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·实验研究·

乙型肝炎免疫球蛋白阻断乙肝病毒母婴传播

过程中病毒S区基因变异的研究

陈素清 朱启镕 王建设

【摘要】 目的 了解乙型肝炎免疫球蛋白(mIG)在阻断母婴传播过程中s基因变异的特点，比
较与未予阻断者的差异，探讨基因变异与宫内传播的关系，协助评价HBIG的治疗安全性。方法

将18对乙型肝炎病毒(HBV)携带母亲及其宫内感染新生儿按母亲产前处理分为邶IG组8对，母亲
于产前3月起肌肉注射船IG 200～400 IU至分娩前；对照组10对，母亲产前不接受船IG者。巢式
PCR扩增mv S基因片段并直接测序。以每对病例第一份(母亲孕中期)血清髓V株S基因区氨基
酸(或核苷酸)作为标准，对每对病例第二份血清(母亲分娩前)和第三份血清(新生儿)HBv'株进行分

析。结果 HBv S区碱基替代突变率和氨基酸变异数在腿IG组和对照组之间的差异均无统计学意
义；18例宫内感染儿17例其病毒株与母亲分娩前的优势株一致，其中4例为S区变异株；18例宫内

感染儿病毒株分型B型ndw2 12例，C型训川+6例。结论无症状携带船V孕妇产前使用现有剂
量船IG至临产并未增加船v S区的变异。船V S区变异株和未变异株均可经官内传播，宫内感染

发生于孕后期；印3V s区变异并非发生宫内感染的主要原因。

【关键词】 乙型肝炎病毒；免疫球蛋白，乙型肝炎；基因突变
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【Abstract】 objective To study the relationShip between hepatitis B immunogIobuIin(HBIG)

injection before delivery and hepatitis B virus(HBV)S gene mutation．Methods 18 neonates infected

with HBv in uteruS and their motherS were divided to a)HBIG group(8)in which their mothers received

HBIG injection before delivery and b)control group(10)in which their mothers never received any

treatment HBV DNA fragments were amplified by nest—PCR from sera of theSe neonates and their

mothers．S gene region of these HBV DNA fragments were directly sequenced and data on mutations was

analyzed．Results There was no significant difference on nucleotide and amino acid changes in the S gene

between the HBIG group and the contrOl group．The majority HBV strains of new．born(17／18)were

identical to their mother’s dominant strains before delivery，including four mutation HBV strains．Among

18 newborns with HBV intrauterine infection， 12 were infected by B type(口d叫2)，and 6 by C type

(以r口+)．ConclI腮i咖 Mothers who were asymptomatic HBsAg carrier and received injections of HBIG

befOre delivery would not be influenced by HBV S gene mutation．HBV intrauterine transmission with or

without gene mutation might occur in the third—trimester of pregnancy．Gene mutation of HBV was not the

main factor in intrauterine transmission of HBV．

【Key words】 Hepatitis B virus；Hepatitis B，immunoglobulin；Gene mutation

母婴宫内传播是乙型肝炎(乙肝)病毒(HBV)

的主要传播方式，降低母婴传播率是预防和控制乙

肝的关键。近年来采用的在乙肝表面抗原(HBsAg)

阳性孕妇中产前使用小剂量乙肝免疫球蛋白

(HBIG)对HBV母婴宫内传播的良好阻断效果渐引

起学术界的关注H’2 J，但该方法对HBv突变以及宫

内传播的影响，国内外均未见相关临床研究报道。

作者单位：200032上海，复旦大学附属儿科医院传染病研究室

本研究旨在通过对无症状HBV携带母亲及其宫内

感染新生儿体内HBV S基因序列的分析，了解

HBIG在阻断母婴传播过程中S基因变异的特点，

比较与未予阻断者的差异，探讨基因变异与宫内传

播的关系，协助评价HBIG的治疗安全性。

对象与方法

1．研究对象：18对来自2003年12月至2005
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年2月在福建医科大学附属第一医院和莆田县医院

等产科筛查出的无症状携带HBsAg母亲及其所生

拟宫内感染新生儿。母亲在孕中期和分娩前两次筛

查HBsAg均阳性，血谷丙转氨酶正常；而且既不存

在妊高症、前置胎盘、胎盘早剥等病理产科情况；也

未接受其他抗HBV治疗或因其他原因应用激素或

免疫抑制剂。新生儿外周血HBsAg和(或)HBV

DNA阳性。按母亲产前接受HBIG情况将研究对

象分为①HBIG组8对：每对中母亲于产前3月起

每月一次肌肉注射HBIG 200～400 IU至分娩前，至

少3次；②对照组10对：产前未接受HBIG。两组

留取孕中期(孕20～24周)和分娩前1—7天(HBIG

组即应用HBIG前、后)的静脉血标本，所有新生儿

均留取外周血。分离血清，一70℃冻存，统一进行

HBv DNA的抽提及扩增、测序。

2．主要试剂：高保真PCR试剂盒(Roche公司

产品)；琼脂凝胶(Gibcol公司产品)；胶回收试剂盒

(Promega公司产品)；蛋白酶K、酵母tRNA

(Invitrogen公司产品)。

3．实验方法：

(1)HBV DNA的抽提：采用酚一氯仿抽提法。

(2)HBV S基因片段的扩增：巢式PCR。第一

次PCR上游引物5 7一CAATCGCCGCGTCGCAGAA

G一3 7、下游引物5’一GCGTCAGCAAACACTTGG(>

3’；PCR反应参数为94℃变性2 min，然后94℃

30 s，55℃30 s，72℃2 min，35个循环，最后72℃延

伸7 min；PCR产物0．8％琼脂糖凝胶电泳，2000 bp

条带为目的产物，以胶回收试剂盒回收。第二次

PCR—匕游引物5’一GTCTAGACTCGTGGTGGACTT

CTCTG3 7、下游引物57一CGAAAGGGGGT(GA)

ACA(TCGA)ACCGAA一3 7；PCR反应参数为94℃变

性2 min，然后94℃45 s，60℃45 s，72℃1 min，25

个循环，最后72℃延伸5 min；PCR产物1．5％琼脂

糖凝胶电泳，485 bp条带为目的产物，以胶回收试剂

盒回收。

(3)HBV S基因片段测序：由上海华诺公司完

成，测序引物为第二次PCR上游引物。

4．序列分析及统计分析：核苷酸序列采用

Bioedit分析软件进行翻译和比对。

(1)血清型和基因型分析：首先根据S抗原

122、160位氨基酸判定为d／y和w／r，再以127位氨

基酸的种类推断W 1～4，以159及177位氨基酸判

定是否口drq。参照文献，根据～w工、Ear工、Bsr I
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和Sty I四个S区内酶切位点附近碱基序列的差异

来区分基因型旧’41。

(2)氨基酸、核苷酸变异的分析：以每对病例第

一份(母亲孕中期)血清HBV株S基因区氨基酸

(或核苷酸)作为标准，对每对病例第二份血清(母亲

分娩前)和第三份血清(新生儿)HBV株进行分析；

若缺第一份(母亲孕中期)血清，就以第二份血清(母

亲分娩前)HBV株S基因区氨基酸(或核苷酸)作为

标准，对第三份血清(新生儿)HBV株进行分析。

(3)组间差异比较采用Y2分析。

结 果

除第8对(HBIG组)母亲无孕中期DNA样品；

第14～18对(对照组)母亲无孕中期DNA样品，以

上18对病例共48份DNA样品，均扩增出HBV S

基因片段。

1．HBV S核苷酸及氨基酸序列比较分析：

(1)核苷酸序列的分析：序列分析结果表明，每

对病例不同来源HBV DNA S基因片段的同源率达

98．6％以上，每对病例母亲及其新生儿病毒株的基

因型和血清型均相同。每对病例各株间的变异均为

单核苷酸的点替代变异，无缺失、插入等其他形式的

变异。

以每对病例母亲孕中期血清HBV株S基因区

核苷酸作为标准，比较每对病例母亲分娩时和新生

儿HBV株核苷酸序列；若缺母亲孕中期血清，就以

母亲分娩前HBV株S基因区核苷酸作为标准，对

新生儿HBV株进行分析。HBIG组15株共有47

个碱基变异，对照组15株共有46个碱基变异。碱

基替代变异率在HBIG组和对照组间差异无统计学

意义，尤其在两组的新生儿间无差异(表1)。

表1 分娩前母亲和新生儿HBV s基因碱基变异分析

*f=o．oo，P=o．68；#f=o．04，P=o．48

(2)氨基酸序列的分析：由核苷酸推导出氨基酸

序列。以每对病例母亲孕中期血清HBV株S基因

区氨基酸作为标准，比较每对病例母亲分娩前新生
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儿HBV株氨基酸序列；若缺母亲孕中期血清，就以

母亲分娩前HBV株S基因区氨基酸作为标准，对

新生儿HBV株进行分析。HBIG组15株共有2个

氨基酸变异，对照组15株有2个氨基酸变异

(表2)。

表2 分娩前母亲和新生儿}玎w s基因氨基酸和

核苷酸变异

2．HBV血清型和基因型的分析：结果见表3。

表3 18对病例血清优势船V株的分型

删群 来源 警訾

讨 论

目前我国的HBIG制剂是以重组乙肝疫苗免疫

健康献血员后采血制备的。疫苗本身是以S基因组

分重组，因而我们考察S基因序列，特别是编码“a”

抗原决定簇的基因序列片段。S区编码的3种外膜

蛋白在病毒生命周期中起重要作用，包括附着和侵

入肝细胞，参与病毒外膜装配，促使病毒成熟、分泌

和阻断宿主的免疫应答及提供保护性免疫的免疫

原。因此该区基因突变，可能影响HBV DNA的复

制过程和结果或仅是导致HBsAg构象的改变从而

逃避宿主的免疫监视。

1．无症状携带HBV孕妇产前使用HBIG对病

毒变异的影响：本研究以无症状携带HBV孕妇孕

中期(使用HBIG前)血清中的病毒株为标准，考察

HBIG使用后病毒在S区变异的情况，结果显示无

论是单核苷酸的点替代突变率还是氨基酸的变异数

在HBIG组和对照组间差异均无统计学意义。提示

无症状携带HBv孕妇产前使用现有剂量HBIG至

分娩前并未使血清中占优势的病毒株发生明显的变

化，至少短期内未显示比对照组有更多的变异株

出现。

研究显示b1，在乙肝相关性肝病终末期行肝移

植时使用HBIG预防HBV再感染，出现病毒S基因

区旺决定簇的变异株，反映了HBIG对HBV的免疫

选择。a决定簇的抗体对所有亚型的HBV提供保

护，该决定簇内某些个别氨基酸突变，就可能改变

HBsAg的构型，从而改变其抗原性和免疫原性，具

有重要生物学意义。已被证实的有aal24，aal27，

aal29，aal41，aal42，aal45，aal47等位置的变异株，

或不被抗体识别，或不能被惯用的血清学试验检测

出，与移植后期再感染、移植失败有显著的相关性。

这类研究中HBIG通常使用达3个月以上，总剂量

达2万至10万IU以上。还有文献报道突变和

HBIG使用的时间、剂量有关¨1，在HBIG使用仅2

个月内，总剂量不足2万IU的病例中未观察到该

区域病毒变异。停止使用HBIG后，变异株消失。

变异病毒株的出现与其作用机理密切相关，大剂量

的HBIG旨在中和循环中的病毒株，占优势的病毒

株被大量清除，原有的非优势的不被HBIG识别的

变异株得以扩增，可能成为新的优势株而被检出。

当外在的免疫压力消失后，原有的病毒株再次成为

优势株。这已在一些研究中得到证实№'7I。本研究

中无症状HBV携带孕妇在孕晚期接受的HBIG总

剂量为600～1600 Iu，持续时间12—16周，远低于

文献报道的剂量和疗程，对HBV的免疫压力有限，

可能因此并未增加病毒变异。

HBV为DNA病毒，由于存在逆转录的复制过

程，其自然基因变异率较一般DNA病毒为高(每个

碱基约1．4×10 ～3．2×10。／每年)，然而抗病毒

药物和疫苗、HBIG等的应用似乎使HBV变异更为

突出，已引起学术界的关注。81。本研究对无症状

HBV携带母亲产前使用小剂量HBIG，未发现血清

中占优势的病毒株发生明显的变化。当然，要明确

小剂量HBIG产前阻断的安全性，还有待扩大样本

量进一步深入研究。
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2．宫内传播病毒株的分析：在本研究的18例宫

内感染儿中绝大多数(17例)病毒株的S区序列与

分娩前母亲血清中优势毒株的S区序列一致，即新

生儿的病毒株来自分娩前母亲的优势毒株。其中

14对其母亲孕中期和分娩前血清的优势病毒株相

同，而有3对其母亲自孕中期到分娩前血清的优势

病毒株发生了改变。与原有病毒株相比较，新的优

势毒株在S区有个别氨基酸的替代突变。提示变异

病毒株和非变异病毒株均可经宫内传播；而且宫内

传播的发生时期以孕后期可能性大。早期在

HBSAg携带孕妇的引产胎儿研究中表明，胎肝有

HBv DNA存在的胎龄大多在28周以后。闫永平

等伸。用原位免疫组化法观察不同孕期胎盘各层细胞

受HBV感染情况后，认为HBV经胎盘感染胎儿的

时间可发生于孕中期，但主要发生于孕晚期。以上

报道均与本研究的推测一致。另外，本研究中18例

宫内感染新生儿，4例血清中优势毒株在S区有变

异，只有2例变异位于a决定簇，在宫内感染儿中仅

占少数；而且未发现已证实能够影响a决定簇结构

和功能的aal24、aal29、aal42、aal45、aal47位置的

氨基酸改变。在HBIG组还有1例母亲感染S区

aaMl33L变异株(来自第5对)，但其新生儿并未发

生宫内感染。上述结果均提示病毒变异并非发生宫

内感染的主要原因，不排除胎儿自身遗传易感性等

因素的影响。

HBV的表现型是其血清亚型，主要的根据是

HBV外膜蛋白上的个别氨基酸。而HBV的基因型

则是根据HBV DNA全序列的差异来划分。近年来

的研究认为基于S基因型序列进行的分型可替代全

基因序列分析，简化分型方法”“J0’11]。本研究根据

文献报道S区4个酶切位点所要鉴别的核苷酸序列

的不同，将52份标本的病毒株进行基因分型。结果

显示16例(6对)为C型，32例(12对)为B型。C

型者的血清型均为adrq+，B型者血清型均为adw2。

其中18例宫内感染儿B型12例，C型6例。提示

福建地区的宫内感染儿以B型和C型为主，与该地

区人群的HBv株的亚型分布一致m1。
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