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　　[摘要]　目的:自然杀伤细胞免疫球蛋白样受体(KIRs)是自然杀伤(NK)细胞上介导天然免疫的主要受体,
同时 KIRs也在 T细胞上表达,与获得性免疫相关。本研究在对 KIRs及其配体 HLA-C进行分型的基础上,探
讨 KIRs、HLA-Cw的基因分型及其联合体与 HCV 感染的相关性。方法:采用序列特异性引物聚合酶链反应

(PCR-SSP)法,对江苏献血人群中164例抗-HCV酶联免疫吸附试验(ELISA)双试剂反应性献血者(抗-HCV 阳

性组)和241例合格献血者(对照组)的 KIRs和 HLA-C的基因型进行检测和分析。结果:HLA-Cw的基因分型

在抗-HCV阳性组和对照组中的分布无统计学意义;KIRs中与 HLA-C配对的 KIR基因分型仅有 KIR2DS2在2
组中的表达频率有差异(对照组21.2%vs抗-HCV 阳性组37.8%),差异有统计学意义(P<0.01);HLA-C1C1
与 KIR2DS2的配对组合在2组中差异有统计学意义(22.1% vs42.0%,P<0.05)。结论:江苏献血者人群中

KIR2DS2可能是 HCV感染的相关基因;HLAC1C1/KIR2DS2的配对组合可能激活了 NK细胞和其他免疫细胞

的功能,抑制病毒复制或促进 HCV清除的功能,有待进一步实验证实。
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Abstract　Objective:Killercellimmunoglobulin-likereceptors(KIRs)aretheprimaryreceptorsofNKcells
thatmediateinnateimmunity.KIRsarealsoinvolvedinacquiredimmunity,becausesomeKIRsareexpressedon
thesurfaceofcertainsubsetsofTcells.Inthisstudy,thefrequencyofKIRgenes,HLA-Callotypes,andcombina-
tionsofKIRgeneswiththeirHLA-CligandswereanalyzedinHCVinfectionblooddonors.Method:HLA-Cand
KIRgenesintwodifferentgroupsoftheChineseJiangsupopulation:241eligibleblooddonors(thecontrolgroup)

and164doubleELISAofanti-HCVreactionblooddonors(anti-HCVpositivegroup)wereevaluatedbyPCR-SSP.
Result:ThedistributionofHLA-Cwgenotypingintheanti-HCVpositivegroupandthecontrolgroupwasnotsta-
tisticallysignificant(P>0.05).ThefrequencyofKIR2DS2inanti-HCVpositivegroup(37.8%)washigherthan
thatinthecontrolgroup(21.2%)(P<0.01).IndifferentcombinationsofKIRgeneswiththeirHLA-Cligands,

HLA-C1C1/KIR2DS2hadstatisticalsignificancebetweenthetwogroups(P<0.05).Conclusion:Thisstudycan
AmongtheblooddonorsinJiangsuProvince,KIR2DS2mightbeassociatedwithHCVinfectionandthecombina-
tionofHLA-C1C1/KIR2DS2maybeactivatethefunctionofNKcellsandotherimmunitycells.
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　　对于 HCV 感染者来说,肝细胞损伤的早期诱

因首先来自免疫反应,而不是来自直接的细胞病

变〔1〕。自然杀伤(naturalkiller,NK)细胞是在宿主

抵御 HCV 感染过程中扮演重要角色的一类淋巴

细胞。肝脏中有30%~50%的淋巴细胞是 NK 细

胞,而外周血细胞中 NK 细胞仅占5%~20%〔2〕。
NK细胞的功能主要由受体家族的信号网络效应

决定,这些受体包括激活性(activating)和抑制性

(inhibitory)的杀伤细胞球蛋白样受体(killercell
immunoglobulin-likereceptors,KIRs)。KIRs是

在 NK细胞和部分特定的 T细胞表面表达的跨膜

糖蛋白,在 NK细胞的发育、耐受和激活等方面起

着关键的调节作用〔3〕。不同的 KIRs在不同的个

体中形成多样的单倍型和基因型,平衡 NK细胞的
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抑制和激活能力。到目前为止,共有16种KIRs基

因和假基因被证实。
已知的 KIRs的配体为 HLA-A,B和 C〔4〕,其

中 KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS1 和

KIR2DS2与 HLA-C的同种异型基因C1和 C2有

不同的亲和力。KIR2DL1/HLA-C2为 NK 细胞

提供最强的抑制能力,其次是 KIR2DL2/HLA-C1
和 KIR2DL3/HLA-C2;KIR2DL3/HLA-C1 的 抑

制能力最弱,所以该型 NK细胞对 HCV 感染的反

应能 力 更 强,尤 其 对 低 剂 量 HCV 暴 露〔5〕,而

KIR2DS2/HLA-C1 和 KIR2DS1/HLA-C2 则 对

NK 细 胞 具 有 激 活 作 用。当 抑 制 性 KIRs及 其

HLA-Ⅰ类配体占优势时,NK 细胞的功能可能被

抑制,导致 HCV感染更容易转变为慢性感染。本

研究调查江苏地区献血者中合格献血者和 HCV
感染献血者的 KIRs的频率、HLA-C等位基因的

分布及其二者联合在这2组人群中的分布情况,探
讨献血人群中 KIRs及其配体 HLA-C与 HCV 感

染的相关性及其转归的关系。

1　材料与方法

1.1　标本来源

2012-02—2014-07我中心献血者献血时留取

的EDTA抗凝血5 mL,包括241例合格献血者

(对照组),其 中 男 140 例,女 101 例;164 例 抗-
HCV双酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂反应性献

血者(抗-HCV 阳性组),其中男132例,女32例。
2组献血者的年龄分布为18~55岁。
1.2　HLA-Cw基因型检测

采用序列特异性引物(sequence-specificprim-
ers,SSP)的PCR方法检测抗-HCV 阳性献血者和

合格者的 HLA-Cw 等位基因的表达。HLA-Cw
基因的特异性引物序列来自参考文献〔6〕。PCR
反应体系10μL:包括20ng的受检基因组 DNA、
0.2mmol/L的dNTP、0.25U 的 TaqDNA 聚合

酶、0.4μmol/L的引物和1 ×PCR 反应缓冲液。
PCR反应参数94℃,120s;94℃,25s,70℃,45s,
72℃,30s,5个循环;94℃,25s,65℃,45s,72℃,
30s,21个循环;94℃,25s,55℃,60s,72℃,120s,
5个循环;72℃,5min。PCR产物用2.5%琼脂糖

凝胶电泳检查,凝胶成像分析仪进行结果分析。
1.3　KIRs基因型检测

采用 PCR-SSP 方 法 检 测 HLA-Cw 的 受 体

KIR基因的表达情况,引物见文献〔7〕,分别检测抑

制性受体(KIR2DL1,KIR2DL2和 KIR2DL3)和激

活性受体(KIR2DS1和 KIR2DS2),KIR2DL4为框

架基因,在所有个体中都表达,用来作为内参基因,
监控PCR体系的正常扩增。
1.4　统计学分析

HLA-C 基 因 型 频 率 (genotypicfrequency,

GF)通过直接计数测得。用SPSS13.0统计软件

进行χ2 相关分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　HLA-Cw等位基因在2组中的分布

在检测的全部个体中均存在 HLA-Cw 基因。
依据 HLA-C分子第80位氨基酸的差异,把 HLA-
Cw 基因分成 2 个大组:HLA-C1 组和 HLA-C2
组。在1个个体中,若只有C1基因表达,其等位基

因型为 HLA-C1C1。若只有 C2基因表达,则其基

因型为 HLAC2C2;若既有 C1又有 C2基因,则其

基因型为 HLA-C1C2。通过比较 HLA-C 基因型

在抗-HCV 阳性组和对照组中的分布,发现抗-
HCV阳性组的 HLA-C1C2基因型频率高于对照

组,但差异无统计学意义;其他 HLA-C基因型频

率在2组人群中相比差异也无统计学意义。同样,
HLA-Cw在 HCV 感染后 RNA 阳性和阴性献血

者中的基因型分布亦无统计学意义,见表1。

表1　HLA-C等位基因在2组中的频率对比

例(%)

HLA-C
等位基因

对照组

(n=241)
抗-HCV阳性组

(n=164)

C1C1 140(58.1) 81(49.4)

C1C2 78(32.4) 71(43.3)

C2C2 23(9.5) 12(7.3)

2.2　KIRs基因在2组中的分布

本研究对与 HLA-C配对的 KIR2D基因进行

检测,其中 KIR2DL4基因在所有样品中均阳性,其
他 KIR 的结果见表2。比较不同 KIR 基因在抗-
HCV 阳性组和对照组中的分布,结果发现,除了

KIR2DS2的分布具有统计学意义,其他 KIR2D的

表达 差 异 在 2 组 中 均 差 异 无 统 计 学 意 义。
KIR2DS2在抗-HCV 阳性组的表达(37.8%)高于

对照组(21.2%),差异有统计学意义(P<0.01)。
但比较抗-HCV阳性组中 RNA 阳性和阴性组,发
现 阳 性 组 的 表 达 (46.0%)虽 然 高 于 阴 性 组

(32.7%),但差异无统计学意义(P>0.05)。

表2　KIRs基因在2组中的频率对比 例(%)

功能 KIR基因
对照组

(n=241)
抗-HCV阳性组

(n=16)

抑制性 2DL1 236(97.9) 160(97.6)

2DL2 70(29.0) 60(36.9)

2DL3 237(98.3) 152(92.7)

活化性 2DS1 70(29.0) 65(39.6)

2DS2 51(21.2) 62(37.8)
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2.3　HLA-C与KIRs受体配体对在2组中的频率

比较 HLA-C与 KIRs受体配体对在对照组和

抗-HCV阳性组中的表达频率,发现仅有 HLA-

C1C1/KIR2DS2在2组间(22.1%vs42.0%)差异

有统计学意义(P<0.05),其他 KIRs与 HLA-C1
的组合在2组间差异均无统计学意义。见表3。

表3　HLA-C1/KIRs在2组中的频率对比 例(%)

分组
HLA-C
等位基因

抑制性 KIRs
2DL1 2DL2 2DL3

活化性 KIRs
2DS1 2DS2

对照组 C1C1(140) 139(99.3) 38(27.1) 140(100) 50(35.7) 31(22.1)

C1C2(78) 76(97.4) 25(32.1) 77(98.7) 15(19.2) 16(20.5)

C2C2(23) 21(91.3) 7(30.4) 20(87.0) 5(21.7) 4(17.4)

抗-HCV阳性组 C1C1(81) 80(98.8) 29(35.8) 74(91.4) 40(49.4) 34(42.0)

C1C2(71) 68(95.8) 19(26.8) 67(94.4) 20(28.2) 24(33.8)

C2C2(12) 12(100) 12(100) 11(91.7) 5(41.7) 4(33.3)

3　讨论

本文的研究对象 KIRs基因,在不同地区、不
同个体中有不同组合表达〔8-9〕。部分 KIRs的配体

是 HLA-Ⅰ〔10〕,HLA-Bw4 是 KIR3DL1 的 配 体,
HLA-G是 KIR2DL4的配体,而 HLA-C1可分别

和 KIR2DL2、2DL3、2DS2结合,HLA-C2可分别

和 KIR2DL1和2DS1结合并影响 NK细胞的免疫

活性。本研究选取 KIR2D及其配对的 HLA-C作

为研究对象。KIR2D包括抑制性受体 KIR2DL1,
KIR2DL2,KIR2DL3,框架(结构)基因 KIR2DL4
和激 活 性 受 体 KIR2DS1、KIR2DS2、KIR2DS3、
KIR2DS4和 KIR2DS5。在本 研 究 中,框 架 基 因

KIR2DL4 在 所 有 个 体 中 都 表 达,KIR2DL1 和

KIR2DL3 高 频 表 达 (>90%),而 KIR2DL2 和

KIR2DS1~5在不同个体中的表达有不同程度的

缺失。
Khakoo等〔5〕研究表明,HLA-C1纯合子,即表

达C1C1基因型的 HCV 感染者与 HCV 清除有

关,C1C1对 HCV 感染宿主可能具有保护效应,因
为这些分子递呈给细胞毒 T细胞的抗原具有较强

的亲和力。本研究调查了配体 HLA-C在不同组

献血人群中的分布,但未发现 HLA-C在合格献血

者和抗-HCV阳性献血者中具有差异性。HCV 感

染者中有18%~34%人群表现为自限清除(spon-
taneousclearance)〔11〕,献血人群中抗-HCVELISA
双试剂检测阳性者核酸阴性的比例更高〔12〕,因此

了解这部分人群的保护性因素具有重要的意义。
HLA-C在本研究的群体中,基因型 HLAC1C1的

表达 频 率 高 于 HLA-C1C2 和 HLA-C2C2,但 在

HCV感染人群和合格献血人群之间差异无统计学

意义。
本研究中 KIRs在 HCV感染献血人群和合格

献 血 人 群 的 表 达 情 况,除 了 HCV 感 染 者 的

KIR2DS2表现出明显的高频率,差异有统计学意

义,其他 KIR2D在2组人群中均差异无统计学意

义。这个结果与Sung等〔8〕对韩国 HCV 感染人群

的研究结果相反,在韩国人群中慢性 HCV 感染者

KIR2DS2的表达频率显著低于对照人群。在广州

地区 献 血 者 中〔13〕,HCV 自 限 清 除 的 人 群 中,
KIR2DL2和2DS2的频率显著高于 HCV 慢性感

染组,而 中 国 云 南 汉 族 人 群 中〔14〕,KIR2DL2 在

HCV慢性感染者中的频率高于对照组,其余基因

型的分布差异无统计学意义,认为 KIR2DL2可能

是 HCV慢性感染的易感基因。在波兰人群中〔15〕,
无论是 KIRs和 HLA-C1,还是两者的联合表达,
都与 HCV慢性感染无关,但比较性别发现,男性

感染者 KIR2DS2的表达频率显著高于女性感染者

(>2.5 倍),但 在 对 照 组 中,男 性 和 女 性 表 达

KIR2DS2的频率没有差异性。缺乏 KIR2DS5的

情况下,KIR2DS3的表达与低病毒水平和年龄有

关。本研究初步对 HCV感染献血者 RNA 阴性和

阳性组的 KIR2D的表达情况进行了比较,没有显

示差异性,但这个结果还有待下一步通过随访和核

酸检测确定 HCV 感染献血者是否慢性感染和自

限清除进行重新确认。
由于 KIR基因为 HLA 的受体,因此 KIR 与

HLA的相互作用,在先天免疫应答中发挥了重要

作用,KIR受体和 HLA配体结合的强弱程度反映

了机体对病毒感染的免疫能力强弱。本研究分析

了 KIRs和 HLA-C 基 因 联 合 表 达,发 现 HLA-
C1C1-KIR2DS2在对照组和抗-HCV 阳性组中差

异有统计学意义。Kulkarni等〔10〕综述了 HLA 及

其相应 KIR受体的相互作用与 HCV感染相关性,
发 现 HLA-C1 与 KIR2DL1 结 合,HLA-C2 与

KIR2DL2/2DL3 结 合,KIR3DLl/3DSl 与 HLA-
Bw4结合,均与 HCV的感染相关。其后陆续有不

同研究报道 HLA-KIR联合作用与 HCV感染的关

系。Saito等〔16〕研究发现在日本人群中,当把 HCV
相关的肝癌患者按年龄分为 2 组时,KIR2DL2-
HLA-C1和 KIR2DS2-HLA-C1的频率在年轻组
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(<65岁)中明显高于年长组(≥65岁),并通过逻

辑回归分析得到 KIR2DL2-HLA-C1在年轻组中

与肝癌的进程独立相关,可作为鉴定早发 HCV 相

关肝癌的生物标志物。DeRe等〔17〕调查了 KIR/
HLA与慢性肝炎(125)、HCV(118)相关肝癌和淋

巴组织增生性疾病(153)病例之间的风险关系,发
现 KIR2DS3是与 HCV 慢性感染有关的首要基

因,KIR2DS2/KIR2DL2与 HCV 相关的淋巴组织

增生疾病有关,携带 KIR3DL1/HLA-Bw6的 HCV
感染个体发展为淋巴瘤的风险大于冷球蛋白血症,
而缺少 KIR3DL1/HLA-Bw6的个体罹患肝癌的风

险更大。
KIRs、HLA及其联合配对与 HCV 感染的相

关性及其在 HCV 感染过程中的作用在不同地区

和不同人群中的结果不相同,Hydes等〔18〕认为

HCV感染后的结果不仅与自身基因表达导致的免

疫功能的差异有关,还取决于感染的 HCV 的基因

型,也就是说宿主和病毒因素决定了 HCV 感染后

是否自限清除和持续慢性感染。本研究对正常献

血人群、HCV感染献血人群的 KIRs基因和 HLA-
C进行了初步研究,希望发现并证明易感基因与保

护基因的存在,为 HCV 的预防、诊断、治疗以及未

来 HCV疫苗的研发提供有意义的基础研究数据。
以上研究结果显示,HLA-C 等位基因的分布与

HCV的感染没有相关性,而 KIR2DS2基因可能与

HCV感染有关,但在 HCVRNA 阳性持续感染者

和阴性自限清除者中的表达差异还需要通过下一

步的随访确认。HLA-Cw与 KIR配对联合分析表

明 HLA-C1C1-KIR2DS2 与 HCV 感染具有相关

性,且在感染 HCV献血者中的表达高于合格献血

者,差 异 有 统 计 学 意 义。 是 否 HLA-C1C1-
KIR2DS2的联合配对作用激活了 NK 细胞的功

能,发挥了清除 HCV 的作用;是否病毒清除依赖

于感染 HCV的基因型还需要进一步的实验证实。
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