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乙型肝炎病毒基因组１８９６位点变异株与野生株的定性检测
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　　摘　要：目的　建立一种能同时检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因组１８９６位点变异株与野生株的定性方法。方法　设计３条

特异性引物（组成２对引物），提取血清中 ＨＢＶＤＮＡ模板进行ＰＣＲ扩增变异株与野生株，取ＰＣＲ产物在琼脂凝胶（含ＥＢ）上电

泳，观察结果。结果　本次实验共检测４０个标本，有１１个标本只检测到野生株，８个标本只检测到变异株，其余２１个标本都是变

异株与野生株混合感染。结论　该方法是一种可行的能同时检测 ＨＢＶ基因组１８９６位点变异株与野生株的定性方法。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）是不完全双链环状

ＤＮＡ病毒，ＨＢＶ复制过程中要经过逆转录，由于逆转录酶缺

乏有效的碱基校对功能，故 ＨＢＶ基因组比一般ＤＮＡ病毒易

发生变异［１３］。ＨＢＶ前Ｃ区定位于乙肝病毒基因组ｎｔ１８１４

１９００，前Ｃ区是 ＨＢＶ基因组的高变区，前Ｃ区最常见的变异

为Ｇ１８９６Ａ点突变，使第２８位密码子ＴＧＧ→ＴＡＧ（终止子），

翻译提前终止，导致 ＨＢｅＡｇ阴转，影响干扰素疗效
［４５］。目前

一些常用方法对前Ｃ区１８９６位点变异株与野生株的混合感染

易漏检，本文介绍的方法能同时定性检测前Ｃ区１８９６位点变

异株与野生株，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　血清标本　来源于广东省中医院２０１１年１月至２月

门诊和住院患者，共收集４０例 ＨＢＶＤＮＡ含量高于１×１０４

ＩＵ／ｍＬ血清标本。

１．１．２　主要仪器　Ｒｏｃｈｅ公司ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ型荧光定量ＰＣＲ

仪、法国ＶＬ公司Ｂｉｏ１Ｄ型凝胶成像仪、飞鸽牌ＴＧＬ１６Ｂ台

式高速离心机。

１．１．３　主要试剂　广州达安基因公司 ＨＢＶＤＮＡ荧光定量

ＰＣＲ检测试剂盒、蛋白酶Ｋ（Ｍｅｒｃｋ公司）、平衡酚（国产），裂解

液（自配）。ＴａｑＤＮＡ酶（ＭＢＩ公司）、ｄＮＴＰ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ公司）。

１．１．４　引物设计与合成　参照ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＨＢＶ基因组序

列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计３条特异性引物：正义引

物Ｐ１：５′ＧＡＣＴＣＴＣＡＧＣＡＡ ＴＧＴＣＡＡＣＧ３′（ｎｔ１６６９

１６８８）；反义引物Ｐ２：５′ＣＧＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡＴＧＣＣＣＣ３′

（ｎｔ１９１５１８９６）；反义引物Ｐ３：５′ＣＧＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡＴ

ＧＣＣＣＴ３′（ｎｔ１９１５１８９６）（针对突变株），由上海英骏生物技

术有限公司合成。设计ＰＣＲ终产物２４７ｂｐ。

１．２　方法

１．２．１　标本选取　用广州达安基因公司 ＨＢＶＤＮＡ荧光定

量ＰＣＲ试剂盒检测的 ＨＢＶＤＮＡ含量高于１×１０４ＩＵ／ｍＬ血

清标本。ＨＢＶＤＮＡ的提取方法参照文献［６］。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　每个标本同时做２个扩增管，一管加Ｐ１、

Ｐ２（５μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，另一管加Ｐ１、Ｐ３（５μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，其

余所加成分相同，１０×缓冲液２μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４

μＬ，ＴａｑＤＮＡ 酶（１Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４

μＬ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．７μＬ，总体积２０μＬ，９５℃５ｍｉｎ。

然后９４℃０．５ｍｉｎ，５８℃０．５ｍｉｎ，７２℃０．５ｍｉｎ共循环３５

次，７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ产物上电泳　取ＰＣＲ产物在１．２％琼脂凝胶（含

ＥＢ）上电泳，观察结果。

１．２．４　ＰＣＲ产物测序　用试剂盒分别回收和纯化各一管变

异株、野生株ＰＣＲ产物，送上海英骏生物技术有限公司测序。

２　结　　果

２．１　标本扩增结果　ＰＣＲ产物电泳结果见图１。设计产物长
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２４７ｂｐ，电泳结果与预期一致。本次实验共检测４０个标本，有

１１个标本只检测到野生株，８个标本只检测到变异株，其余２１

个标本都是变异株与野生株混合感染。

　　Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标准；左边１～１２：标本用引物Ｐ１、Ｐ２扩增

野生株的结果；右边１～１２：与左边对应标本用引物Ｐ１、Ｐ３扩增变异株

的结果。

图１　　ＰＣＲ产物电泳结果

２．２　ＰＣＲ产物测序结果

２．２．１　野生株ＰＣＲ产物序列　ＧＡＣＴＣＧＣＡＧＣＡＡＴＧＴ

ＣＡＡＣＧＡＣＣＧＡＣＣＴＴＧＡＧＧＣＡＴＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＣＴ

ＧＴＴＴＧＴＴＴＡＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＴＴＧＧＧＧＧＡＧＧ

ＡＧＡＴＴＡＧＧＴＴＡＡＡＧＧＴＣＴＴＴＧＴＡＣＴＧＧＧＡＧＧＣＴ

ＧＴＡＧＧＣＡＴＡＡＡＴＴＧＧＴＣＴＧＴＴＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡＴ

ＧＣＡＡＣＴＴＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＡＴＣＴＣＡＴＧ

ＴＴＣＡＴＧＴＣＣＴＡＣＴＧＴＴＣＡＡＧＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴＧＴＧ

ＣＣＴＴＧＧＧＴＧＧＣＴＴＴ犌ＧＧＧＣＡＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣＣ

Ｇ，序列中粗体字Ｇ为野生株１８９６位点。

２．２．２　变异株ＰＣＲ产物序列　ＧＡＣＴＣＧＣＡＧＣＡＡＴＧＴ

ＣＡＡＣＧＡＣＣＧＡＣＣＴＴＧＡＧＧＣＡＴＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＣＴ

ＧＴＴＴＧＴＴＴＡＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＴＴＧＧＧＧＧＡＧＧ

ＡＧＡＴＴＡＧＧＴＴＡＡＡＧＧＴＣＴＴＴＧＴＡＣＴＧＧＧＡＧＧＣＴ

ＧＴＡＧＧＣＡＴＡＡＡＴＴＧＧＴＣＴＧＴＴＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡＴ

ＧＣＡＡＣＴＴＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＡＴＣＴＣＡＴＧ

ＴＴＣＡＴＧＴＣＣＴＡＣＴＧＴＴＣＡＡＧＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴＧＴＧ

ＣＣＴＴＧＧＧＴＧＧＣＴＴＴ犃ＧＧＧＣＡＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣＣ

Ｇ，序列中粗体字Ａ为变异株１８９６位点。

３　讨　　论

前Ｃ区是 ＨＢＶ基因组的高变区，前Ｃ区最常见的变异为

Ｇ１８９６Ａ，使第２８位密码子ＴＧＧ→ＴＡＧ（终止子），翻译提前终

止，导致 ＨＢｅＡｇ阴转。一方面血液中的 ＨＢｅＡｇ可以干扰或

抑制ＣＴＬ对肝细胞膜上的 ＨＢｃＡｇ的攻击，故 ＨＢｅＡｇ的减少

可使ＣＴＬ对肝细胞膜上的ＨＢｃＡｇ攻击得更为强烈，从而引起

严重的肝损害，导致重症肝炎。另一方面 ＨＢｅＡｇ阴转时，影

响干扰素对 ＨＢＶ的疗效。

由于干扰素对乙型肝炎病毒患者抗病毒治疗疗程长、存在

不良反应、患者花费大，因而治疗前需对患者进行评估。

ＨＢｅＡｇ阴性患者，可用中药方剂抗病毒治疗
［７］。干扰素治疗

对象主要是 ＨＢｅＡｇ阳性患者。在 ＨＢＶ 感染者体内，常形成

以一个优势株为主的相关突变株病毒群，称为准种（ｑｕａｓｉｓｐｅ

ｃｉｅｓ）
［８９］，即变异株与野生株的混合感染。在 ＨＢｅＡｇ阳性患

者体内有些是 Ｇ１８９６Ａ 点突变株和 Ｇ１８９６野生株的混合感

染，干扰素对Ｇ１８９６野生株有较好的疗效，而对Ｇ１８９６Ａ 点突

变株疗效不好，对这类患者用干扰素治疗体内会出现Ｇ１８９６Ａ

点突变株成为优势感染株，达不到抗病毒治疗的效果，因而在

干扰素治疗前对患者是否为Ｇ１８９６Ａ 点突变株和Ｇ１８９６野生

株的混合感染进行检测具有重要的临床意义。如果单纯是

Ｇ１８９６野生株感染，可直接用干扰素治疗。如果是Ｇ１８９６Ａ 点

突变株和Ｇ１８９６野生株的混合感染，可用中药方剂和干扰素

进行中西医结合抗病毒治疗。在治疗用药中和用药后检测，有

利于疗效和预后的判断。目前一些常用方法［１０１１］对前 Ｃ区

１８９６位点变异株与野生株的混合感染易漏检，本法能同时检

测前Ｃ区１８９６位点变异株与野生株混合感染，ＰＣＲ产物测序

也证实了本法的特异性，且简单易行，成本较低，具有一定的应

用价值。
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乙型肝炎病毒前Ｃ区基因变异的临床对照研究［Ｊ］．中华
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