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【摘要】 目的 评价 HBV 基因组核苷酸 C1913A /G 变异对乙型肝炎患者疾病进程及体外病毒复制力

的影响。方法 385 例研究对象包括 116 例慢性乙型肝炎轻中度( CHB-M) 患者，123 例慢性乙型肝炎重度

( CHB-S) 患者和 146 例慢加急性肝衰竭( ACLF) 患者。从患者血清中提取 HBV DNA，PCＲ 扩增 HBV DNA 全

长，统计分析 G1896A，A1762T + G1764A 和 C1913A /G 变异的发生率，C1913A /G 变异引起核心蛋白第 5 位氨

基酸残基由脯氨酸变为苏氨酸或丙氨酸。统计各组变异与不同疾病进程患者间的单因素与多因素分析。挑

选代表性 C1913A /G 变异株通过定点突变回复为野生型对照。用 BspQⅠ /ScaⅠ双酶切 HBV 基因组，转染

HepG2 细胞，检测病毒复制力和 HBsAg 表达水平。结果 CHB-M、CHB-S 和 ACLF 三组患者 G1896A，A1762T +
G1764A 和 C1913A /G 变 异 检 出 率 分 别 为 17. 45%、27. 43% 和 51. 63% ( P ＜ 0. 01 ) ，21. 32%、32. 64% 和

78. 61% ( P ＜ 0. 01 ) ，15. 52%、33. 33% 和 35. 62% ( P ＜ 0. 01 ) ，CHB 与 ACLF 患者年龄校正以后两组比较

C1913A /G 检出率分别为 26. 34%和 31. 13% ( P ＜ 0. 01) 。C1913A 变异株的复制力和 HBsAg 水平较野生株

分别降低了 32. 6%和 9. 7%，C1913G 分别降低了 50. 7%和 9. 2%。结论 C1913A /G 变异发生率随疾病程度

加重依次增高且有统计学意义; C1913A /G 变异降低 HBV 病毒复制力并进而降低 HBsAg 表达水平，可能与

核心蛋白结构发生改变有关，结果提示该变异可能与慢性乙型肝炎重症化发生机制相关。
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【Abstract】 Objective To evaluate the impact of hepatitis B virus( HBV) genome C1913A /G mutation on

disease progression and the viral replication capacity in vitro． Methods 385 patients were categorized into mild
chronic hepatitis B( CHB-M，116) ，severe hepatitis B( CHB-S，123) ，and acute on chronic liver failure( ACLF，146)

sub-groups． Full-length HBV genome extracted from patient's serum was amplified by PCＲ and the G1896A，A1762T
+ G1764A and C1913A /G variant incidences were calculated． C1913A /G mutation can cause the core protein's fifth
residue proline replacement by threonine or alanine． The difference in incidences of C1913A /G among groups was
analyzed． The representative C1913A /G mutant was picked out for site-directed mutagenesis converted to wild type as
controls by． HBV 1. 0 full length genome derived by BspQ Ⅰ /Sca Ⅰ double digestion was transfected into HepG2
cells to compare viral replication capacity and HBsAg expression between C1913A /G mutant and wild type．
Ｒesults G1896A，A1762T + G1764A and C1913A /G mutation detection rates were 17. 45%，27. 43% and
51. 63% ( P ＜ 0. 01 ) ; 21. 32%，32. 64% and 78. 61% ( P ＜ 0. 01 ) ，15. 52%，33. 33% and 35. 62% for CHB-M，

CHB-S and ACLF respectively( P ＜ 0. 01) ． The C1913A /G detection rates were 26. 34% and 31. 13% ( P ＜ 0. 01 )

after the age-revised in CHB and ACLF groups． Ｒeplication capacity and HBsAg expression of C1913A mutants
reduced by 32. 6% and 9. 7% compared to that of wild type; C1913G reduced by 50. 7% and 9. 2% respectively．
Conclusions Incidence of C1913A /G mutation increased along with disease severity，which was statistically
significant． C1913A /G mutation reduced viral replication capacity and HBsAg expression; it was possibly due to
changes in the core protein structure． The results suggested that C1913A /G mutation may be associated with disease
progression of chronic hepatitis B．
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虽然乙型肝炎疫苗在预防 HBV 感染方面发挥了

重要作用，但是在全球范围，HBV 感染是引起急慢性肝

炎和进展性肝病包括肝硬化、肝衰竭和肝细胞癌的一

个主要原因。HBV 感染后机体是否发病，由病毒和机

体双方相互作用决定; 影响疾病转归和临床结局的因

素很多，其中 HBV 基因组发生变异就可能是一个重要

的原因。HBV DNA 复制过程中存在反转录过程，由于

DNA 聚合酶缺乏读码校正功能，在免疫、药物等各种外

界压力下，使得 HBV 在复制周期中容易发生变异［1］。
相对于 HBV 基因组其他区域的研究，C 区的研究较少，

C 区变异影响 HBcAg 的合成和表达，进而影响 HBV
DNA 的复制。本研究检测 C1913A /G 变异对病毒复制

力和 HBsAg 表达的影响，探讨 C 区 C1913A /G 变异引

起的 HBV 病毒生物学变化及其对乙型肝炎重症化发

生的影响。

资料与方法

一、临床资料

样本来源于 2005 年 8 月至 2008 年 5 月于解放军

302 医院就诊的 385 例病毒性乙型肝炎患者，其中慢性

乙型肝炎轻中度( CHB-M) 患者 116 例，慢性乙型肝炎

重度( CHB-S) 患者 123 例，诊断标准符合 2000 年 9 月

( 西安) 全国会议修订的《病毒性肝炎防治方案》标

准［2］，慢加急性肝衰竭( ACLF) 患者 146 例，诊断标准

符合 2006 年中华医学会制定的《肝衰竭诊疗指南》［3］。
二、主要试剂及引物

病毒 DNAout 提取试剂盒、PCＲ 试剂购自北京天恩

泽公司; Taq 酶、T4 DNA 连接酶、购自 TaKaＲa 公司;

pGEM-Teasy 载体、JM109 感受态细胞购自 Promega 公

司; 胶回收试剂盒购自 QIAGEN 公司; 质粒提取试剂盒

购自上海生工公司; 定点突变试剂盒购自德国 STＲAT-
AGENE 公司; BspQⅠ、ScaⅠ内切酶购自 NEB 公司; 转

染试剂盒 Fugene HD 购自 Ｒoche 公司; HBsAg 诊断试

剂盒购自北京科卫公司; 实时荧光定量试剂盒购自上

海复星公司; 引物由上海生工合成，测序由北京天一辉

远公司完成。
三、方法

1． HBV DNA 全基因组序列扩增和 TA 克隆: 采用

病毒 DNAout 试剂裂解病毒并沉淀 DNA，再用 70% 乙

醇沉淀 蛋 白 以 提 高 DNA 纯 度。采 用 经 典 的 一 步 法

PCＲ 扩增 HBV 全基因组序列［4］。将全长 PCＲ 产物进

行纯化后加 A，胶回收加 A 产物，与 pGEM-Teasy 载体

连接，转化 JM109 感受态细菌后进行蓝白斑筛选，挑取

白色菌落 PCＲ 阳性的克隆送测序。
2． 对 1913 位点定点突变: 用 QuickChange 定点突

变试剂盒对 1913A /G 定点突变回复为野生型 1913C，

获得除 1913 位点以外的基因背景完全相同的副本对

照组。定点突变引物为 P1、P2( 表 1) ，反应条件: 95 ℃
2 min; 95 ℃ 20 s，60 ℃ 10 s，68 ℃ 4 min，18 个循环;

68 ℃ 5 min。产物模板 DNA 经 DpnⅠ酶消化后，选择

性地保留未甲基化的质粒，转化 JM109 高感受态细胞，

挑选阳性克隆送测序确定是否突变成功。

表 1 定点突变引物

引物名称 引物序列 引物用途

P1 5'-ATGGACATTGACCCGTATAAAGAATTT-3' 定点突变

P2 5'-AAATTCTTTATACGGGTCAATGTCCAT-3' 定点突变

3． 获得 1. 0 倍全长 HBV 复制子及细胞转染: 提取

含有全长 HBV DNA 的质粒进行 BspQⅠ /ScaⅠ双酶切，

胶回 收 3. 2 kb 左 右 的 DNA 条 带，获 得 1. 0 倍 HBV
DNA 全 长，用 紫 外 分 光 光 度 计 定 量，浓 度 为 0. 6 ～
1. 2 μg /μl，且 A260 /A280 值为 1. 8。将人肝癌细胞系

( HepG2) 于含 10% 胎牛血清的 DMEM 中，37 ℃ 5%
CO2 培养，转染前 1 d 按 1. 5 × 105 个细胞 /孔接种于 12
孔板中，细胞生长至 50% ～ 60% 融合度时采用脂质体

转染法进行转染，每孔转染全长 HBV DNA 1 μg，脂质

体 2 μl，设置未转染孔为阴性对照，转染 72 h 后收获

细胞。
4． 上清分泌的 HBsAg 和细胞内 HBV 核心颗粒检

测: HepG2 细胞转染 72 h 后，收集细胞上清采用 ELISA
方法检测乙型肝炎 HBsAg。收集细胞经 0. 5% NP-40
裂解，先后经 DNaseⅠ和 Proeinase K 消化，再用酚、氯

仿 /异戊醇抽提，异丙醇沉淀，乙醇漂洗，Elution Buffer
重溶获得 HBV 复制中间体核心颗粒 DNA。采用 Ｒeal-
time 荧光定量法进行 HBV 定量，反映 1. 0 倍 HBV 体外

复制力。
四、统计学处理

应用 SPSS 16. 0 和 SAS 9. 0 软件分析数据。正态

分布的计量资料用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，方差齐

采用方差分析，方差不齐采用 K-W 秩和检验。计数资

料用 χ2 检验。多因素分析采用多重 Logistic 回归分

析，P ＜ 0. 05 表示有统计学差异。

结 果

1． 患者临床资料分析: 患者的人口学资料和临床

检测资料按分组呈现( 表 2) 。对来自患者样本的数据
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表 2 患者临床资料分析

组别 例数 男 /女
年龄

( 岁，珋x ± s)

HBeAg

( + / － ，例)

ALT

( U /L，珋x ± s)

TBIL

( mmol /L，珋x ± s)

PTA

( % ，珋x ± s)

HBV DNA

( log10拷贝 /

ml，珋x ± s)

G1896A

( % )

A1762T +

G1764A( % )

C1913A /

G( % )

CHB-M 116 100 /16 41. 1 ± 13. 0 88 /28 169. 00 ± 249. 00 42. 38 ± 76. 80 95. 62 ± 33. 91 6. 27 ± 1. 26 17. 45 21. 32 15. 52

CHB-S 123 106 /17 38. 8 ± 13. 4 58 /65 460. 39 ± 376. 02 106. 54 ± 112. 31 65. 60 ± 18. 93 5. 93 ± 1. 36 27. 43 32. 64 33. 33

ACLF 146 119 /27 46. 0 ± 12. 0 49 /97 527. 70 ± 995. 60 313. 40 ± 144. 30 33. 42 ± 4. 20 5. 00 ± 1. 90 51. 63 78. 61 35. 62

P 值 ＞ 0. 05 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01

表 3 不同变异在不同患者分组中年龄校正后的分析

组别 例数 年龄( 岁，珋x ± s) G1896A( % ) A1762T + G1764A( % ) C1913A /G( % )

CHB 111 32. 02 ± 6. 23 43. 22 68. 52 24. 34

ACLF 45 33. 47 ± 4. 73 55. 61 77. 84 31. 13

单因素分析 P 值 校正 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01 ＜ 0. 01

多因素分析 P 值 0. 02 0. 02 0. 03

进行统计分析，G1896A，A1762T + G1764A 和 C1913A /
G 变异检出率在 CHB-M、CHB-S 和 ACLF 三组患者中

分 别 为: 17. 45%，27. 43% 和 51. 63% ( P ＜ 0. 01 ) ;

21. 32%，32. 64%，和 78. 61% ( P ＜ 0. 01 ) ; 15. 52%、
33. 33% 和 35. 62% ( P ＜ 0. 01 ) 。检 出 率 在 CHB-M、
CHB-S 和 ACLF 中呈升高趋势，CHB-M 和 CHB-S 和

ACLF 比较发生率明显增加，单因素分析各组变异率有

统计学差异。临床资料显示 CHB-M、CHB-S 和 ACLF
患者 HBeAg 阳性率，PTA 和 HBV DNA 载量依次降低

( P ＜ 0. 01 ) ，而 ALT 和 TBIL 含 量 则 依 次 升 高 ( P ＜
0. 01) 。

2． 不同变异在不同分组患者中年龄校正后的单因

素和多因素分析: 将入选样本患者年龄校正后分为两

组 CHB 组和 ACLF 组 ( 表 3 ) ，单因 素 分 析 G1896A，

A1762T + G1764A 和 C1913A /G 变异率均有统计学差

异( P ＜ 0. 01 ) ，多重 Logistic 回归分析显示 G1896A，

A1762T + G1764A 和 C1913A /G 变异是 CHB 患者发展

为 ACLF 的风险因素。
3． HBV DNA 复制力的评价及表面抗原检测: 以经

典的 A1762T /G1764A 双 联 变 异 作 为 对 照，Ｒeal-time
PCＲ 方法对提取的核心颗粒进行 HBV DNA 定量，反映

1. 0 倍 HBV 体外复制力，变异型的双联变异 A1762T /
G1764A 复制力较相应野生株提高了 67%，C1913A 和

C1913G 复制 力 较 相 应 野 生 株 分 别 降 低 了 32. 6% 和

50. 7% ( 图 1 ) 。检 测 乙 型 肝 炎 HBsAg，双 联 变 异 的

A1762T /G1764A HBsAg 滴 度 较 相 应 野 生 株 提 高 了

20. 9%，C1913A 和 C1913G HBsAg 滴度较相应野生株

降低了 9. 7%和 9. 2% ( 图 2) 。

讨 论

目前，在全世界乙型肝炎病毒感染都是一种主要

的公共卫生问题，全世界大约有 4 亿人感染了乙型肝

炎病毒［5］。在成人感染者中只有 5% 的人会发展成慢

性肝炎，相反的，在出生时或年幼时即感染者则有 90%
以上会进展为慢性肝炎。HBV 感染后发生慢性化和重

型肝炎的病理机制是由病毒和机体双方决定的，其病

变的进展影响因素较多，HBV 基因变异可能是其中重

要原因之一。前 C 区 G1896A 和基本核心启动子区

( BCP) A1762T /G1764A 的突变都是重要的常见突变，

在改变 HBeAg 的表达方面起重要作用，HBeAg 与宿主

的持续病毒感染有关［5］。HBV 前 C 区 G1896A 变异使

第 28 位色氨酸密码子( TGG) 变为终止密码子( TAG) ，

从而使 HBeAg 翻译合成终止［6］，BCP 区的 A1762T /
G1764A 双联变异可使 3'端茎环结构发生改变，稳定性

增强，促进病毒转录的发生和复制［7］。
乙型肝炎病毒 C 区基因变异可能会改变核心蛋白

的构象，使 HBV 通过缺失或者改变免疫表位来逃避免

疫监视，部分有免疫活性表位的 HBV 变异株会成为优

势病毒株，这种选择性的细胞毒性 T 细胞( CTL) 表位

逃逸突变和病毒的持续感染有关［8］，引起宿主免疫攻

击导致肝脏疾病的重症化，或许可以预测肝脏疾病的

进展［9］，同时 HBcAg 的序列及结构改变会影响 HBV 核

衣壳包装的稳定性及 HBV 复制的精确度和复制效率，

这些改变都可能会对乙型肝炎病毒的生活周期有重要

影响。乙型肝炎病毒 C 区包含多个 T 细胞和 B 细胞免

疫表位，其中 HBeAg 和 HBcAg 是宿主 CTL 细胞识别和

攻击 HBV 感染肝细胞的主要靶目标，CTL 表位的改变
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会显著影响 T 细胞识别和杀伤功能和后续的细胞因子

释放，可能和肝病的临床严重程度有关［10］。C 区基因

变异会引起 HBeAg 和 HBcAg 的结构和功能改变，使病

毒逃避免疫清除或者影响 HBsAg 和 HBeAg 的检测，给

乙型肝炎的预防、诊断和治疗带来新的问题［11］。
新近有研究表明 C 区的 C1913A /G 变异在 ACLF

患者中检出率较高，认为 C1913A /G 变异是 ACLF 的独

立危险因素，但未对该变异对病毒生物学活性的影响

进行分析［12］。也有报道指出［13］，在 HBeAg 血清转换

的病例中，C1913A 在炎症活动期的突变率( 33. 3% ) 明

显高于免疫耐受期的突变率( 0) ，在 ALT 高的患者中，

C 区氨基酸突变也明显增高。1913 核苷酸突变后，使

核心区第五位氨基酸残基由脯氨酸转变苏氨酸或者丙

氨酸，由于脯氨酸对维持蛋白质的结构有重要作用，因

此该突变可能影响到蛋白质的二级结构，使乙型肝炎

病毒的核心抗原结构发生变化，分析认为 C1913A /G
虽然引起 HBV 复制力降低，但会使核心蛋白第 5 个氨

基酸发生变异，因为离核心蛋白 N 端比较近，可能会影

响蛋白成熟前信号肽的结构，信号肽不能切掉使前体

核心蛋白停留在内质网上，免疫攻击核心蛋白时也会

引起细胞膜系统的破坏，从而引起细胞的大面积死亡，

可能与乙型肝炎重症化发生有关，后续假设还需要功

能学上实验的证实。
本研究发现 C1913A/G 位点是除G1896A，A1762T +

G1764A 等位点外的潜在变异，其在不同诊断的乙型肝

炎患者中，随疾病严重程度递增，HBeAg 阳性率，PTA
和 HBV DNA 载量降低( P ＜ 0. 01 ) ，而 ALT 和 TBIL 含

量则依次升高( P ＜ 0. 01) ，在年龄校正和多因素分析基

础上，提示 C1913A /G 变异与乙型肝炎重症化相关。
在统计学分析基础上，对 C1913A /G 进行定点突变，获

得除研究位点以外基因背景完全相同的野生型副本对

照，构建 1. 0 倍 HBV 复制模型进行复制力评价，排除外

源启 动 子 对 HBV 复 制 的 影 响，以 经 典 的 A1762T /

G1764A 作为对照进行复制力评价，结果表明 C1913A /
G 位点变异后，病毒复制力显著降低，HBsAg 检测结果

与复制力一致降低。核心区 C1913A /G 位点变异引起

核心蛋白变化从而影响 HBsAg 的表达和 HBV DNA 复

制力的作用机制及对乙型肝炎重症化的影响还有待进

一步研究。
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