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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the 
T cell immunoglobulin musin-3 (Tim-3) gene 
and outcome of hepatitis B virus (HBV) infection 
in a Chinese Han population.

METHODS: Two tagSNPs of the Tim-3 gene 
(rs11741184 and rs13170556) were genotyped 

using the SNaPshot method in 996 patients with 
chronic HBV infection group and 301 patients 
with acute self-limiting HBV infection. The gen-
otypes, allele frequencies and haplotypes of the 
two Tim-3 tagSNPs were compared between the 
two groups of patients.

RESULTS: The frequencies of CC, CG and GG 
genotypes at the rs11741184 locus were 84.39% 
(254/301), 15.28% (46/301) and 0.33% (1/301) in 
patients with acute self-limiting HBV infection, 
and 86.04% (857/996), 13.65% (136/996) and 0.3% 
(3/996) in patients with chronic HBV infection, 
respectively. There were no statistical differenc-
es in the genotype frequencies at the rs11741184 
locus between the two groups of patients (all 
P > 0.05). The frequencies of AA, GA and GG 
genotypes at the rs13170556 locus were 68.77% 
(207/301), 28.57% (6/301) and 2.66% (8/301) in 
patients with acute self-limiting HBV infection, 
and 68.07% (678/996), 28.41% (283/996) and 
3.51% (35/996) in patients with chronic HBV 
infection, respectively. There were also no sta-
tistical differences in the genotype frequencies 
at the rs13170556 locus between the two groups 
of patients (all P > 0.05). Three haplotypes for 
Tim-3 tagSNPs (C-A, C-G, G-A) were found in 
the Chinese Han population, and their haplo-
type frequencies were similar between patients 
with acute self-limiting HBV infection (75.08%, 
16.94%, 7.97%) and those with chronic HBV 
infection (75.08% vs 75.15%, 16.94% vs 17.72%, 
7.97% vs 7.13%, all P > 0.05).

CONCLUSION: The two Tim-3 tagSNPs may 
not be associated with outcome of HBV infection 
in Chinese Han population.
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摘要
目的: 研究中国汉族人群T淋巴细胞免疫球蛋

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染的转
归和多种临床表
现形式与宿主的
免疫功能和遗传
因素有关. HBV感
染人体后能否被
机体清除与免疫
功能的强弱密切
相关. 而在遗传因
素中, 已有多个基
因的单核苷酸多
态性(SNP)被证实
与HBV感染后不
同临床转归有关.

■同行评议者
胡国信 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院感染内科
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白黏蛋白-3(Tim-3)基因标签单核苷酸多态性
(tagSNP)rs11741184C/G和rs13170556A/G位点多
态性与乙型肝炎病毒(HBV)感染转归的关系.

方法: 采用SNaPshot技术检测996例慢性乙
型肝炎患者及301例急性HBV感染自限性恢
复患者Tim-3基因r s11741184和r s13170556 
tagSNP位点的多态性, 计算其基因型和等位
基因分布频率及单体型分布频率.

结果: Tim-3基因tagSNP rs11741184位点基
因型C C、C G、G G在急性乙型肝炎患者
中的分布频率分别为84.39%(254/301)、
15.28%(46/301)、0.33%(1/301), 在慢性乙型
肝炎组中分布频率分别为86.04%(857/996)、
13.65%(136/996)、0.3%(3/996), 两组比较无
统计学差异; Tim-3基因tagSNP rs13170556
基因型A A、G A、G G在急性乙型肝炎患
者中的分布频率分别为68.77%(207/301)、
2 8 . 5 7 % ( 8 6 / 3 0 1 )、2 . 6 6 % ( 8 / 3 0 1 ) ,  慢性
乙 型 肝 炎 组 患 者 中 的 分 布 频 率 分 别 为
68.07%(678/996)、28.41%(283/996)、
3.51%(35/996), 两组比较无统计学差异. 单体
型分析显示, 中国汉族人群中存在3种单体型
(C-A、C-G、G-A), 这3种单体型在急性乙型
肝炎组分别为75.08%、16.94%、7.97%, 慢性
乙型肝炎组分别为75.15%、17.72%、7.13%, 
3种单体型与HBV感染的转归均无相关性. 

结论:  中国汉族人群中Ti m-3基因 t a g S N P 
rs11741184和rs13170556位点多态性可能与
HBV感染的转归不具相关性.

关键词: Tim-3基因; 乙型肝炎病毒; 单核苷酸多态

性; 单体型
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染的转

归和多种临床表现形式与宿主的免疫功能和遗

传因素有关[1,2]. HBV感染人体后能否被机体清

除与免疫功能的强弱密切相关[2,3]. 而在遗传因

素中, 已有多个基因的单核苷酸多态性(s ingle 
nucleotide polymorphism, SNP)被证实与HBV感

染后不同临床转归有关[4,5].      
Tim-3基因定位于人类第5号染色体, 是Tim

基因家族的一个重要成员, 其编码表达的膜蛋

白不表达于初始T淋巴细胞, 而特异性地表达

于活化的Th1细胞的表面, 并且可以作为抑制

分子下调Th1型细胞反应, 从而导致机体的免疫

监视能力的削弱[6]. 研究表明Tim-3基因的表达

与许多免疫相关性疾病的发生密切相关. Ju等[7]

研究发现慢性乙型肝炎肝患者外周血单个核细

胞(尤其是NK细胞和CD8+ T淋巴细胞)和肝脏

内单个核细胞上Tim-3表达显著增高, 首次证实

了HBV感染可上调Tim-3的表达, 提示Tim-3很
可能在H B V感染的过程中同样发挥着重要的

作用. 另有研究表明, Tim-3基因存在多个SNPs
多态性位点, 目前已鉴定人类的Tim-3启动子区

-574G>T及编码区4259G>T多态性位点主要与

哮喘、遗传性过敏症、过敏性鼻炎、类风湿关

节炎等疾病的易感性有关[8]. Tim-3基因多态性

是否与HBV感染的转归密切相关, 目前尚见报

道. 在SNP的研究设计中, Zhang等[9]提出了决定

关联研究效能的3个因素: 标签SNP(tagSNP)的
选择, 不同的疾病模型和检验统计学方法的应

用. 因此, 我们将已收集的急慢性HBV感染标本

采用SNaPshot技术对筛选出的Tim-3基因tagSNP 
rs11741184和rs13170556位点进行了检测, 以探

讨其tagSNP位点基因型和单体型与HBV感染转

归之间的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-01/2010-06在安徽医科大学

第一附属医院及第二附属医院感染病科诊治的

HBV感染恢复期患者(病例组)301例, 男166例, 
女135例, 年龄14-60(平均年龄44.31)岁; 同时选

取慢性乙型肝炎患者(对照组)996例, 男693例, 
女303例, 年龄12-65(平均年龄44.86)岁. HBV感

染恢复期患者定义为HBsAg阴性, HBsAb/HBe-
Ab/HBcAb阳性, ALT正常, HBV DNA阴性, 排除

既往有乙肝疫苗接种史者. 慢性乙型肝炎患者

的诊断均符合2005年慢性乙型肝炎防治指南的

诊断标准[10]. 两组患者均排除甲、丙、戊型肝

炎病毒和HIV合并感染. 以上两组年龄、性别均

无统计学差异(P >0.05). 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 采集慢性HBV感染患者

及急性自限性HBV感染恢复期患者外周血5 mL, 
使用EDTA-Na2抗凝, 常规酚-氯仿抽提法提取基

因组DNA, 紫外分光光度计和0.8%琼脂糖凝胶

电泳检测DNA浓度和纯度后于-80 ℃保存备用. 
1.2.2 多态性位点的选择及引物设计: Tim-3基
因tagSNP的选择: 以LD的标准及SNP在功能上

■研发前沿
大 量 研 究 表 明 , 
宿主遗传因素在
乙型肝炎病毒感
染的转归中起着
重 要 作 用 ,  尤 其
是与抗病毒免疫
相关的基因是近
年来的研究热点. 

■相关报道
Chae等研究发现
韩国人群中Tim-3
基因的 - 5 7 4 T / G
多态性与哮喘、
变应性鼻炎和类
风湿关节炎相关; 
4259G/T多态性
与哮喘无相关性, 
但与变应性鼻炎
和类风湿关节炎
相 关 .  张 才 成 等
发现湖北汉族人
群中Tim-3基因启
动子区-574T/G多
态性与哮喘相关, 
而-1514T/C位点
与哮喘无相关性.
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的重要性, 或与免疫疾病相关的文献报道作为

选择tagSNP依据. tagSNP的选择和基因分型数

据来自人类基因库(http://www.hapmap.org)中
的汉族人群. 所有的tagSNP以LD相关系数r2 = 
0.8, 等位基因频率(MAF)>10%为选择标准, 根
据hapmap数据库中汉族人Tim-3基因信息作为

tagSNP的标准, 选择出Tim-3基因rs11741184和
rs13170556两个tagSNP位点. 引物设计与合成: 
检索美国国立生物技术信息中心(NCBI)公共数

据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中SNP位点序

列. 用Primier3软件设计引物及延伸引物. Tim-3
基因多态性PCR扩增引物, rs13170556的引物序

列: F: CCCACAACACAGAAGGGCACAT; R:
TGGACCATCCCTTTTACAACATCA; SnaPshot
延伸引物序列为TTTTTTTTTTTTTTTCACAG-
GATGGCTGAGTCCT; rs11741184的引物序

列: F: TGTAAACAGCCCAGGCATTTTCA; 
R: CAGGAACGAAGGTCAAGACAGGAG; 
SnaPshot延伸引物序列为TTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTTTTTTTGCAGTTCTCAGCCCT-
GACTGTT. 
1.2.3 PCR反应体系及反应条件程序: (1)PCR扩
增反应和产物的纯化: PCR反应体系为15 μL, 
包括10×缓冲液1.5 μL, 0.3 μL dNTP混合物

(10 mmol/L), 0.9 μL MgCl2(25 mmol/L), 0.1 μL 
HotstarR Taq DNA聚合酶, PCR引物(10 pmol/L)
各0.5 μL和1 μLDNA模板(20 mg/L). 多重PCR
反应采用Touch-down PCR反应程序: 95 ℃变性

15 min, 94 ℃变性40 s, 63 ℃退火1 min, 每个循

环下降0.5 ℃, 72 ℃延伸1.5 min, 15个循环. 然后

94 ℃变性40 s, 56 ℃退火40 s, 72℃延伸1.5 min, 
25个循环. 最后72 ℃延伸8 min. 结束后4 ℃保存. 
PCR扩增后, 取PCR反应产物1.5 μL做琼脂糖凝

胶电泳检测有片段的表明实验成功. PCR产物纯

化: 在15 μL PCR产物中加入5 U SAP和2 U Exo
Ⅰ, 震荡混匀, 37 ℃保温1 h, 然后75 ℃保温15 
min以灭活SAP和ExoⅠ酶. 纯化好的模板可以

在4 ℃保存24 h或-20 ℃长期保存; (2)SNaPshot
反应: 取纯化好的P C R产物、每条浓度为0.2 
μmol/L的SNaPshot引物混合物、SNaPshot荧光

混合物(含AmpliTaqDNA多聚酶和不同荧光标

记的ddNTP)组成一个PCR反应体系. SNaPshot
反应程序: 96 ℃变性10 s; 然后96 ℃变性10 s, 
53 ℃退火5 s, 60 ℃延伸30 s, 25个循环. 最后

60 ℃延伸30 s. 结束后4 ℃保存. SNaPshot PCR
产物用SAP纯化, 在10 μL上述SNaPshot PCR产

物中加入1 U SAP或者1 U CIP, 震荡混匀, 37 ℃
保温1 h, 保温15 min以灭活酶, 4 ℃可保存24 h
或-20 ℃长期保存; (3)DNA测序仪测序: 首先将

SNaPshot产物稀释20倍. 每份样品中加入高纯

甲酰胺(Hi-Di Formamide)8.6 μL, GeneScan-120 
LIZ Size Standard0.9 μL, SNaPshot纯化产物0.5 
μL, 总体积10 μL, 95 ℃变性5 min, 迅速冰冷4 
min. 在ABI 3730XL型DNA序列检测仪上进行

毛细管电泳, 运行GeneMapper4.0软件分析实验

结果. 为保证结果准确性, 随机抽取5%样本进行

直接测序验证SNaPshot方法的准确性.
统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件进

行统计分析, 并检测HBV感染恢复期组(病例组)
及慢性乙型肝炎患者组(对照组)基因型频率和

等位基因频率是否符合Hardy-Weinberg平衡, 以
检验样本的群体代表性; 以χ2检验比较所测位点

各基因型频率在比较组间的差异, P <0.05有统计

学意义. 以优势率(odds ratio, OR )及其95%可信

区间(confidence intervals, 95%CI)表示各基因型

发生频率在不同比较组间的相对危险度, 所有

统计检验均为双侧概率检验.

2  结果

2.1 Tim-3基因型及等位基因在病例组与对照组

中的分布及患病风险估计 采用SNaPshot技术

对Tim-3 Tag SNP rs11741184和rs13170556的多

态性进行检测, 根据碱基峰值的位置和颜色判

断基因型. 2个位点的基因型分布均符合Hardy-
Weinberg平衡(P >0.05). rs11741184位点基因型

CC、CG、GG在急性HBV感染组和慢性HBV
感染组中分布频率分别为84.39%、15.28%、

0.3%, 86.04%、13.65%、0.3%, 两组之间比较

差异无统计学意义(P  = 0.7719). 等位基因C、G
在病例组与对照组中分布频率分别为92.03%、

7.97%, 92.87%、7.13%, 两组比较差异无统计

学意义(P  = 0.4857). rs13170556位点基因型以

A A、G A、G G在病例组和对照组中分布频

率分别为68.77%、28.57%、2.66%, 68.07%、

28.41%、3.51%, 病例组与对照组之间比较差

异无统计学意义(P  = 0.7673). 等位基因A、G在

病例组与对照组中分布频率分别为83.06%、

16.94%, 82.28%、17.72%, 两组比较差异无统计

学意义(P  = 0.4857, 表1).
2.2 Tim-3基因tagSNP单体型分析及患病风险

估计 我们依据SHEs i s软件计算得到3种单体

型(C-A、C-G、G-A), 其频率在急性组分别为

■创新盘点
本研究采用多重
单碱基延伸SNP
分型技术(SNaP-
shot)首次对Tim-3
基因两个tagSNP
位 点 多 态 性 与
HBV感染转归的
关系进行研究, 具
有创新性.
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75.08%, 16.94%, 7.97%, 对照组分别为75.15%, 
17.72%, 7.13%, 3种单体型与HBV感染的转归无

相关性(P >0.05, 表2). 

3  讨论

Tim基因家族是在研究Th细胞表面受体时发现

的一个新的基因家族, 位于染色体5q33.2, 由3个
成员组成(Tim-1, -3, -4). Tim-3由281个AA组成, 
主要表达于分化的Th1细胞表面, 负性调节Th1细
胞免疫应答, 对维持体内Th1/Th2细胞间平衡可能

起重要作用, 而Th1/Th2细胞的平衡失调在诸多免

疫相关致病机制中起着重要的作用[11,12]. Ju等[7]在

HBV感染小鼠流体动力学模型Tim-3功能及表

达的研究中发现, Tim-3扮演了HBV T细胞应答

中的一个有效调节因子的角色, Tim-3可能参与

HBV感染后的免疫调控. 他们认为Tim-3在NK
细胞上高表达, 而NK细胞在抗病毒感染免疫中

发挥着重要的作用[13-15], 而且已有研究显示在慢

乙肝患者体内NK细胞处于耐受状态[16,17]. 这提

示Tim-3作为一种负性调控分子, 很可能直接或

者与其他分子协同向NK细胞内传到负性信号, 
抑制NK细胞功能, 影响慢乙肝患者的免疫状态. 
Jones等[18]研究发现HIV感染的患者体内CD8+ T
细胞上Tim-3表达升高. 推测Tim-3的表达升高可

能是病毒逃避宿主免疫的一种病理机制或者是

宿主为控制免疫损伤而在慢性免疫活化状态基

础上产生的一种生理性反应. Ju等[7]发现外周血

CD8+ T细胞上Tim-3表达升高, 推测表达上调的

Tim-3可能是抑制细胞功能, 从而促进病毒逃逸

的发生. 
Tim-3分子的启动子和编码区域均发现有

SNP存在, 并且这些SNP可能与机体对疾病的

易感性或耐受性相关[19]. 目前研究结果表明人

类Tim-3基因多态性主要与哮喘、遗传性过敏

症、变应性鼻炎、类风湿关节炎等疾病的易

感性有关. Cornillon等[20]研究发现韩国人群中

Tim-3基因的-574T/G多态性与哮喘、变应性鼻

炎和类风湿关节炎相关; 4259G/T多态性与哮喘

无相关, 但与变应性鼻炎和类风湿关节炎相关. 
张才成等[21]发现湖北汉族人群中Tim-3基因启动

子区-574T/G位点多态性与哮喘相关, 而-1541T/
C位点与哮喘无相关性. Tim-3基因多态性是否

与HBV的感染和转归有关尚不明确. Tag SNP
是人类基因组中多态性中具有代表和特征性的

SNP, 是通过连锁不平衡分析捕获的能代表整

个设定区域序列变异的SNP, 能大大提高关联分

析的效果, 并降低基因分型的工作量及研究费

用, 成为目前在多因素疾病研究中最感兴趣和

最常使用的方法. 因此, 在本研究中, 我们通过

Kim等[22]开发的Quick SNP筛选出rs11741184和

表  2  两组患者Tim-3基因SNP位点单体型分布频率比较

     
单体型   病例组n (%)   对照组n (%)     P 值                OR(95%CI)

CA 452(0.7508) 1497(0.7515) 0.9732 0.9964(0.8070-1.2302)

CG 102(0.1694) 353(0.1772) 0.0603 0.9472(0.7436-1.2065)

GA   48(0.0797) 142(0.0713) 0.4857 0.1288(0.8029-1.5871)

GG - - - -

     
多态位点 基因型  病例组n (%)  对照组n (%)     P值               OR(95%CI)

rs11741184   CC 254(0.8439)    857(0.8604) 0.7719 0.8859(0.6301-1.2456)

  CG   46(0.1528)    136(0.1365)

  GG     1(0.0033)        3(0.0030)

  C 554(0.9203) 1 850(0.9287) 0.4857 0.8859(0.6301-1.2456)

  G   48(0.0797)    142(0.0713)

rs13170556   AA 207(0.6877)    678(0.6807) 0.7673 1.0558(0.8288-1.3448)

  GA   86(0.2857)    283(0.2841)

  GG     8(0.0266)      35(0.0351)

  A 500(0.8306) 1 639(0.8228) 0.6603 1.0558(0.8288-1.3448)

  G 102(0.1694)    353(0.1772)

表  1  两组患者Tim-3基因SNP位点基因型及等位基因频率比较 ■应用要点
本 文 通 过 对
( t a g S N P ) r s 11 7 
4 1 1 8 4 C / G 和 
rs13170556A/G
位点多态性HBV
感染转归的关系
进 行 研 究 ,  表 明
中国汉族人群中
Tim-3基因tagSNP 
r s 1 1 7 4 1 1 8 4 和
rs13170556位点多
态性可能与乙型
肝炎病毒感染的
转归不相关.
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rs13170556两个tagSNP位点进行了研究. 另外, 
本研究选取H B V感染后自限性恢复患者作为

研究对象, 增加疾病发生与否的信息, 使得研究

结果更加准确、可靠. 因此, 我们通过对301例
HBV感染恢复期患者、996例慢性乙型肝炎患

者rs11741184和rs13170556两个位点基因型及等

位基因频率的研究, 明确Tim-3基因多态性在中

国汉族人群中分布情况及其与HBV持续感染后

疾病转归的关系, 结果显示, Tim-3 tag SNP位点

基因多态性在HBV感染自限性感染患者者、慢

性HBV感染者中的分布无统计学差异, 提示这2
个SNP位点基因多态性可能不影响HBV感染后

疾病的转归, 可能与以下因素有关: (1)SNP在不

同的人群中分布频率可能不一样, 杂合程度未

必相同; (2)HBV感染后的转归与多种因素有关, 
疾病的发生发展机制非常复杂, Tim-3基因多态

性在HBV感染的转归中不起着重要的作用. 因
此, 虽然本研究未发现Tim-3 tagSNP rs11741184
和rs13170556两个多态性位点与中国汉族人群

HBV感染的转归有相关性, 但我们不能排除这

两个位点与其他人群HBV感染的转归有关. 也
不排除Tim-3基因的其他位点与HBV感染的转

归有相关性, Tim-3基因的多态性是否影响是

Tim-3蛋白的表达和功能, 并进而影响了Tim-3分
子在HBV感染中的调控还有待于进一步研究.
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