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·乙肝疫苗免疫策略研究·

乙型肝炎病毒基因型和前C及基本核心

启动子突变与乙型肝炎疫苗

阻断母婴传播的关系
王佳 李杰 庄辉 刘社兰 李荣成 李艳萍 梁争论

【摘要】 目的 探讨乙型肝炎(乙肝)病毒(HBv)基因型和前C及基本核心启动子(BCP)突变与

乙肝疫苗阻断母婴传播的关系。方法采集江苏省16对乙肝疫苗阻断失败的母婴血清样本32份，

以及88对阻断成功的母婴血清样本176份。以型特异性引物PcR法检测16对乙肝疫苗阻断失败

的母婴和88例阻断成功的母亲血清样本中HBV基因型，用PcR产物直接测序法检测HBV前C／

BCP突变，采用Clustal w 1．8软件进行序列分析。结果 在16例阻断失败的母亲中，15例(93．8％)

为HBeAg阳性，且均为c型(15／15，100％)；88例阻断成功的母亲中，51例(58．0％)为HBeAg阳性，

其中C基因型占45．1％(23／51)。在HBeAg阳性母亲中，阻断失败组的C基因型检出率明显高于阻

断成功组(Y2=14．3，P=0．003)。但在C基因型HBeAg阳性母亲中，阻断成功组与失败组的T1762／

A1764突变率差异无统计学意义(分别为13．3％和33．3％，P=0．4)，且均无A1896突变。结论感染

HBV基因c型的母亲可能更易导致乙肝疫苗阻断失败，而前C／BcP基因突变与阻断母婴传播无关。
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【Abstract】 objective To investigate the association of heptitis B virus(HBV)genotypes and

precore(PreC)／basal core promoter(BCP)mutation with interruption failure of HBV vaccination in mother-

to—infant transmission． Methods A total number of 208 serum samples were collected from infants and

mothers，including 16 infants who had bec。me HBsAg—positive despite a complete and timely course of

immunization and another 88 infants successfully protected from mothe卜to infant HBV transmission．HBV

genotypes were determined by type—spec硪c primers PcR mcth。d．PreC／BcP mutations were detected by

direct sequencing of PCR products，and Clustal W 1．8 s。ftware was applied t。analyzing the sequences．

Results 0f 16 mothers who were having vaccine failure infants，15(93．8％)were HBeAg positive and

infected with genotype C(15／15，100％)． Among 88 mothers of having children being protected by

vaccin岛51(58．0％)were HBeAg positive，with 45．1％(23／51)of genotype C The proportion。f

genotype C in HBeAg m。thers of infants with vaccine failure，was significantly higher than that of m。thers

with vaccine prOtected infants(x2=14．3，P二O．003)．H。weVer，the frequencies of T1762／A1764

mutations had no significant differences between gcnotypc C HBeAg positive mothers with vaccine failure or

protected infants(33．3％and 13．3％，respectively，P二O．4)．N。A1896 mutation was found in these two

gr。ups． Conclusion HBV genotype C might contribute to the immune failure of HBV vaccination in

mother_to—infant transmission，while PreC／BCP mutation might n。t have correlation with it．

【Key words】 Hepatitis B virus；Hcpatitis B vaccine；Genotype；Mutati。n

乙型肝炎(乙肝)病毒(HBV)主要经血和血制

品、母婴、破损的皮肤和黏膜及性接触传播。在我
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国，乙肝母婴围生期传播是HBV主要传播途径之

一。目前应用乙肝疫苗或与乙肝免疫球蛋白

(HBIG)联合免疫可明显降低乙肝母婴传播。HBv

存在不同基因型，且在同一基因型HBV可能存在

不同的突变株。1。3。。有研究表明，HBV基因型及前

C(PreC)和基本核心启动子(BCP)突变与乙肝的进
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展有关。4，5『。为探讨HBV基因型和PreC／BCP变异

与乙肝疫苗阻断母婴传播的关系，本研究对江苏省

16对疫苗阻断失败和88对阻断成功的母婴血清标

本进行了HBV基因型和PreC／BCP突变检测，现将

结果报道如下。

材料与方法

1．标本来源：16对乙肝疫苗阻断失败的母婴配

对血清样本32份及阻断成功88对母婴血清样本

176份，均由江苏省疾病预防控制中心收集。16对

阻断失败的母婴入选条件为：母亲孕前HBsAg阳

性，婴儿按0、1、6个月程序及时全程接种5扯g重组

酵母乙肝疫苗后，1岁后采血检测为HBsAg阳性。

88对免疫成功母婴入选条件为：母亲孕前HBsAg

阳性，其婴儿按0、1、6个月程序及时全程接种5肛g

重组酵母乙肝疫苗后，HBsAg持续阴性，但抗一HBs

阳转。所有血清置一70℃冰箱保存。

。2．}ⅡⅣ血清学标志物及耶VDNA定量检测：应
用美国AbbOtt RIA试剂盒对所有血清标本飚Ag、
抗一}璐、}Ⅱk吣、抗一峨和抗一胁进行检测。应用深
圳匹基船V核酸扩增荧光定量试剂盒检测Ⅻ3V
DNA。按试剂盒的说明书操作和判断结果。

3．HBV DNA提取：应用美国PrOmega公司

Total RNA Isolation System试剂盒，并稍作改进曲。。

4．HBV基因分型：应用基因型特异性引物

PCR法扩增HBV DNA，经琼脂糖凝胶电泳，根据扩

增产物片段大小鉴定基因型。6。。PCR仪(型号为i

Cycler)及凝胶成像仪为美国Bio—Rad公司产品。

5．HBv PreC及BCP区巢式PCR扩增：第一

轮PCR扩增：上游引物序列(ntl604～ntl625)为5 7一

TCG CAT GGA GAC CAC CGT GAA C一3 7，下游引

物序歹0(nt2073～nt2054)为5’一GCT TGC CTG

AGT GCC GTA TG一3 7。扩增条件：94℃4 min；

94℃30 s，60℃30 s，72℃60 s，扩增35个循环；最

后72℃延伸7 min，扩增产物长度为470 bp。第二

轮PCR扩增：上游引物序列(ntl611～ntl629)为5 7一

GAG ACC ACC GTG AAC GCC C一3 7，下游引物序

列(nt2064～nt2044)为5 7一GTG CTG TAT GGT

GAG GTG AAC一3 7。扩增条件：94℃4 min；94℃

30 s，62℃30 s，72℃30 s，扩增35个循环；最后

72℃延伸7 min，扩增产物长度454 bp。PCR产物

5 pl，用0．5肛g／ml溴化乙锭的1．5％琼脂糖凝胶电泳

检测。PCR引物及Taq P1us DNA聚合酶均购自上

海生工生物工程技术服务有限公司。

6．PCR产物直接测序及序列分析：第二轮

PCR产物序列测定由上海生工生物工程技术服务

有限公司完成。采用BioEdit 5．0、Clustal w 1．8软

件进行序列分析。

7．应用SPSS 10．0软件进行统计分析。

结 果

1．乙肝疫苗阻断失败母婴血清HBV DNA基因

型及PreC／BCP突变比较：16对乙肝疫苗阻断失败

的母婴中，13对(81．3％)基因型完全一致，另有3

对母亲为C基因型，其所生婴儿为B+C混合型。

其中15对母婴有HBV基因ntl631～nt2050序列

(包括PreC／BCP区)检测结果，1对因母亲未检出而

未能比较，结果该15对母婴的ntl631～nt2050序

列相似性均在98％以上，其中8对的同源性为

100％。该15对母婴均无A1896突变(表1)。

表1 乙肝疫苗阻断失败的母婴HBV基因型、PreC／BCP突变及序列相似性比较

自。 HBeAg 基因型 ntl762／1764 ntl896 序列相似性(％)⋯
母亲 婴儿 母亲 婴儿 母亲 婴儿 母亲 婴儿 ntl631～2050

FB01 + 十 C C A／G A／G G G 100．0

FB03 + + C C T／A A／G G G 99 5

FB05 + + C B+C A／G A／G G G 100．0

FB06 + + C C A／G A／G G G 100．0

FB07 + + C C T／A T／A G G 100 O

FBlO + + C C A／G A／G G G 99．8

HI)059 + + C C A／G A／G G G 100．0

HDll2 + + C C A／G A／G G G 100．O

HD082 + + C C ND A／G ND G ND

HA375 十 + C ．B+C T／A T／A G G 99．8

J4040 + + C C A／G A／G G G 100．0

J3477 + + C C A√G ～G G G 99．8

J3366 十 + C C T／A A／G G G 98．8

8 + + C B+C A／G A／G G G 100．O

C112 一 + C C ～G ～G G G 98．6

C127 + 十 C C T／A A／G G G 98．6

注：ND：未检出
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2．乙肝疫苗阻断失败的HBeAg阳性母亲与阻

断成功母亲基因型比较：在16例阻断失败的母亲

中，15例(93．8％)为HBeAg阳性，且均为C型(15／

15，100％)；88例阻断成功的母亲中，51例(58．0％)

为HBeAg阳性，其中C基因型占45．1％(23／51)。

在HBeAg阳性母亲中，阻断失败组的C基因型检出

率明显高于阻断成功组(Y2=14．3，P=O．003)

(表2)。

表2 乙肝疫苗阻断失败母亲和成功母亲组

基因型构成(％)比较

基因型 堕塑叁堕堡鲞望!!三!!! 堕堑堕垫堡墨塾塑三!型
HBeAg(+)HBeAg( ) HBeAg(+) HBeAg(一)

3．HBeAg阳性且为C基因型的阻断成功组与

失败组母亲的HBV PreC／BCP突变情况比较：选

HBeAg阳性C基因型阻断失败和成功母亲各15

例，比较T1762／A1764变异率，结果前者为33．3％

(5／15)，后者为13．3％(2／15)，两组间差异无统计学

意义(P=0．4)，其他位点变异亦无差异，且均未发

现BCP C／G1753和PreC区T1846、A1896突变。比

较该两组母亲血清HBV DNA水平表明，阻断失败

组母亲为(6．20±1．36)109，。，阻断成功组母亲为

(7．04±0．54)log⋯两组差异无统计学意义。

讨 论

HBV母婴传播主要发生在围生期，多为在分娩

过程中接触HBV阳性母亲的血液和体液传播。本

研究的16对乙肝疫苗阻断失败母婴中，15对母婴

的HBV DNA ntl631～nt2050核苷酸序列(包括

PreC／BCP区)相似性均在98％以上(1对因母亲未

检出而未能比较)。该16对乙肝疫苗阻断失败的母

婴基因型比较表明，81．3％(13／16)母婴的基因型完

全一致。另3例母亲为C型，其婴儿为B+C混合

型，推测可能围生期感染母亲的C基因型后，婴儿

通过水平传播又感染了B基因型。

在HBeAg阳性母亲中，阻断失败组的C基因型

检出率明显高于阻断成功组，分别为100％和

45．1％(x2=14．3，P=0．003)。有文献报道，母亲

HBV DNA水平与母婴传播的发生率有关"，8I。但

本研究检测乙肝疫苗免疫成功组与失败组母亲血清

HBV DNA水平差异无统计学意义，提示c基因型

母亲可能更易发生母婴传播，但其确切机制有待进

一步研究。

本研究表明，感染C基因型阻断失败母亲组的

T1762／A1764双突变率虽稍高于阻断成功母亲组

(分别为33．3％和13．3％)，但两者差异无统计学意

义，提示HBV PreC／BCP变异可能与新生儿乙肝疫

苗阻断失败无关。

有研究报道，5 pg乙肝疫苗对HBsAg和HBeAg

双阳性母亲新生儿的阻断率为87．29％，10肚g疫苗

可达92％。HBv疫苗对单阳性母亲所生婴儿的阻

断率可达95％以上¨o。但双阳性母亲的新生儿免

疫失败率较高，这可能与HBV DNA水平较高有关。

本研究也显示，阻断失败组的母亲中，93．8％(15／

16)为双阳性母亲。因此，对双阳性母亲所生婴儿，

建议提高乙肝疫苗剂量或采用乙肝疫苗与HBIG联

合免疫，以降低母婴传播的发生率。
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