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广西地区乙型肝炎病毒无症状携带者

乙型肝炎病毒前 ! 区突变分析

方钟燎 庄辉 杨进业 葛宪民 王学燕 龚健 李荣成 "#$%& ’()$ *(+ , -.&&(/#)

【摘要】 目的 调查广西地区乙型肝炎病毒（-01）无症状携带者 -01 前 ! 区基因突变株的流

行情况。方法 用套式聚合酶链反应（)2!"）对 33 例广西南部、北部地区人群 -01 无症状携带者血

清 -01 前 ! 区进行扩增，阳性者用直接测序法进行序列分析。结果 45 例 -0/6$ 无症状携带者血清

-01 786 阳性，阳性率为9:;3<（45 = 33），突变株出现率为>>;?<（?3 = 33）。南部地区阳性率为99;@<
（>: = 4@），其中 @ 份标本出现突变株，占 4:<，常见的突变类型是 )A?B9B 位发生点突变（*!!），只有一

份标本在 )A?B5@ 发生点突变（C!6），导致终止密码产生，该标本同时伴有 )A?B43 点突变（6!C）；北部

地区阳性率为D@;4<（?5 = D?），其中有 ?? 份标本出现突变株，占93;5<，常见的突变类型是 )A?B5@ 位发

生点突变（C!6），这些标本中有 D 份同时在 )A?BD@ 发生点突变（6!*），> 份同时在 )A?B@> 发生点突变

（C!*）；标本 34D 分别在 )A?B9@、?B9B 发生点突变（!!*、*!!）。结论 广西地区 -01 无症状携带者

-01 前 ! 区突变株的流行率居全国中等水平，广西南部、北部是否存在主要突变类型不同值得进一

步研究。
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感染乙型肝炎病毒（-01）可引起宽的肝脏损
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害谱，即从急性自愈性感染到爆发性肝炎、慢性肝

炎、肝硬化和肝癌，病毒因素和宿主的免疫反应在决

定 -01 感 染 的 过 程 中 起 重 要 作 用。-0% 抗 原 和

-0L 抗原均以细胞毒性 * 淋巴细胞（!*’）为靶细胞，

生成和分泌 -0% 抗原的野毒株感染细胞在血清学

转变期间可因被 !*’ 破坏而将野毒株清除，但前 !
突变株却因其终止生成 -0% 抗原而逃脱 !*’ 的免

疫攻击，故仍持续感染［?］。在研究暴发性 -0 患者

时发现可在病人及其接触者中测到前 ! 区终止密
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码突变株，提示前 ! 区终止密码突变株具有传染

性［"］，体外研究和动物实验研究结果也支持这个观

点［#，$］。广西地区人群中 %&’ 感染率约 ($)，是全

国 %&’ 感染率较高的地区之一［*］。因此 ，调查广

西地区人群 %&’ 无症状携带者 %&’ 前 ! 区基因突

变株的流行情况，有助于了解广西人群 %&’ 高感染

率的原因，现将调查结果报道如下。

材料与方法

( +研究对象：血清标本采自广西南部地区隆安

县（#, 份）和北部地区桂林市（$( 份）人群 %&’ 无症

状携带者，,-( . ,#$ 为采自隆安县的标本，/-" . /$(
为采自桂林市的标本（表 (），在 // 例携带者中 *- 例

%&012 阳性，($ 例抗3%&0 阳性。这些 %&’ 无症状

携带者均为献血时筛选出来的，转氨酶均在正常值

范围。

" +试剂：聚合酶链反应（4!5）试剂购自美国克

隆技术实验室（!6789:!% 6;<=>;?=>@0A）；B81 纯化

试剂购自美国 4>=C02; 公司；循环测序试剂盒购自

美国 DE& 公司。

# +研究方法：

（(）B81 提取：取 F*!G 血清，加入 *!G 蛋白酶 H
（"- C2 I CG）及 (- 倍蛋白酶 H 缓冲液 (-!G，#/J温育

* K；用 等 体 积 酚 I氯 仿 I异 戊 醇（"* I "$ I (）抽 提

B81 " 次，再 用 氯 仿 I异 戊 醇（"$ I (）抽 提 B81 (
次，每次抽提离心速度为(# --- > I C@L，收集上清液；

最后一次抽提后将所得溶液调至- +# C=G I 6 8;1M N%
*+"，然后按" +*倍体积加入无水乙醇，O "-J过夜；

次日(# --- > I C@L 离心 (* C@L，除去液体，抽空，最后

B81 溶于 "*!G 9:（N% F+-）。

（"）B81 扩 增：取 以 上 B81 溶 液 (-!G 做 L0
4!5，反应体积为 *-!G。第一轮扩增引物为 &P#*

（L?("$- . (",- *’3Q!Q!9Q!1Q11QQ999Q9QQ
!9!!9!9Q3# ’） 和 RB!(（ L?"#-$ . "#"$ * ’3
99Q1911Q191QQQQ!1999Q3#’），反应条件为热启

动 P$J * C@L，然后 P$J #- A，*-J #- A，/"J P- A。
#- 个 循 环 后 继 续 循 环 ( 次（/"J (- C@L，""J *
C@L）；第二轮扩增引物：!45S(（L?(,/F . (,P* *’3
!119Q9!11!Q1!!Q1!!3# ’ 和 !455(

（L?(P"F . (P$F *’3Q1Q911!9!!1!1Q91Q!9!
!3#’，反应条件为热启动 P$J ( C@L，然后 P$J #- A，
**J #- A，/"J P- A。#- 个循环后继续 循 环 ( 次

（/"J (- C@L，""J * C@L）。

表! 广西南部、北部地区 %&’ 携带者 %&’ B81

阳性 4!5 标本血清学标记

标本号 %&A12 %&A1< %&M1< %&012 %&01<
,-( T O T T O
,-" T O T T O
,-# T O T T O
,-$ T O T T O
,-* T O T T O
,-, T O T T O
,-/ T O T T O
,-P T O T T O
,(- T O T T O
,(* T O T T O
,(F T O T O O
,(P T O T T O
,"( T O T T O
,"" T O T T O
,"# T O T T O
,"$ T O T T O
,"P T O T T O
,#- T O T T O
,## T O T T O
,#$ T O T T O
/-" T O T T O
/-$ T O T T O
/-, T O T T O
/-/ T O T T O
/(( T O T O O
/(" T O T T O
/($ T O T T O
/(* T O T O T
/(, T O T T O
/(/ T O T O T
/(F T O T T O
/"P T O T O T
/#( T O T O T
/#$ T O T T O
/#* T O T O T
/#, T O T O T
/#/ T O T T O
/#P T O T O O
/$( T O T T O

（#）B81 纯化：将 4!5 产物加入装有 (--!G 纯

化缓冲液的( +* CG 离心管，加入 ( CG 松香；然后将

该混合液加入注射器抽空过滤，加 F-)异丙醇洗注

射器，将注射器放入( +* CG 离心管(# --- > I C@L 离心

除去洗液，等 ( C@L 后加入 *-!G 水，再将注射器放

入( +* CG 离心管离心 ( C@L，离心管内的溶液即为

B81 纯化液。

（$）B81 序列测定：采用直接测序法，即取纯化

的 B81 "!G，配制循环终止反应混合物（按试剂盒说

明书进行），进行循环终止反应，引物为 !45S(，同位

$*$  



素用!!"，循环反应条件为：#$%!& ’，$$% !& ’，(&%
( )*+，!$ 个循环后加 ,!- 终止液以终止反应。测序

反应混合物在变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳，电压 .&
/，时间 0 1，在 2&3醋酸中固定凝胶后，在 .&%真空

下烘干胶块，然后将凝胶与 4 线片一起放入暗盒，

次日洗片、读片，阅片时假如发现重复带而无法分辨

时，进行克隆测序，每份标本调 ! 5 $ 个克隆进行测

序。

结 果

2 6 +7 "89 结果：:: 例 ;<’=> 无症状携带者血

清 +7 "89 扩增后，!# 例 ;</ ?@= 阳性，阳性率为

$& 6:3（!# A ::）。其中隆安县标本阳性率为$$ 6(3
（0& A !(），桂林市 的 阳 性 率 为,( 6!3（2# A ,2），(&3
（!& A $&）;<7=> 阳性携带者 ;</ ?@= 阳性，$&3（: A
2,）抗B;<7 阳性携带者 ;</ ?@= 阳性。

0 6?@= 序列测定结果：由图 2 可见："隆安 ( 份

标本有突变，占 !&3，常见的突变类型是 +C2.$. 位

发生点突变（见标本 (2&、(2.、(2#、(00、(!!，D!8）；

另外有 2 份标本在 +C2.#( 发生点突变（E!=），导致

终止密码产生，该标本同时伴有 +C2.!: 点突变（=!
E）。#桂林市 22 份标本发生突变，占$: 6#3，常见

的突变类型是 +C2.#( 位发生点突变（见标本 :&:、

:22、:20、:2$、:2:、:!2、:!$、:!(、:!:、:!#，E!=），导

致终止密码产生，这些标本中有 , 份同时在 +C2.,(
发生点突变 =!D，0 份同时在 +C2.(0 发生点突变（E
!D）；标本 :!, 分别在 +C2.$(、2.$. 发生点突变（8!
D、D!8）。

讨 论

目前已发现前 8 区有三种类型突变（起始密码

突变、移码突变和无义突变）均可阻断 ;<7=> 的产

生。起始密码突变是单个核苷酸改变，致使密码 2
变为 8DE、DDE、=8E、=D= 或 =DD；移码突变包括在

横跨 ! 至 , 个密码的 $ 个连续的胸苷中单个或双个

胸苷的插入或缺失，其他的移码突变包括在第 #、22
和 0# 密码的单个核苷酸的插入，在密码 0 的双个核

苷酸的插入，在密码 #、22 和 20 的单个核苷酸的缺

失；无义突变中除常见的密码 0. D=E 突变外，其他

不常见的还有密码 0. 由 DEE!DE=、DEE!D==，密

码 0 由 8==!D==，密码 02 由 ==E!D=E［(］。本研

究 !# 份标本中 22 份在 +C2.#( 发生点突变（E!=）。

这 22 份标本中 . 份 ;<7=> 阴性，另外 ! 份标本血清

;<7=> 仍为阳性，可能的原因是标本采集时病例正

处在 ;<7=> 向抗B;<7=> 的转变期。+C2.$. 位碱基 D
!8 突变可为 +C2.#( 位的 E 提供更稳定的配对碱

基，使 +C2.#( 位碱基更不易发生突变［:］，本研究共

有 ( 份标本出现这种情况。

本研究发现广西南部、北部地区 ;</ 前 8 区常

见的突变类型不同，南部常见的突变类型是 +C2.$.
位发生 点 突 变（D! 8），北 部 常 见 的 突 变 类 型 是

+C2.#( 位发生点突变（E!=）。由于本研究用直接

测序法进行测序，此法不能区别不同毒株同一位点

上的不同碱基，在测序过程中，遇到混合序列的情况

时，则采用不同的引物进行测序，而人体可同时感染

不同的 ;</ 毒株，可见，本实验方法不能完全测出

人体感染的所有毒株。因此，广西南部、北部地区是

否存在不同的基因型值得进一步研究。

0& 世纪 .& 年代初的流行病学调查结果表明，

;</ 感染率在中国北方较低，其感染率在 $3 5 #3
之间，而 南 方 的 感 染 率 则 较 高，在 2&3 5 2(3 之

间［.］。贺文萍等［#］用直接测序法检测东北地区 #!
例 ;</ 无症状携带者，发现其中 !0 例有前 8 区突

变，占 !!3。为确定 ;</ 前 8 区突变株在香港居民

;</ 无症状携带者中的流行情况及突变株有无传

染性，FGH 研究小组通过指示病例用直接测序法检

测 .# 例 ;<’=> 阳性的家庭成员，发现 !!3的无症

状携带者有前 8 区突变株，并认为第 2.$( 位核苷酸

突变株（8!D）具有传染性［2&］。张清波等［22］通过克

隆测序 2$ 例上海 ;</ 无症状携带者，无一例出现

突变株。朱建芸等［20］检测广州市居民，发现 (&3的

;</ 无症状携带者有 2.#( 位核苷酸突变株，认为该

突变株广泛存在于 ;</ 感染者中。王小飞等［2!］报

道成都 ;</ 无症状携带者有. 6:3出现前 8 区突变

株。海南 ;</ 无症状携带者有前 8 区突变株的百

分比为20 623（. A ((）［2,］。本研究用直接测序法检

测广西 :: 例 ;</ 无症状携带者，前 8 区突变株占

003。可见，北方和南方 ;</ 前 8 区突变株感染率

无明显差异。尽管认为前 8 区突变株因其终止生

成 ;<7 抗原而逃脱 8DF 的免疫攻击，可持续感染并

具有传染性，但以上诸位学者及本研究结果提示

;</ 在人群中感染率的高低与前 8 区突变株的出

现无明显相关，如何解释这个现象，值得进一步探

讨。
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! 表示与野毒株相同的序列

图! 广西南部、北部地区 "#$ 无症状携带者病毒前 % 区基因测序结果
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