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　　【摘要】　目的　评价 ＨＢＶ基因组核苷酸 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异对乙型肝炎患者疾病进程及体外病毒复制力
的影响。 方法　３８５ 例研究对象包括 １１６ 例慢性乙型肝炎轻中度（ＣＨＢ唱Ｍ）患者，１２３ 例慢性乙型肝炎重度
（ＣＨＢ唱Ｓ）患者和 １４６ 例慢加急性肝衰竭（ＡＣＬＦ）患者。 从患者血清中提取 ＨＢＶ ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增 ＨＢＶ ＤＮＡ全
长，统计分析 Ｇ１８９６Ａ，Ａ１７６２Ｔ＋Ｇ１７６４Ａ和 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异的发生率，Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异引起核心蛋白第 ５ 位氨
基酸残基由脯氨酸变为苏氨酸或丙氨酸。 统计各组变异与不同疾病进程患者间的单因素与多因素分析。 挑
选代表性 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异株通过定点突变回复为野生型对照。 用 BspＱⅠ／ScaⅠ双酶切 ＨＢＶ 基因组，转染
ＨｅｐＧ２细胞，检测病毒复制力和 ＨＢｓＡｇ表达水平。 结果　ＣＨＢ唱Ｍ、ＣＨＢ唱Ｓ和 ＡＣＬＦ三组患者 Ｇ１８９６Ａ，Ａ１７６２Ｔ＋
Ｇ１７６４Ａ和 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ 变异检出率分别为 １７畅４５％、２７畅４３％和 ５１畅６３％（ P ＜０畅０１ ），２１畅３２％、３２畅６４％和
７８畅６１％（P ＜０畅０１），１５畅５２％、３３畅３３％和 ３５畅６２％（P ＜０畅０１），ＣＨＢ 与 ＡＣＬＦ 患者年龄校正以后两组比较
Ｃ１９１３Ａ／Ｇ检出率分别为 ２６畅３４％和 ３１畅１３％（P ＜０畅０１）。 Ｃ１９１３Ａ变异株的复制力和 ＨＢｓＡｇ 水平较野生株
分别降低了 ３２畅６％和９畅７％，Ｃ１９１３Ｇ分别降低了５０畅７％和 ９畅２％。 结论　Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异发生率随疾病程度
加重依次增高且有统计学意义；Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异降低 ＨＢＶ病毒复制力并进而降低 ＨＢｓＡｇ 表达水平，可能与
核心蛋白结构发生改变有关，结果提示该变异可能与慢性乙型肝炎重症化发生机制相关。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ （ＨＢＶ） ｇｅｎｏｍｅ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｎ
ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ in vitro．Methods　３８５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ ｉｎｔｏ ｍｉｌｄ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ（ＣＨＢ唱Ｍ，１１６），ｓｅｖｅｒｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ（ＣＨＢ唱Ｓ，１２３），ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｏｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｆａｉｌｕｒｅ （ＡＣＬＦ，１４６）
ｓｕｂ唱ｇｒｏｕｐｓ．Ｆｕｌｌ唱ｌｅｎｇｔｈ ＨＢＶ ｇｅｎｏｍｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔ′ｓ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ Ｇ１８９６Ａ，Ａ１７６２Ｔ
＋Ｇ１７６４Ａ ａｎｄ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｖａｒｉａｎｔ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ′ｓ ｆｉｆｔｈ
ｒｅｓｉｄｕｅ ｐｒｏｌｉｎｅ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｂｙ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｏｒ ａｌａｎｉｎｅ．Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｐｉｃｋｅｄ ｏｕｔ ｆｏｒ ｓｉｔｅ唱ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ ｔｏ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｂｙ．ＨＢＶ １畅０ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｏｍｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｂｙ ＢｓｐＱ Ⅰ／Ｓｃａ Ⅰ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ １９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ．
Results　Ｇ１８９６Ａ，Ａ１７６２Ｔ ＋Ｇ１７６４Ａ ａｎｄ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ １７畅４５％， ２７畅４３％ ａｎｄ
５１畅６３％（P ＜０畅０１）；２１畅３２％，３２畅６４％ ａｎｄ ７８畅６１％（P ＜０畅０１），１５畅５２％，３３畅３３％ ａｎｄ ３５畅６２％ ｆｏｒ ＣＨＢ唱Ｍ，
ＣＨＢ唱Ｓ ａｎｄ ＡＣＬＦ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（P ＜０畅０１）．Ｔｈｅ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ２６畅３４％ ａｎｄ ３１畅１３％（P ＜０畅０１）
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｇｅ唱ｒｅｖｉｓｅｄ ｉｎ ＣＨＢ ａｎｄ ＡＣＬＦ ｇｒｏｕｐｓ．Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ １９１３Ａ ｍｕｔａｎｔｓ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ３２畅６％ ａｎｄ ９畅７％ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ；Ｃ１９１３Ｇ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ５０畅７％ ａｎｄ ９畅２％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Conclusions　 Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ； ｉｔ ｗａｓ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｄｕｅ ｔｏ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ Ｃ１９１３Ａ／Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ．
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【Key words】　Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ；　Ｍｕｔａｔｉｏｎ；　Ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

　　虽然乙型肝炎疫苗在预防 ＨＢＶ 感染方面发挥了
重要作用，但是在全球范围，ＨＢＶ感染是引起急慢性肝
炎和进展性肝病包括肝硬化、肝衰竭和肝细胞癌的一
个主要原因。 ＨＢＶ 感染后机体是否发病，由病毒和机
体双方相互作用决定；影响疾病转归和临床结局的因
素很多，其中 ＨＢＶ基因组发生变异就可能是一个重要
的原因。 ＨＢＶ ＤＮＡ复制过程中存在反转录过程，由于
ＤＮＡ聚合酶缺乏读码校正功能，在免疫、药物等各种外
界压力下，使得 ＨＢＶ 在复制周期中容易发生变异［１］ 。
相对于 ＨＢＶ基因组其他区域的研究，Ｃ区的研究较少，
Ｃ区变异影响 ＨＢｃＡｇ 的合成和表达，进而影响 ＨＢＶ
ＤＮＡ的复制。 本研究检测 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异对病毒复制
力和 ＨＢｓＡｇ表达的影响，探讨 Ｃ 区 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ 变异引
起的 ＨＢＶ病毒生物学变化及其对乙型肝炎重症化发
生的影响。

资料与方法

一、临床资料
样本来源于 ２００５ 年 ８ 月至 ２００８ 年 ５ 月于解放军

３０２ 医院就诊的 ３８５ 例病毒性乙型肝炎患者，其中慢性
乙型肝炎轻中度（ＣＨＢ唱Ｍ）患者 １１６ 例，慢性乙型肝炎
重度（ＣＨＢ唱Ｓ）患者 １２３ 例，诊断标准符合 ２０００ 年 ９ 月
（西安）全国会议修订的枟病毒性肝炎防治方案枠标
准

［２］ ，慢加急性肝衰竭（ＡＣＬＦ）患者 １４６ 例，诊断标准
符合 ２００６ 年中华医学会制定的枟肝衰竭诊疗指南枠［３］ 。
二、主要试剂及引物
病毒 ＤＮＡｏｕｔ提取试剂盒、ＰＣＲ试剂购自北京天恩

泽公司；Ｔａｑ 酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、购自 ＴａＫａＲａ 公司；
ｐＧＥＭ唱Ｔｅａｓｙ载体、ＪＭ１０９ 感受态细胞购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公
司；胶回收试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ 公司；质粒提取试剂盒
购自上海生工公司；定点突变试剂盒购自德国 ＳＴＲＡＴ唱
ＡＧＥＮＥ公司；BspＱⅠ、ScaⅠ内切酶购自 ＮＥＢ 公司；转
染试剂盒 Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ 购自 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＨＢｓＡｇ 诊断试
剂盒购自北京科卫公司；实时荧光定量试剂盒购自上
海复星公司；引物由上海生工合成，测序由北京天一辉
远公司完成。
三、方法
１．ＨＢＶ ＤＮＡ全基因组序列扩增和 ＴＡ 克隆：采用

病毒 ＤＮＡｏｕｔ试剂裂解病毒并沉淀 ＤＮＡ，再用 ７０％乙
醇沉淀蛋白以提高 ＤＮＡ 纯度。 采用经典的一步法
ＰＣＲ扩增 ＨＢＶ全基因组序列［４］ 。 将全长 ＰＣＲ 产物进
行纯化后加 Ａ，胶回收加 Ａ产物，与 ｐＧＥＭ唱Ｔｅａｓｙ 载体
连接，转化 ＪＭ１０９ 感受态细菌后进行蓝白斑筛选，挑取

白色菌落 ＰＣＲ阳性的克隆送测序。
２．对 １９１３ 位点定点突变：用 ＱｕｉｃｋＣｈａｎｇｅ 定点突

变试剂盒对 １９１３Ａ／Ｇ 定点突变回复为野生型 １９１３Ｃ，
获得除 １９１３ 位点以外的基因背景完全相同的副本对
照组。 定点突变引物为 Ｐ１、Ｐ２（表 １），反应条件：９５ ℃
２ ｍｉｎ；９５ ℃ ２０ ｓ，６０ ℃ １０ ｓ，６８ ℃ ４ ｍｉｎ，１８ 个循环；
６８ ℃ ５ ｍｉｎ。 产物模板 ＤＮＡ经 ＤｐｎⅠ酶消化后，选择
性地保留未甲基化的质粒，转化 ＪＭ１０９ 高感受态细胞，
挑选阳性克隆送测序确定是否突变成功。

表 1　定点突变引物
引物名称 引物序列 引物用途

Ｐ１ 5５′唱ＡＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣＣＧＴＡＴＡＡＡＧＡＡＴＴＴ唱３′ 定点突变

Ｐ２ 5５′唱ＡＡＡＴＴＣＴＴＴＡＴＡＣＧＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡＴ唱３′ 定点突变

　　３．获得 １畅０ 倍全长 ＨＢＶ复制子及细胞转染：提取
含有全长ＨＢＶ ＤＮＡ的质粒进行 BspＱⅠ／ScaⅠ双酶切，
胶回收 ３畅２ ｋｂ 左右的 ＤＮＡ 条带，获得 １畅０ 倍 ＨＢＶ
ＤＮＡ 全长，用紫外分光光度计定量，浓度为 ０畅６ ～
１畅２ μｇ／μｌ，且 Ａ２６０／Ａ２８０ 值为 １畅８。 将人肝癌细胞系
（ＨｅｐＧ２）于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 中，３７ ℃ ５％
ＣＯ２ 培养，转染前 １ ｄ按 １畅５ ×１０５ 个细胞／孔接种于 １２
孔板中，细胞生长至 ５０％ ～６０％融合度时采用脂质体
转染法进行转染，每孔转染全长 ＨＢＶ ＤＮＡ １ μｇ，脂质
体 ２ μｌ，设置未转染孔为阴性对照，转染 ７２ ｈ 后收获
细胞。

４．上清分泌的 ＨＢｓＡｇ和细胞内 ＨＢＶ 核心颗粒检
测：ＨｅｐＧ２细胞转染 ７２ ｈ后，收集细胞上清采用 ＥＬＩＳＡ
方法检测乙型肝炎 ＨＢｓＡｇ。 收集细胞经 ０畅５％ＮＰ唱４０
裂解，先后经 ＤＮａｓｅⅠ和 Ｐｒｏｅｉｎａｓｅ Ｋ 消化，再用酚、氯
仿／异戊醇抽提，异丙醇沉淀，乙醇漂洗，Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ
重溶获得 ＨＢＶ复制中间体核心颗粒 ＤＮＡ。 采用 Ｒｅａｌ唱
ｔｉｍｅ荧光定量法进行 ＨＢＶ定量，反映 １畅０倍 ＨＢＶ体外
复制力。
四、统计学处理
应用 ＳＰＳＳ １６畅０ 和 ＳＡＳ ９畅０ 软件分析数据。 正态

分布的计量资料用均数 ±标准差（珋x ±s）表示，方差齐
采用方差分析，方差不齐采用 Ｋ唱Ｗ秩和检验。 计数资
料用χ２ 检验。 多因素分析采用多重 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分
析，P ＜０畅０５ 表示有统计学差异。

结　　果

１．患者临床资料分析：患者的人口学资料和临床
检测资料按分组呈现（表 ２）。 对来自患者样本的数据
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　 表 2　患者临床资料分析

组别 例数 男／女
年龄

（岁，珋x ±s）
ＨＢｅＡｇ

（ ＋／－，例）

ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ，珋x ±s）

ＴＢＩＬ
（ｍｍｏｌ／Ｌ，珋x ±s）

ＰＴＡ
（％，珋x ±s）

ＨＢＶ ＤＮＡ
（ ｌｏｇ１０拷贝／

ｍｌ，珋x ±s）

Ｇ１８９６Ａ
（％）

Ａ１７６２Ｔ＋

Ｇ１７６４Ａ（％）

Ｃ１９１３Ａ／

Ｇ（％）

ＣＨＢ唱Ｍ １１６ M１００／１６ �４１   畅１ ±１３  畅０ ８８／２８ 缮１６９ 眄眄畅００ ±２４９ /畅００ ４２ TT畅３８ ±７６ n畅８０ ９５ 舷舷畅６２ ±３３ 殚畅９１ ６ 滗滗畅２７ ±１ 种畅２６ １７   畅４５ ２１ 汉汉畅３２ １５ YY畅５２

ＣＨＢ唱Ｓ １２３ M１０６／１７ �３８   畅８ ±１３  畅４ ５８／６５ 缮４６０ 眄眄畅３９ ±３７６ /畅０２ １０６ TT畅５４ ±１１２ 枛畅３１ ６５ 舷舷畅６０ ±１８ 殚畅９３ ５ 滗滗畅９３ ±１ 种畅３６ ２７   畅４３ ３２ 汉汉畅６４ ３３ YY畅３３

ＡＣＬＦ １４６ M１１９／２７ �４６   畅０ ±１２  畅０ ４９／９７ 缮５２７ 眄眄畅７０ ±９９５ /畅６０ ３１３ TT畅４０ ±１４４ 枛畅３０ ３３ 舷舷畅４２ ±４ 亮畅２０ ５ 滗滗畅００ ±１ 种畅９０ ５１   畅６３ ７８ 汉汉畅６１ ３５ YY畅６２

P 值 ＞０   畅０５ ＜０ 帋帋畅０１ ＜０ ee畅０１ ＜０ 弿弿畅０１ ＜０ 鲻鲻畅０１ ＜０ ]]畅０１ ＜０ 唵唵畅０１ ＜０   畅０１ ＜０ 舷舷畅０１ ＜０ nn畅０１

表 3　不同变异在不同患者分组中年龄校正后的分析
组别 例数 年龄（岁，珋x ±s） Ｇ１８９６Ａ（％） Ａ１７６２Ｔ ＋Ｇ１７６４Ａ（％） Ｃ１９１３Ａ／Ｇ（％）

ＣＨＢ １１１ w３２ gg畅０２ ±６ Y畅２３ ４３ 父父畅２２ ６８ 悙悙畅５２ ２４ 靠靠畅３４

ＡＣＬＦ ４５ c３３ gg畅４７ ±４ Y畅７３ ５５ 父父畅６１ ７７ 悙悙畅８４ ３１ 靠靠畅１３

单因素分析 P值 校正 ＜０ 屯屯畅０１ ＜０ ゥゥ畅０１ ＜０ 栽栽畅０１

多因素分析 P值 ０ いい畅０２ ０ ||畅０２ ０ ǐǐ畅０３

进行统计分析，Ｇ１８９６Ａ，Ａ１７６２Ｔ ＋Ｇ１７６４Ａ和 Ｃ１９１３Ａ／
Ｇ变异检出率在 ＣＨＢ唱Ｍ、ＣＨＢ唱Ｓ 和 ＡＣＬＦ 三组患者中
分别为： １７畅４５％， ２７畅４３％和 ５１畅６３％ （ P ＜０畅０１ ）；
２１畅３２％，３２畅６４％，和 ７８畅６１％（ P ＜０畅０１ ）；１５畅５２％、
３３畅３３％和 ３５畅６２％（ P ＜０畅０１ ）。 检出率在 ＣＨＢ唱Ｍ、
ＣＨＢ唱Ｓ 和 ＡＣＬＦ 中呈升高趋势，ＣＨＢ唱Ｍ 和 ＣＨＢ唱Ｓ 和
ＡＣＬＦ比较发生率明显增加，单因素分析各组变异率有
统计学差异。 临床资料显示 ＣＨＢ唱Ｍ、ＣＨＢ唱Ｓ 和 ＡＣＬＦ
患者 ＨＢｅＡｇ 阳性率，ＰＴＡ 和 ＨＢＶ ＤＮＡ 载量依次降低
（P ＜０畅０１），而 ＡＬＴ 和 ＴＢＩＬ 含量则依次升高（P ＜
０畅０１）。

２．不同变异在不同分组患者中年龄校正后的单因
素和多因素分析：将入选样本患者年龄校正后分为两
组 ＣＨＢ 组和 ＡＣＬＦ 组（表 ３），单因素分析 Ｇ１８９６Ａ，
Ａ１７６２Ｔ＋Ｇ１７６４Ａ 和 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ 变异率均有统计学差
异（P ＜０畅０１），多重 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析显示 Ｇ１８９６Ａ，
Ａ１７６２Ｔ＋Ｇ１７６４Ａ和 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异是 ＣＨＢ 患者发展
为 ＡＣＬＦ的风险因素。

３．ＨＢＶ ＤＮＡ复制力的评价及表面抗原检测：以经
典的 Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ 双联变异作为对照，Ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ
ＰＣＲ方法对提取的核心颗粒进行 ＨＢＶ ＤＮＡ定量，反映
１畅０ 倍 ＨＢＶ体外复制力，变异型的双联变异 Ａ１７６２Ｔ／
Ｇ１７６４Ａ复制力较相应野生株提高了 ６７％，Ｃ１９１３Ａ 和
Ｃ１９１３Ｇ复制力较相应野生株分别降低了 ３２畅６％和
５０畅７％（图 １）。 检测乙型肝炎 ＨＢｓＡｇ，双联变异的
Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ ＨＢｓＡｇ 滴度较相应野生株提高了
２０畅９％，Ｃ１９１３Ａ 和 Ｃ１９１３Ｇ ＨＢｓＡｇ 滴度较相应野生株
降低了 ９畅７％和 ９畅２％（图 ２）。

讨　　论

目前，在全世界乙型肝炎病毒感染都是一种主要
的公共卫生问题，全世界大约有 ４ 亿人感染了乙型肝
炎病毒

［５］ 。 在成人感染者中只有 ５％的人会发展成慢
性肝炎，相反的，在出生时或年幼时即感染者则有 ９０％
以上会进展为慢性肝炎。 ＨＢＶ感染后发生慢性化和重
型肝炎的病理机制是由病毒和机体双方决定的，其病
变的进展影响因素较多，ＨＢＶ 基因变异可能是其中重
要原因之一。 前 Ｃ 区 Ｇ１８９６Ａ 和基本核心启动子区
（ＢＣＰ）Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ 的突变都是重要的常见突变，
在改变 ＨＢｅＡｇ的表达方面起重要作用，ＨＢｅＡｇ 与宿主
的持续病毒感染有关［５］ 。 ＨＢＶ前 Ｃ区 Ｇ１８９６Ａ变异使
第 ２８ 位色氨酸密码子（ＴＧＧ）变为终止密码子（ＴＡＧ），
从而使 ＨＢｅＡｇ 翻译合成终止［６］ ，ＢＣＰ 区的 Ａ１７６２Ｔ／
Ｇ１７６４Ａ双联变异可使 ３′端茎环结构发生改变，稳定性
增强，促进病毒转录的发生和复制［７］ 。
乙型肝炎病毒 Ｃ区基因变异可能会改变核心蛋白

的构象，使 ＨＢＶ通过缺失或者改变免疫表位来逃避免
疫监视，部分有免疫活性表位的 ＨＢＶ 变异株会成为优
势病毒株，这种选择性的细胞毒性 Ｔ 细胞（ＣＴＬ）表位
逃逸突变和病毒的持续感染有关［８］ ，引起宿主免疫攻
击导致肝脏疾病的重症化，或许可以预测肝脏疾病的
进展［９］ ，同时ＨＢｃＡｇ的序列及结构改变会影响 ＨＢＶ核
衣壳包装的稳定性及 ＨＢＶ 复制的精确度和复制效率，
这些改变都可能会对乙型肝炎病毒的生活周期有重要

影响。 乙型肝炎病毒 Ｃ区包含多个 Ｔ细胞和 Ｂ细胞免
疫表位，其中 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ是宿主 ＣＴＬ细胞识别和
攻击 ＨＢＶ感染肝细胞的主要靶目标，ＣＴＬ 表位的改变
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会显著影响 Ｔ细胞识别和杀伤功能和后续的细胞因子
释放，可能和肝病的临床严重程度有关［１０］ 。 Ｃ 区基因
变异会引起 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ的结构和功能改变，使病
毒逃避免疫清除或者影响 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 的检测，给
乙型肝炎的预防、诊断和治疗带来新的问题［１１］ 。
新近有研究表明 Ｃ 区的 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ 变异在 ＡＣＬＦ

患者中检出率较高，认为 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ变异是 ＡＣＬＦ 的独
立危险因素，但未对该变异对病毒生物学活性的影响
进行分析

［１２］ 。 也有报道指出［１３］ ，在 ＨＢｅＡｇ 血清转换
的病例中，Ｃ１９１３Ａ在炎症活动期的突变率（３３畅３％）明
显高于免疫耐受期的突变率（０），在 ＡＬＴ高的患者中，
Ｃ区氨基酸突变也明显增高。 １９１３ 核苷酸突变后，使
核心区第五位氨基酸残基由脯氨酸转变苏氨酸或者丙

氨酸，由于脯氨酸对维持蛋白质的结构有重要作用，因
此该突变可能影响到蛋白质的二级结构，使乙型肝炎
病毒的核心抗原结构发生变化，分析认为 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ
虽然引起 ＨＢＶ 复制力降低，但会使核心蛋白第 ５ 个氨
基酸发生变异，因为离核心蛋白 Ｎ 端比较近，可能会影
响蛋白成熟前信号肽的结构，信号肽不能切掉使前体
核心蛋白停留在内质网上，免疫攻击核心蛋白时也会
引起细胞膜系统的破坏，从而引起细胞的大面积死亡，
可能与乙型肝炎重症化发生有关，后续假设还需要功
能学上实验的证实。
本研究发现 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ位点是除 Ｇ１８９６Ａ，Ａ１７６２Ｔ＋

Ｇ１７６４Ａ等位点外的潜在变异，其在不同诊断的乙型肝
炎患者中，随疾病严重程度递增，ＨＢｅＡｇ 阳性率，ＰＴＡ
和 ＨＢＶ ＤＮＡ载量降低（P ＜０畅０１），而 ＡＬＴ 和 ＴＢＩＬ 含
量则依次升高（P ＜０畅０１），在年龄校正和多因素分析基
础上，提示 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ 变异与乙型肝炎重症化相关。
在统计学分析基础上，对 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ进行定点突变，获
得除研究位点以外基因背景完全相同的野生型副本对

照，构建１畅０ 倍ＨＢＶ复制模型进行复制力评价，排除外
源启动子对 ＨＢＶ 复制的影响，以经典的 Ａ１７６２Ｔ／

Ｇ１７６４Ａ作为对照进行复制力评价，结果表明 Ｃ１９１３Ａ／
Ｇ位点变异后，病毒复制力显著降低，ＨＢｓＡｇ 检测结果
与复制力一致降低。 核心区 Ｃ１９１３Ａ／Ｇ 位点变异引起
核心蛋白变化从而影响 ＨＢｓＡｇ 的表达和 ＨＢＶ ＤＮＡ 复
制力的作用机制及对乙型肝炎重症化的影响还有待进

一步研究。
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