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经母婴传播获得 HBV感染儿童及其母亲体内HBV 

EnhlI／CP／PreC基因变异研究 

许红梅，彭明利，凌 宁，卿玉玲，任 红 

(重庆医科大学肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：通过对经母婴传播获得 HBV感染的子女及其母亲慢性携带者体内HBV EnhlI／CP／PreC基因序列研究，了解来 

源相同的HBV毒株在不同程度病毒血症情况下EnhlI／CP／PreC基因变异特点。方法：选择 l5对母子 AsC，根据 HBV病毒血症 

高低分为3组，每组5对母子，即I组(母子均为高病毒血症)、II组(子女为高病毒血症、母亲为低病毒血症)和Ⅲ组(子女为 

低病毒血症、母亲为高病毒血症 )。同对母子 HBV亚型相同，各组中有4／5对母子为 B／adw2、1／5对母子为 C／adrq+亚型。应用 

T-A克隆技术构建重组质粒pGEM—EnhlI／CP／PreC、双酶切鉴定，每个病人选2个酶切鉴定正确的克隆测序并分析。结果：高病 

毒血症组间或低病毒血症组间 HBV EnhlI／CP／PreC基因变异数 目及位点均无明显差异 ，低病毒血症病人变异数目及位点明显 

高于高病毒血症。高病毒血症中 l6例 B／adw2亚型的 32个 EnhlI／CP共有 6个变异位点 ；4例 C／adrq+亚型的 8个克隆中有 4 

个变异位点 ，均无热点变异；PreC无变异。低病毒血症中8例 B／adw2亚型病人的 l6个克隆共有 26个变异位点，变异与年龄无 

关。结论 经母婴传播获得 HBV感染儿童及其母亲无症状携带者中，HBV EnhlI／CP／PreC变异与病毒血症高低有关，低病毒血症 

病人变异明显高于高病毒血症。HBV的低复制状态是CP、EnhII及x蛋白等结构和功能改变综合影响的结果，与年龄无关。 
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The study on the Enhl l／CP／PreC gene mutation of hepatitis B virus 

in children infected by mOt}1er—tO—infant transmission and their mother 

U Hongmei,et al 

(The institute ofViral Hepatitis，ChongqingMedical University) 

【Abstract l Objective：To invistigate the characteristics of mutations in EnhII／CP／PreC of HBV in AsC children infected through moth— 

er-to-infant transmission and their AsC mothers with different degrees of viremia．Methods：There were 15 pairs of children and mothers． 

They were divided into three groups based on the level of viremia：group I(both children and mothers presented high viremia)．group II 

(children presented hi gh and mothers presented low viremia)and group IU(children presented low and mothel'~wBre high viremia)．There 

were 5 pairs in each group with 4／5 ofHBV being B／adw2 and 1／5 ofHBV being C／adrq+in each group．EnhlI／CP／PreC Was amplified and 

cloned into pGEM-T vector．Tow clones were selected to sequence each patient．Results：Substitution Was the main model of mutations． 

There were no significant differences in the mutation numbers in EnhlUCP／PreC among high viremia groups or between two low viremia 

groups．There were significant differences between each high viremia group and each low viremia group．In patients with hi gh viremia，there 

were 6 mutational positions in 32 clones in 16／20 pa tients with B／adw2， and there were 4 mutational positions in 8 clones in 4／20 patients 

with C／adrq+．In patients with low viremia(mothers of group lI and children of group III)，there were 26 mutational positions totally．Con— 

clusixm：Th e mutations in EnhlUCP／PreC are related to the degree of viremia in AsC children infected through mother——to——infant transmis—— 

sion and their AsC mothers，and no associated with age． 
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自1989年 Carman首先报道在乙型肝炎患者体 

内发现 HBV变异以来 ，已有较多相关研究，其中与 

HBV复制、转录和表达密切相关的EnhlI／CP／PreC 

变异引起了广泛的关注，并发现变异nt1896G---~A、 
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nt1899G--*A、1762A—T／l764G—A等变异，但它们 

在乙型肝炎发病机理中的作用尚无定论。我国是 

HBV感染的高流行区，母婴传播是最主要的传播途 

径，也是形成人群 AsC和 HBV贮存库的重要原因， 

对经母婴传播获得 HBV感染的子女及其母亲体内 

HBV变异进行比较性研究，能最大限度避免不同毒 

株引起的差异，从而明确来源相同的 HBV在不同 

年龄期 、不同程度病毒血症情况下、不同的 HBeAg 

状况下的变异特点，并可能得出普遍性的结论。故 

本文以经母婴传播获得 HBV感染的 AsC儿童及其 

AsC母亲为研究对象，对 EnhlI／CP／PreC进行研究， 

明确在不同年龄期AsC体内该基因变异与病毒血 

症高低、HBeAg血清转换的关系，以上研究将为进 
一 步研究 EnhlI／CP／PreC基因变异与慢性肝病的关 

系奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 研究对象 

2001年 3月 ～2002年 3月在重庆医科大学儿童医院感 

染消化科就诊的 99对母子无症状携带者 (AsC)，母亲孕前 

确诊为 HBV感染 (两对半 HBsAg、HBeA 抗 一HBc阳性 )， 

诊断符合《病毒性肝炎防治方案》ll1(西安)。儿童均未接种 

过乙肝疫苗，并在 3岁以前发现 HBsAg、HBeAg、抗 一HBc阳 

性，定期随访肝脏功能正常，母子未使用过抗 HBV药物，父 

亲无乙型肝炎。经血清 HBV定量检测 (HBV滴度 ≥107／ml 

为高病毒血症，≥l@／ml为低病毒血症)，筛选出子女为高病 

毒血症、母亲为低病毒血症母子 5对(Ⅱ组 )，母亲为高病毒 

血症、子女为低病毒血症母子 5对(Ⅲ组 )，随机选 5对均为 

高病毒血症的母子(I组 )；高病毒血症 HBV血清学标志物 

均为HBsAg、HBeAg、抗一HBc阳性，低病毒血症HBV血清学 

标志物均为 HBsAg、抗 一HBe、抗 一HBc阳性。15对母子肝脏 

功能正常，抗 HAV—IgM、抗 HDV、抗 HCV、抗 HEV—IgM均阴 

性。子女 7～l2岁(即学龄期儿童 )，母亲 28～40岁(即青壮 

年 )。病人所感染的 HBV血清型、基因型已根据 s基因PCR 

产物测序结果确定 (见表 1)。子女及其父母血清保存于 

- 70~C超低温冰箱。 

1．2 主要试剂 

引物根据 HBV序列121设计 (上海生工生物工程公司合 

成 )，Ex Taq DAN聚合酶 (Takara公司 )， Apa I和 sac I 

(Roche公司)，pGEM—T载体(Promega公司) 

1．3 研究方法 

1．3．1 血清 DNA提取 采用酚 一氯仿抽提法。 

1．3．2 母子 HBV EnhlI／CP／PreC基因的扩增 、克隆、酶切鉴定 

和测序 上游引物 Pl 5 crrI℃AccTcTI：|CAccrrI℃3，下游 

引物 P2 5 AAc1、ccAcAGTAGcTccA 3 。PCR参数为预变 

性 94℃ 5min，94℃30s、51℃30s、72℃45s(共 35个循环 )， 

延伸72％7rain。胶回收纯化目的基因，与pGEM—T载体连接 

过夜，重组载体pGEM—EnhlI／CP／PreC转入感受态JM109，氨 

苄青霉素和X-gal蓝白斑法筛选阳性菌落。提取重组质粒， 

Apa I和 Sac I双酶切鉴定，每个病人选 2个酶切鉴定正确重 

组质粒的JM 109菌液，送上海生工生物工程公司测序 ，测序 

引物 17和SP6。采用 Clustalx(1．8U软件进行分析。 

2 结 果 

2．1 各种病毒性肝炎血清学标志物及血清 HBV滴 

度检测 

HBV血清学标志物及 HBV定量检测结果见表 

l。 

各组儿童为学龄期 ，母亲为青壮年期，各组病 

人 HBV亚型 B／adw2、C／adrq+分布比例相同，故可 

在此基础上进行基因变异比较。 

2．2 母 子 HBV EnhlI／CP／PreC PCR扩 增 及 重 组 

pGEM—EnhlI／CP／PreC酶切鉴定 

5 l扩增产物在 1．2％琼脂糖凝胶中电泳，扩增 

出 1条约 355bp的 DNA片段。重组质粒 pGEM— 

EnhlI／CP／PreC经 ApaI、SacI双酶切，可产生 435bp 

两个片段。均与预期 目的基因大小相符合。 

2．3 EnhII／CP／PreC变异分析 

2．3．1 EnhlI／CP／PreC变异方式 与本地区同亚型 

的标准参照序列 比较 ，各组子女 、母 亲 EnhI— 

I／CP／PreC变异方式见表 2。 

表 2显示 EnhlUCP／PreC变异以替代变异为主， 

在低病毒血症组均存在 1、2株缺失变异，未见插人 

变异。 

替代变异经方差分析和 q检验 ，I—C、I—M、 

II—C、IR—M等高病毒血症组间替代变异无显著性 

差异(均 P>0．05)，Ⅱ一M、III—C两低病毒血症组间 

替代变异也无显著性差异 (P>0．05)。但是高病毒 

血症组与低病毒血症组间比较有非常显著性差异 

(均 P<0．01)。以上结果表明：EnhlI／CP／PreC替代 

变异的核苷酸数 目与病毒血症高低有关，而与年龄 

无关。 

两低病毒血症组 EnhlI／CP／PreC存在的缺失变 

异 ：II—M组一个克隆缺失 19个核苷酸 (位于 

nt1757-1775)，Ⅲ一c组两个克隆存在的缺失变异， 

分别为 20个核苷酸 (位于 nt1753—1772)、12个核 

苷酸(nt1740—1751)。 
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Deletion 

Numbers of 

mutation(％) 

Numbers of 

mutation(％) 

8 

(0．29％) 

0 

l2 

(0．43％) 

0 

l0 

(0．36％) 

0 

lll 

(4．01％) 

l9 

(o．69％) 

103 

(3．72％) 

32 

(1．16％) 

8 

(0．29％) 

0 
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2．3．2 核苷酸变异位点分析 

2．3．2．1 B／adw2亚型 HBV EnhlI／CP／PreC核苷酸变 

异位点分析 

(1)EnhlI／CP(nt1624～1771／nt1643-1849)：16 

例高病毒血症的 32个克隆中 EnhlI／CP基因共有 6 

个变异位点 ，11／32克隆无变异 、21／32克隆有 1-2 

个核苷酸变异，分布较分散，无年龄的差别。 

8例低病毒血症病人每个克隆的 EnhII／CP基因 

有 4个位点以上的变异，16个克隆共有 26个变异 

位点，Ⅱ一M、Ⅲ一C两低病毒血症组变异位点分别有 

22、24个，有 16个变异位点相同，其余的仅存在于 

1 2个克隆中，所以变异位点与年龄无关。在 16个 

两低病毒血症组共同拥有的变异位点中，13个位点 

每组4／8以上克隆共同拥有(即变异热点 )，这些位 

点为 nt1636、m1652、nt1673、nt1674、ntlT03、nt1727、 

nt1730、nt1740、nt1773、nt1799、nt1802、m1803．nt1846 

有 5个变异位于 EnhlI／CP的顺式激活结合位点内， 

2个变异位于与转录有关的转录位点 Svl site2内， 

但 均 未 涉 及 到 4个 AT盒 。而 报 道 较 多 的 

m1762A— T／1764G—A双变异在 B／adw2亚型只在 

母亲低病毒血症组中有 1个克隆。高、低病毒血症 

病人变异位点有2个相同(nt1679、nt1726)，高病 

毒血症病人 5／32克隆、低病毒血症病人 2／16克隆 

存在nt1679变异，高病毒血症病人4／32克隆、低病 

毒血症病人 4／16克隆拥有 nt1726变异，可能与病 

毒血症的高低、病毒的复制无关，为差异而非变异。 

Ⅱ一M、Ⅲ一C两低病毒血症组各有 1个克隆存 

在缺失变异，缺失的核苷酸分别位于 nt1757～1775、 

nt1753～1772，此外还存在缺失区外 EnhlI／CP热点 

变异。 

(2)PreC(nt1814～1900)：高病毒血症病人中无 

变异出现。低病毒血症病人中9／16个克隆存在变， 

主要集中在 nt1846～1858，其中nt1846A---+T(8／16个 

克隆 )、nt1855T--+C (1／16个克隆 )、nt1858T---~C 

(8／16个克隆 )均为无意义变异，nt1850T---~A(8／16 

个克隆)使Ser(TCA)—，rhr(ACA)。热点变异位 

点nt1846、nt1858、nt1850均同时出现，并与EnhI— 

I／CP区域的热点变异同时存在。低病毒血症病人中 

只发现 1／16克隆存在 nt 1896G---~A变异。发生缺失 

的 HBV株 PreC无变异。 

(3)x基因：x基因位于 nt1374～1835，其后半段 

与 EnhlI／CP部分重叠。 

高病毒血症病人 EnhlI／CP的 6个变异位点也 

均位于x基因内，其中错义变异位点有3个，只存 

在于7／32克隆中并且每个克隆只有 1个氨基酸变 

异。低病毒血症病人 EnhlI／CP中 12／13个热点变异 

也位于x基因内，可引起 8个氨基酸改变。核苷酸 

有缺失的 2个克隆的 x蛋白则出现截短 (缺失的 

氨基酸位于aa126以后 )。 

2．3．2．2 C／adrq+亚型 HBV EnhlI／CP／PreC核苷酸变 

异位点分析 

(1)EnhlI／CP：4例高病毒血症病人 8个克隆有 

4个变异位点，其中3／8个克隆 (3个病人各有 1个 

克隆 )存在 nt1762A—T／l764G—A，2／8个克隆有 1 

个位点的变异。2例低病毒血症病人 4个克隆变异 

位点有 14个。3／4个克隆共同的变异位点有 10个， 

与 B／adw2低病毒血症病人的热点变异位点有 8个 

相同。1，4个克隆有缺失 (nt1740—1751)，使Spl 

site3丧失 。高 、低病毒血症共有的变异位点为 

nt1762A—T／1764 A双变异，母子高病毒血症、母 

高病毒血症子低病毒血症的 4个病人均有该双变 

异 。 

(2)PreC：高病毒血症病人均无变异。低病毒血 

症病人 3／4个克隆有 nt 1846、nt 1850、nt 1858，存在 

缺失的HBV株 PreC无变异。 

(3)X基因 ：高病毒血症有 1个错义变异 

(nt1773)。低病毒血症病人 10个核苷酸变异可引 

起 x蛋白5个氨基酸变异。 

3 讨 论 

由于母亲孕前有 HBV感染 (而父亲非 AsC或 

乙肝病人 )、其子女婴幼儿期发现已感染 HBV、每 

对母子基因型和血清型均相同，故可以判断子女 

HBV来 自其母亲。所有病人均为 AsC，三个实验组 

HBV亚型组成相同，各组母亲、子女的年龄段相同 

(母亲为 28—35岁，儿童为 7—12岁 )。在此基础上 

对在不 同年龄机体内引起不 同病毒血症 的 HBV 

EnhlI／CP／PreC变异及其特点进行研究，能最大程度 

地减少不同病毒亚型、不同疾病状态等可能导致结 

论出现偏差的因素，以得出客观的结论。同时实验 

中使用在 PCR中具有纠错 、保真功能的 Ex—Taq 

DNA聚合酶以排除 PCR扩增过程中因错配而导致 

的替换变异。实验中还设计了阳性、阴性对照以排 

除污染。 

本研究结果显示无论是儿童还是母亲，高病毒 
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血症组间或低病毒血症组间 HBV EnhlI／CP／PreC变 

异数目及位点均无明显的差异，说明变异与年龄无 

关。而高病毒血症病人与低病毒血症病人变异数目 

及位点有非常显著的差异，高病毒血症病人均为 

HBeAg(+)，低病毒血症病人均 为 HBeAg(一)，说明 

HBeAg血清转换伴随着 HBV基因转换。 

低病毒血症病人 HBV PreC基因均存在核苷酸 

变 异 ，变 异 热 点 为 nt1846A 、nt1850T—A、 

nt1858T--*C，其中 nt1850T—A使 PreC蛋白第 13位 

Ser_+ r，而报道的 HBeAg血清转换后出现较多的 

终止密码变异 nt1896G---~A13"4】只存在于 1／16个克隆 

中，并且不伴有上述 PreC热点变异 (包括 nt1858T 

—C)。分子流行病学调查及体外研究均表明【5．6】 

nt1896G---~A易发生变异与 nt1858位核苷酸类型有 

关，这是因为与 PreC重叠的核包装信号 s是位于 

nt1847—1908序列形成的茎环结构，其茎部有三对 

核苷酸不互补配对：nt1 858T与 nt1 896G、nt1 855T与 

ntl899G、ntl850T与 ntl904G。若发生 ntl896G—A， 

则与nt1 858T互补，茎环结构就更稳定，有利于病毒 

包装及 DNA聚合酶激活。同样道理，nt1858T---~C与 

nt1896G互补配对，也能达到增加该茎环稳定性的 

效果，由此可以解释本实验 nt1 858T---~C变异较高 

频率发生而 nt1 896G---~A发生较低。由于 m1 858T---~ 

C变异或产生终止码 nt1896G---~A两处变异均可出 

现在低病毒血症、抗一HBe(+)病人体内，同时还伴有 

EnhlI／CP变异，所以可以推测该两处变异可能与 

HBeAg消失无关，更可能是病毒复制的代偿机制、 

机体免疫选择的结果。本地区nt1896G---~A发生率 

较低可能与不同地区流行 HBV毒株不同有关。茎 

环稳定性观点还可以解释本实验中低病毒血症病 

人 1／16个克隆 nt1855T--~ 以及文献报道的nt1899G 

—A【71。但本实验变异热点 nt1850T---~A并不能与 

ntl904G互补 、另一与 k【5】报道一致的变异热点 

nt1846A--~T使与 ntl908T互补破裂，对此 目前尚无 

满意的解 释 ，可能与它们位 于茎环核心 区域 

(ntl852—1903)以外有关。 

EnhlI／CP是 HBV复制关键区域，本实验结果 

显示低病毒血症病人该区变异明显高于高病毒血 

症病人。13个替代变异热点中有 5个位于顺式激活 

序列内、2个位于 Spl的第二结合部位 ，可引起 

PreC mRNA、C mRNA转录下调 、HBV复制减少 、 

HBeAg合成降低。在HBeAg(一)，抗 一HBe(+)病人中 

报道较多的 1762A—T／1764G—A双变异【3'8，91，在本 

实验 HBV为 B／adw2亚型的病人中只存在于 1／16 

个克隆中，而在 HBV为 adrq+／C亚型的病人中，无 

论 HBeAg(一)还是(+)、子女还是母亲均存在该双变 

异。有关该双变异的研究较多，是否与HBeAg血清 

转换及HBV相关肝病有关观点不尽一致13,10,111。而将 

HBV基因型引入变异研究后所得的结论则较全面 

地解释了该变异在 HBV感染及相关肝病中的地 

位，研究 1显示该变异与HBeAg状态、DNA水平无 

关，而与感染基因型 C HBV以及病情加重有关。本 

研究在 AsC中的研究结果也支持以上观点，表明该 

变异不是本地区AsC中 HBeAg血清转换的主要因 

素。 

在本实验中低病毒血症病人 3个克隆 EnhI— 

I／CP存 在 缺 失 变 异 ：nt1756—1772、nt1757 1775、 

nt1740—1751。前两者分别使 AT2／AT3／HNP4 site2、 

AT1，AT2，AT3／HNP4 site2等序列丢失，不但丢失了 

PreC mRNA转录因子结合部位 AT1／AT2／AT3，还丢 

失了调节两种 RNA转录的 HNP4第二结合部位。 

第三个缺失变异克隆使 Spl site3丢失也可以造成 

转录两种 mRNA的能力下降【l3】。所以不难理解这三 

株病毒的复制能力降低、HBeAg合成减少。 

X基因编码的 X蛋白对 HBV复制有转式激活 

作用，其两个功能区分别位于 aa32 66、aal06 14804。 

低病毒血症病人 EnhlI／CP基因与 x基因重叠区域 

的 12个替代变异热点可导致 8个 x蛋白氨基酸改 

变，其中6个位于第二功能区，而 3个缺失变异株 

可引起 x蛋白第二功能区截短，所以以上的变异均 

可影响x蛋白的转式激活作用，使 PreC mRNA和 

C mRNA转录减少。 

综上所述，通过对不同程度病毒血症的、经母 

婴传播获得 HBV感染儿童及其母亲的 HBV Enhi— 

I／CP／PreC的研究，表明AsC中该区域基因变异与年 

龄无关，而与病毒血症高低(即HBV的复制状态) 

有关，低病毒血症的变异明显高于高病毒血症， 

HBV低复制状态是 CP、EnhII及 x蛋白等结构和功 

能改变综合影响的结果，HBeAg血清转换伴随 HBV 

基因转换，而 PreC基因变异不起主要作用。 
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