
	0.290

	ALT/(U.L-1)
	201.0 (378)
	145.5 (197.25)
	0.250

	AST/(U.L-1)
	125.25±113.07
	113.62±78.04
	0.576

	PEG-IFN-α单药治疗
	22 (17.7)
	37 (29.8)
	-

	PEG-IFN-α 联合NAs
	16 (12.9)
	49 (39.5)
	0.126


表中男、女、PEG-IFN-α单药治疗和PEG-IFN-α联合NAs的数据为n(%)。ALT用中位数（四分位间距）表示。CR：完全应答组；SR：应答不佳组。
2.2 APOB基因多态性与CHB患者PEG-IFN-α的疗效相关  APOB rs10199768和rs1367117的基因型在CR组和SR组间的分布差别具有统计学意义（P=0.036和P=0.021）。两个位点的多态性经Pearson χ2检验，均符合HWE遗传平衡定律：rs10199768 C>A，CR组P=0.597，SR组P=0.825；rs1367117 G>A，CR组P=0.130，SR组P=0.947。SR组中的rs10199768 CC基因型和C等位基因频率显著高于CR组（P=0.036和P=0.040），rs1367117 GG基因型和G等位基因频率显著高于CR组（P=0.021和P=0.017）（表3）。
[bookmark: _Hlk70276528]表3  APOB位点基因型和等位基因频率与PEG-IFN-α疗效的关系
Tab.3 Genotype and allele frequency of APOB in patients with PEG-IFN-α treatment
	[bookmark: _Hlk13755997]基因分型
	CR
	SR
	P
	OR
	95%CI

	
	(n=38)
	(n=86)
	
	
	

	rs10199768
	
	
	
	
	
	

	基因型
	AC
	6 (15.8)
	4 (4.7)
	0.036
	1
	

	
	CC
	32 (84.2)
	82 (95.3)
	0.036
	3.844
	1.017～14.526

	HWE P值
	
	0.597
	0.825
	
	
	

	等位基因
	A
	6 (7.9)
	4 (2.3)
	0.040
	1
	

	
	C
	70 (92.1)
	168 (97.7)
	0.040
	3.600
	0.986～13.150

	rs1367117
	
	
	
	
	
	

	基因型
	AA+AG
	15 (39.5)
	17 (19.8)
	0.021
	1
	

	
	GG
	23 (60.5)
	69 (80.2)
	0.021
	2.647
	1.143～6.128

	HWE P值
	
	0.130
	0.947
	
	
	

	显性模型
	AA+AG vs GG
	15/23
	17/69
	0.021
	2.647
	1.143～6.128

	隐性模型
	AG+GG vs AA
	38/0
	85/1
	0.506
	0.691
	0.614～0.778

	等位基因
	A
	17 (21.8)
	18 (10.5)
	0.017
	1
	

	
	G
	61 (78.2)
	154 (89.5)
	0.017
	2.384
	1.153～4.929


表中数据为n（%）。HWE：哈迪温伯格平衡；CR：完全应答；SR：应答不佳。rs1367117的AA基因型在CR组和SR组中的实际检测频数为0例和1例，由于频数太低，将AA与AG基因型合并分析。
2.3 APOB在SR组中的表达较CR组高  SR组的基线血清APOB水平较CR组高（P=0.007），但APOB水平在rs10199768 GG/AG基因型和rs1367117 CC/AC基因型中的分布差别则无统计学意义（P>0.05，图1）。
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描述已自动生成]
A：APOB在rs1019768 GG/AG型中的表达；B：APOB在rs1367117 CC/AC型中的表达；C：APOB在CR/SR组中的表达。
图1 基线血清APOB水平在rs1019768/rs1367117不同基因型和CR/SR组中的表达
Fig.1 The expression of serum APOB in rs1019768/rs1367117 different genotypes and CR/SR group

2.4 rs10199768、rs1367117与PEG-IFN-α治疗过程临床指标的关系  PEG-IFN-α治疗0、12、24、36、48、60、72周，HBV DNA、HBsAg、HBeAg和ALT水平在APOB rs1367117 GG型和AG型中的差别均无统计学意义（P>0.05）。PEG-IFN-α治疗12和24周时，APOB rs10199768 AC型患者的HBeAg浓度较CC型低（P=0.017和P=0.018）（图2）。
[image: ]
A～D：rs10199768 CC/AC型的血清HBV DNA（A）、HBsAg（B）、HBeAg（C）和ALT（D）水平在PEG-IFN-α治疗过程中的表达情况；E～F：rs1367117 GG/AG型的血清HBV DNA（E）、HBsAg（F）、HBeAg（G）和ALT（H）水平在PEG-IFN-α治疗过程中的表达情况。☆：P<0.05。
[bookmark: _Hlk70276920]图2  rs10199768 CC/AC和rs1367117 GG/AG患者的HBV DNA、HBsAg、HBeAg和ALT水平在PEG-IFN-α治疗过程中的表达情况
Fig. 2  The distribution of HBV DNA, HbsAg, HBeAg and ALT in rs10199768 CC/AC genotype and rs1367117 GG/AG genotype during PEG-IFN-α therapy

[bookmark: _Hlk78223309]2.5 rs10199768影响IFN-α体外诱导的抗病毒蛋白的表达  IFN-α体外刺激PBMC后，ADAR、MxA、OAS1、PKR、ISG20、ISG15、JAK1、STAT1、STAT2、USP18、SOCS1、SOCS3、PIAS1、PTPN6、IFIT3和STING的mRNA水平在rs1367117不同基因型间的表达差别无统计学意义（P>0.05）；rs10199768 AA+AC型感染者的STAT1和ISG15的mRNA表达水平较CC型高（P=0.005和P=0.018），其他基因的表达差别无统计学意义（P>0.05，图3）。
[image: ]
ADAR：腺苷脱氨酶；MxA：黏病毒抵抗蛋白A；OAS1：寡腺苷酸合成酶1；PKR：双链RNA激活的蛋白激酶；ISG20：干扰素刺激基因20；JAK1：活化激酶1；STAT1：信号传导及转录活化因子1；USP18：泛素特异性多肽酶18；SOCS1：细胞因子信号抑制物1；PIAS1：活化STAT蛋白抑制物1；PTPN6：非受体型蛋白酪氨酸磷酸酶6；IFIT3：含三角形四肽重复序列的干扰素诱导蛋白；STING：干扰素基因刺激蛋白。☆：P<0.05，☆☆：P<0.01。
[bookmark: _Hlk76562290]图3 IFN-α诱导的抗病毒蛋白在rs10199768不同基因型中的表达情况	Comment by fjmulib: 此图根据专家意见，基因型合并后，重制图片	Comment by FYYY JH: 已按要求重制图片。为使内容更简洁，删除了意义不大的细胞因子。
[bookmark: _Hlk76562652]Fig. 3  Expression of antiviral proteins induced by IFN-α in different genotypes of rs10199768
3 讨  论
[bookmark: _Hlk70766742]HBV感染可引起慢性肝炎、肝硬化和HCC，积极治疗CHB仍是临床关注的重点。IFN-α治疗CHB的HBeAg血清学转换率为30.75%～36.3%，其疗效存在个体化差异[3]。研究表明，宿主基因的SNP可能是IFN-α治疗出现个体化差异的因素之一[9-11]。
APOB是低密度脂蛋白（low density lipoprotein, LDL）、极低密度脂蛋白（very low density lipoprotein, VLDL）等的主要成分，主要参与甘油三酯（triglyceride, TG）和胆固醇酯（cholesteryl ester, CHE）的转运[12]。血清APOB水平与肝脏疾病进展有关。APOB与HCV感染关系密切。APOB为HCV进入肝细胞并产生具有完全传染性的HCV所必需，抑制APOB的表达可减少HCV感染[13]。APOB N4311S (g.41553a > g) rs1042034的AA基因型与HCV阳性显著相关，可能通过促进HCV经LDL受体进入肝细胞而影响HCV感染[14]。APOB-516C/T启动子的基因多态性可能是女性队列HCV感染的保护因素[15]。在HBV感染时，HBV可通过抑制微粒体甘油三酯转移蛋白阻断APOB的表达，HBx蛋白还能抑制APOB的分泌和加速胆汁酸的合成[16-18]。但APOB与HBV感染结局的研究仍然较少，有研究显示，血清APOB水平与PEG-IFN-α治疗CHB的疗效相关[19]。本研究也发现，APOB水平与PEG-IFN-α治疗CHB应答不佳有关，但具体机制有待进一步探索。
rs10199768位于APOB基因的内含子，内含子在基因编辑和遗传调控中的作用仍有待研究。rs1367117位于APOB基因的第4外显子，A等位基因的出现使编码的氨基酸由苏氨酸变成异亮氨酸，是一种错义突变。研究显示，rs1367117对脂质性状具有极显著的加性遗传效应，对肥胖性状具有极显著的母系特异性效应[20]。本研究发现，rs10199768和rs1367117与CHB患者PEG-IFN-α的疗效相关，rs10199768 A等位基因与PEG-IFN-α治疗CHB患者的应答有关，rs1367117 G等位基因与PEG-IFN-α治疗CHB患者的应答不佳有关。rs10199768 A等位基因与PEG-IFN-α治疗早期HBeAg水平的下降有关；在探索rs10199768 A等位基因如何参与IFN-α抗病毒作用的机制中发现，IFN-α体外刺激含有A等位基因的HBV感染者的PBMC后，STAT1和ISG15基因的mRNA表达增高，提示A等位基因可能有助于IFN-α诱导的抗病毒蛋白的表达，从而提升IFN-α的效应。但本研究并未发现rs1367117 A等位基因参与了IFN-α的效应作用。
[bookmark: _Hlk78227957]不同于其他PEG-IFN-α单药治疗的研究，本研究同时纳入了PEG-IFN-α与NAs联合治疗的样本。PEG-IFN-α被认为能够提高患者的免疫应答能力而发挥抗病毒作用，而NAs作为逆转录酶抑制剂，能够抑制HBV DNA的复制，二者的抗病毒机制并不相同。NAs持续抑制HBV DNA，PEG-IFN-α的HBeAg清除率高[21]，因此临床上联合或序贯用药非常普遍。但NAs联合用药并不影响在PEG-IFN-α疗程终点的疗效判断，本研究中两种用药方式在不同应答组中的分布差异并也无统计学意义。本研究纳入的样本能够反映治疗人群的整体构成，具有代表性。
APOB基因多态性与CHB患者IFN-α疗效关系的研究仍较罕见，本研究为遗传因素在IFN-α抗病毒治疗中的作用提供了依据，APOB基因多态性检测可能有助于在抗病毒治疗前预测出对IFN-α应答较好的患者，对CHB患者的精准治疗起关键作用。APOB基因多态性如何参与IFN-α抗病毒作用，该基因多态性将来是否可能成为IFN-α治疗前的生物标志物，仍需通过更大的样本量和更深入的机制进行研究。
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Correlation between APOB rs10199768 and rs1367117 Gene Polymorphisms and PEG-IFN-α Efficacy in Patients with HBeAg-positive Chronic Hepatitis B in Chinese Han Population
GUO Jianhui1,2,3, ZENG Yongbin1,2,3, OU Qishui1,2,3
1. Department of Laboratory Medicine, the First Affiliated Hospital of Fujian Medical University, Fuzhou 350005, China；
2. Fujian Key Laboratory of Laboratory Medicine, Fuzhou 350005, China；
3. Gene Diagnosis Research Center, Fujian Medical University, Fuzhou 350005, China
ABSTRACT:  Objective  To investigate the association of apolipoprotein B (APOB) polymorphisms and the efficacy of pegylated interferon-α (PEG-IFN-α) in patients with HBeAg-positive chronic hepatitis B (CHB) in Chinese Han population.  Methods  A total of 124 HBeAg-positive CHB patients treated with PEG-IFN-α were enrolled for single nucleotide polymorphism (SNP) detection and clinical index analysis to observe the relationship between SNP and PEG-IFN-α efficacy or clinical index. In vitro experiment of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from patients without antiviral therapy was performed for investigating the relationship between SNP and IFN-α efficacy.  Results  The distribution of APOB rs10199768 and rs1367117 genotypes were significantly different between PEG-IFN-α CR/ SR groups (P=0.036 and P=0.021). The frequencies of CC genotype and C allele of rs10199768 in SR group were significantly higher than those in CR group (P=0.036, OR=3.844 and P=0.040, OR=3.600). The frequencies of rs1367117 GG genotype and G allele in SR group were significantly higher than those in CR group (P=0.021, OR=2.647和P=0.017, OR=2.384). At week 12 and week 24 of PEG-IFN-α treatment, the concentration of HBeAg in patients with rs10199768 AC genotype was lower than that with CC genotype (P=0.017 and P=0.018). In vitro IFN-α stimulation assay showed that the mRNA expression of signal transduction and transcriptional activator factor 1 (STAT1) and interferon-stimulated genes 15 (ISG15) were higher in patients with rs10199768 AA+AC genotype than those with CC genotype (P=0.005 and P=0.018), but there was no significant difference in rs1367117 GG/AG genotype (P>0.05).  Conclusion  There is correlations between polymorphisms of APOB rs10199768/rs1367117 and the efficacy of PEG-IFN-α management in HBeAg-positive CHB patients in Chinese Han population. rs10199768 A allele may be related to PEG-IFN-α response, while rs1367117 G allele may be related to PEG-IFN-α non-response.
KEY WORDS: hepatitis B virus; single nucleotide polymorphism; interferon alpha; apolipoprotein B
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