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要"目的
!

探讨乙型肝炎病毒!

[FZ

"的宫内传播的分子进化特点&方法
!

选择有乙型肝炎母子无症状携带者两对母子

的血清样本分离
[FZ

准种病毒株%进行
S=@2

克隆
2

测序后%构建遗传进化树及拓扑结构比较%计算每对母子准种种群内及种群间

的进化距离&结果
!

$

个进化树包括
$

种类型%第
'

种类型%大部分母亲株聚集为一枝%但新生儿株与小部分母亲株聚集在另一

枝%母亲株为新生儿株的起源&第
$

种类型%母亲株与新生儿株未形成总的单源群%也没形成各自的单源群%有
'

株新生儿的病毒

株为大部分母子序列的起源&结论
!

两组病例的传播途径分别符合,胎盘泄漏-和,细胞途径-特点&
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乙型肝炎病毒*
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+感染是一个全球性

的健康问题(
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)
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表面抗原*

[FZ0C8N5B751:,
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+阳性母亲的新生儿出生后立即接种乙型肝炎疫苗*
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:,:,0F95BB,17
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+或联合应用乙型肝炎免疫球蛋白*
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[FA\

+可有效阻断分娩过程感染和产

后感染!但对已发生的宫内感染无阻断作用(

$

)

!通过这种途径

感染的新生儿几乎终身携带病毒!是造成免疫失败的主要原

因(

#2(

)

!

$)_

$

$(_

发展为肝硬化及肝癌!宫内感染的女性新生

儿很有可能将来通过妊娠将病毒再传递给她们的下一代"

[FZ

宫内传播的途径主要有胎盘途径%外周血单核细胞*
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+途径及经生殖细胞的传播"

其中胎盘的渗漏和胎盘细胞的感染是主要的途径(

&

)

"

[F73

R

可以经过局部的胎盘渗漏通过胎盘(

"

)

!随着胎盘屏障的破坏!

造成母亲血液进入胎儿的血液循环中!或者通过#细胞途径$促

进感染经胎盘的传播(

%

)

"母亲
[F73

R

血清型阳性及高病毒

载量为胎盘
[FZ

感染明确的正相关因素(

%

)

"本研究对
[FZ

宫内传播的两对母子血清样本中的
[FZ

病毒株序列建立进

化关系类型!进行遗传进化分析!现将结果报道如下"

!

!

资料与方法
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!

一般资料
!

选择
$))%

年
'

月至
$)''

年
'

月第三军医大

学西南医院产科就诊的两对乙型肝炎母子无症状携带者"母

亲均为重庆地区汉族人!年龄分别为
$!

*

?'

!新生儿为
Y'

+和

$(

*

?$

!新生儿为
Y$

+岁!孕前及孕期确诊为
[FZ

感染*

[F2

03

R

%

[F73

R

%抗
2[FB

阳性+!伴
[FZ

病毒高载量*滴度均大于

'e')

&
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R

')B+

4

,70

'

;K

+!肝炎病毒
3

%

=

%

M

%

H

抗体阴性!生命

体征及肝功能指标基本正常!均临床诊断为无症状的
[F03

R

携带者!实验前均未接受乙型肝炎疫苗接种及抗病毒治疗"产

后立即收集母亲的静脉血样及新生儿的股静脉血样!父母及其

子女的血清样本
g")d

超低温冰箱保存"两对乙型肝炎母子

无症状携带者的临床资料见表
'

"入选标准&新生儿在出生

$!D

内%免疫接种前检测示
[F03

R

及
[FZ2MY3

双阳性!母

亲是
[F03

R

携带者!父亲非
[F03

R

携带者!新生儿常规乙型

肝炎疫苗预防接种及注射乙型肝炎免疫球蛋白后!产后
'

个月

新生儿的血液样本中!

[F03

R

及
[FZ2MY3

双阳性(

%

)

"

!-"

!

试剂
!

引物参照文献设计*上海生工生物工程公司合

成+!柱式液体样品总核酸抽提试剂盒*

Q"$.'

+*上海华舜生物

技术有限公司!中国+!

K3J$

N

MY3

聚合酶*

>5G585

公司!日

本+!长片段
>3

克隆试剂盒*
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R

G,:

+*
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9,:8+

R

71

公司!美国+!

H-b-Y-3

>?质粒
MY3

小抽试剂盒*美国
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R

5

公司+!
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(

限制性内切酶*美国
S8+;7

R
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公司+"
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重庆医学
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期
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两对乙型肝炎母子无症状携带者的临床资料

编号 分娩时年龄*岁+ 出生时间 性别 病毒载量*
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评分 基因型 病毒株编号

?' $! g

女
#-##Hf" $# g = ?'2)'

$

?'2).

Y' $))%2&2#

女
!-!.Hf" #! ') = Y'2)'

$

Y'2)&

?$ $( g

女
#-)(Hf" !) g F ?$2)'

$

?$2$(

Y$ $))%2(2#)

男
"-$%Hf" $. ') F Y$2)'

$

Y$2)(

!!

g

&表示无数据"

!-#

!

方法

!-#-!

!

血清
MY3

提取
!

采用上海华舜生物技术有限公司的

柱式液体样品总核酸抽提试剂盒*

Q"$.'

+提取"

!-#-"

!

母子
[FZ

基因组全长序列的扩增%克隆%酶切鉴定和

测序
!

对高病毒载量血清*
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R
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,70
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+参考文献
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[FZ

全序列基因组扩增所采用的引物及扩增方法"
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基因组全长
S=@

引物为
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参数为预变性
.!d(;,1

!

.!d$(0

%

((d

#)0

%

"$d#;,1#)0

*共
#(

个循环+!延伸
"$d');,1

"胶回

收纯化目的基因!采用
A19,:8+

R

71

公司提供的
>3=6+1,1

R

)

P,:2O172U:7

4

S=@=6+1,1

R

试剂盒中的
4

=@

)

2$-'>

载体快速

连接
(;,1

!重组载体转入感受态
>OS')

!致死基因
BB*F

及卡

那霉素筛选阳性菌落"提取重组质粒!

QA/@

(

酶切鉴定!每个

患者选
##

个酶切鉴定正确重组质粒的菌液!送华大生物工程

公司测序!测序引物
?'#

"

!-#

!

基因序列比对方法
!

各样本的
[FZ

基因组全长序列为

#-$GL

!采用
=K]U>3Kc'-%#

进行序列比对(

')

)

!用
?H\3

(-)(

软件计算遗传距离(

''

)

!选择最佳替代模型!

S3]S!-)L

')

和
>8779,7T

进行系统进化分析"用
?H\3(-)(

软件建立

#

种数据库!第
'

种包括一个数据包!内有两对母子所有的
!(

个序列!命名为
?Y

,第
$

种包含
$

个数据包!每个数据包内为

一对母子的序列!命名为
?'Y'

%

?$Y$

,第
#

种包含
!

个数据

包!每个数据包内为单一的某一母亲或孩子的序列!命名为

?'

%

Y'

%

?$

和
Y$

"

?'

和
?$

的序列为
='

型基因型!

?$

和

Y$

的序列为
F$

基因型!选择标准序列
F$

型*

3̂ '))#).

+和

='

型*

c)!&'(

+分别作为外围序列进行比对"

采用
?H\3(-)(

软件计算母子之间的遗传距离!根据贝

叶斯标准计算的结果选择
P,;C85$2

4

585;7:78

替代模型分析

转换和易位"

?Y

数据包的系统进化树用邻接法通过
')))

次自展法重复计算建立"对第
$

种和第
#

种数据包运用最大

似然法*

;5I,;C;6,G76,D++*;7:D+*

!

?K

+和最大简约法*

;5I2

,;C;

4

580,;+1

<

;7:D+*

!

?S

+进行系统进化分析"

S3]S!-)

L')

建构
?K

和
?S

系统进化树"根据以上标准做进化树构

建和分析的参数设置!构建进化树并进一步分析"

!-$

!

统计学处理
!

应用
USUU''-(

软件进行统计学数据处理!

计数资料比较采用
8

检验!以
"

'

)-)(

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

母子
[FZK2S=@

扩增及重组质粒酶切鉴定
!

血清

MY3

模板扩增出约
#$))L

4

的
MY3

片段!重组质粒经
QA/@

(

酶切!可产生
#$))L

4

及
#())L

4

两个片段!均与预期目的

基因大小相符合"见图
'

%

$

"

"-"

!

[FZ

病毒株的遗传进化
!

两对母子的遗传距离及遗传

多态性见表
#

$

!

"

"-#

!

系统进化结果

"-#-!

!

对于所有
!(

个病毒株
!

基于从
$

对母子中选择的

#-$GL

的
[FZ

病毒株基因组!

?H\3(-)(

软件邻接法构建的

进化树*图
#

+"在这个拓扑结构中!

?'Y'

和
?$Y$

之间没有

重叠!分别聚集在一侧"

?'

和
Y'

聚集后混杂分布!未形成单

源群!也没形成各自的单源群,

?$

和
Y$

非单一起源!虽然
?$

的大部分优势株聚为一枝!但少部分
?$

与
Y$

聚集形成另

'

枝"

!!

'

%

!

%

(

&

[FZ

病毒分离株,

$

&

?58G78

,

#

&阴性对照"

图
'

!!

[FZ

基因组全长序列
S=@

产物凝胶电泳图

!!

'

&

MY3 ?58G78

,

$

&酶切片段*

#$))L

4

的目的片段及
#())L

4

的

载体片段+"

图
$

!!

[FZK2S=@

扩增及重组质粒酶切鉴定电泳图

图
$

!!

[FZ#-$GL

全长序列邻接法进化树

"-#-"

!

每对母子的
[FZ

病毒株
!

图
#3

%

#F

为
?'Y'

的

?K

%

?S

的进化树"

?'

和
Y'

聚集后混杂分布!未形成总的

单源群!也没形成各自的单源群!均没有明显的优势株!有一株

%&!'

重庆医学
$)'$

年
(

月第
!'

卷第
'(

期



新生儿的病毒株
Y'2)'

为除
#

条新生儿株*

Y'2)$

!

Y'2)#

!

Y'2

)!

+外其余母子序列的起源"

图
#=

%

#M

为
?$Y$

的
?K

%

?S

的进化树"大量
?$

的优

势株聚集在一枝上!但
Y$

却与小部分
?$

*

?$2)'

!

?$2)$

!

?$2

)#

+聚集在另一枝!两枝为姐妹群!

Y$

可形成单源群!并有一个

共同的起源
?$2)'

和
?$2)#

*

$

株的序列相同!视为同一病

毒株+"

!!

3

&

?'Y'2?K

,

F

&

?'Y'2?S

,

=

&

?$Y$2?K

,

M

&

?$Y$2?S

"

图
#

!!

?'Y'

'

?$Y$

的进化树图

表
#

!!

?

和
Y

的遗传距离和遗传多态性

编号 遗传距离 遗传多态性

?'

)-))(

$

)-))(

?$

)-))'

%

)-))$

Y' )-))# )-))#

Y$ )-))# )-))#

!!

$

&

"

'

)-)(

!与
Y'

比较,

%

&

"

'

)-)(

!与
Y$

比较"

表
!
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每对母子的遗传距离和多样性

编号 遗传距离 遗传多态性

?'

'

Y' )-))( )-))!

?$

'

Y$ )-))( )-))$

?'Y'

)-))(

$

)-))(

?$Y$ )-))$ )-))$

!!

$

&

"

'

)-)(

!与
?$Y$

比较"

#

!

讨
!!

论

[FZ

宫内传播的途径主要有胎盘途径%

SF?=0

途径及经

生殖细胞的传播"其中胎盘的渗漏或胎盘细胞的感染是主要

的途径(

&

)

"通常认为胎盘渗漏是含有高浓度
[FZ

的母血直

接进入胎儿血循环中"这个过程中!母亲的病毒株不经受选择

压力!新生儿的病毒与母亲的一致"通过宫内传播的细胞途径

的新生儿感染是绒毛毛细血管内皮细胞感染的结果"在通过

胎盘屏障的过程中!母亲的优势病毒株被过滤!只有那些更适

应新环境的病毒株得以继续繁殖"在通过每层绒毛毛细血管

巨大选择压力的作用下!许多母亲的病毒株为了适应新环境而

发生突变!特别是感染发生在孕早期的病例!母子病毒株之间

的遗传距离相应增大!

Y

由
?

进化而来"若感染发生在妊娠

晚期!

?

和
Y

病毒之间的进化距离则相对缩短"

有研究根据
%

对发生
[FZ

宫内感染的母子的
[FZ

病毒

株序列进行进化树分析!推测出
!

种可能的情况&第
'

种!母子

的序列聚集为一枝!归因为局部胎盘渗漏,第
$

种!母亲和胎儿

的病毒株分别聚集为
$

个独立的姐妹进化枝!母子病毒株之间

的遗传距离相对较大!可用细胞途径加以解释,第
#

种!从拓扑

结构看!母亲的病毒株是新生儿病毒株的起源!这种情况与传

播的细胞途径相一致,第
!

种!母亲病毒株与一些新生儿的病

毒株聚集为一枝!其余的新生儿病毒株聚集为另一单源群!可

用联合传播途径加以解释(

'$

)

"

在本研究中!

?$Y$

的进化模式符合第
#

种细胞途径进化

模式!大量
?$

的优势株聚集在一枝上!但
Y$

却与小部分
?$

*

?$2)'

!

?$2)$

!

?$2)#

+聚集在另一枝!

$

枝为姐妹群!

Y$

可形

成单源群!并有一个共同的起源母亲病毒株
?$2)'

和
?$2)#

*

$

株的序列相同!视为同一病毒株+"在细胞途径中!胎盘屏

障阻碍了大部分病毒株的通过!只有那些在层层选择压力下发

生突变的病毒株适应了新环境后得以突破!从而感染胎儿!因

此!大部分
?$

优势株聚集在一条进化枝上!为没能突破的株

系!而少部分发生变异的病毒株通过细胞途径感染胎儿!并成

为新生儿病毒株的起源!故
Y$

为一单源群!

Y$

的上游为少量

的
?$

病毒株"

但在
?'Y'

的序列进化树中!却发现了与上述
!

种模式

不同的情况!

?'

和
Y'

聚集后混杂分布!未形成总的单源群!

也没形成各自的单源群!均没有明显的优势株!有一株新生儿

的病毒株
Y'2)'

为除
#

条新生儿株*

Y'2)$

!

Y'2)#

!

Y'2)!

+外

其余母子序列的起源"

?'Y'

各序列间的遗传距离明显大于

?$Y$

"可能原因是&在孕早期发生胎盘渗漏导致胎儿感染!

但胎盘渗漏并不是一个持续的过程!可能通过修复得以终止!

[FZ

病毒分别在胎儿和母亲两个相对独立的环境中演进"感

染初期胎儿和母亲的
[FZ

病毒株之间来源相同!序列无明显

差异!为同一个基础"随着时间的推移!由于胎盘屏障的过滤

和阻断功能!胎儿环境相对稳定!病毒株所经受的选择压力较

小"而母亲在孕期可能面临来自内外环境的各种压力!病毒株

变异速率加快!遗传距离的计算中!

?'

也明显比
?$

及
Y'

要

大!形成更多%遗传距离更远的变异株"

有研究报道!发生先兆流产和*或+早产!大部分宫内传播

是因为母血中
[F73

R

的胎盘渗漏(

"

!

'#

)

"有研究显示!

[FZ

感

染胎盘毛细管内皮细胞是宫内传播的一个主要危险因素"

[FZ

经胎盘传播途径可能是胎盘的细胞与细胞之间的传

递(

'!2'(

)

"本研究结果显示!

$

组中
?'Y'

通过胎盘渗漏传播的

可能性大!

?$Y$

则更有可能通过细胞途径传播"因为纳入研

究的病例数目及每对母子准种数目的局限!系统进化树不能完

全说明病毒株的进化过程!但从这些树中可以看出部分组间差

.&!'
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异!并推测出可能的传播模式!并据此采取相应的预防措施及

干预手段减少宫内传播的风险"
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具有很强的免疫刺激活性!能激活多种免疫细胞!产生大量炎症

介质!加重组织损伤和参与高代谢反应(

&

)

"实验结果显示!给予

8DA>̂

能有效维护肠黏膜屏障!阻止内毒素入血!减轻了对免疫

细胞的刺激!避免了炎症反应的级联放大效应!实验结果说明!

使用外源性
8DA>̂

后能降低肠源性高代谢!使机体代谢率保持

在一个较为合理的水平!防止代谢率过高加重机体损伤"

肠源性高代谢是本课题组经过多年研究提出的一个新概

念!其定义为&在各种病理状态下!由于肠道本身受损以及肠腔

内细菌%毒素移位造成的机体高代谢反应!它是炎症介质%神经

递质%激素等多种因素共同作用的结果(

$

)

"肠道损害是引发肠

源性高代谢的结构基础!维护肠黏膜屏障功能是降低肠源性高

代谢的主要途径"尽管肠源性高代谢的理论已提出!但防治措

施还不完善"生长因子!尤其是肠道特异分泌的
A>̂

在保护

肠黏膜屏障中的作用值得重视!前期体外研究已经证实!

A>̂

能减轻烧伤血清对肠上皮细胞的损伤!在维护肠黏膜屏障中起

重要作用(

"

)

"本实验结果提示!使用外源性
A>̂

能通过减轻

烧伤后肠道损伤!维护肠黏膜屏障功能!减少肠腔细菌和毒素

移位!减轻炎症介质对免疫系统的刺激!以间接方式降低全身

高代谢反应"但
A>̂

是否能直接作用于免疫细胞!调控免疫

细胞活性!减轻烧伤后免疫应激!下调机体炎症反应!直接干预

机体代谢反应!目前尚不甚清楚!值得深入研究"
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