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　　提　要　目的: 探讨慢性乙型重型病毒性肝炎患者前 S1基因的变异。方法:采用半巢式 PCR从乙肝患者

血清中扩增前 S1基因 ,克隆于噬菌体 M13mp19,随机挑选 9个克隆进行 DN A序列分析。结果: 与野生株 HB-

Vadr序列相比 ,所测克隆呈高度异质性 ,核苷酸差异率 4. 7% ～ 31. 3% ,氨基酸差异率 22. 0% ～ 94. 0% ,无一

克隆与野生株序列一致 ,所测 9个克隆中 , 5个克隆有碱基缺失 ,其中 4个的缺失大于 24% ,而且缺失在前 S1基

因的后半部分。结论: HBV前 S1基因的高度异质性和部分缺失与慢性重型乙型肝炎可能有联系。

　　关键词　前 S1基因 ;基因突变 ;肝炎 ,病毒性

　　中图法分类号　 R512. 6

　　 HBV基因变异是当前乙型肝炎研究的热点之一 ,

但基因变异与临床的关系一直未有定论
[ 1, 2]

。这主要因

为 HBV在体内呈“相似株” ( Quasispecies)存在 ,目前

的研究大多采用 PCR产物直接测序方法分析一个序

列 ,显然不能代表同时在体内存在的“相似株” ;其次 ,

研究样本小 ,难以检测 HBV全序列 ,而部分序列很难

代表全病毒的基因变异。国内限于条件 ,未见从同一例

乙型肝炎病人血清中克隆多个序列的报道。为研究

HBV基因变异与临床关系 ,我们用半巢式 PCR( Half-

nested PCR)从一例临床确诊的慢性重型乙型肝炎病

人血清中扩增出 HBV前 S1基因 ,克隆至 M13mp19载

体 ,随机筛选 9个克隆测序 ,发现除了克隆呈高度异质

性外 ,另一显著特征是前 S1基因的部分缺失。现将结

果报道如下。

1　材料和方法

1. 1　病人血清
　　男性 42岁 , 1992年 4月入院 ,血清 HBs Ag (+ )、抗 HBc(+ ) ,

抗 -HBe (+ )、无 HDV、 HCV 重叠感染 ,按全国《病毒性肝

炎防治方案》符合慢性重型肝炎的诊断标准 ,并经肝穿活检证实。

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 M13mp19购于华

美生物工程公司。限制性内切酶 PstⅠ 及 KpnⅠ 购于 Promaga

公司。T4DNA连接酶购于 Boeh ringer. Mannh eim公司。测序药

盒为: T7 Sequencing kit购于 U. S. B公司 , 35S-a-d ATP购于

Du Pont公司。GenecleanⅡ kit购于 Bio lo l公司。QIAprep Spin

M13 kit为 Qlagen公司产品。

1. 3　引物
　　前 S /S基因 PCR扩增所用引物为:

　　 S1 5′-CGCGGT ACCGGTCACC ATATTCT 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′-AAACTGCAGCCGTCC 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 HBV DNA的扩增
　　取 200μl血清 ,加 20% PEG 8 000,冰浴 40 min,离心弃上

清 ;加裂解液 ( 4M异硫氰酸胍 , 25mM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℃ 1min, 60℃ 1min, 72℃ 1. 5min,

30循环作首轮扩增 ;再取首轮扩增产物 ,以引物 S1、 S3在 94℃

1min, 64℃ 1min, 72℃ 1min条件下扩增 35循环。扩增产物以

1. 5% 的琼脂糖电泳 ,在 600bp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 [ 3]提供的标准方法进行。取 M13mp19分别用

PstⅠ 、 kpnⅠ 酶切后 ,用 GenecleanⅡ kit纯化 (按试剂盒说明操

作 )。PCR扩增 DNA产物也经同样双酶切 ,经酚、氯仿抽提后 ,
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用无水乙醇沉淀 DNA,将 DN A溶于水 ,在 T4DNA连接酶参

与下 ,连接目的基因和 M 13mp19,转化于 XL1-Blue菌 ,在含

IPTG和 X-ga l培养皿上培养 8 h,随机挑取 9个白色噬菌斑。在

XYT培养基中 ,于 37℃培养 8 h,以 QIAprep Spin M13 kit按说

明提取单链 DNA。用 T7聚合酶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 Godkeg软件 (北京军事医学科学院吴加金编制 )将所

测序列与 HBV基因库中 HBV DN A序列比较选 出同源性最

好 HBV adr株作为野生株。

2　结果

2. 1　 HBV前 S1基因的变异方式

　　如表 1所示 ,与野生株 HBV adr前 S1前 300个碱基序列相

比 ,从慢性重型肝炎病人血清中克隆出的 9个克隆的核苷酸序

列 ,存以碱基突变常见的三种模式。碱基替代范围为 5～ 30个 ,

替代率 1. 7% ～ 13. 0% ,平均替代率 4. 1% ;碱基插入 2～ 5个 ,插

入率 0. 7% ～ 1. 7% ,平均插入率 0. 8% ;碱基缺失明显 ,为 5～ 87

个 ,缺失率 1. 7% ～ 29. 0% ,平均缺失率 12. 7%。三种突变模式

中 ,缺失最为明显 ,而且 9个克隆中 , 5个克隆有缺失 ,其中 4个缺

失率超过 24% ,另一值得注意的现象是: 9个克隆中的 7个在前

S1基因后半部分不同位置存在的终止密码。

表 1　各克隆与 HBV野生株 ( adr)的前 S1核苷酸区序列变异方式

Tab 1　Mutant models of the nucleotide sequences of PreS1 gene in all clones and HBV adr (wild type)

Clonal n umber
Nucleotid e mutation

Y7 Y8 Y10 Y9 Y54 Y3 Y4 Y6 Y47 X

Repalce(% ) 15 7 7 30 10 5 5 5 5 12. 22

( 5. 0) ( 2. 7) ( 2. 7) ( 13. 7) ( 3. 3) ( 1. 7) ( 1. 7) ( 1. 7) ( 1. 7) ( 4. 1)

Deletion(% ) 6 5 5 6 18 72 72 87 72 38

( 2. 0) ( 1. 7) ( 1. 7) ( 2. 0) ( 6. 0) ( 24. 0) ( 24. 0) ( 29. 0) (24. 0) ( 12. 7)

Ins ertion (% ) 2 2 2 5 2 2 2 2 3 2. 14

( 0. 7) ( 0. 7) ( 0. 7) ( 0. 7) ( 0. 7) ( 0. 7) ( 0. 7) ( 0. 7) ( 1. 0) ( 0. 8)

2. 2　克隆间 ,克隆与野生株之间的核苷酸变异
　 　在分析的 9个克隆中 , y8与 y10, y3与 y4的核苷酸序列相

同 ,但克隆间的核苷酸差异范围为 0～ 110,差异率为 0. 0% ～

40. 7% ,因此 ,克隆仍呈高异质性。与野生株相比 ,差异范围是

15～ 94,差异率 4. 7% ～ 31. 3%。9个克隆中没有与野生株序完

全一致者。从表 2还可看出 ,克隆间的变异比与野生株的变化

大。

表 2　各克隆间以及与野生株 ( adr)前 S1区核苷酸序列变异

Tab 2　Mutat ions of the nucleotide sequences of Pre-S1 gene among clones and HBV adr

W T Y7 Y8 Y10 Y9 Y54 Y3 Y4 Y6 Y47

WT - 7. 7 5. 0 5. 0 16. 7 4. 7 27. 0 27. 0 31. 3 27. 3

Y7 23 - 6. 3 6. 3 19. 3 3. 0 26. 0 26. 0 31. 3 27. 7

Y8 15 19 - 0. 0 15. 3 3. 7 18. 3 18. 3 27. 7 25. 3

Y10 15 19 0 - 15. 3 3. 7 18. 3 18. 3 27. 7 25. 3

Y9 50 58 46 46 - 16. 7 36. 7 36. 7 40. 7 35. 0

Y54 14 9 11 15 50 - 26. 3 26. 3 31. 0 29. 3

Y3 81 78 55 55 110 79 - 0. 0 5. 7 2. 7

Y4 81 78 55 55 110 79 - 0. 0 5. 7 2. 7

Y6 94 94 89 89 122 93 17 17 - 6. 0

Y47 82 83 76 76 105 88 8 8 18 -

Dow n-left: the numbers o f mutant nucleo tides; up-righ t: mutant r ate; W T: wild type
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2. 3　克隆间 ,克隆与野生株之间氨基酸的变异
　　已测的 9个克隆均存在缺失和插入突变 ,因此 ,氨基酸的差

异比核苷酸的差异大得多 ,见表 3。最高变异率竟达 94% ( Y47和

Y4)。克隆与野生株氨基酸序列差异为 22. 9% ～ 94. 0%。充分说

明了克隆的高度异质性。在所比较的 100个氨基酸中 ,有 4个克

隆缺失在 24个以上 ,这可能是慢性重型乙型肝炎病人的一个

特征。

表 3　各克隆间以及与野生株 ( adr)前 S1区氨基酸序列变异

Tab 3　Mutat ions of the amino acid sequences of Pre-S1 region among clones and HBV adr

W T Y7 Y8 Y10 Y9 Y54 Y3 Y4 Y6 Y47

WT - 25. 0 22. 0 22. 0 92. 0 24. 0 49. 0 49. 0 43. 0 94. 0

Y7 25 - 6. 0 6. 0 90. 0 24. 0 49. 0 49. 0 56. 0 94. 0

Y8 22 6 - 0. 0 90. 0 39. 0 47. 0 47. 0 55. 0 92. 0

Y10 22 6 0 - 90. 0 39. 0 47. 0 47. 0 55. 0 92. 0

Y9 92 90 90 90 90 - 93. 0 90. 0 92. 0 60. 0

Y54 24 24 39 39 88 - 48. 0 48. 0 41. 0 92. 0

Y3 49 49 47 47 94 48 - 0. 0 0. 0 59. 0

Y4 49 49 47 47 89 44 80 - 30. 0 59. 0

Y6 43 56 55 55 92 41 0 30 - 70 /0

Y47 94 94 92 92 65 92 59 59 79 -

Dow n-left: the numbers o f mutant amino acids, up-righ t: the mutant r ate.

3　讨论

　　一般认为 , HBV前 S1基因的完整性可对人体产生

合适的免疫反应 ,是清除 HBV很重要的条件或基

础
[4, 5 ]

。因为前 S1蛋白不但含有与肝细胞膜结合的位

点 ,也含有诱导宿主产生细胞免疫和体液免疫的抗原

位点
[6 ]

。最新资料表明
[7, 8 ]
: 在细胞毒性 T细胞 ( Cy to-

toxic T lymphocy te, C TL)所识别的关键性抗原位点

的突变 ,可能导致 HBV变异株的抗原相似于 T细胞

受体 ( T-cell receptor, TCR)的拮抗剂 ,从而使原来识

别野生株的 CTL不能识另 HBV变异株 ,导致细胞免

疫麻痹 ,使 HBV变异株得以长期存在于宿主体内。本

研究报道的 9个克隆中 ,除两对克隆的氨基酸序列一致

外 ,有 7种不同的氨基酸排列方式 ,其抗原的免疫优势

位 ( Immunodominant )可能发生了很大漂移 ,同时 , 9个

克隆有 4个克隆发生了较大部分缺失 (> 24% ) ,该区域

的原抗原位点已经消失 ,使原来对抗野生株的 CT L和

/或抗体丧失攻击目标 ,从而导致 HBV变异株得以生

存。

　　关于 HBV前 S1基因的部分缺失与慢性重型乙型

肝炎之间的关系 ,有两点值得讨论。第一 ,有资料表

明
[9, 10 ]
:在慢性肝炎中 ,由于 HBV前 S1基因的突变 ,导

致前 S /S蛋白比例失调 ,大分子量表面蛋白相对过高

使得肝细胞对炎性细胞因子更敏感 ,造成肝损伤 ;第

二 ,有研究报道 [ 11, 12] ;前 S1基因含有前 S2和 S蛋白合

成的启动子 ,前 S1区的缺失会导致前 S2和 S蛋白合成

下降 ,造成大分子量表面蛋白相对增高。此结论可以合

理解释本研究前 S1基因的部分缺失为何导致慢性乙

型肝炎重型化。但要证明这一观点 ,尚需加大样本和进

行体外试验。

　　鉴于 HBV基因组突变模式繁多 ,临床肝炎的表

现形式也很复杂 ,二者之间的关联性更复杂。因此 ,通

过小样本 ,部分基因分析 ,显然不能提供结论。作者认

为 ,在研究 HBV变异与临床关系时 ,应该注意①要选

择临床诊断明确的病例 ;②要选择较大样本 ;③要尽可

能克隆和分析基因的不同部分 ;④同病例同一基因要

分析多个克隆 ;⑤尽量避免 PCR产物直接测序 ;⑥进

行体外突变基因的暂时性表达研究。否则容易造成偏

性结果。
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Observation on the preS1 gene mutation in patient with chronic severe

hepatitis B
*

Zhang Rui , Wang Hai tao** , Gu Changhai , Pan Wensheng** ( Third M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: The muta tion o f Pr eS1 gene in the patient with ch ronic severe h epatitis B w as in-

vestig ated. Methods: The preS1 gene was amplified from th e serum of a patient with chr onic sever e hepa tits B

by ha lf nested PCR. The PCR product was cloned into M 13m p19 vecto r fo r DN A sequencing. N ine clones

w ere sequenced. Results: show ed that ① compa red with wild-type HBV adr , the nucleo tide mutation rates

w ere 4. 7% ～ 31. 3% , the differ ence rates o f amino acids w ere 22. 0% ～ 94. 0% , no clone had entirely

identical sequence with HBV adr, confirming the qua sispecies o f preS1 gene in this patient; ② 5 out 9 clones

sequenced had base deletion, the deletion ra te w as mo re than 24% in 4 clones, mo reover , th e deletion loca ted

majo r ly a t c-te rminal of pr eS1 gene. Conclusion: The possible co r rela tion o f chr onic sever e h epa titis B to ex-

tr emely h etero genous preS1 gene was pr esent.

　　 Key words　 PreS1 gene; g ene muta tion; ch ronic severe hepatitis B
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