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乙型肝炎病毒$
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0

基因位于核苷酸$
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%第
+55
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位#编码含
..8

个氨基酸的外膜蛋白#即
972*

S

#它是引起机

体产生保护性抗体的主要成分(

972*

S

具有优势共同抗原表

位-

N

.抗原决定簇#位于高度保守的第
+.$

%

+$6

位氨基酸的亲

水区#并与第
+.$

'

+.6

'

+->

和
+$6

位之间的双硫键形成双环结

构维持
972*

S

的抗原性)

+#.

*

#

97̂ 0

基因变异最常见的抗原

决定簇变异#是第
+$5

位氨基酸由甘氨酸$

)

%变成了精氨酸

$

*

%#形成具有感染性但不被抗体识别的免疫逃逸变异株)

-

*

(

0

基因变异多集中在-

N

.抗原决定簇#其中最常见的是
b+$5)

变异)

$#5
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#

材料与方法
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#

材料
#

取
97̂

标本
+Y5

份#用广州达安基因公司的

97̂

荧光定量检测试剂盒检测
3&*

阳性#分别用本研究设

计的
97̂ 0

基因
<1)

扩增引物进行检测(

F=G

#

仪器与试剂
#

*7!6-,,

实时荧光定量基因扩增仪$美国

*7!

公司%&加样器$德国
[

PP

CAJBDH

公司%&

3&*

聚合酶等试

剂'引物和荧光探针均由大连宝生物工程公司提供与合成&克

隆株由上海闪晶生物技术有限公司制备(
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#

方法

F=H=F
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使用
3&* /*&

软件#依据
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核苷酸序列位

置和同源性核苷酸序列位置#进行
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引物和荧光探
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3&*

序列

序号 引物名称
3&*

序列

+ 97̂ 0+

野生
) 5T#%b1%b%*1****11%%1bb*1b#-T

. 97̂ 0.

野生
* 5T#%b1%b%*1****11%%1bb*1bb#-T

- 97̂ 0-

突变
) 5T#%b1%b%*1****11%%1bb*1*#-T

$ 97̂ 0$

突变
* 5T#%b1%b%*1****11%%1bb*1b1#-T

5 97̂ 05

野生反义
5T#11b%11b**bb%%%%b%*1*b1*#-T

8 97̂ 08

突变反义
5T#b%b%11b**bb%%%%b%*1*b1*#-T

6 97̂ 06

$下游%

5T#%*11*1*%1*%11*%*%* *1%#-T

Y 97̂ 0Y 5T#%b1%b%*1****11%%1bb*1#-T
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F=H=G

#

克隆株建立
#

野生型克隆株
3&*

引物!

5T#b%%%b1

%b%*1****11%%1bb*1bb#-T

和
5T#1**%*11*1

*%1*%11*%*%**1%#-T

(突变型克隆株
3&*

引物!

5T#
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和
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以临床
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标本进

行
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扩增#分别用上述两对引物扩增的
<1)

产物建立克

隆株(
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提取
#

用质粒
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提取试剂盒#分别从野生型

克隆菌株和突变型克隆菌株中提取野生型和突变型质粒
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#

将

野生型和突变型克隆菌株提取的野生型和突变型质粒
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#

使用灭菌小牛血清稀释到
+;+,

8

IB
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分别以下述引物扩

增#荧光探针显示结果见表
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#其中引物
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#除
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尿嘧啶糖苷酶$
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%酶解反应&

>$ a -(@A

预变性&
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#
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#
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个循环&
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#
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#
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个
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反义核酸抑制
<1)

荧光检测
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'
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基因突变设计

序号 质粒
3&*

加入引物 测试目的

+

野生型
97̂ 0+497̂ 0.497̂ 06 97̂ 0

基因
3&*

.

野生型
97̂ 0+497̂ 0.497̂ 6497̂ 05

反义抑制野生型质粒
<1)

扩增

-

突变型
97̂ 0-497̂ 0$497̂ 6 97̂ 0

基因
3&*

$

突变型
97̂ 0-497̂ 0$497̂ 6497̂ 08

反义抑制型突变质粒
<1)

扩增

5

突变型
97̂ 0-497̂ 06497̂ 05

测试质粒
b+$5)

突变

8

突变型
97̂ 0$497̂ 06497̂ 05

测试质粒
b+$5*

突变
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#

反义核酸抑制
<1)

荧光检测
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"
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基因突变灵敏

度
#

使用灭菌小牛血清将突变型质粒
3&*

稀释到
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Y

'
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6

'
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#引 物 浓 度
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$
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"

"

#

<1)

反应液中加入量设计见表
-

(将以上稀释质

粒
3&*

靶基因以表
-

中设计的引物加入量进行
<1)

荧光检

测#根据检测结果#确定检测灵敏度比较高的
97̂ 05

引物加

入量(

表
-

##

引物加入量设计

序号 质粒
3&*

引物加入量
97̂ 05

加入量$

$

"

%

+

突变型
97̂ 0-

'

97̂ 06

各
+

$

" -=,

.

突变型
97̂ 0-

'

97̂ 06

各
+

$

" .=5

-

突变型
97̂ 0-

'

97̂ 06

各
+

$

" .=,

$

突变型
97̂ 0$

'

97̂ 06

各
+

$

" -=,

5

突变型
97̂ 0$

'

97̂ 06

各
+

$

" .=5

8

突变型
97̂ 0$

'

97̂ 06

各
+

$

" .=,

F=H=K

#

临床标本检测
#

取
+Y5

份
97̂ 3&*

阳性血清标本#

将待测血清
$,

$

"

加入
3&*

提取液
$,

$

"

混匀#

+,, a +,

(@A

#

+.,,,D

"

(@A

离心
+,(@A

#提取标本
3&*

#取
.

$

"

标本

3&*

提取液加入
.Y

$

"<1)

反应液#反应条件为
>$a-(@A

预变性&然后
>-a 5,2

#

55a 8,2

#循环
+,

次&

>$a 5,2

#

55a>,2

#循环
-,

次&

--a+Y,2

(检测
b+$5)

"

*

基因突变

阳性标本
+.

份#用
["!0*

法检测
972*

S

'

972*:

#按照试剂

说明书进行#试剂由上海科华生物工程公司生产(结果判定均

严格按照试剂说明书进行(

F=H=Q

#

临床检测
b+$5)

"

*

基因突变标本的核酸序列测定
#

选择
b+$5)

"

*

基因突变检测阳性和阴性标本#提取
97̂

3&*

#用测序引物
97̂ 0Y

和下游公用引物
97̂ 06

进行

<1)

扩增#将
<1)

扩增产物送上海闪晶生物工程公司作核酸

序列测定#比较
b+$5)

"

*

基因突变位置和碱基突变情况(

G

#

结
##

果

G=F

#

反义核酸抑制
<1)

荧光检测
b+$5)

"

*

基因突变
#

见

表
$

(

表
$

##

反义核酸抑制
<1)

荧光检测
b+$5)

'

*

基因突变的结果

序号 质粒
3&*

加入引物 阳$阴%性"
1F

值 结果

+

野生型
97̂ 0+497̂ 0.497̂ 06

阳性"
.- 97̂ 0

野生型基因
3&*

测试阳性

.

野生型
97̂ 0+497̂ 0.497̂ 06497̂ 05

阴性"
-.

野生型质粒
<1)

扩增抑制

-

突变型
97̂ 0-497̂ 0$497̂ 06

阳性"
.$ 97̂ 0

突变型基因
3&*

测试阳性

$

突变型
97̂ 0-497̂ 0$497̂ 06497̂ 08

阴性"
-- b+$5)

"

*

突变质粒
<1)

扩增抑制

5

突变型
97̂ 0-497̂ 064 97̂ 05

阳性"
.-

测试质粒
b+$5)

突变

8

突变型
97̂ 0$497̂ 064 97̂ 05

阳性"
.5

测试质粒
b+$5*

突变

G=G

#

反义核酸抑制
<1)

荧光检测
b+$5)

"

*

基因突变灵敏度

#

反义核酸引物
97̂ 05

加入量以
.=,

$

"

#即分别为
97̂

0-

'

97̂ 0$

'

97̂ 06

的
.

倍量为最佳(

G=H

#

临床标本检测结果
#

+Y5

份
97̂ 3&*

阳性血清标本

中#检测到
b+$5)

"

*

基因突变阳性标本
+.

份#结果见表
5

(

用
["!0*

法检测
+.

份标本的
972*

S

'

972*:

#结果全为

+
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阳性(

G=I

#

临床检测
b+$5)

"

*

基因突变标本的核酸序列测定
#

结

果显示
AF5Y6

的鸟嘌呤被腺嘌呤取代#

AF5YY

的鸟嘌呤被胞嘧

啶取代(

表
5

##

临床标本检测结果

序号 基因突变
97̂ 3&*

载量$

IB

PM

"

("

%

+ b+$5) .=,;+,

Y

. b+$5) $=,;+,

6

- b+$5) 5=,;+,

6

$ b+$5*

'

b+$5) 8=,;+,

8

5 b+$5*

'

b+$5) -=,;+,

8

8 b+$5* 5=,;+,

8

6 b+$5* .=,;+,

Y

Y b+$5* +=.;+,

Y

> b+$5* -=,;+,

Y

+, b+$5* .=,;+,

Y

++ b+$5* 5=,;+,

8

+. b+$5* Y=,;+,

5

H

#

讨
##

论

目前有研究发现
972*

S

的-

N

.抗原决定簇个别氨基酸序

列的变异及两外侧端氨基酸变异单独或联合出现#均导致

972*

S

与
972*:

共存)

8#6

*

(本研究结果显示#

+.

份
972*

S

与
972*:

双阳性患者均于-

N

.抗原决定簇内第
+.8

位氨基酸

及外侧第
+85

位氨基酸产生变异#这与文献)

Y

*一致(其原因

可能是
0

区#特别是-

N

.抗原决定簇氨基酸发生变异#导致-

N

.

抗原决定簇构象变化#引起免疫逃逸#产生的抗体不能保护机

体免受感染#因而造成
972*

S

与
972*:

同时存在)

>#+,

*

(近年

来研究结果表明#

97̂

的
0

基因发生突变可导致
972*

S

免疫

测定的灵敏度降低#有时甚至漏检(

检测
97̂

的
0

区基因突变的常用方法是核苷酸序列测

定和限制性内切酶法#这些方法需要昂贵的仪器#操作复杂#敏

感性低#无法定量#不适合于普及应用(为了提高乙型肝炎疫

苗有效率#控制
97̂

免疫逃逸株的流行#制定更科学'合理的

乙型肝炎防治方法#研究一种敏感性和特异性高'操作简便'结

果快速稳定'重复性好的检测
0

区基因突变的方法#是发展的

必然趋势#而且在临床治疗上具有重要的意义(

本文检测方法的工作原理是!在设计
<1)3&*

扩增引物

序列时#增加一条反义野生型引物(当遇到野生型$不含

b+$5)

"

*

基因变异%核苷酸序列时不能扩增#

<1)

扩增被抑

制#使荧光探针中的荧光基团不能解离#而不发射荧光(而当

遇到突变型核苷酸序列时便能扩增#

<1)

未受抑制#荧光基团

因酶解分离而发荧光#以荧光显示
b+$5)

"

*

是否存在突变(

表
$

的
<1)

荧光检测结果显示#对野生型质粒#加入
-

倍量反

义野生型引物
97̂ 05

时#用野生型两对引物
97̂ 0+497̂

06

'

97̂ 0.497̂ 06<1)

荧光检测结果为阴性#

<1)

扩增

被抑制#突变型
97̂ 0-497̂ 06

'

97̂ 0$497̂ 06<1)

荧光检测结果为阳性#

<1)

扩增未被抑制#分别检出
b+$5)

突

变和
b+$5*

突变&而对突变型质粒#加入
-

倍量反义突变型引

物
97̂ 08

时#用突变型两对引物
97̂ 0-497̂ 06

'

97̂

0$497̂ 06<1)

荧光检测结果为阴性#

<1)

扩增被抑制(

临床标本检测结果说明#

97̂ 0

基因存在
AF5Y6

和
AF5YY

两处

突变#经
["!0*

法检测为
972*

S

和
972*:

双阳性#说明由于

b+$5)

和
b+$5*

变异#导致-

N

.抗原决定簇结构改变#产生免

疫逃逸的
97̂ 0

基因变异株#从而出现
972*

S

和
972*:

共

存的现象)

++#+.

*

(

利用反义野生型引物不参与
<1)

扩增#反而抑制野生型

$不含
b+$5)

"

*

基因变异%核苷酸序列扩增#只允许突变型核

苷酸序列扩增的原理#以荧光显示
b+$5)

"

*

突变(本方法避

免了假阳性的产生#而且有较高的灵敏度(由于检测
97̂

的

0

区基因突变常用的方法需要昂贵的仪器#操作复杂#敏感性

低#不适合于普及应用(这种检测方法在临床上的应用具有重

要的意义(
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