
乙型肝炎病毒核心启动子缺失变异对病毒抗原表达的影响  

    乙型肝炎病毒(HBV)核心启动子(CP)部分缺失变异已证实在几种HBV感染的临床现象中存在[1][2][3]。我

们在一组14例血清抗-HBe阳性的无症状携带者中，发现有9例在nt 1 748(或nt 1 747)至nt 1 767间有20(或

21)个核苷酸的缺失，此9例中有5例合并有nt 1 896 G→A点变异[4]。前期，利用含1.2拷贝的HBV全基因真核

表达载体P3.8Ⅰ，已成功地构建了上述CP 20/21 bp缺失和20/21 bp缺失+A1896热点变异的HBV全基因重组载

体，分别命名为20d-P3.8Ⅰ、21d-P3.8Ⅰ、20d/A1896-P3.8Ⅰ、21d/A1896-P3.8Ⅰ[5]。本研究在此基础上

转染HepG2细胞，以研究此类变异株对病毒抗原表达的影响。 

    

1  材料与方法 

    1.1 实验材料 

    HepG2细胞为我室保存，胎牛血清购于Hyclone公司，DMEM、脂质体Lipofectamine 2000 Reagent购于

GIBCO公司，分泌型碱性磷酸酶(secreted alkaline phosphatase, SEAP)质粒及SEAP检测试剂盒购于

CLONTECH公司，鼠抗HBs/HBe/HBc购于珠海中山公司，Western-blotting试剂盒购于KPL公司。 

    1.2  细胞转染 

    野生型(P3.8Ⅰ)和变异型(20d-P3.8Ⅰ、21d-P3.8Ⅰ、20d/A1896-P3.8Ⅰ、21d/A1896-P3.8Ⅰ)HBV全基

因重组质粒采用脂质体介导方法转染。转染按产品说明书方法进行。以SEAP质粒共转染作为转染效率的内参

照。 

    1.3  检测转染效率 

    用化学发光法检测SEAP表达量。按产品说明书方法进行。 

    1.4  HBsAg、HBeAg及HBcAg的ELISA检测 

    用ELISA法检测上清HBsAg、HBeAg的表达(双抗体夹心法)。而ELISA法检测HBcAg，需裂解细胞，即细胞团

块用0.25 mol/L Tris-HCl pH 7.5悬浮，使其浓度为1×106/ml，加等体积的2×细胞裂解液[含150 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L EDTA(pH 8.0)，1 mmol/L PMSF]混合涡旋15 s，室温静置30 min，4 ℃ 12 000 g离心10 

min，上清即可用于ELISA法HBcAg检测(双抗体夹心法)。 

    1.5  HBsAg、HBeAg及HBcAg的Western blotting分析 

    对于HBsAg、HBeAg的Western blotting分析，收集细胞培养上清6 ml，冷冻抽干溶于150 μl 1×SDS凝

胶加样缓冲液(0.05 mol/L Tris, 0.1 mol/L二硫苏糖醇，2%SDS，0.1%溴酚蓝，10%甘油，pH 6.8)，取50 μ

l进行SDS-12%PAGE电泳；而对于HBcAg的Western blotting分析，收集培养细胞5×106，以预热至85 ℃的1

×SDS凝胶加样缓冲液200 μl裂解细胞，100 ℃变性5 min，离心后取上清50 μl进行SDS-12% PAGE电泳。电泳

毕后，取出凝胶，电转移法转印硝酸纤维素膜。Western blotting分析按产品说明书进行。 

    

2  结果 
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    2.1  转染效率检测 

    经液相闪烁仪检测，各突变株及野毒株的转染效率基本一致。20d-P3.8Ⅰ、21d-P3.8Ⅰ、20d/A1896-

P3.8Ⅰ、21d/A1896-P3.8Ⅰ与P3.8Ⅰ的转染效率之比为0.994∶1.006∶0.998∶1.003∶1。 

    2.2  HBsAg、HBeAg及HBcAg的ELISA检测 

    ELISA分析表明，四种变异株转染HepG2细胞分泌到上清中的HBsAg、HBeAg及细胞内HBcAg均较野毒株显著

减少(表1)。其中，四种突变株上清中HBsAg和细胞内HBcAg均近呈等量减少，仅为野毒株的1/6~1/8，但均较空

载体转染者高；20d-P3.8Ⅰ、21d-P3.8Ⅰ转染者上清HBeAg仅为不足野毒株的1/10；而同时合并有A1896点变

异的20d/A1896-P3.8Ⅰ、21d/A1896-P3.8Ⅰ转染者上清中HBeAg水平与转染空载体者相同，提示无HBeAg分

泌。 

    2.3  Western blotting分析 

    进一步做Western blotting分析，经密度扫描发现，四种变异株各自的三种病毒抗原水平较野毒株者亦显

著降低。变异株20d-P3.8Ⅰ、21d-P3.8Ⅰ、20d/A1896- P3.8Ⅰ、21d/A1896-P3.8Ⅰ与野毒株P3.8Ⅰ相比, 

上清HBsAg分别为0.19∶0.26∶0.20∶0.23∶1(图1)；上清HBeAg分别为0.15∶0.17∶0∶0∶1(图2)；细胞内

HBcAg分别为0.16∶0.17∶0.16∶0.15∶1(图3)。 

    图1  细胞上清HBsAg的Western blotting分析 
    Fig.1  Western blotting analysis of HBsAg in the cell supernatants

    Lane 1: 20d-P3.8Ⅰ; Lane 2: 21d-P3.8Ⅰ; Lane 3: 20d/A1896-P3.8Ⅰ; Lane 4: 21d/A1896-
P3.8Ⅰ; Lane 5: P3.8Ⅰ; Lane 6: Mock. The position of the 27 000 HBsAg is marked. 



    图2  细胞上清HBeAg的Western blotting分析 
    Fig.2  Western blotting analysis of HBeAg in the cell supernatants

    Lane 1: P3.8Ⅰ; Lane 2: 20d-P3.8Ⅰ; Lane 3: 21d-P3.8Ⅰ; Lane 4: 20d/A1896-P3.8Ⅰ; Lane 
5: 21d/A1896-P3.8Ⅰ; Lane 6: Mock. The position of the 17 000 HBeAg is marked. 

    图3  细胞上清HBcAg的Western blotting分析 
    Fig.3  Western blotting analysis of HBcAg in the cell supernatants

    Lane 1: P3.8Ⅰ; Lane 2: 20d-P3.8Ⅰ; Lane 3: 21d/A1896-P3.8Ⅰ; Lane 4: 20d/A1896-P3.8Ⅰ; 
Lane 5: 21d/A1896-P3.8Ⅰ; Lane 6: Mock. The position of the 27 000 HBcAg is marked. 

    

3  讨论 

    至今尚无理想的HBV体外感染的动物模型，目前多通过转染细胞模型来研究HBV变异的生物学意义。由于

HBV基因组呈双链闭合环状，且其开放读框分布于全长DNA，因此需含大于单拷贝的HBV DNA全基因的载体才有

可能在转染的细胞内建立HBV的复制状态。P3.8Ⅰ质粒含有1.2拷贝HBV DNA全基因，野毒株在体外已证实其复

制与表达能力[6]。本研究以此质粒为模型，构建的CP缺失变异株及合并存在的A1896点突变株，可为体外研究

上述变异的生物学意义奠定基础。 

    为了证实转染效率，用含有SEAP基因的质粒共转染作为内参照。培养上清的SEAP经液相闪烁仪检测，SEAP

量在所有实验中都很稳定，排除了因转染效率不同而对实验结果的影响。 

    重叠于X基因中的CP的缺失变异已在较多的病例中发现，包括HBsAg阴性的输血肝炎、血清标志物全阴性的

HBV感染和血清抗-HBe阳性的无症状携带者等[1][2][3][4]。在HBV基因组中，CP有着极其重要的作用。它介

导两种RNA即前核心mRNA和前基因组mRNA的转录。CP区无TATA盒(TATA box)，但含有4个TA富含区

(TA1~TA4)，分别位于nt 1 752~1 755、nt 1 758~1 762、nt 1 771~1 775、nt 1 789~1 795。TA1~ TA3

决定前核心mRNA转录起始，而TA4决定前基因组mRNA的转录起始[7]。新近，国外学者通过体外细胞转染结果表

明，CP区8 bp(nt 1 768~1 775)缺失株可使前核心mRNA及前基因组mRNA转录均下调，从而使病毒蛋白合成量

明显减少[8]。此CP区8 bp 的缺失，使整个TA3缺失，而本实验CP区20/21 bp缺失变异，使包括TA1~TA2的全

部序列缺失。本文所述四种突变株较野毒株HBsAg、HBeAg及HBcAg表达量的减少可能是在转录水平上的差异所



致。A1 896点变异导致前C mRNA翻译中止，因此，合并有CP 20/21 bp缺失及A1 896点变异株者，对HBeAg表

达的影响可由在转录和翻译水平双重下调产生，表现为与空载体转染的HBeAg水平相同。本研究中的四种突变株

显示病毒抗原表达水平均显著下降，可以解释病毒抗原全阴性的不典型HBV感染、抗HBe(+)病变静息的无症状

HBV感染等临床现象。 
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