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乙型肝炎病
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毒“a”决定母a吠疋

保护效果的影响

·乙肝疫苗免疫策略研究·

簇突变对乙型肝炎疫苗

张瑞 李荣成 朱凤才 李艳萍 刘社兰 张现臣 王升启 梁争论 李河民 庄辉

【摘要】 目的 研究乙型肝炎(乙肝)病毒(HBV)“a”决定簇热点突变对乙肝疫苗保护效果的影

响。方法 根据HBV基因保守序列设计PCR扩增引物，针对“a”决定簇突变设计简并探针，制备检

测HBV“a”决定簇16种热点突变的基因芯片，并用克隆测序对芯片检测结果进行验证。基因芯片法

检测47对乙肝疫苗阻断失败的母婴配对样本和323例阻断成功的母亲样本。结果 克隆测序证明，

基因芯片法具有特异性。应用该法检测发现，野生株(阳性率为78．66％)仍为主要流行株，依次为

126A(11．27％)、145R(5．76％)、126S一1(5．28％)、126S2(4．56％)、129H(1．20％)、144A(0．72％)、

129R(0．24％)，但126A阳性率显著高于其他突变(P值均<O．01)。阻断失败组母婴均感染的样本

与阻断成功组的126A、126S一1、126S一2和145R检出率的差异无统计学意义。结论 现有乙肝疫苗可

阻断126A、126S和145R突变株的母婴传播，目前毋需研制针对126和145位点突变的新型乙肝疫

苗，但需加强对突变株的流行病学监测。
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【Abstract】 Oboective 7ro study how hepatitis B virus(HBV)‘a’determinant hotpoint mutations

were influecing the hepatitis B vaccine efficacy．1VIethods Primers were designed in HBV conservative

region，and the degenerate pmbes for detecting 16。a’determinant hotpoint mutations were deveIoped for

gene chips．Sensitivity and specificity of the gene chips were eValuated by clone sequencing．Sera of 47 pairs

of mothers and infants with immune failure and 323 mothers of children with immune protection of HB

vaccine were detected bv the gene chips．Results Result from clone sequencing demonstrated that the gene

chips were specific for the detection of‘a’determinant hotpoint mutations．The wild type of HBV was still

dominant，with the prevaIence of 78．66％，and the mutation frequencies of 126A，145R，126S1，126S2，

129H．144A，and 129R were 11．27％，5．76％．5．28％，4．56％，1．20％，0．72％and 0．24％，

reSpectively．The prevalence of 126A mutation was sig“矗cantly higher than that of other mutations(P<

O．01)．No significant differences were found in mother_infant transmission rates of 126A，126S1，126S．2

and 145R variants． ConcIusion The currently available hepatitis B vaccine could block mother．infant

transmission of 126A，126S and 145R variants． It appears that there is no need to develop a new hepatitis

B vaccine against 1 26 and 145 variants at present，but the consistent epidemiological surveiUance on HBV

mutants should be ca埘ed out．
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近年来，在世界许多地区均发现乙型肝炎(乙

肝)疫苗阻断失败患者中存在“a”决定簇突变株⋯，
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但突变株是否与阻断失败有关尚无确切证据，为探

讨乙肝病毒(HBV)“a”决定簇热点突变对乙肝疫

苗保护效果的影响，本研究首先制备了检测HBV

“a”决定簇热点突变的基因芯片，并用基因芯片检测

乙肝疫苗阻断失败和阻断成功的母婴配对血清样

本，根据这些配对母亲和婴儿有无突变株检出，研究

现有疫苗是否能阻断突变株病毒母婴传播，为进一

步提高乙肝疫苗保护效果提供依据。
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材料与方法

1．对象：从广西壮族自治区和江苏省筛选47

对乙肝疫苗阻断失败的母婴配对血清样本，323例

阻断成功的母亲血清样本。筛选对象的标准：母亲

怀孕期间HBsAg和HBeAg双阳性(HBeAg以S／Co

比值>3为阳性，酶联免疫法)；婴儿按0、1、6个月程

序接种剂量为5弘g／0．5 m1重组酵母乙肝疫苗(未注

射乙肝免疫球蛋白)，于婴儿1～2岁时采集血清，置

一70℃冰箱保存。本试验方案经伦理委员会审核同

意，受试者均签署知情同意书。

2．方法：选用美国Abbott放射免疫试剂盒

(RIA)检测母婴HBsAg及婴儿抗一HBs。选用深圳

匹基HBv核酸扩增荧光定量试剂盒检测HBv

DNA。按试剂盒说明书操作和判断结果。根据

HBV序列，利用Primer 5．0软件设计特异性扩增

HBV“a”决定簇引物，上游引物Y1：5 7一GGT TGT

TGC CCG TTT GTC CTC T一3 7，下游引物Y2：5 7一

Cy3．GGC ACT AGT AAA CTG AGC CA．3 7。根据

文献[2．4]，选择16种“a”决定簇常见突变作为检测

对象，分别为126位T／I突变为A(a[c／t]t突变为

gct)、126位T／I突变为S(a[c／t]t突变为agt或tct，

分别记作126S一1和126S一2)、129位Q突变为R(caa

突变为cga)、129位Q突变为L(caa突变为cta)、

129位Q突变为H(caa突变为cac

或cat，分别记作129H一1和129H一

2)、133位M突变为T(atg突变为

acg)、142位P突变为S(cct突变为

tct)、142位P突变为L(cct突变为

ctt)、144位D突变为A(gac突变为

gcc)、145位G突变为R(gga突变

为aga)、145位G突变为E(gga突

变为gaa)、144位D和145位G突

变为AR(gac gga突变为gcc aga)、

144位D和145位G突变为AE

(gac gga突变为gcc gaa)、147位C

突变为Y(tgc突变为tac)。由于待

测突变位点两端存在正常的核苷酸

变异。5 o，因此用Primer 5．0软件分

别设计针对待测突变和野生序列的

简并探针(表1)。采用标准亚磷酰

胺化学方法在DNA自动合成仪上

合成寡核苷酸，在引物Y2合成中，
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用Cy3亚磷酰试剂在5 7端进行荧光标记，对所有探

针3 7端进行氨基修饰，氨基与探针序列之间以间隔

臂(聚乙二醇磷酰化试剂)相连，合成结束后用浓氨

水55℃作用15 h进行脱保护和切割，寡核苷酸纯化

柱(OPC)反相柱纯化。

选用德国Qiagen公司QLAamp MinElute Virus

Spin Kit提取HBV DNA，按说明书进行操作。PCR

扩增：PCR反应总体积20弘l，其中模板DNA 1弘1，

引物Y1 0．2肛m01／L，引物Y2 2弘mol／L，dNTP

200弘m01／L，Ex—Taq DNA聚合酶0．5 U。PCR反应

条件：94℃5 min；94℃20 s，54℃20 s，72℃20 s，

循环30次；72℃10 min。

(1)HBV质粒参考品构建：以构建成功的HBV

野生株重组质粒为模板，采用突变引物PCR扩增产

生定点突变的方法，在目标片段的特定位点引入突

变碱基，纯化目标片段，用T4 DNA连接酶连接至

pGEM—T载体，转化感受态大肠埃希菌DH5a并经

测序验证。紫外分光光度计测定核酸浓度，用去离

子水配制成106拷贝／l上l的原始参考品。以野生株

和突变株质粒作为PCR标准模板，来优化芯片杂交

条件以及建立完全匹配与单碱基错配的探针间信号

强度的比值。

(2)寡核苷酸芯片制备：将探针用点样液稀释至

终浓度50 pmol／L，各取6弘l转移至384孔板。用微

表1 HBV“a”决定簇热点突变检测探针序列

检测的氨基酸 探针编号 探针序列 长度(bp)

注：探针序列中标下划线处为待测突变
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阵列点样仪将探针点至醛基化玻片上，每

点体积约为0．5 n1，直径约为200肚m，点

样时保持相对湿度80％，温度23℃。用已

制备好的检测126A、126S一1、126S。2、

144A、 145R、 145E、 144A+145R、

144A+145E突变的基因芯片和此次制备

的检测129R、129L、129H—l、129H一2、

133T、142S、142L和147Y突变的基因芯

片对样本进行检测。Cy3标记的单链PCR

产物与杂交液(6×sSC，0．2％SDS)混合，

转移10肚l混合液至芯片反应区。将芯片置

于杂交盒中，48℃水浴杂交1 h。杂交后的

芯片依次在洗液A(1×SSC，0．2％SDS)、

洗液B(0．2×SSC)和洗液C(0．1×SSC)

中分别洗涤1 min。使用激光共聚焦扫描

仪在激发波长540 nm，发射波长570 nm

(Cy3)扫描杂交芯片，产生分析精度为

10肚m的16位TIFF图像，在扣除背景值

后，重复点的均值即为每条探针的信号强

度，并用配套Genepix Pro 4．0程序对扫描

结果进行分析。根据野生型与突变型质粒

参考品的杂交结果，确定杂交信号判断

标准怕。。

(3)DNA测序验证：挑选6份样本进

行PCR产物直接测序，每份样本挑选10

例阳性克隆进行测序，由北京华大基因有

限公司负责测序。

3．统计学分析：用SPSS 11．0软件进

行统计分析。

P5 P6 P7 P8 P9 P10

P5 P6 P7 P8 P9 P10

P5 P6 P7 P8 P9 P10

P11 P12 P13 P19 P20 P21

P1l P12 P13 P19 P20 P21

P11 P12 P13 P19 P20 P21

结 果

1．特异性检测：129R、129L、129H一1、129H一2、

133T、142S、147Y突变株参考品和野生株参考品的

PCR扩增产物进行基因芯片杂交，芯片阵列见图1。

基因芯片能特异检出“a”决定簇热点突变参考品和

野生型参考品(图2)。

2．测序：选择6份样本，每份样本挑选10例阳

性克隆，共60例克隆进行测序。样本M928的克隆

测序检测出1例134L突变，M2016的克隆测序检

测出l例144A突变，而基因芯片法未检出该2例

突变。其余克隆测序结果与基因芯片法检测结果一

致，而PCR产物直接测序仅检出优势株(表2)。

3．“a”决定簇突变率：47例阻断失败的母亲中，

图l 基因芯片阵列示意图

图2 基因芯片检测参考品特异性结果

15例(31．91％)检测出“a”决定簇突变，47例阻断

失败的婴儿中，14例(29．79％)检测出“a”决定簇突

变；323例阻断成功的母亲中，68例(21．05％)检测

出“a”决定簇突变，三组突变率的差异无统计学意义

(Y2=3．98，P=0．137)。

4．HBV各种毒株检出率：417例阻断成功和失

败的样本中，基因芯片测得wT(野生株)阳性率最

高(78．66％)，依次为126A(11．27％)、145R

(5．76％)、126S一1(5．28％)、126S一2(4．56％)、129H

(1．20％)、144A(0．72％)、129R(0．24％)。126A阳

性率显著高于126S一1、126S一2、129R、129H、144A和

145R(P值均<0．01)。

5．感染闭3V突变株情况：由表3可见，母婴均感

染突变株的阻断失败组与阻断成功组，其感染各种突
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变株发生率的差异无统计学意义(对于126A、126S1、

126S2和145R突变株，两组问P值均>0．05)。

表2 三种方法检测的结果比较

囊查譬器意望 芯片检测 克隆测序
编号 直接测序

心门伍删 兄陉删"

表3 配对母婴感染HBV“a”决定簇126、145位点

突变株结果

合计 10(21．28)6(12．77)4(8．51)9(19．15)

注：括号外数据为例数，括号内数据为发生率(％)；母婴均感染

突变株的阻断失败组与阻断成功组间126A(f=o．oo，P=1．000)、

126s1(x2=o．10，P=o．748)、126s2(#=o．17，P=o．683)、145R

(f=o．oo，P=1．ooo)

讨 论

高危新生儿接种乙肝疫苗后可有效预防感染

HBV，疫苗保护率达到87．29％。7|，但仍有一定比例

的母婴传播阻断失败，其原因可能与母亲HBV“a”

决定簇突变、DNA水平、基因型等因素有关，但尚无

明确证据。因此，建立灵敏、特异的检测突变株的方

法十分重要。目前，常用检测“a”决定簇突变株的方

法为PCR产物直接测序法。有学者发现，“a”决定

簇突变株主要是劣势毒株，PCR产物直接测序法很

难检测出∽o。基因芯片技术具有高通量、高灵敏、自

动化等特点，适宜于HBV“a”决定簇突变的研究要

求。因此，本试验建立了能特异、灵敏检测“a”决定

簇热点突变的基因芯片法。克隆测序证实，在60例

克隆中，除1例134L突变由于基因芯片中未设计

相应探针而未检出，另l例由于144A后插入一个

核苷酸而影响基因芯片的检出外，其余特定位点的

突变株均能用基因芯片法检出。

基因芯片法检测结果表明，野生株仍为主要流

行株，但126、129、144、145位点突变也存在，其中

126 A突变较常见(阳性率为11．27％)，即发现突变

多位于“a”决定簇的第一个环。这与国外文献报道

的氨基酸突变多位于第二个环不同‘9。。但是，国内

也有学者发现。10’11。，突变多集中于“a”决定簇的第

一个环。

为研究突变是否与阻断失败有关，本试验对阻

断成功和失败的配对母婴样本进行特异位点的突变

分析，根据这些配对母婴有无特异的突变株检出，证

明现有疫苗是否能阻断突变株病毒的母婴传播。结

果发现，阻断失败组和阻断成功组中，126A、

126S—l、126S一2、145R的母婴传播率差异无统计学

意义，提示现有疫苗能阻断HBV特定位点突变的

母婴传播。因此，目前毋需研制针对126和145位

点突变的新型乙肝疫苗。

本研究建立的基因芯片法能特异、快速检出

HBV“a”决定簇多个热点突变，检测灵敏度显著优于

PCR产物直接测序法。研究表明，现有疫苗虽可阻

断126A、126S、145R热点突变株的传播，但需加强

对突变株的流行病学监测。
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