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乙型肝炎患者及其子女 <=> ?!@ A,样
序列单核苷酸多态性分析

王培林 王修海 丛书英 马洪明 张学成

【摘要】 目的 进一步探讨乙型肝炎在患者及其亲子代之间的垂直传播。方法 应用单核苷酸多

态性（B!C）、聚合酶链反应/单链构象多态性（C*D/BB*C）分析等分子遗传学技术和方法检测了乙型肝炎
患者家系 $’个，-%例受试者。结果 A,样序列 C*D检测结果表明，游离型和整合型 <=> ?!@在乙型
肝炎患者（<=C）与其发病后出生子女（<=C1）实验组检出率之间一致性增高，其检出率分别与乙型肝炎
患者发病前出生子女（<=CE）和正常对照组的比较，差异均显著，! F ’G’,。乙型肝炎患者父子之间的
B!C分析发现，在 A, 样序列区和非 A, 样序列区多个碱基位点处出现碱基替换、插入或缺失，
( )’%@!H、( ),’ I!H、( )-& H!*，还存在( )’’H缺失和( )’$*插入等。乙型肝炎患者父子之间的 B!C
在( )’%、( ),’、( )-&、( )’’和( )’$位点一致。结论 乙型肝炎可以在 <=J@9阳性的男性乙型肝炎患者
（K<=C）及其子女之间遗传传递，为乙型肝炎的遗传传递进一步提供了分子遗传学证据。
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目前，应用单核苷酸多态性（J2893Q 8L53Q";2MQ
S"3N0"PS72J0，B!C）探讨乙型肝炎病毒 ?!@（<=>

?!@）在乙型肝炎（简称乙肝）患者及其子女间的垂
直传播的研究报道尚属少见。本研究采用 B!C 技
术检测乙肝患者及其子女游离型和整合型 <=>
?!@ A,样序列、突变型的 <=> ?!@ A,样序列及其
基因突变和类型，探讨分析 <=> ?!@在乙肝患者及
其子女间的垂直传递。为乙肝的遗传传递提供分子

遗传学证据。
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! 材料和方法

!"! 研究对象：乙肝患者（#$%）家系 &’个，乙肝患
者全为男性乙肝患者，平均年龄 ()岁。发病前出生
子女（#$%*）!’例，发病后出生子女（#$%+）),例，平
均年龄 !-岁。.,例受试者均进行血清学检查，#$/
%0均系 #$012阳性；#$诊断标准按照 !33’年上海
病毒性肝炎会议修订的方案。随机选择 )’ 例正常
个体作为正常对照组（45）。
!") 试剂：%56试剂购自北京华美生物工程公司。
%56引物 引物 !，位于 #$7 841 正链的! ,)3 9
! ,(,区，)’*:，序列为 -;/<=55=15=<==511<55/
=55/&;；引物 )，位于 #$7 841负链的! 3(, 9 ! 3.>
区，)’*:，序列为 -;/1<<1<1=5=5<11=1<15<</&;，
扩增产物含 !&,*:，内含 ?-样序列。引物 !、)由北
京赛百盛生物工程公司合成。

!"& 方法［!］：
!"&"! 血清 #$7 841和 %$@5中人基因组 841的
制备 分别取受试者 !’’!A血清，常规 B8B、蛋白酶
C消化、苯酚、氯仿D异戊醇、乙醇抽提 #$7 841。将
841溶于 &’!A =E缓冲液中，置 F )’G备用。取肝
素抗凝血 -HA，按照制备血清 #$7 841的常规方法
提取基因组 841，溶于 !’’!A =E中，F )’G保存，备
用。

!"&") %56扩增 从血清及全血中提取的 841作
为模板，以人工合成的 )’*:的寡核苷酸为引物，试
剂盒中乙肝阳性血清作对照，进行 %56扩增。-’!A
反应体系含 !’ I $JKKLM -!A，( I N4=%（!’HHOPDA）
&!A，@25P)（)-HHOPDA）&!A，%MQHLM（!")）各 )’:HOPDA，
模板 -’’R2，双蒸水 &’!A样品经 3-G变性 >HQR后，
加入 !"# 酶，经 &’ 个循环，扩增产物经 )S琼脂糖
凝胶电泳，E$染色后，与阳性对照的 841条带在同
一水平位置者确定为 #$7 841扩增阳性。
!"&"& %56/BB5%分析 取纯化产物 -!A，加入 BB/
5%加样缓冲液 !-!A，3,G变性 ,HQR 后迅速置入冰

浴中，样品加入 ,S非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，银
染观察结果。

!"&"( ?- 样序列核苷酸序列分析 对 BB5%分析
出现异常单链构象带的 %56 产物进行测序分析。
取 %56 扩增产物应用 )S琼脂糖凝胶电泳，E$ 染
色，紫外光下鉴定产物质量。直接从凝胶中回收、纯

化产物。取纯化后的模板 )-’R2，采用双脱氧末端终
止法荧光标记（末端标记），用 1H:PQ=+T 8UL =LMHQR+/
VOM 5UWPL BLTJLRWQR2 CQV（%LMXQR/EPLHLM公司）进行测序
反应。测序 %56反应程序为 3.G变性 !’0，-’G退
火 -0，.’G延伸 (HQR，)- WQMWPL0。标记产物用乙醇沉
淀纯化，收集沉淀物，烘干。将样品溶解于 )-!A
=B6溶液中，混匀。3-G变性分散 )HQR，迅速取出置
于 ’G冷却，把处理好的样品上样于 1$Y &!’型 841
自动测序仪（%LMXQR EPLHLM公司）进行测序。

" 结果

%$@5内整合型 #$7 841 ?-样序列检测结果
见表 !。
)"! %56/BB5%分析：所有受试者 ?-样序列 %56扩
增阳性产物，经 BB5%分析，发现单链构象多态性分
析阳性者 (例。
为了排除 %56分析的假阳性结果，设置阳性、

阴性对照标本。同时，将冲洗人类基因组 841过程
的液体进行 %56分析，排除了血清和细胞质内游离
#$7 841污染的可能性。
)") ?-样序列测序分析：对 & 个父子家系 - 个成
员的 3个游离和整合型的 #$7 841 ?-样序列标本
做了测序分析，发现在 ?-样序列区和非 ?-样序列
区多个碱基位点出现碱基替换、插入或缺失，父子之

间的 B4%基本一致（见表 )、&）。乙肝患者父子家系
)’!父子之间的 B4%存在于 ?- 样序列区 ! ,,3<!
5、! 3’,<!=、非 ?-样序列区 ! 3-’<!=和 ! 3.,=
!5（见图 !、)）。

表 ! #$%0及其 #$%+、#$%*的 #$7 841 ?-样序列的分析
#$%&’ ! ()$&*+,+ -. /01 23( 4- +’56’)7’ -. /08+ $)9 /08$，/08%

例数
血清游离型

#$7 841（ Z）
检出率（S）

%$@5内整合型

#$7 841（ Z）
检出率（S）

45 )’ ’ ’"’’ ’ ’"’’

#$% &’ )&（)&D).） ,,"(. )!（)!D)-） ,("’’

#$%* !’ )（)D!’） )’"’’ )（)D!’） )’"’’

#$%+ )( !3（!3D)’） 3-"’’ !.（!.D)’） ,’"’’
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图 ! 家系 "#!父亲 $%& ’() *+样序列测序分析

!"# , ! $%& ’&()&*+"*# ,*,-.’"’ /0 123 456 7+--"8& ’&()&*+& /0 9%& 0,9%&: ;"9% %&<,9"9"’ 2 "* 9%& 0,="-. "#!

图 " 家系 "#!父亲发病后出生儿子 $%& ’() *+样序列测序分析

!"# , " $%& ’&()&*+"*# ,*,-.’"’ /0 123 456 7+--"8& ’&()&*+& /0 9%& >,>. >/:* ,09&: %"’ 0,9%&: ’)00&:&? 0:/= %&<,9"9"’ 2 "* 0,="-. "#!

表 " .个乙肝患者父子家系相同位点的 /(01

$,>-& " @5A’ /0 9%& ’,=& -/+" "* . 0,="-"&’ /0 %&<,9"9"’ 2 <,B

9"&*9’

病例
*+样序列区

! 2#3

非 *+样序列区

! 2+# ! 245

"#! )!6 7!6 6!8

"#" )!6 7!6 6!8

! .#! )!6 7!6 6!8

" .#! )!6 7!6 6!8

" .#" )!6 7!6 6!8

表 . 乙肝患者父子家系 " .#!的 /(01

$,>-& . @5A’ /0 9%& 0,="-. " .#! ;"9% %&<,9"9"’ 2 <,9"&*9

核苷酸位点 父 子

*+样序列区

! 35! 7!) 7!)

! 359 7!) 7!)

! 332 8!) 8!)

! 32# 7!6 7!6

! 2## 6缺失 6缺失

! 2#. 8插入 8插入

! 2#3 )!6 )!6

非 *+样序列区

! 3#! 8缺失 8缺失

! 2+# 7!6 7!6

! 245 6!8 6!8

C 讨论

/(0是继 :;<0、/6:之后的第三代人类基因组

作图的分子标记。目前，越来越多地用于疾病和群

体遗传学。在疾病遗传学集中基因内或与基因关联

的 /(01中寻找遗传病相关基因；在群体遗传学中重
视基因外和低重组区的 /(0标记，研究人类的遗传

多态性和分子流行病学等［"］。

/(0为基因组水平上单个核苷酸变异引起的

’()序列多态性，表现形式有单碱基的转换、颠换、
插入、缺失等。转换与颠换比约为 " = !，!>9 的 /(01
发生 6!8 转换。本研究发现 /(01 表现形式有 9
种，即单碱基的转换、颠换、插入、缺失。在 .个家系
的 +个受试者中，转换与颠换比为 ! = "，!>. 的 /(01
发生 6!8转换。在" .#!家系中，转换与颠换比为

. =9，6!8转换和涉及的 6、8点突变约占 ">+。
应用 08:、//80、核苷酸序列分析等技术分析受

试者 *+样序列的 /(0为简便易行的方法。//80技
术可检测含 /(0突变型 *+ 样序列片段，在 08:产
物 ? "##@A 时，突变检出率为 5#B C 2+B。本研究

08:产物为 !.3@A。*+ 样序列是 $%&基因组中一
段最保守的核苷酸序列，位于! 3+5 C ! 2!3区，4!@A。
本课题 *+ 样序列 08:检测结果表明，$%0和

$%0D等实验组的检出率分别与 $%0@的比较，差异
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均显著（! ! "#"$）［% & ’］。结果提示，()*+ (), -./
检出率增高是与遗传传递因素有关，由于在父子间

不存在围产期的感染，可排除水平传播的可能因素，

因此整合型 (), -./检出率显著增高归因于发病
的父亲，通过有 (), -./整合的精子传递给后代，
有人认为这是 ()*+遗传物质损伤的主要因素［0，1］。

*234552*分析表明，(), -./ 6$ 样序列突变
率为 $#78，其中9 %":患者家系的父子之间具有完
全一致的单链泳动变位。提示该患儿可能是由于获

得其患病父亲精子细胞中整合的 (), -./所致。

(), -./ 6$ 样序列核苷酸序列分析表明，所
检测受试者的 ;份 6$样序列标本中，6$样序列区
和非 6$样序列区共同存在 %个位点的 5.*<，6$样
序列区: ;"1位点 /!=颠换，非 6$ 样序列区: ;$"
位点 >!=颠换和: ;’0位点 =!2转换。作为存在
于人类基因组内的 (),基因组的这些碱基替换均
为点突变，与乙肝的发生、发展、治疗不愈和传递等

直接相关。家系9 %":父子两人 *234552*阳性。检
测 5.*，发现至少 :"个位点共同存在 5.*<，除 6$样
序列区的: 10:、: 107、: 11;、: 1;"、: ;"1 $个位点和
非 6$样序列区的: ;$"、: ;’0 9个位点的碱基替换
之外，在: ;""、: 1":位点和: ;"%位点分别为 =、2碱
基的缺失和 2碱基的插入。这 :"个位点点突变的
分子遗传学特征决定了父子两人的临床特点。患者

为慢性活动性肝炎，()</?、()@/? 和抗4(A@ 均阳
性，即“大三阳”；其儿子发病后出生，乙肝五项检查

也为“大三阳”［;］。

本研究结果表明，(),感染可以在 ()</?阳性
的 B()*及其子女之间遗传传递，通过生殖细胞在
亲子代间进行传递是有可能的，从分子遗传学水平

为 ()的遗传传递学说提供了证据［:" & :9］。
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