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【摘* 要】目的：通过对慢性 FQS 患者中 FQS 6?/O P O 基因

及其调控序列的变异热点的分析，研究各区段变异热点与疾

病病变程度的关系- 方法：对 ($ 例慢性 FQS 患者中扩增的

FQS >DT 各 ) 个克隆进行序列分析- 结果：($ 例不同病变程

度的慢性 FQS 中，.!%+$ P T!%+( 双突变在轻度慢性肝炎中发

生变异 ’ 例（),- ’X），中度慢性肝炎发生变异 ( 例（)"- ,X），

重度慢性肝炎发生变异 !! 例（+,- %X），.!%+$ P T!%+( 双变异

在三组患者中的分布无差异（8 Y "- "’）- 前 O T!,&+ 变异在

轻度慢性肝炎中发生率为 )"- ,X，在中度慢性肝炎中发生率

为 (+- $X，在重度慢性肝炎中的发生率为 ’"- "X，T!,&+ 变异

在三组患者中分布的差异无统计学意义（8 Y "- "’）- FQS P O
区的变异热点中，轻度慢性肝炎患者中发生氨基酸替代合计

$) 个，中度慢性肝炎患者中发生氨基酸替代合计 )) 个，重度

慢性肝炎患者中发生氨基酸替代合计 (" 个- 在三组患者中 O
区氨基酸替代的分布有统计学差异（8 Z "- "’），替代随病变

程度的加重而增加- 结论：慢性 FQS 患者的 FQS O 基因及

其调控序列变异具有多样性和复杂性，与体内的免疫清除和

病毒逃避免疫攻击相关，从而容易导致疾病的慢性化-
【关键词】乙型肝炎病毒；慢性乙型肝炎；突变
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HI 引言

在慢性 FQS 感染 FQ/TE 阳性免疫耐受期，早期

常无炎症活动，O 基因序列显示保守，在 / 抗原转换

前期，FQ/TE 仍阳性，但可有炎症活动，O 基因出现随

意变异，在血清转换成抗 FQ/ 阳性后炎症仍可活动，

O 基因产生聚集变异- 重度肝炎的发生主要是机体

对 FQS 产生过强的免疫应答的结果，但重度肝炎常

与 FQ/TE 阴性的表型相关，提示 FQS 毒株的不同也

可能有不同的致病力- 本研究对 ($ 例慢性 FQS 患

者的 FQS 进行前 O，O 及其调控序列分析，试图了解

不同变异热点与病变程度的关系-

JI 对象和方法

J- JI 对象I FQS >DT 阳性的慢性 FQS 患者 ($（男

)+，女 +）例- 年龄 !) \ ’+ 岁不等- 其中慢性 FQS 轻

度 !) 例，中度 !) 例，重度 !+ 例- 所有病例的诊断均

符合 $""" 年西安全国传染病与寄生虫病学术会议制

定的病毒性肝炎诊断标准，并排除合并感染其他病毒

性肝炎［!］- 均有肝组织病理诊断，根据肝脏炎症活动

度进行分级，病理诊断及分级标准同上［!］-
J- KI 方法

!- $- !* 血清 FQS 标志测定* 采用酶联免疫吸附法，

试剂由 )S 生物技术有限公司提供-
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!" #" # $ 引 物 序 列 如 下 $ %!：&’’(()&))(&’)’*
’(’((’&) （ +,!-./*+,!--. ）； %#： &)’’&’))*
(’(’))&&&(（+,#./0*#.1#）；由上海生物工程技术

服务公司合成"
!" #" / $ %&2 扩增 $ 血清标本 !00 !3 以蛋白酶 4

（%56789:）消化，酚*氯仿抽提，无水乙醇沉淀" 沉淀

物溶于 #0 !3 ); 中，取 1 !3 为模板，进行 %&2 扩

增" 反应条件如 下：<.= .0 >，11= .0 >，?#= !
7@+，/1 个循环，?#=延伸 1 7@+" 取 1 !3 %&2 产物

进行 !0 9 A 3 琼脂糖凝胶电泳检测（图 !）"

!：B3#000 7:5C85；#：BD’ 扩增片段（E!0 FG）"

图 !$ HIJ BD’ %&2 扩增结果

!" #" .$ %&2 产物的胶回收$ 取 %&2 扩增产物 #0 !3
在 !0 9 A 3 琼脂糖凝胶上电泳，将 E!0 FG BD’ 条带从

凝胶上切下来，用小量胶回收试剂盒回收，操作按说

明书进行"
!" #" 1$ 克隆测序$ 将回收后的 %&2 产物分别克隆

到 %KB*) 载体（):C:5:）上，转化大肠杆菌 LK!0< 感

受态细胞，接种到含 :7G@M@NN@+ A O%)( A P*9:N 的 3I 平

板上，挑选白色菌落筛选阳性克隆" 每份标本各选取

三个克隆送上海生物工程技术服务公司测序"
!" #" -$ 核苷酸、氨基酸序列分析 $ 用 BD’QOQ 软件

及 %2RQOQ 软件处理，结果与 (8+I:+C 标准序列中的

’S5 亚型比较"
统计学处理：组间率的比较应用 Q%QQ!/" 0 统计

软件进行 !# 检验"

!" 结果

!" #" I&% 双突变$ 在核心基因启动子 I&% 中存在

两种联 合 位 点 突 变，其 中 一 个 是 常 见 的 (!?-#) A
(!?-.’ 双突变，.# 例不同病变程度的慢性 HIJ 中，

轻度慢性肝炎发生变异 1 例（/E" 1T），中度慢性肝

炎发生变异 . 例（/0" ET），重度慢性肝炎发生变异

!! 例（-E" ?T）" 另一个是新发现的 &!-?/) A &!??<(
双突变" (!?-#) A (!?-.’ 双突变与 &!-?/) A &!??<(

双突变在三组慢性 HIJ 患者中的分布均无统计学差

异（表 !），认为 (!?-#) A (!?-.’ 双突变与 &!-?/) A
&!??<( 双突变均与病情发展无关"

表 !$ I&% 双突变及前 & 区变异热点与慢性肝炎病变程度的

关系 ［!（T）］

临床诊断 !
I&% 双突变位点

(!?-#) A
(!?-.’

&!-?/) A
&!??<(

前 & 区变异热点

’!E.-) )!E1E& (!E<-’ (!E<<’

慢性肝炎

$ 轻度$ !/ 1（/E） !0（??） .（/!） .（/!） .（/!） #（!1）

$ 中度$ !/ .（/!） .（/!） .（/!） /（#/） -（.-） /（#/）

$ 重度$ !- !!（-<） E（10） .（#1） /（!<） E（10） /（!<）

!#$ $ $ ." ?E! 1" -!0 0" !-# 0" 1?? !" !-? 0" #1!

"$ $ $ U 0" 01 U 0" 01 U 0" 01 U 0" 01 U 0" 01 U 0" 01

!" !" 前 & 区变异$ HIJ 前 & 区常见的变异在不同

病变程度的慢性 HIJ 患者中的分布不一（ 表 !）"
’!E<- 变异在轻度慢性肝炎中发生率为 /0" ET，在

中度慢性肝炎发生率为 .-" #T，在重度慢性肝炎发

生率为 10" 0T " ’!E<- 变异在三组患者中的分布无

统计学差异（" U 0" 01），认为 ’!E<- 变异与病情发展

无关"
!" $" & 区变异$ 慢性 HIJ 患者的 & 区出现频率最

高的 点 变 异 是 ’’1，’’#?，’’/E，’’-0，’’E?，

’’<?，’’!/0，’’!/1" 其在不同病变程度乙肝患者

中分布见表 #" 轻度慢性肝炎患者共 /< 个克隆中发

生氨基酸替代合计 #/ 个，替代率为 1<T；中度慢性

肝炎患者共 /< 个克隆中发生氨基酸替代合计 // 个，

替代率为 E1" -T；重度慢性肝炎患者共 .E 个克隆中

发生氨基酸替代合计 .0 个，替代率为 E/" /T " 在所

研究的 .# 例患者共 !#- 个克隆中，中重度慢性肝炎

患者的 & 区氨基酸替代率高于轻度慢性肝炎患者，

统计学分析显示组间替代率的差异有统计学意义

（" V 0" 01），从而认为 & 区氨基酸替代与病情发展

有关"

$" 讨论

HIJ & 基因启动子变异特别是 )!?-# A ’!?-. 联

合位点变异在我国慢性 HIJ 患者中普遍存在，变异

的发生只是降低了 HIJ 前 & 72D’ 的转录效率，而

不是 完 全 中 止 HI8’9 的 复 制" 目 前 对 于 )!?-# A
’!?-. 联合位点变异对 HI8’9 表达的影响及其与病

变发展、炎症活动的关系还存在较大的争议" &WX+
等［#］认为 )!?-# A ’!?-. 联合突变不影响 HIJ BD’
的复制和 HI8’9 的表达，与肝损伤也没有显著相关

!"#$ 第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）4""5，46（$7）8 +**9：: : ;’()2<.= >??(= /0(= @2



性，疾病的发展主要与个体因素有关! 而 "#$%&’()(*+
等［,］却认为 -./01 2 3./04 与 567 发病过程及病变

严重程度有关，8&()* 等［4］则推测 -./01 2 3./04 变异

与肝细胞癌的发生有关! 本文 41 例不同病变程度的

慢性 567 中，轻度慢性肝炎发生变异 9 例（,:;），

中度慢性肝炎发生变异 4 例（,.;），重度慢性肝炎

发生变异 .. 例（0<;）! =./01- 2 =./043 双突变在

病变程度不同的三组慢性 567 患者中的分布无统计

学差异，认为 =./01- 2 =./043 双突变与病情发展

无关!

表 1> .10 个克隆中 567 2 ? 区热点变异分布 ［!（;）］

氨基酸变异位点

克隆数（个）

慢性肝炎轻

度（! @ ,<）

慢性肝炎中

度（! @ ,<）

慢性肝炎重

度（! @ 4:）

合计

9 AB- 2 5 2 C 2 D 2 E 4 : 0 .:

1/ CB7 F 4 0 .F

,: "B5 . 0 1 <

0F CB7 , / 4 .4

:/ EB= 2 - 4 . 0 ..

</ GBC 4 . 0 ..

.,F AB H 2 - 2 E 2 D 4 , 9 .1

.,9 ABD 2 - , , 9 ..

合计 1,（9<） ,,（:9） 4F（:,） <0（/0）

!1 <! 14:

" I F! F9

> > 在慢性 567 感染中，前 ? 区变异中以第 .:<0 位

核苷酸 =B3 替换突变最常见! 发生突变后产生终止

密码子，使 56J3* 合成终止! 最初的研究认为，在血

清 56J3* 发生转化时，3.:<0 变异可导致较为严重

的肝脏病变! 在慢性活动性肝炎和暴发型肝炎中也

可检测出 3.:<0 变异，从而推测 3.:<0 变异与 567
发病过程及病变严重程度有关［9］! 但是随后的观察

发现 3.:<0 变异也可发生于病变较轻的 567 中，甚

至发现于抗 56J 阳性的乙肝携带者中，表明 3.:<0
变异可能在暴发型肝炎发病过程中不起作用，至少没

有直接的致病作用［,］! 本研究中，3.:<0 变异可发生

于 567 感染的不同临床状态，在轻度慢性肝炎中发

生率为 ,F! :;，在中度慢性肝炎发生率为 40! 1;，在

重度慢性肝炎发生率为 9F! F; ! 随着病情加重变异

的发生虽然有增加的趋势，但 3.:<0 变异在病变程

度不同 的 患 者 中 的 分 布 差 异 无 统 计 学 意 义（" K
F! F9），从而认为其与病变程度无关，这可能与研究

例数少有关!
567 ? 基因具有较大的变异性，本研究中 567 2

? 区 点 变 异 发 生 率 最 高 的 是 339，331/，33,:，

330F，33:/，33</，33.,F，33.,9! 每个病例的

567 2 ? 区均有数量不等的变异! 在 .10 个克隆中，

轻度慢性肝炎患者的 ? 区氨基酸替代率最低，替代

在三组患者中的分布有统计学差异（" I F! F9），认为

替代与病情发展有关! ? 基因氨基酸替代随着病情

发展有增加的趋势，可能由于这些病例在 567 的持

续性感染中，变异株长期积累所致，也说明了 ? 区变

异和肝炎的慢性化有关!
轻度慢性肝炎患者 567 2 ? 区发生氨基酸替代

的频率明显低于中重度慢性肝炎患者，我们认为，在

慢性 567 感染者的肝炎加重期，宿主的免疫反应加

强，清除病毒及其感染的肝细胞的能力也随之加强，

从而变异株的检出频率高! 变异是 567 基因组适应

宿主环境及抵抗宿主免疫攻击的机制，通过变异使病

毒逃避宿主的免疫攻击而不是激发宿主的免疫反应

更符合生物进化的理论!
567 变异与持续性感染以及炎症活动之间的关

系尚存在很多争论! 病毒变异随慢性 567 感染的活

动而发展，而变异又使感染持续，如感染反复活动，病

变可能逐渐加重! 持续或剧烈的炎症活动将有利于

变异株的优势转化! 两种变异株在不同患者或炎症

阶段表现为优势积累或者弱化或者消失，说明变异与

567 持续感染、变异与炎症活动之间的关系尚需要

更多的研究!
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