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重庆地区乙型肝炎病毒!／"#$%和&／"#’()亚型

*’+,／,基因参照序列的初步建立
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【摘要】 目的 建立重庆地区不同亚型乙型肝炎病毒（-!.）流行株*’+,／,基因参照序列。

方法 扩增/0例-!.慢性无症状携带者的*’+,／,基因，应用同源性分析和对齐比较等方法确定基

因型／血清型，并选同-!.亚型的*’+,／,拟定参照序列。结果 1株基因型!／血清型"#$%、2株基

因型&／血清型"#’()、3株基因型!／血清型"4$/；建立的重庆地区基因型!／血清型"#$%、基因型&／
血清型"#’()-!.流行株*’+,／,参照序列，与华东华南、东北华南地区同亚型的参照序列比较分别

有2个、/3个核苷酸差异，均可引起5个氨基酸差异。结论 初步建立了重庆地区-!.基因型!／血

清型"#$%、基因型&／血清型"#’()-!.流行株*’+,／,基因参照序列。
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自/101年&"’H"9等［/］首先发现乙型肝炎（乙

肝）病毒（-!.）变异以来，众多研究表明-!.变异

与其血清学标志物表现形式、乙肝过程以及乙肝预

防和治疗失败等可能有十分密切的关系。判断变异

是以序列为参照，近年郭亚兵等［%］根据M株华南、东

北地区流行株基因型&-!.建立了该地区的参照

序列。由于我国地域宽阔，民族众多，-!.毒株的
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分布可能因地域不同而有所不同。-!.的5个开

放读架（OPQ）中,NOPQ即*’+,／,编码的3种外膜

蛋白在病毒的生命周期中有十分重要的作用，具有

附着和侵入细胞、促使病毒的装配和分泌、阻断宿主

的免疫应答使感染持续等功能，另一方面该段基因

又携带有与宿主免疫应答有关的!N淋巴细胞和:N
淋巴细胞表位，其中"决定簇是提供保护性免疫的

免疫原。本研究拟初步建立本地区!／"#$%亚型、

&／"#’()亚型-!.*’+,／,参照序列，为研究-!.
*’+,／,变异奠定基础。
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材料与方法

!"研究 对 象：!#例 $%&慢 性 无 症 状 携 带 者

（’()），诊断符合西安肝病会议《病毒性肝炎防治方

案》［*］的诊断标准，年龄!+!+,岁，均未接种过乙肝

疫苗，未使用过抗-$%&药物，$%(’.、$%/’.、抗-
$%0阳 性，多 次 检 查 肝 脏 功 能 均 正 常，血 清 保 存

于1234冰箱备用。

+"主要试剂：抗-$’&-5.6、抗-$7&（北京科卫

临床诊断试剂厂产品），抗-$)&（厦门新创科技有限

公司产品），抗-$8&-5.6（北京大学医学院肝病研

究所 产 品），$%(’.、抗-$%(、$%/’.、抗-$%/、抗-
$%0（美国’99:;;实验室产品）。$%&核酸扩增荧

光检测试剂盒（深圳市匹基生物技术开发有限公司

产品）。8<=>?7’@聚合酶（大连=>A>B>生物工程

公司产品）。引物根据$%&序列［C］设计，由上海生

工生物工程公司合成，扩增DB/E／E上游引物D!：F’

==G)GGG=)’))’=’==)*’、下 游 引 物D+：F’

=’G)))’=G’’)===’GG *’， 目 的 基 因

!+,39H。

*"实验方法：

（!）各种肝炎病毒血清学标志物的检测及血清

$%&滴度的测定：分别采用8I5E’和定量聚合酶

链反应（D)J）法。

（+）血清7@’提取：采用酚-氯仿抽提法。

（*）$%&DB/E／E扩增：在实验中设立阴性对照

以及含$%&的H)8K9L质粒为模板的阳性对照。

DB/E／E扩增D)J条件为预变性,C4FMNO，,C4
F3(、F+4F3(、2+4,3(（*F个循环），2+42MNO
延伸。

C"D)J产物直接测序：D)J产物送上海生工生

物工程公司测序；DB/E／E测序引物为D!、D+。

F"序 列 分 析：采 用 7@’E5E+"F和 )PQ(;>P<
（!"#!）应用软件分析序列。

结 果

!"各种肝炎病毒血清学标志物的检测及血清

$%&滴度的测定：!#例’()血清中抗-$’&-5.6、

抗-$)&、抗-$7&、抗-$8&-5.6 均 为 阴 性。$%&
血清 学 标 志 物 $%(’.、$%/’.、抗-$%0阳 性，抗-
$%(、抗-$%/阴性。

!#例’()血清$%&滴度!32!!3,0:HN/(／MP
（以7@’滴度!!320:HN/(／MP为$%&高病毒血症，

"!3C0:HN/(／MP为低病毒血症，!3F!!3L0:HN/(／MP
为中度病毒血症），故均为高病毒血症。

+"DB/E／E 扩 增 结 果：!# 例 患 者 均 扩 增 出

!+,39H的7@’片段，与预期目的基因大小相符合

（图!）。

图! !#例儿童慢性携带者$%&DB/E／ED)J
扩增产物电泳结果

*"测序结果的分析：

（!）基因型及血清型的确定：所测E基因序列与

G/O%>OA中不同基因型$%&的E基因比较，根据相

同基因型间异质性#CR［F］的标准，进行基因分型。

根据E基因编码的>>!++赖氨酸（S）或精氨酸（T）、

>>!L3赖氨酸（U）或精氨酸（B）确定S／T或U／B；根据

>>!+2脯氨酸／苏氨酸／亮氨酸／异亮氨酸确定U!!
C，根据>>!F,丙氨酸或缬氨酸确定?V或?1［L］，进

行血清分型。结果显示!#株$%&中，,株基因型

%／血清型>SU+，L株基因型)／血清型>SB?V，*株

基因型%／血清型>TU!。

（+）同亚型$%&DB/E／E基因核苷酸同源性比

较：表!表明，重庆地区各亚型$%&E基因核苷酸

同源性较高，DB/E核苷酸同源性较低。

表! 重庆地区同亚型$%&DB/E／E核苷酸同源性比较

基因 %／>SU+-%／>SU+
（R）

)／>SB?V-)／>SB?V
（R）

%／>TU!-%／>TU!
（R）

DB/E ,*",!,,"* ,2"*!,#"! ,#"*!,,"+

E ,2"C!,,"L ,#"*!,,"* ,#"C!,,"F

C"重庆地区$%&DB/E／E参照序列的初步拟

定：根据参照序列每个位点的核苷酸必须与#3R已

知序列上相应位点核苷酸相同这一标准［2］，对,株

基因型%／血清型>SU+$%&DB/E／E的核苷酸序列

进行排列，每个位点2／,株以上相同的核苷酸，即为

本地区%／>SU+亚型$%&流行株DB/E／E参照序列

（图+）。对L株)／>SB?V 亚型$%&DB/E／E的核苷

酸序列进行排列，每个位点有F／L株以上是相同的

核苷酸，即为)／>SB?V 亚型$%&毒株DB/E／E标准

参照序列（图*）。
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图! 重庆地区基因型/／血清型012!3/45678／8基因

参照序列（9:!"#"!+!,-!)!"+-）
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图" 重庆地区基因型’／血清型016;<3/45678／8基因

参照序列（9:!"#"!+!,-!)!"+-）

-=重庆地区3/45678／8参照序列与我国其他

地区参照序列比较：

（,）与华东华南地区/／012!亚型3/45678／8
基因标准参照序列比较：与根据&79/09>中我国-
株亚型相同3/4的序列建立的参照序列进行比较

（-例患者均为$?’，来源于华东华南地区，登录号

码 分 别 为：$@,))+)"、$@,))+)(、$@#*,+*+、

$@!"!(,.、$@!"!(,"），结果显示有*个核苷酸位

点的差异，它们分别是9:+,.,$（%）、9:+,"*$（&）、

9:+,(,&（’）!、9:!)&（$）!、9:,)"’（$）!和9:.-+$
（%）!，可致#个氨基酸差异（!所示），同源性分别

为((=-A、((=)A。差异主要位于5678，8基因差异

少，编码0决定簇的区域无变异。+个差异氨基酸

位于5678、,个位于8基因区域。

（!）与东北华南地区’／016;< 亚型3/45678／

8参照序列比较：与郭亚兵等［!］根据东北华南地区

.例$?’的3/4所建立的亚型相同的参照序列比

较，结果显示两地区’／016;<亚型的5678／8参照序

列有,+个核苷酸差异，它们分别为9:!".-$（’）!、

9:!(-"%（’）、9:+))"’（$）!、9:+)-,%（’）、9:+)-.’
（$）、9:+)*#$（&）!、9:+)"#&（%）、9:+,!)&（$）、

9:+,.,%（’）、9:,)$（%）、9:+,’（%）、9:-,$（%）!、

9:*,(’（%），可致#个氨基酸差异（!所示），同源性

分别为("=(A、((=)A。5678基因差异较多（,!／

,+），8基因差异较少（,／,+），其中编码0决定簇的

基因无变异。#个差异氨基酸均位于5678区域。

以上结果表明，重庆地区3/45678／8参照序

列与其他地区的参照序列存在一定的差异。

*=/／012!亚 型 3/4与’／016;<亚 型 3/4
5678／8参照序列比较：结果显示有(-个核苷酸差

异，同源性为(!=,A，可引起#)个氨基酸改变、同源

性为()=)A。以上结果表明，同一地区不同亚型的

3/4的5678／8核苷酸、氨基酸序列存在较大的差

异，其差异高于地区不同但基因型及血清型相同的

病毒株。

讨 论

由于$?’是我国3/4感染最主要的传染源，

其形成与母婴传播有关（包括宫内传播或新生儿期

的垂直传播，以及以后的水平传播），由于机体过早

接触3/4，使机体对3/4产生特异性免疫耐受或

免疫低下，因此该途径是形成人群$?’和3/4贮

存库的重要原因。由于其体内3/4受到的免疫压

力小，在感染过程中相对变异发生率低，较能真实地

反映该地区3/4流行株存在的状况，所以本课题

选定均为高病毒血症的$?’为研究对象。

从!)世纪")年代以来，根据3/?$B上特定氨

基酸的差异，将 3/4分为(个血清型，即0C2,、

0C2!、0C2+、0C2#、012!、012#、0C6、016;<、016;D。

随着分子生物学技术的兴起，不同血清型3/4的

基因组得到了确定，在此基础上，E>0:FG0等［"］发现

同一血清型3/4间异质性范围较大，其上限甚至

超过不同血清型间异质性，说明血清学分型并不能

完全真正反映3/4间的差异以及病毒真正的种系

发生关系，故根据3/4间全基因异质性""A（同

源性#(!A）对3/4进行分型，建立了3/4基因

分型方法。其后HF6176等［-］证明编码3/?$B的8
基因异质性"#A（同源性#(*A）进行基因分型与

E>0:FG0的全基因分型完全一致，从而简化了分型

方法。目前全世界已发现七种基因型（$、/、’、I、

J、@和&）。同一种基因型可有几种不同的血清型，

同一种血清型可属于不同的基因型，但呈相对的稳

定性，基因型有一定的地域分布，亚洲东部以/、’
流行为主［(］，本实验结果以及国内有关研究［,)，,,］也

支持该结论。研究［,)］显示，在我国不同地区，3/4
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优势株可能是基因型!／血清型"#$%或基因型&／
血清型"#’()，北部、东部和南部以&／"#’()亚型

为主，而西部以!／"#$%亚型为主。本研究显示重

庆地区以!／"#$%亚型*!+流行为主，&／"#’()亚

型*!+也占一定的比例。本课题以具有相同基因

型和血清型的*!+建立本地区参照序列，能最大

限度地减少基因型或／和血清型不同引起的差异，最

大可能地保证了*!+的同源性。此外，目的基因

扩增实验中选用具有保真功能的,-.聚合酶，并

设置阳性、阴性对照，从方法学上保证了基因序列的

可靠性。

本项课题显示重庆地区*!+/’01／1标准参照

序列与华东华南或东北华南地区的参照序列比较，

!／"#$%亚型*!+/’01／1有2个核苷酸差异、可致

3个氨基酸差异。&／"#’()亚型*!+/’01／1有45
个核苷酸差异、可致3个氨基酸差异。/’01基因差

异较多，1基因差异较少，1基因编码"决定簇的核

苷酸 序 列 很 稳 定，无 差 异。说 明 不 同 地 区 *!+
/’01／1参照序列存在一定的差异，而这些差异在以

往的研究中被视为变异。本 地 区 不 同 亚 型 *!+
/’01／1参照序列有较大差异，/’01／1有67个核苷

酸差异、可引起38个氨基酸改变，以上结果也证明

不同亚型*!+存在较大的差异，其差异高于地区

不同但基因型及血清型相同的病毒株。所以在进行

*!+基因变异研究时务必以本地区亚型相同的参

照序列进行比较，才能得出正确的结论，否则会将某

些差异误作为变异。

本地区基因型!／血清型"#$%*!+、基因型&／
血清型"#’()*!+/’01／1参照序列的初步建立为

进一步研究本地区的*!+准种、*!+基因变异与

*!+相关疾病的关系奠定了一定的基础。还将积

累更多的序列以进一步完善。
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