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乙型肝炎病毒基因组中罕见大片段缺失突变的分析
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　　摘　要：目的　对来源于一例慢性乙型肝炎患者的包含罕见大片段缺失的乙肝病毒（ＨＢＶ）全基因组进行序列分析。方法　

提取乙肝病毒基因组ＤＮＡ，扩增全长基因组，通过单克隆化分析不同准种中大片段缺失的位点和长度；将包含两段缺失突变的片

段分别进行扩增，通过扩增产物的序列分析验证准种分析的结果。结果　该标本的 ＨＢＶ基因组中的确存在超过１．４ｋｂ的大片

段缺失突变，其中Ｐ基因上存在ｎｔ２４４９～４８９的１２５６ｂｐ的缺失突变，Ｃ基因上存在大约ｎｔ２０８８～２２９８的２０９ｂｐ的缺失突变。

结论　该患者 ＨＢＶ基因组中存在罕见大片段缺失突变。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）慢性感染是严重危害人类健康的疾

病，在感染过程中，由于 ＨＢＶ聚合酶缺乏严格的校正功能，因

此基因组中容易出现各种类型的突变［１］。ＨＢＶ基因组中的缺

失突变常常改变病毒的生物学特征，从而对疾病进程产生影

响［２］。以往的研究表明，ＨＢＶ基因组中前Ｓ（ｐｒｅＳ）区的缺失

突变和疾病进程具有较为明确的相关性，特别是ｐｒｅＳ区缺失，

无论在成人还是在儿童中，都是 ＨＢＶ慢性感染相关的原发性

肝癌发生的重要危险因素［３５］；而且，ｐｒｅＳ区的大片段缺失是

肝移植术后乙型肝炎复发的独立预测因子［６］。最新的研究表

明ｐｒｅＳ区、Ｃ区和Ｃ基因启动子（ＢＣＰ）区是 ＨＢＶ缺失突变的

热点区域，其中ｐｒｅＳ区的突变频率最高、突变模式最复杂
［２］。

以往的研究曾经报道过 ＨＢＶ基因组中出现的大片段（＞１００

ｂｐ）缺失
［６７］，本研究选取了１例慢性 ＨＢＶ感染的女性患者，

该患者的 ＨＢＶ基因组中存在大于１．４ｋｂ的缺失突变。通过

对全基因组准种和包含缺失突变片段的ＤＮＡ测序，对这一罕

见的大片段缺失突变进行了分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择１例２８岁的女性慢性乙型肝炎患者，标

记为Ｂ４２３，其血浆中 ＨＢＶＤＮＡ的滴度为５．９８×１０７ＩＵ／ｍＬ

（采用上海复星试剂检测）；ＡＬＴ为３６９ＩＵ／Ｌ（采用 Ｒｏｃｈｅ试

剂检测）；ＨＢＶ血清免疫标志物的结果为：ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、

ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ均为阳性（采用 Ａｂｂｏｔｔ试剂检测）。

考虑到该患者 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｓＡｂ均为阳性，因此进行了重复

检测，仍为该结果；询问病史，患者否认乙型肝炎疫苗和免疫球

蛋白的接种史。静脉采集该患者２ｍＬＥＤＴＡ抗凝全血，２ｈ

内分离血浆进行后续的 ＨＢＶ基因组提取。本研究符合南京

医科大学伦理委员会伦理审查标准并取得了患者的知情同意。

１．２　仪器与试剂　ＨＢＶ基因组提取试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｖｉｒａｌ

ＤＮＡＫｉｔ和切胶纯化试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ来

自ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ公司；高保真 ＤＮＡ 聚合酶（ＥｘｐａｎｄＨｉｇｈ

ＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＳｙｓｔｅｍ）来自Ｒｏｃｈｅ公司；ｐＧＥＭＴＥａｓｙ克隆载

体来自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｓ１０００ＰＣＲ仪和ＧｅｌＤｏｃＥＺＩｍａｇｅｒ凝

胶成像系统来自Ｂｉｏｒａｄ公司。

１．３　方法

１．３．１　ＨＢＶ 基因组 ＤＮＡ 的提取　根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｖｉｒａｌ

ＤＮＡＫｉｔ的说明书提取患者血浆标本的 ＨＢＶ基因组ＤＮＡ，

最终用５０μＬ洗脱液洗脱，－２０℃保存备用。

１．３．２　ＨＢＶ 全基因组的扩增和纯化　利用巢式 ＰＣＲ对

ＨＢＶ的全基因组进行扩增。用引物 ＨＢＶｆｕｌｌｏｕｔＦ（５′ＴＴＴ

ＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＡＴＣＴＣ３′；ｎｔ１８２１～１８４５）和

ＨＢＶｆｕｌｌｏｕｔＲ（５′ＡＡＡ ＡＡＧＴＴＧＣＡＴ ＧＧＴ ＧＣＴ ＧＧＴ

ＧＡＡＣ３′；ｎｔ１８２５～１８０１）进行第一轮扩增；用引物 ＨＢＶｆｕｌｌ

ｉｎＦ（５′ＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＡＴＣＴＣ３′；ｎｔ１８２４～

１８４５）和 ＨＢＶｆｕｌｌｉｎＲ（５′ＡＡＡＧＴＴＧＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧ
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ＴＧＡＡＣ３′；ｎｔ１８２３～１８０１）进行第二轮扩增。每一轮扩增的

体系为５０μＬ，其中包含２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２、０．２ｍｍｏｌ／Ｌ

的ｄＮＴＰ和５ＵＥｘｐａｎｄＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＴａｑ聚合酶。每一轮的

扩增条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火

３０ｓ，６８℃延伸３．５ｍｉｎ，循环１０次；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火

３０ｓ，６８℃延伸３．５ｍｉｎ，在此基础上每个循环的延伸时间增

加２０ｓ，循环２５次；６８℃延伸７ｍｉｎ。用１．５％琼脂糖电泳检

测ＨＢＶ全基因组的ＰＣＲ扩增产物，并根据Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘ

ｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ的说明书对特异性扩增的条带进行切胶纯化。

１．３．３　ＨＢＶ全基因组的克隆和大片段缺失的序列分析　将

切胶纯化的产物按照ｐＧＥＭＴＥａｓｙ克隆载体的说明书进行

克隆，在转化后的平板培养基上挑取６个单克隆重组载体，按

照说明书进行双酶切鉴定，只选择其中插入片段大小与全基因

组扩增产物大小吻合的２个克隆，Ｂ４２３２和Ｂ４２３４，送南京金

斯瑞公司进行测序。测序引物为：Ｔ７、ＳＰ６、ＨＢＳ１（５′ＴＧＣ

ＡＣＲＡＹＴＣＣＴＧＣＴＣＡＡ ＧＧ３′；ｎｔ５２４～５４３）、ＨＢＳ２（５′

ＧＣＣＡＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＡＣＧ３′；ｎｔ１１７５１１９２）、ＨＢＳ４（５′

ＣＡＡＡＴＧＣＣＣＣＴＡＴＣＴＴＡＴＣＡＡ３′；ｎｔ２３０４～２３２４）、

ＨＢＡＳ２（５′ＴＴＧＡＴＡＡＧＡＴＡＧＧＧＧＣＡＴＴＴＧ３′；ｎｔ２３２４

～２３０４）和ＨＢＡＳ５（５′ＣＡＲＷＡＣＣＡＹＡＴＣＡＴＣＭＡＴＡＴ

３′；ｎｔ７５８～７３９）。将测序结果在 ＮＣＢＩＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇＴｏｏｌ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｆｏｒｍｐａｇｅ．

ｃｇｉ，在Ｓｅｌｅｃｔ中选择ＨＢＶ）中通过序列比对进行基因分型。确

定基因型后再根据 ＮＣＢＩＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇ中相应基因型的参考序

列 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／

ｖｉｅｗ．ｃｇｉ？ｄｂ＝２），利用 ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ７软件的Ｓｅｑ

ｍａｎ模块进行序列分析，确定 ＨＢＶ 基因组中的片段缺失

区域。

１．３．４　ＨＢＶ全基因组中缺失片段的分段确认　根据以上缺

失片段的分析结果，明确缺失的片段位于 ＨＢＶ基因组中的Ｐ

基因和Ｃ基因两个区域。设计两对引物 ＨＢＳ４／ＨＢＡＳ５（包含

Ｐ基因的缺失区域，序列如上所示）和 ＨＢＶｆｕｌｌｉｎＦ／ＨＢＡＳ２

（包含Ｃ基因的缺失区域，序列如上所示）对 ＨＢＶ全基因组中

包含缺失片段的区域进行ＰＣＲ扩增。扩增体系同上，扩增条

件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，６８℃

延伸１ｍｉｎ３０ｓ，循环３５次；６８℃延伸７ｍｉｎ。用１．５％琼脂糖

电泳检测 ＨＢＶ全基因组的ＰＣＲ扩增产物，观察基因组缺失

的片段大小，并根据Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ的说明书对

特异性扩增的条带进行切胶纯化。将切胶纯化的产物送南京

金斯瑞公司进行测序，Ｐ基因扩增产物的测序引物为 ＨＢＳ４和

ＨＢＡＳ５，Ｃ 基因扩增产物的测序引物为 ＨＢＶｆｕｌｌｉｎＦ和

ＨＢＡＳ２。利用 ＤＮＡＳＴＡＲＬａｓｅｒｇｅｎｅ７软件的Ｓｅｑｍａｎ模块，

将测序结果与 ＮＣＢＩＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇ中相应基因型的参考序列

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｖｉｅｗ．

ｃｇｉ？ｄｂ＝２）进行比对，确定 ＨＢＶ基因组中的片段缺失区域。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶ 全基因组的扩增和缺失突变分析　Ｂ４２３标本

ＨＢＶ全基因组的扩增结果（见图１Ａ）显示，特异性扩增的条带

出现在大约２ｋｂ的位置，而不是应有的大约３．２ｋｂ，重复的基

因组扩增也显示相同的结果。这提示该标本的基因组可能存

在大片段的缺失突变。将基因组分离为单克隆酶切鉴定后，发

现Ｂ４２３２和Ｂ４２３４的插入片段大小与该标本 ＨＢＶ全基因组

扩增的片段大小相吻合（见图１Ｂ）。测序结果比对发现，２个

克隆均为 ＨＢＶＣ基因型，与Ｃ基因型的参考序列比对的结果

证实：Ｂ４２３２基因组全长１８１１ｂｐ，在Ｐ基因上存在ｎｔ２４４９～

４８９的１２５６ｂｐ的缺失突变，在Ｃ基因上存在ｎｔ２０８８～２２３５

的１４８ｂｐ的缺失突变，全基因组上的大片段缺失为１４０４ｂｐ；

Ｂ４２３４基因组全长１７７６ｂｐ，在Ｐ基因上存在ｎｔ２４４９～４８９的

１２５６ｂｐ的缺失突变，在Ｃ基因上存在ｎｔ２０８８～２２７０的１８３ｂｐ

的缺失突变，全基因组上的大片段缺失为１４３９ｂｐ（见图２）。

酶切结果提示Ｂ４２３３、Ｂ４２３５和Ｂ４２３６的插入片段大小与全

基因组扩增产物大小不吻合（见图１Ａ 和图１Ｂ），因此未进行

测序。

　　Ａ：Ｂ４２３标本的 ＨＢＶ基因组扩增产物的琼脂糖凝胶电泳；Ｂ：Ｂ４２３

单克隆重组载体酶切产物的琼脂糖凝胶电泳；Ｍ：５００ｂｐＤＮＡ分子标

记物；Ｂ４２３：Ｂ４２３标本的 ＨＢＶ全基因组扩增产物；ＢＣ：空白对照；１～

６：Ｂ４２３标本６个不同的单克隆（分别为克隆Ｂ４２３１、Ｂ４２３２、Ｂ４２３３、

Ｂ４２３４、Ｂ４２３５、Ｂ４２３６）重组载体。

图１　　Ｂ４２３标本的 ＨＢＶ基因组扩增产物及单克隆重组

载体酶切产物琼脂糖凝胶电泳图

图２　　Ｂ４２３２和Ｂ４２３４的基因组大小和缺失突变

　　Ａ：Ｂ４２３包含Ｐ区缺失突变片段的扩增产物的琼脂糖凝胶电泳；

Ｂ：Ｂ４２３包含Ｃ区缺失突变片段的扩增产物的琼脂糖凝胶电泳；Ｍ：５００

ｂｐ（Ａ）和１００ｂｐ（Ｂ）的ＤＮＡ分子标记物；Ｂ４２３Ｐ区：Ｂ４２３包含Ｐ区缺

失突变片段的扩增产物；Ｂ４２３Ｃ区：Ｂ４２３包含Ｃ区缺失突变片段的扩

增产物；ＢＣ：空白对照。

图３　　Ｂ４２３包含Ｐ区和Ｃ区缺失突变片段的扩增产物的

琼脂糖凝胶电泳图
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２．２　ＨＢＶ全基因组中缺失突变的确认　包含Ｂ４２３Ｐ基因和

Ｃ基因缺失部分的两个片段的ＰＣＲ扩增结果（见图３Ａ和３Ｂ）

显示，Ｐ基因存在正常大小片段（约１５８６ｂｐ）和小片段（约

３３１ｂｐ）；Ｃ基因也存在正常大小片段（约５０１ｂｐ）和小片段（约

３１８ｂｐ）。测序结果的比对（见图４）证实，Ｐ基因和 Ｃ基因

ＰＣＲ扩增结果中出现的正常大小片段和小片段均为 ＨＢＶ基

因组中相应区域的序列；Ｐ基因和Ｃ基因出现小片段的原因是

因为其分别包含了一个ｎｔ２４４９～４８９的１２５６ｂｐ和ｎｔ２０８８～

２２９８的２０９ｂｐ的缺失突变；基因组中Ｐ基因和Ｃ基因缺失突

变的大小和位点与单克隆Ｂ４２３２和Ｂ４２３４的情况相吻合。

这提示患者体内同时存在含有完整目的片段的基因组和目的

片段缺失突变的基因组。

图４　　Ｂ４２３Ｐ区和Ｃ区缺失突变的分段确认

３　讨　　论

ＨＢＶ基因组中的缺失突变因为是 ＨＢＶ慢性感染病程进

展的重要影响因素，所以近年来引起了研究者的广泛兴趣。本

研究选择了１例 ＨＢＶ基因组中存在大于１．４ｋｂ缺失突变的

慢性 ＨＢＶ感染的女性患者，通过对全基因组准种和包含缺失

突变片段的ＤＮＡ测序，对这一罕见的大片段缺失突变进行了

序列分析。

本研究中，Ｂ４２３全长基因组扩增结果提示只有包含缺失

突变的基因组存在，３次重复的ＰＣＲ扩增均为上述结果，但是

分段扩增显示含有完整目的片段的基因组和目的片段缺失突

变的基因组均存在于患者体内。分段扩增序列的分析结果提

示，ＨＢＶ基因组中的一些准种出现了整个ｐｒｅＳ区域和大部分

Ｓ区的缺失，这一缺失位点和片段大小与全基因组的分析结果

相吻合。实际上，尽管ｐｒｅＳ区在整个基因组中容易出现高度

的异质性，但是ｐｒｅＳ１的存在对于结合细胞上的受体和启动感

染都是必需的，而且和Ｓ区重叠的 Ｐ区逆转录酶结构域对

ＨＢＶ的复制也是必需的
［８１０］。考虑到Ｂ４２３具有很高的病毒

复制（５．９８×１０７ＩＵ／ｍＬ），因此可以认为如同分段扩增的结果

所示，必定存在含有完整目的片段的 ＨＢＶ基因组。笔者推测

造成 ＨＢＶ全基因组扩增只出现缺失突变基因组的原因是

ＰＣＲ的效率问题，尽管本研究采取了经典的 ＨＢＶ全长基因组

的扩增方法［７］，但是不可否认全长基因组的扩增效率不及分段

扩增的效率，其结果需要用分段扩增的结果来证实。

值得注意的是，本研究中Ｂ４２３标本的大片段缺失突变的

大小和位点和以往在一例来源于韩国的慢性乙肝患者中的发

现十分相似［７］，而且两者的ＡＬＴ水平和 ＨＢＶＤＮＡ复制滴度

都很高，显示出很强的免疫病理反应。特殊的是，本研究中

Ｂ４２３标本的 ＨＢＶ血清免疫标志物的结果显示 ＨＢｓＡｇ和抗

ＨＢｓ抗体同时为阳性，在 ＨＢＶ血清免疫标志物的模式中这种

情况比较罕见，一些研究认为这与ｐｒｅＳ区的缺失突变存在某

种联系［１１］，但是更加系统性的研究表明这种联系不是必然的，

此类患者体内的 ＨＢｓＡｇ和抗ＨＢｓ抗体并没有相互匹配的特

异性作用，也不是导致 ＨＢＶ基因组中出现某种特异性突变的

根本原因［１２］。

本研究涉及的 Ｂ４２３标本存在 ｐｒｅＳ区缺失和 ＢＣＰ区

Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ双突变的准种（见图２），中国人群的巢式病

例对照研究结果表明，这种 ＨＢＶ基因组的复杂突变增加了慢

性乙肝患者原发性肝癌的发病风险［１３］。而且，该患者为具有

高病毒复制滴度（５．９８×１０７ＩＵ／ｍＬ）的Ｃ基因型，因此有必要

进行密切的临床随访。
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