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基础研究

学龄前儿童乙型肝炎病毒株氨基酸变异研究

王晓存１ꎬ杨燕２ꎬ杨梅３ꎬ王立杰４ꎬ吴军５

１.新疆医科大学第六附属医院医院质量管理体系办公室ꎬ乌鲁木齐 ８３００１１ꎻ２.乌鲁木齐县水西沟中心卫生院ꎻ
３.新疆医科大学基础学院ꎻ４.乌鲁木齐市疾病预防控制中心ꎻ５.新疆医科大学公共卫生学院

　 　 【摘要】 　 目的　 了解学龄前儿童(２~ ６ 岁)隐匿性乙型肝炎病毒感染(ＯＢＩ)后 ＨＢＶ Ｓ 基因氨基酸的变异情况ꎬ为防控

ＯＢＩ 的发生发展提供参考ꎮ 方法　 采用整群抽样方法选择乌鲁木齐 ４ 所幼儿园ꎬ对在园的学龄前儿童采用 ＥＬＩＳＡ 进行

ＨＢｓＡｇꎬａｎｔｉ￣ＨＢｓꎬＨＢｅＡｇꎬａｎｔｉ￣ＨＢｅ 和 ａｎｔｉ￣ＨＢｃ ５ 项检测ꎬ对 ２５９ 例 ＨＢｓＡｇ 阴性的血清用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司生产的试剂盒进行

ＨＢＶ￣ＤＮＡ 产物提取ꎬ运用 ＰＣＲ 方法扩增 ＨＢＶ￣ＤＮＡ Ｓ 基因片段ꎬ对扩增阳性的序列进行测定ꎻ采用分子遗传学软件 ＭＥＧＡ
５.０ 对测得的序列进行具体氨基酸分析ꎮ 结果　 ２５９ 份学龄前儿童血样共发现 ２１ 份 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性标本ꎬ均测序成功ꎮ 其

中 １ 例由于存在氨基酸的插入ꎬ没有检出具体的基因型ꎮ 其余 ２０ 例样本均表现为 Ｃ 基因型ꎬ血清型均为 ａｄｒｑ＋亚型ꎮ Ｓ 基

因序列翻译成氨基酸后分别发生 Ｉ１１０ＬꎬＳ１２３ＴꎬＴ１２４ＳꎬＴ１２６ＩꎬＴ１３１ＮꎬＦ１３４Ｙ 和 Ｐ１４２Ｈ 突变ꎮ 结论　 ＨＢｓＡｇ 阴性学生血液

中存在一定数量的 ＨＢＶ 隐匿性感染ꎬＳ 基因存在氨基酸突变ꎬ需重视隐匿性的 ＨＢＶ 感染以及其发生和发展ꎮ
【关键词】 　 肝炎ꎬ乙型ꎻ抗原变异ꎻ氨基酸类ꎻ儿童ꎬ学龄前
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【基金项目】 　 新疆维吾尔自治区自然科学基金－医学联合基金资助项

目(２０１４２１１Ｃ００９)
【作者简介】 　 王晓存(１９８８－　 )ꎬ女ꎬ新疆人ꎬ在读硕士ꎬ主要研究方向

为乙型肝炎的免疫学ꎮ
【通讯作者】 　 吴军ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｗｕｊ１９９７＠ ｓｏｈｕ.ｃｏｍꎮ
ＤＯＩ １０.１６８３５ / ｊ.ｃｎｋｉ.１０００－９８１７.２０１６.０８.０３６

　 　 乙型肝炎病毒( ＨＢＶ)感染在全世界范围内广泛 分布ꎬ是备受关注的健康问题ꎬ大部分 ＨＢＶ 感染者没

有明显临床症状ꎬ血清中抗－ＨＢｓ 阳转和 ＨＢｓＡｇ 阴转

被普遍认为是 ＨＢＶ 痊愈和清除ꎮ 近几年研究表明ꎬ有
部分的 ＨＢＶ 感染者虽然血清中 ＨＢｓＡｇ 呈现为阴性ꎬ
但是在肝脏组织或血清中仍然能检测到 ＨＢＶ￣ＤＮＡꎬ
这种现象被称为隐匿性的 ＨＢＶ 感染(简称 ＯＢＩ) [１－２] ꎮ
随着乙肝疫苗纳入免疫规划的进程后ꎬ低年龄人群的

０３２１ 中国学校卫生 ２０１６ 年 ８ 月第 ３７ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｓｃｈ ＨｅａｌｔｈꎬＡｕｇｕｓｔ　 ２０１６ꎬＶｏｌ.３７ꎬＮｏ.８



ＨＢＶ 感染率呈逐渐降低趋势ꎮ 相关研究表明免疫压

力可以导致 ＨＢＶ “ａ”抗原决定簇核苷酸的变异ꎬ并进

一步的在低年龄人群中表现出慢性乙型肝炎病毒感

染[３－４] ꎮ 越来越多的研究表明ꎬ不论是急性自限性肝

炎ꎬ还是治疗后 ＨＢｓＡｇ 为阴性的人群仍可检出 ＨＢＶ
ＤＮＡꎬ且进一步发展为肝硬化或肝癌[５－８] ꎮ 因此研究

学龄前人群隐匿性 ＨＢＶ 的感染后氨基酸序列迫在眉

睫ꎮ 为此ꎬ笔者分析了 ２１ 例表面抗原阴性而 ＨＢＶ
ＤＮＡ 阳性学龄前儿童的 ＨＢＶ Ｓ 基因氨基酸序列ꎬ现
将结果报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１.１　 对象　 ２０１４ 年 ８—９ 月ꎬ采取整群抽样的方法选

择乌鲁木齐 ４ 所幼儿园在园学生作为研究对象ꎬ年龄

为 ２ ~ ６ 岁ꎮ 采集对象静脉血 ３ ｍＬ 并进行 ＨＢｓＡｇꎬａｎ￣
ｔｉ￣ＨＢｓꎬＨＢｅＡｇꎬａｎｔｉ￣ＨＢｅ 和 ａｎｔｉ￣ＨＢｃ ５ 项检测ꎬ将 ＨＢ￣
ｓＡｇ 指标阴性的 ２５９ 例样本作为本次研究对象ꎮ 常规

离心后将血清平均分为 ２ 份ꎬ并放置在－８０ ℃ 冰箱进

行保存ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 血清学检测 　 一份血清用酶联免疫吸附试验

(ＥＬＩＳＡ)ꎬ另一份血清用化学发光定量( Ｅｌｅｃｓｙｓꎬ罗氏

公司)法进行 ＨＢｓＡｇꎬａｎｔｉ￣ＨＢｓꎬＨＢｅＡｇꎬａｎｔｉ￣ＨＢｅ 和 ａｎ￣
ｔｉ￣ＨＢｃ 检测ꎬ试剂盒均购于北京万泰生物技术公司ꎮ
１.２.２　 血块 ＨＢＶ ＤＮＡ 抽提　 由 Ｐｒｏｍｅｇａ Ｗｉｚａｒｄ 生产

的基因组 ＤＮＡ 纯化试剂盒提取 ＤＮＡꎬ具体操作按试

剂盒说明进行ꎬ抽提的 ＨＢＶ ＤＮＡ 溶于 １５０ μＬ ＤＮＡ 溶

解液中ꎮ
１.２.３　 引物　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中收集不同的 ＨＢＶ 基因序

列ꎬ在 Ｓ 基因的保守部位分别设计 １ 对外引物和内引

物ꎬ引物由上海生工技术服务有限公司合成ꎮ 外引物

为 ５’ － ＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡＧＴＴＣ － ３’ꎬ ３’ － ＡＴＡＣ￣
ＣＣＡＡＡＧＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＡ－５’ꎻ内引物为 ５’ －ＧＣＧＧＧＧ
ＴＴＴＴＴＣＴＴＧＴＴＧＡＣ－ ３’ꎬ ３’ －ＧＧＧＡＣＴＣＡＡＧＡＴＧＴＴＧ￣
ＴＡＣＡＧ－５’ꎮ
１.２.４ 　 基因扩增 　 第 １ 轮反应体系用外引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ参数:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １０ ｓꎬ５６
℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３０ 个循环后 ７２ ℃再延伸

１０ ｍｉｎꎮ 第 ２ 轮反应体系中第 １ 轮产物是模版ꎬ用内

引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ参数:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变

性 １０ ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ３０ ｓꎬ２５ 个循环后

７２ ℃ 再延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物目的长度为 ５４４ ｂｐꎮ
基因扩增时用的 ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 由 Ｔｈｅｒｍｏ 公司生产ꎮ
１.２.５　 序列测定和分析 　 ＰＣＲ 扩增产物由上海华大

基因生物工程有限公司进行序列测定ꎮ 将测得的序

列与收集的序列进行比对分析ꎮ 依据国际核苷酸序

列联合数据库(ＩＮＳＤＣ)已发表的人类 ＨＢＶ 基因序列ꎬ
在美国国家生物技术信息中心( ＮＣＢＩ) 服务器中用

ＢＬＡＳＴ 菜单对测得的 ＨＢＶ 基因序列进行确定ꎮ

２　 结果

２.１　 ＯＢＩ 学龄前儿童血清中乙肝两对半各项目检测

结果　 在本研究中 ＰＣＲ 产物电泳时得到 ２１ 份目的条

带ꎬ全部测序成功ꎬ最终得到 ２１ 份 ＯＢＩ 感染者基因序

列ꎮ 抗￣ＨＢｓꎬＨＢｅＡｇꎬ抗￣ＨＢｃ 阳性率分别为 ２３. ８１％
(５ / ２１)ꎬ４. ７６％ ( １ / ２１)ꎬ ４. ７６％ ( １ / ２１)ꎮ ＨＢｓＡｇꎬ 抗￣
ＨＢｅ 阳性率均为 ０ꎮ
２.２　 ＨＢＶ￣ＤＮＡ 巢式 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳的

结果　 目的条带长度为 ５４４ ｂｐꎮ 从图 １ 可看到胶板上

共有 ３ 个目的条带ꎬ长度均在 ５００ ~ ７００ ｂｐ 之间ꎮ

注:Ｍ 为 Ｍａｋｅｒ 缩写ꎬＡ 为标本顺序号ꎮ
图 １　 ＨＢＶ￣ＤＮＡ 巢式 ＰＣＲ 产物的电泳图

２.３　 基因型分析 　 用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ
方法将测得的 Ｓ 基因序列与收集到的标准序列进行

一一比对ꎬ用 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 方法构建进化树ꎬ序
列同源性≥９６％可归为同一基因型ꎮ 本次测序的 ２１
株基因序列与 ＨＢＶ 基因型代表株进行分析后均为 Ｃ
基因型ꎮ 由图 ２ 的乙型肝炎病毒 Ｓ 基因进化树可以看

出ꎬＡ５ 由于核苷酸的插入ꎬ没有分出基因型ꎮ

注:●标记的为标准序列

图 ２　 乙型肝炎病毒 Ｓ 基因进化树
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２.４　 氨基酸突变分析　 用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件中的 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｗ 方法将序列剪切为 ５２３ ｂｐ( ｎｔ２２４￣７６６)ꎬ用 Ａｌｉｇｎ 功

能将测得的核苷酸序列对应的翻译为氨基酸ꎬ并与标

准序列进行一一比对ꎮ 研究中有 ２１ 份目的片段测序

成功ꎬ说明这 ２１ 名学龄前儿童的血清中含有一定水平

的 ＨＢＶ￣ＤＮＡꎬ其中有 ８ 名学龄前儿童 Ｓ 基因的主要亲

水区(ＭＨＲ)氨基酸出现了频率不同的变异情况ꎮ 见

表 １ꎮ

表 １　 学龄前儿童 ＨＢＶ￣ＤＮＡ Ｓ 基因 ＭＨＲ 区氨基酸变异情况(ｎ ＝ ２１)

变异位点 氨基酸置换 变异数
１１０ Ｉ１１０Ｌ ４(１９.１)
１２３ Ｓ１２３Ｔ ５(２３.８)
１２４ Ｔ１２４Ｓ ６(２８.６)
１２６ Ｔ１２６Ｉ ８(３８.１)
１３１ Ｔ１３１Ｎ ３(１４.３)
１３４ Ｆ１３４Ｙ ８(３８.１)
１４２ Ｐ１４２Ｈ １(４.８)

　 注:()内数字为变异频率 / ％ꎮ

３　 讨论

有研究显示ꎬ国内各地 ＨＢＶ 基因型分布各不相

同ꎬ我国 ＡꎬＢꎬＣ 和 Ｄ 基因型均存在ꎬ且以 Ｂ 基因型和

Ｃ 基因型为主ꎮ 在南方地区以 Ｂ 基因型为主ꎬＣ 基因

型的感染率从南向北ꎬ呈现出逐渐增高的趋势[９] ꎮ 将

样本序列与标准 ＨＢＶ 基因序列比较ꎬ结果表明ꎬ学龄

前儿童的 ２０ 例样本均为 Ｃ 基因型ꎬ其血清型均为 ａｄ￣
ｒｑ＋亚型ꎬ１ 例样本由于存在氨基酸插入ꎬ导致移码突

变ꎬ没有检测出具体基因型ꎮ
本研究中 Ｓ 基因主要亲水区氨基酸变异频率较

高的 １２６ 位点和 １３４ 位点均在“ ａ”决定簇ꎬ变异频率

均为 ３８.１％ (８ / ２１)ꎬ与国内相关研究的结果一致[１０] ꎮ
“ａ”决定簇的抗体可以结合乙肝表面的抗原ꎬ从而有

效地保护了个体不受病毒的感染ꎮ “ａ”决定簇的氨基

酸变异可能会导致肌体产生免疫逃避ꎬ继而造成免疫

接种的失败ꎮ 国内已报道的氨基酸变异位点有 １２６ꎬ
１２７ꎬ１３４ꎬ１４３ 等[１１] ꎮ 本研究结果显示ꎬ学龄前儿童的

ＭＨＲ 区“ ａ”决定簇氨基酸的 Ｔ１２６ＩꎬＦ１３４Ｙ 和 Ｐ１４２Ｈ
位点发生了不同频率的突变ꎬ变异频率分别为 ３８.１％ꎬ
３８.１％和 ４.８％ꎮ 提示“ ａ”决定簇在隐匿性 ＨＢＶ 感染

研究中至关重要ꎬ新疆的学龄前儿童感染 ＨＢＶ 后基因

及氨基酸的突变可能是因病毒株和流行地区的不同

而不同ꎮ 因此对 ＨＢＶ Ｓ 基因 ＭＨＲ 区的变异进行区域

性的研究和分析是很有必要的ꎮ
本研究结果显示新疆学龄前儿童存在 ＯＢＩ 感染ꎬ

并且 Ｓ 基因 ＭＨＲ 区“ａ”决定簇存在氨基酸不同频率

的突变ꎬ与本课题组前期研究结果一致[１２] ꎬ提示要重

视学龄前儿童 ＯＢＩ 的发生发展问题ꎮ 对于血清乙肝

两对半检测均阴性的 ＯＢＩꎬ国内外的检出率各不相同ꎮ
Ｍｉｎｕｋ[１３]的研究表明ꎬ检测 ４８７ 名 ＨＢｓＡｇ 阴性人群的

ＨＢＶ￣ＤＮＡꎬ检出率为 ８％ꎬ而在抗 ＨＢｓ 阳性和(或)抗

ＨＢｃ 阳性人群 ＨＢＶ￣ＤＮＡ 检出率为 １８％ꎮ 就目前而

言ꎬ尚不清楚导致两对半结果全阴性的原因是由于急

性感染后相应的病毒标记物逐渐消失ꎬ还是从感染开

始的时候就已经发生ꎬ或者是由这两种因素共同导致

的结果ꎮ 目前 ＯＢＩ 感染领域的一个重要课题是研究

两对半结果全阴性的原因[１４] ꎮ 研究中存在乙肝两对

半结果全阴性的学龄前儿童 ＨＢＶ￣ＤＮＡ 的检测阳性ꎬ
需进一步研究ꎮ
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