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　　提　要　目的: 研究乙型肝炎病毒 ( HBV )前 S1 / S2基因变异规律及其与 HBV感染临床转归的关系。方

法: 选择急性自限性乙型肝炎患者、慢性 HBV携带者及慢性重型乙型肝炎患者各 3例 ,用半巢式 PCR法从

此 9例 HBV感染者血清中扩增出前 S1 / S2片段 ,并用标准分子生物学方法对 PCR产物进行克隆和序列分

析。每个 HBV感染者随机选择 10个克隆 ,总共测定了 90个克隆。通过核苷酸、氨基酸序列同源性比较分析

前 S1 /S2区内肝细胞结合位点、 B细胞表位和前 S1、 S2调控区的缺失状况。结果: 不同转归的 HBV感染者体

内的 HBV前 S1 /S2变异具有明显不同的特征。 急性自限性乙型肝炎: 前 S1 / S2各功能区稳定 , T、 B细胞表

位无变化。 慢性 HBV携带者:前 S1 /S2各功能区变异较大 ,存在着 T、 B细胞表位的漂移。 慢性重型乙型肝

炎: 优势株内可能存在引起机体免疫性增高的区域。 结论: 本研究为较全面地了解 HBV前 S1 / S2功能区变

化与临床转归的可能联系提供了实验依据。
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　　现有的研究证实前 S1 /S2区为 HBV变异最大的

区段 ,并且最易出现缺失突变
[ 1]
。由于前 S区编码的前

S1 /S2蛋白是与 S蛋白共同组成引发保护性抗体的主

要蛋白 [ 2] ,在前 S1蛋白的 N端包含着与肝细胞结合

的位点 [3 ] , C端在病毒的合成与分泌中起关键作

用 [4, 5 ]。 而前 S2基因编码的前 S2蛋白内含有 B细胞

及 HLA-1限制的 CD
+
8 、 CD

+
4 T细胞表位

[6, 7 ]。而前 S1 /

S2区的变异会直接造成以上功能的变化 ,因此对前

S1 /S2区的研究无论是对乙型肝炎的发病机制 ,还是

新型疫苗的研制均有重要意义 [ 8, 9 ]。但现有的研究存在

许多不足 ,其一是方法的局限性 ,其二是选择病例的单

一 ,至今为止还没有从不同转归的多组病人进行多克

隆的研究报道。因此对前 S1 /S2区变异程度的研究以

及变异与临床转归关系的推导受到限制。 本研究的目

的旨在对前 S1 /S2功能区的变化及其与临床关系进

行初步探索。

1　材料与方法

1. 1　血清采集
　　 9例研究对象中 3例急性自限性乙型肝炎患者取自天津

254医院 1994年 4月至 1995年 7月住院病人 ,发病后 3个月

复查 HBsAg转阴 ,血清中 HBV-DN A多次检查阴性。 3例慢性

重型乙型肝炎为本院 1993年至 1994年住院病人 ,均死亡。 3例

　　 　国家自然科学基金资助项目 , N o. 39270642

　   　张　瑞 ,女 , 36岁 ,主治医师 ,博士

　   　天津 254医院传染科　天津 , 300142

    　军事医学科学院　北京 , 100059

慢性 HBV携带者为广西地区普查人群 ,诊断均符合 1996年全

国《病毒性肝炎防治方案》。

1. 2　菌种、质粒、噬菌体及其它试剂
　　大肠杆菌 XL1-Blue为本室保存。 噬菌体 M13 mp19、M 13

mp18购于华美生物工程公司。限制性内切酶 PstⅠ 及 KpnⅠ 购

于 Promega公司。 T4 DN A连接酶购于 Promega公司。测序药

盒 ( T7 Sequence Kit )购于 USB公司 , 35S-α-dATP购于杜邦公

司。 GenecleanⅡ盒购于 Bio101公司。 QIAprep Spin M13盒为

QIAGEN公司产品。

1. 3　引物
　　前 S /S基因 PCR扩增所用引物为:

　　 S1: 5′-CGCGGTACCGGTCACC AT ATTCT TGGGAA-3′

( 2815～ 2835) ,划线处为 KpnⅠ 位点。

　　 S2: 5′-TGCGAC TGCAGTTAGGGTT TAATGTATACC-

3′( 842～ 832) ,划线处为 PstⅠ 位点。

　　 S3: 5′-AAAC TGCAGCCGTCC TGATGT ( T /G ) ( G / A )

TG( T /C) TC TCC AT-3′( 155～ 181) ,划线处为 PstⅠ 位点。

1. 4　血清中 HBVDNA的扩增

　　取 200μl血清 ,加 20% PEG 8000,冰浴 40 min,离心取上

清 ;加裂解液 4 mo l / L异硫氰酸胍、 25 mmo l /L柠檬酸钠等 ,冰

浴沉淀 ,酚、氯仿抽提 ;用无水乙醇沉淀 DN A后 ,将 DNA溶解

于 20μl水中。先以引物 S1、 S2在 94°C 1 min、 60°C 1. 300

min、 72°C 1. 300 min条件下扩增 30个循环 ,再取首轮扩增产

物 1μl以引物 S1、 S3在 94°C 1 min、 64°C 1 min、 72°C 1 min

条件下扩增 35个循环。扩增产物在 1. 5%琼脂糖电泳 ,在 608

bp处可见明显扩增带。

1. 5　 PCR产物的克隆和序列分析
　　根据文献提供的标准方法进行。 取 M13 m p19分别用

PstⅠ , KpnⅠ 酶切后 ,用 GenecleanⅡ盒纯化 (按试剂盒说明操
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作 )。 PCR扩增 DN A产物也经同样双酶切 ,经酚、氯仿抽提后 ,

用无水乙醇沉淀 DNA,将 DNA溶于水 ,在 T4 DN A连接酶参

与下 ,连接目的基因和 M13 mp19,转化于 XIL 1-Blue菌 ,在含

IPTG和 X-gal的培养基上培养 8 h,随机挑取 10个噬菌斑。在

2× YT培养基中 ,于 37°C培养 5 h ,将 M13 mp19阳性克隆原

种液以模板 ,用 R、 F引物扩增含阳性克隆的片段 ,再以上述方

法分别进行 PstⅠ 、 KpnⅠ 酶切 ,并纯化与 M13 mp18载体连接

后 ,以同样的方法制备 M 13 mp18原种 (方法同上 )。 以 QIA-

GEN Spin M13盒按说明提取单链 DNA。用 T7测序药盒进行

序列分析。 放射自显影后读片。

1. 6　序列的计算机分析
　　采用 Go ldkey软件 (军事医学科学院吴加金等编制 ) ,对所

有克隆进行同源性分析等。

2　结果

2. 1　基本资料
　　采用 Go ldkey软件将所测每个序列与 HBV基因库中的 27

条 HBV序列比较 ,选出同源性最高者为假定野生株。 并经

Go ldkey排列核苷酸序列方阵 (略 )。 将各核苷酸序列翻译成氨

基酸 ,并排列成氨基酸序列图 (略 )。

2. 2　不同转归的 HBV感染者前 S1 /S2区功能区的

变化及缺失位点分析

2. 2. 1　不同转归的 HBV感染者肝细胞结合位点区的变化　

　　从表 1可见: ① 3例急性自限性乙型肝炎患者肝细胞结合

位点无变化。② 3例慢性 HBV携带者 ,肝细胞结合位点的变化

平均克隆数为 6. 67个 ,其区内氨基酸的变异率为 17. 95%。③ 3

例慢性重型乙型肝炎患者 ,优势株中的肝细胞结合位点无变

化 ,而相似株中的肝细胞结合位点变化平均克隆数为 2. 3个 ,

其内的氨基酸变化率为 15. 90%。

2. 2. 2　不同转归的 HBV感染者 B细胞表位区的变化　　　

　　从表 1可见: ① 3例急性自限性乙型肝炎患者 , B细胞表位

区变化。 ② 3例慢性 HBV携带者 , B细胞表位区变化的平均克

隆数为 5. 3个 ,其区内氨基酸变异率为 47%。 ③ 3例慢性重型

乙型肝炎患者 ,优势株中的 B细胞表位呈固定变化 (第 2位 R-

K,第 7位 F-L的变化 ) ,而相似株的 B细胞表位区变化平均克

隆数为 2个 ,其内的氨基酸变化率为 36. 67%。

表 1　不同转归的 HBV感染者前 S1 /S2功能区变化

Tab 1　 Changes of HBV preS funct ion domains in dif f erent clinical outcomes

Acute hepat iti s B Ch ronic HBV carriers Ch ronic sev ere h epati tis B
Function d omain s

W L U (% ) H F Wu (% ) B Bi Zo (% )

Th e varying clones in B epi tiope 0 0 0 ( 0) 4 5 7 ( 5. 3) 2 1 3 ( 2. 00)

Th e varying rate of amio in B epit iope 0 0 0 ( 0) 36. 65 34. 67 70. 00 ( 47. 10) 28. 33 26. 67 55 ( 36. 67)

Th e varying clones of h epati ti s recep te 0 0 0 ( 0) 5 5 10 ( 6. 67) 2 1 4 ( 2. 30)

Th e varying rate of amio in hepati tis recepte 0 0 0 ( 0) 9. 62 13. 85 30. 38 ( 17. 95) 17. 09 1. 54 28. 48 ( 15. 90)

1: Eve ry clone is compa red w ith the wide type HBV; 2: Th e to tal number of clones in ever y pa tient was 10; 3: In the chron-

ic sever e hepatitis B, the h epatitis receptes w ere no change of in dominant clones; 4: The B cell epitope is located on the 14

～ 24 amio of Pr eS2 pro tein, the hepatitis B repce te is lo ca ted on th e 21～ 47 amio o f PreS2 protein

3　讨论

　　 HBV前 S1 /S2各功能区的 HBV感染者转归的

联系。

3. 1　肝细胞结合位点区段相对恒定是 HBV感染的

基础

　　现有的研究认为前 S1区的 21～ 47位氨基酸内包

含有与肝细胞膜结合的位点 [2 ] , HBV通过此区段介导

与肝细胞的结合 ,并脱掉外壳进入肝细胞 ,在感染宿主

的肝细胞内进行病毒的复制。 一般认为此区较恒

定 [10 ]。另有人认为此区内包含着 T细胞识别位点 [11 ]。

　　我们的研究发现:在急性自限性乙型肝炎病人组

内 ,肝细胞结合位点相对恒定 ;慢性 HBV携带者此区

变异较大 ,此区内的氨基酸变异率为 9. 62% ～

30. 38% ;慢性重型乙型肝炎组中 ,优株株内肝细胞结

合位点稳定 ,而“相似株”中存在着氨基酸的一些变异 ,

变异范围为 1. 54% ～ 28. 48% 。

　　推测前 S1区的变异可能与机体对抗病毒入侵的

保护性免疫有关 ,使某些病毒不能和肝细胞结合。但这

仅是问题的一方面 ,总的来说 ,病毒的感染是占主导地

位的 ,几乎 100%的急性自限性乙型肝炎患者体内的

病毒 , 70%～ 90% HBV携带者体内的 HBV及 81% ～

98. 5%慢性重型乙型肝炎患者体内的病毒是具有传染

性的。

　　那些不能和肝细胞结合的病毒在肝损伤中起什么

作用 ,变异的 HBV是否还有与肝细胞结合的能力也

需要澄清。

3. 2　免疫表位的稳定是机体清除 HBV的基本保证

　　已知在前 S2区内富含免疫表位 ,其内除具有 B

细胞表位外 ,还有 MHC限制的 CD
+
4 、 CD

+
8 T细胞表

位 [12～ 14 ] ,由于感染者体内 M HC的差异 , T细胞表位

在序列上的分布区域会有所不同 ,因此 ,我们仅选用 B
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细胞表位区分析三种不同转归 HBV感染者的免疫状

况。

　　我们的研究发现: ①急性自限性 HBV肝炎患者

体内各克隆的 B细胞表位与野生株相比均无变化 ,推

测此类病人体内 HBV病毒 CD
+
4 、 CD

+
8 T细胞表位也

是恒定的 (因为此种病人体内 HBV前 S1 /S2区的变

异率极低 ) ,因此已经致敏的 CT L或抗体能够很准确

地攻击受染的肝细胞 ,从而清除病毒 ,机体在经过一过

性的炎性损伤后 ,逐渐恢复痊愈。②慢性 HBV携带

者 ,此类病人体内各 B细胞表位的变化克隆数为 5.

3% ,其内氨基酸的变异率平均为 47. 00% ,说明此类

病的 B细胞表位变化极大 ,并可以推测 CD
+
4 、 CD

+
8 T

细胞表位也发生很大的漂移。体内原先能识别抗原位

点的中和抗体和特异性 CTL也不能再识别不断变异

的抗原位点 ,导致已建立的免疫无效或低效。使 HBV

变异株得以长期存在于宿主体内。③慢性重型乙型肝

炎 ,此类患者 B细胞表位的变化克隆数平均为 2. 3% ,

氨基酸平均变异率达 15. 76% ,介于前两者之间。优势

克隆中 B细胞表位区域恒定 ,并在其上第 2及第 7位

氨基酸上出现了固定的 R-K, F-L的变化。 推测此二

位氨基酸的变化可能使 HBV的抗原性加强 ,从而诱

发过强的免疫应答 ,但这 3例病人中的优势株是否与

过强的免疫相关 ,没得到实验证实。

乙型肝炎病毒前 S1 /S2功能区的变化与 HBV感

染者转归的关系 ,是一个极其复杂的问题 ,由于本研究

的局限性仅提出以上几点看法 ,是否能代表普遍现象。

尚需扩大样本和扩大基因分析范围 ,更需要同行们的

工作来进一步证实。
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Study of the relationship of the changes of HBV preS function domains

with clinical outcome of HBV infection
 

Zhang Rui, Gu Changhai, Zhao Qiumin, Wang Hongli, Wnag Hai tao ( Clinical Center of Infectious Disease, South-

w est Hospital, Third Milita ry Medical Univ ersity, Chongqing , 400038)

　　 AbstractObjective: 　 To study the r ela tionship of the changes o f HBV preS function domains with the
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clinical outcome o f HBV infection. Methods: 3 g r oups o f HBV infected ca ses including 3 cases of acute HBV in-

fection with complete recovery , 3 ca ses of ch ronic HBV car rier and 3 cases o f chr onic severe hepa titis B we re

studied. The preS genes w ere amplified from se rum samples with half nested PCR and th e products w ere cloned

into M13 vecto r s. 10 clones w ere randomly selected from each case and sequenced with standa rd procedures. A

to tal of 90 clones were sequenced and analyzed w ith DNA homology com parison. Results: Ther e w ere diffe rent

charact eristics in HBV infected cases with different outcomes: ① In case o f acute infection, the g rea t indentity o f

DN A sequences among the clones were accompanied with stable function domains without changes of epitopes

fo r T and B cells. ② In the ch ronic HBV ca rriers, the preS function domains show ed high changes with epitope

dreifts of T and B cells. ③ In ca se of chronic sever e HBV infection, special changes existed in the function do-

mains o f B cells, which may be th e cause of abno rmally high im mune response and sever e liv er damages. Conclu-

sion: Our findings confirm the fact tha t ther e a re rela tions of the changes of the pre S1 /S2 function domains with

the clinical outcome o f HBV infections.

Key words　 HBV; Pre S1 / S2; function domain; clinical outcome
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2. 2　动物体内除菌法对细胞培养中霉菌污染的作用

将污染的杂交瘤细胞注入 Balb /c小鼠腹腔中 , 14 d后每

只小鼠可得黄色浑浊腹水 3～ 5 ml,离心 ( 1000转 /分 )后得到

乳白色细胞沉淀 , HE染色、革兰氏染色、 PAS染色霉菌镜检证

明杂交瘤细胞中混杂有较多的淋巴细胞、红细胞及霉菌孢子 ,

霉菌培养证实为白色念珠菌 ;如此反复处理 4次后霉菌污染仍

然存在 ,杂交瘤细胞不能进行传代培养 (细胞死亡 )。

2. 3　两性霉素 B对细胞培养中霉菌污染的作用

将以上从小鼠腹水中得到的细胞置于含有不同浓度的两

性霉素 B的细胞培养液中进行培养 , 5μg /ml和 10μg /ml的两

性霉素 B导致细胞死亡 ,镜下可见大量细胞碎片 ;而 3μg /ml

和 1μg /ml的两性霉素不能抑制霉素生长 ,于培养第 3天培养

液变浑浊 ,镜下可见细胞死亡及大量布郎运动的微小生物。

2. 4　低速离心法去除细胞培养中的霉菌污染

将以上从 Ba lb /c鼠腹水中得到的杂交瘤细胞进行反复 ( 6

～ 9次 )低速离心 ( 500～ 800转 /min) ,多次离心及棉签反复处

理后 ,显微镜下可见杂交瘤细胞中混杂的其他细胞成份明显逐

步减少 ,于第 3～ 5次离心后于镜下消失 ,再离心及棉签处理 3

次 ,最后将细胞置于 RPMI-1640细胞培养液中进行培养 ,镜下

见细胞生长良好 ,于第 3天呈明显克隆化生长 ;将以上低速离

心处理后的细胞进行传代培养后再行霉菌培养 ,传代细胞生长

良好 ,霉菌培养未见霉菌生长 ,霉菌污染完全清除。

3　讨论

细胞培养过程一旦出现霉菌污染 ,人们往往显得束手无

策。镜下观察 ,杂交瘤细胞与霉菌孢子相比较 ,二者体积相差悬

殊 ,我们由此得到启示: 利用二者沉降系数间的差异 ,应该能够

将其分离。为此我们使用了低速离心法成功地去除了细胞培养

中的霉菌污染。 我们的体会是: ①离心速度不宜过快 ,以 500～

800 r /min为宜 ,低速离心情况下 ,体积较大的杂交瘤细胞最先

沉淀于离心管的底部 ,霉菌及红细胞、淋巴细胞沉淀于其表面 ;

②应予以多次离心 ,并于每次离心后用棉签吸净离心管中残存

的液体 ,同时吸掉细胞沉淀的表层细胞。 于每次离心和棉签处

理后观察处理的效果 ,至镜下见不到霉菌和其它细胞成份 ,再

离心和棉签处理 2～ 3次 ,然后进行细胞培养 ;③每次离心处理

后都可去除部分霉菌污染 ,但同时也使数量减少 ,本方法所需

细胞量大 ,离心前应将细胞注入动物体内扩增 ;④两性霉素 B

对细胞培养中霉菌污染的作用有限 ,浓度过高可致细胞死亡 ,

浓度过低时则不能抑制霉菌生长 ;⑤细胞培养中出现霉菌污染

时 ,将细胞注入动物体内借助动物自身的免疫力可消除污染 ,

但该方法所需时间长、所需费用高 ,如果在较短时间内不能清

除杂交瘤细胞中的霉菌污染 ,将可能影响杂交瘤细胞的生物学

功能 [1, 2 ];我们使用动物体内除菌法 4次 ,耗时近 2个月尚能除

细胞培养中的霉菌污染 ,培养的细胞不能生长 ;⑥低速离心法、

动物体内除菌法、两性霉素 B除菌法去除细胞培养中的霉菌污

染 ,三者相比较 ,前者具有明显的优越性:所需实验条件简单 ,

去除霉菌污染彻底、耗时短 ,能将霉菌污染所造成的对杂交瘤

细胞的不良影响降至最低程度。
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