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论　著

[摘要]　目的　评价HBV G1613A和C1653T变异对乙型肝炎患者疾病进展、病毒体外复制力及核心启动子(CP)

转录活性的影响。方法　共纳入258例研究对象，包括65例急性乙型肝炎(AHB)患者，120例慢性乙型肝炎(CHB)患者

和73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全长基因组，统计G1613A、

C1653T和G1613A+C1653T变异的发生率。构建相应载体进行体外功能实验，观察病毒质粒转染HepG2细胞后对

病毒复制力及其CP转录活性的影响。结果　258例患者中共检出B、C、D三种基因型，其检出率分别是22.2%、

76.2%和1.6%。G1613A、C1653T及G1613A+C1653T变异发生率随疾病程度加重依次升高。AHB、CHB和ACLF患者

上述3种变异的检出率分别为13.70%、31.80%和45.20%(P<0.01)，2.30%、16.30%和27.40%(P<0.01)，2.29%、12.07%

和23.29%(P<0.05)。与野生株相比，G1613A变异株复制力升高6%，HBsAg降低15%，HBeAg表达呈阴性，CP转录

活性降低16.2%；C1653T变异株复制力升高10%，HBsAg升高55%，HBeAg与野生株接近，CP转录活性升高17.1%；

G1613A+C1653T变异株复制力升高7%，HBsAg升高66%，HBeAg升高227%，但对CP转录活性没有影响。结论　

G1613A、C1653T在CP区的变异可增加HBV复制力，影响CP转录活性和HBV抗原的表达，G1613A+C1653T联合变异可

能对这些功能产生协同作用，推测这三种变异与乙肝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 G1613A and C1653T mutations on 

disease progression, viral replication capacity, and transcription activity of HBV core promoter (CP). Methods　A total of 258 

patients were enrolled in the present study, including 65 patients with acute hepatitis B (AHB), 120 with chronic hepatitis B (CHB), 

and 73 with acute on chronic liver failure (ACLF). Serum HBV DNA was extracted from patients, and full-length HBV genome was 

amplified by PCR. The incidences of G1613A, C1653T and G1613A+C1653T in different groups were compared, and through 

functional experiments, the impact of mutants and wild-type virus on viral replication capacity and CP transcription activity 

was assessed. Results　Genotype B, C and D were the three detected genotypes in 285 patients, with detection rates of 22.2%, 

76.2% and 1.6%, respectively. The incidences of G1613A, C1653T and G1613A+C1653T mutations increased with the disease 

exacerbation, and they were 13.70%, 31.80% and 45.20% in AHB patients (P<0.01), 2.30%, 16.30% and 27.40% in CHB patients 
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(P<0.01), and 2.29%, 12.07% and 23.29% in ACLF patients (P<0.05). Compare with wild-type strain, the G1613A mutant strain of 

HBV increased the viral replication capacity by 6%, reduced HBsAg level and core promoter activity by 15% and 16.2%, and reduced 

HBeAg to undetectable level; the C1653T mutant strain increased the viral replication capacity, HBsAg level, and core promoter 

activity by 10%, 55% and 17.1%, respectively, and the HBeAg level was comparable to that of wild-type strain; the G1613A+C1653T 

mutant strain increased viral replication capacity, HBsAg level and HBeAg level by 7%, 66% and 227%, respectively, while it had no 

influence on core promoter activity. Conclusion　The G1613A and C1653T mutation in CP region may increase HBV replication 

capacity and alter CP activity and HBV antigens expression, the doublet mutation of G1613A+C1653T shows synergic effect on 

these changes, suggesting these mutations are associated with liver disease progression.

[Key words]　hepatitis B virus; promoter regions, genetic; genetic variation; liver failure

乙型肝炎病毒( hepat it i s  B v ir us，HBV )感染

是世界性的公共健康问题，我国约有9300万慢性

HBV感染患者[1-2]。慢性乙型肝炎(CHB)可进一步

进展为肝硬化(liver cirrhosis，LC)、慢加急性肝衰

竭(acute-on-chronic liver failure，ACLF)和肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma，HCC)等终末期肝病。其

中，ACLF是在慢性肝病的基础上出现的急性肝功

能失代偿，病情进展迅速，预后不良 [3]，中、晚

期ACLF的死亡率高达50%~80%[4]。ACLF是我国肝

衰竭的主要类型，主要由HBV感染引起，其具体

发病机制目前尚未完全明确，而病毒变异可能是

其中一个重要因素。HBV病毒在复制过程中，由

于HBV DNA聚合酶缺乏读码校正功能，在宿主免

疫、药物等各种外界压力下，易出现各种形式的变

异 [5]，一些关键区域的重要位点一旦发生变异，将

出现重要的生物学活性改变[6]。HBV核心启动子(core 

promoter，CP)区变异可对HBV的转录、复制及表达

产生重要影响，从而加速疾病进展[7]，并可能在某

些特定环境下成为ACLF的始动因素。本研究通过对

临床HBV感染不同病程阶段的患者进行HBV基因测

序，并结合生物学功能实验，阐明HBV CP区G1613A
和C1653T变异对ACLF发生、发展的临床意义。

1　资料与方法

1.1　临床资料　纳入2007年7月－2009年6月在解

放军302医院就诊的258例HBV患者。其中急性乙型

肝炎(AHB)65例，CHB 120例，诊断符合2000年9月
(西安)全国会议修订的《病毒性肝炎防治方案》 [8]

标准；ACLF 73例，符合2006年中华医学会制定的

《肝衰竭诊疗指南》[9]诊断标准，无重叠或混合感

染者。3种类型乙型肝炎患者的临床背景资料见表

1。

表1　患者临床资料分析

Tab.1　Clinical data of the patients
Item AHB (n=65) CHB (n=120) ACLF (n=73) P value

Male [n(%)] 53(80.2) 104(86.6) 59(80.8) 0.21

Age (year) 37±12 40±13 46±12 <0.01

HBeAg+ [n(%)] 22(33.8) 70(58.3) 22(30.1) <0.01

HBV DNA(U/ml) 3.5±2.0 5.8±1.6 5.0±1.9 <0.01

ALT (U/L) 1257.7±680.1 318.1±349.3 527.7±995.6 <0.01

TBIL (μmol/L) 103.0±70.7 74.4±101.3 313.4±144.3 <0.01

PTA (%) 100.7±23.3 83.6±20.9 33.4±4.2 <0.01

1 . 2　主要试剂及引物　病毒D N A提取试剂盒及

P C R试剂购自北京天恩泽基因工程有限公司；

pGEM-Teasy载体、JM109感受态细胞和荧光素酶检

测试剂盒购自美国Promega公司；Taq酶、T4
 DNA

连接酶购自日本TaKaR a公司；质粒提取试剂盒、

胶回收试剂盒购自德国QIAGEN公司；定点突变试

剂盒购自美国Agilent Technologies公司；KpnⅠ、

BglⅡ、BspQⅠ、SacⅠ内切酶购自美国NEB公司；

D M E M培养基购自美国G i b c o公司；转染试剂盒

X-tremeGENE HD购自美国Roche公司；HBsAg、
HBeA g诊断试剂盒购自北京万泰生物公司；实时

荧光定量试剂盒购自上海复兴公司；pTriEx-1.15倍

HBV表达载体由解放军302医院临床研究管理中心

设计合成。引物合成和基因测序由北京天一辉远公

司完成。

1.3　方法

1.3.1　HBV全基因组扩增测序　采用病毒DNAout
试剂裂解病毒并沉淀DNA，70%乙醇沉淀蛋白以

提高D N A纯度。采用经典一步法P C R扩增H B V
全基因组序列 [10]，经ABI 3739xl DNA分析软件获

得测序结果。将H BV基因序列提交GenBank，序

列号为G Q377514- G Q377579(A HB)、FJ562218-
FJ562338(CHB)、EU939536-EU939609(ACLF)。
1.3.2　HBV DNA全基因组克隆及测序　挑选6例代
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表性样本，扩增HBV全长序列，将全长PCR产物进

行胶回收，与pGEM-Teasy载体连接，转化JM109感
受态细菌后进行蓝白斑筛选，挑选白色菌落PCR
阳性克隆送测序。获得4种(WT、A1613、T1653、
A1613+T1653)不同变异形式HBV全长克隆质粒。

1.3.3　CP区1613和1653位点定点突变　采用Agilent 
Technologies定点突变试剂盒将HBV全长克隆质粒

CP区A1613+T1653定点突变回复为1613A单变异

型、1653T单变异型及G1613+C1653野生型，获得

除1613、1653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、P3和P4(表2)，
反应条件：95℃ 2min；95℃ 20s，60℃ 10s，68℃ 
4min，18个循环；68℃  5min。产物模板DNA经

DpnⅠ酶消化后，选择性保留未甲基化质粒，转化

JM109感受态细胞，挑选阳性克隆送测序确定突变

是否成功。

表2　PCR扩增引物序列

Tab.2　Primer sequences for PCR amplification
Primer Sequence(5'→3') Note

P1 TGCACGTCGCATGGAGACCACCGTGA Used for site-directed mutagenesis

P2 CTCCATGCGACGTGCAGAGGTGGAGC Used for site-directed mutagenesis

P3 TTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGAC Used for site-directed mutagenesis

P4 GTAAGACCTTGGGCAAGACCTGGTGG Used for site-directed mutagenesis

P5 CCGGTACCCGCATGGAGACCACCGTGAAC (KpnⅠ) Sense primer for PCR amplification of CP region

P6 GGAGATCTGCCCCAAAGCCACCCAAGGCAC (BglⅡ) Antisense primer for PCR amplification of CP region

P7 GGGCGGCCGCCGCATGGAGACCACCGTGAAC (NotⅠ) Sense primer for PCR amplification of CP and Core region

P8 GGGAGCTCCTAACATTGAGATTC (SacⅠ) Antisense primer for PCR amplification of CP and Core region

1.3.4　构建pTriEx-1.15倍HBV复制子　提取4种不同

变异形式的含有全长HBV DNA的质粒进行BspQⅠ/
S caⅠ双酶切，胶回收酶切产物，获得3 . 2 kb左右

长度的DNA条带，用T4 DNA连接酶将其自连，采

用P7、P8引物(表2)进行PCR扩增目的片段，扩增

的CP+Core区目的片段经电泳鉴定后行T-A克隆测

序，提取含有目的片段的T- e a s y载体质粒。采用

NotⅠ/SacⅠ酶切构建好的4种变异形式的载体质粒

及野生型pTriEx-1.15倍HBV表达载体，行CP+Core
区序列替换，替换后的重组质粒进行克隆测序，鉴

定成功后提取转染级质粒备用。

1 . 3 . 5　pTr i E x - 1 . 1 5倍H B V复制子体外实验　将

人肝癌细胞系(He p G 2 )培养于含1 0 %胎牛血清的

DMEM中(37℃、5%CO2)复苏传代2~3次，转染前

24h按1.0×105个细胞/孔分到24孔板中，在分板后

16~18h、细胞生长至50%~60%融合时采用脂质体

转染法进行转染，每孔转染1.15倍pTriEx-HBV DNA 
1μg，脂质体2.5μl，设置未转染孔为阴性对照，每

个样本做3个复孔，转染24h后收获细胞上清。采用

ELISA方法检测HBsAg、HBeAg表达水平。采用实

时荧光定量PCR法检测上清中HBV DNA载量。

1 . 3 . 6　H B V  C P区扩增及p G L 3 - C P荧光素酶表

达载体的构建　取含有 G 1 6 1 3 A 、 C 1 6 5 3 T 和

G1613A+C1653T位点变异型及其野生型的HBV全

长克隆质粒，经BspQⅠ/ScaⅠ双酶切，获得胶回

收3.2kb左右的DNA条带产物，加T4 DNA连接酶后

自连。采用普通PCR扩增CP区，引物为P5、P6，
反应条件：94℃ 3min；94℃ 15s，54℃ 15s，72℃ 

30s，35个循环；72℃ 10min。CP区扩增产物胶回

收，与pGL 3-Basic载体分别进行KpnⅠ/BglⅡ双酶

切，胶回收后在T4 DNA连接酶作用下将两者定向

连接，转化JM109感受态细菌后筛选菌落PCR阳性

克隆，提取质粒，行KpnⅠ/BglⅡ双酶切鉴定，酶

切鉴定正确的载体质粒送测序。

1.3.7　pGL 3- CP表达载体瞬时转染及双荧光素酶

报告基因检测　提取pGL3-CP荧光素酶表达载体质

粒，转染方法同前，以pGL -TK载体作为内参照进

行共转染，每孔0.05μg，设置pGL3-Basic为阴性对

照，pGL3-Control为阳性对照，48h后裂解细胞，按

照荧光素酶检测试剂盒说明书，使用单管型多功能

检测仪对荧光素酶活性进行检测，并用内参照对其

进行校正。

1.4　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以x±s表示，方差齐

用方差分析，方差不齐采用Kr uskal-Wal l is秩和检

验。计数资料采用χ 2检验。多因素分析采用多重

Logistic回归分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　患者临床资料分析　258例患者的临床资料

显示，A H B、CH B和ACL F三组患者年龄、H BV 
DNA载量、丙氨酸氨基转移酶(A LT)和总胆红素

(TBIL)水平依次升高(P<0.01)，而HBeA g阳性率

和凝血酶原活动度(PTA)则依次降低(P<0.01，表

1 )；入选样本共检测到B、C、D三种基因型，

检出率分别为2 2 . 2 %、7 6 . 2 %和1 . 6 %。其中，B基
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因型在A H B患者常见，C基因型在C H B和A C L F
患者中常见。对三组患者进行统计分析显示，

G1613A、C1653T和G1613A+C1653T联合变异检

出率在A H B、CH B和ACL F三组患者中呈上升趋

势，分别为13.70%、31.80%和45.20%(P<0.01)，
2.30%、16.30%和27.40%(P<0.01)，2.29%、12.07%和

23.29%(P<0.05)。
2.2　定点突变实验结果　以A1613+T1653典型的

双联变异HBV全长克隆质粒为模板，将其定点突变

恢复为相应野生型，测序结果显示A1613+T1653双
联变异(T1)定点突变恢复为G1613+T1653单变异型

(T2)、A1613+C1653单变异型(T3)及G1613+C1653
野生型(T4)。测序显示定点突变鉴定成功(图1)。
2.3　pTriEx-1.15倍HBV复制子构建及体外评价

2.3.1　pTriEx-1.15倍HBV复制子构建结果　4种不

同变异形式HBV T-easy克隆质粒酶切后得到3kb左
右的T-easy载体和1000bp左右的CP+Core区片段，

将其替换至pTriEx-1.15倍HBV表达载体，酶切鉴定

正确后送测序，结果证实定向替换的CP+Core区片

段，除1613、1653位点外其他碱基未发生变异，

pTriEx-1.15倍HBV表达载体构建成功(图2)。
2.3.2　CP区不同变异形式的pTriEx-1.15倍HBV复

图1　定点突变测序结果

Fig.1　Results of site-directed mutagenesis detected by DNA sequencing
　　T1. A1613+T1653 double-mutations type; T2. G1613+T1653 single-mutation type; T3. A1613+C1653 single-mutation type; T4. 

G1613+C1653 wild type

图2　pTriEx-1.15倍HBV质粒双酶切鉴定结果

Fig.2　Identification of pTriEx-1.15 HBV plasmid by Not Ⅰ/
Sac Ⅰ digestion
　　M1. Marker 2000; M2. Marker 1kb ladder; T1. A1613+T1653 

double-mutations type; T2. G1613+T1653 single-mutation type; T3. 

A1613+C1653 single-mutation type; T4. G1613+C1653 wild type; W. 

pTriEx-1.15 HBV vector

M1    T1      T2    T3    T4               W     M2

8463bp

3000bp

1000bp

3015bp

1000bp

制子体外评价　CP区不同变异形式及其对应野生

型pTr iE x-1.15倍HBV复制子转染HepG2细胞后，

G1613A变异株与相应定点突变野生株相比复制力

升高了6%，HBsA g降低了15%，HBeA g表达呈阴

性；C1653T变异株与相应野生株相比复制力升高

了10%，HBsAg升高了55%，HbeAg表达与野生株接

近；G1613A+C1653T变异株与相应野生株相比复制

力升高了7%，HBsAg升高了66%，HbeAg表达升高

了227%(图3)。
2.4　pGL 3-CP荧光素酶基因表达载体的构建　构

建成功的pGL3-CP荧光报告载体质粒经KpnⅠ/BglⅡ
双酶切，1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定为4.8kb的pGL3-

Basic载体片段和296bp的CP插入片段(图4)。酶切鉴

定正确后送测序，结果证实插入的CP区片段方向

与载体核苷酸序列相同，除1613、1653位点外其他

碱基未发生变异，表明双荧光素酶基因报告载体构

建成功。

2.5　CP启动子活性检测　经双荧光素酶基因报告

系统检测，A1613变异株的启动子活性与野生株相

比降低了16.2%；T1653变异株的启动子活性与野生

株相比升高了17.1%；而A1613+T1653双联变异株

的启动子活性与野生株相比仅降低了1%，与野生

型基本接近(图5)。表明A1613变异使启动子活性降

低，T1653变异能升高启动子活性，顺式激活下游

基因转录，而两者联合变异后其启动子活性可能产

生协同作用，与野生株活性基本一致。

3　讨　　论

ACLF是由多种因素引起，在慢性肝病的基础

上出现的急性肝功能严重障碍或失代偿，出现凝血

机制障碍、黄疸、腹水和肝性脑病等为主要表现的

一组临床症候群[9]。ACLF的致病机制十分复杂，导

致其病变进展的因素较多，病毒因素和机体免疫的

相互作用可能是导致疾病重症化的主要原因。HBV
病毒具有高度变异性，其中在CP区发生变异的概

率较高，该区最为经典的组合为A1762T和G1764A
双联变异，发生该变异后3'端茎环结构发生改变，

Sequence
Standardized sequence

nt1613 nt1653
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图3　CP区不同变异形式的pTriEx-1.15倍HBV复制子体外评价

Fig.3　Replicative capacity of pTriEx-1.15 HBV with different mutations in CP region
A. Supernatant HBsAg detected by ELISA; B. Supernatant HBeAg detected by ELISA; C. Supernatant HBV DNA detected by real-time PCR

图4　pGL3-CP双酶切鉴定结果

Fig.4　Identification of pGL3-CP plasmid by KpnⅠ/BglⅡ 

digestion
　　M1. Marker 1kb ladder; M2. Marker 2000; T1. A1613+T1653 

double-mutations type; T2. G1613+T1653 single-mutation type; T3. 

A1613+C1653 single-mutation type; T4. G1613+C1653 wild type

图5　双荧光素酶启动子活性检测

Fig.5　Double luciferase activity of core promoter

ACLF患者中出现较多[14]。Zhang等[15]认为A1846T
变异是ACLF的独立危险因素，本课题组江玲等[16]

对A1846T位点变异进行体外生物学功能分析，结

果表明A1846T变异可显著增加HBV复制力、提高

HBsAg表达水平和增强CP启动子活性，顺式激活下

游基因转录表达。上述结果表明，以上CP区重要

位点的变异或联合变异与慢性乙型肝炎重症化的发

生、发展密切相关。

HBV核心启动子区(CP，nt1575-1849)由基本

核心启动子区(BCP，nt1742-1849)和上游调控区

(URR，nt1613-1742)组成。URR由负调控区(NRE，
nt1613-1636)和核心上游调控序列(CURS，nt1637-
1742)所组成。其中，CP区还与X区(nt1374-1838)和
增强子Ⅱ(ENⅡ，nt1627-1774)部分重叠。CP区的

主要功能为调节前核心蛋白、核心蛋白和病毒DNA
聚合酶的表达，对病毒的复制过程也起关键的调

控作用。以往大量文献报道在HCC患者中G1613A
和C1653T变异发生率较高，该位点出现的变异可

作为预测HCC发生的危险因素 [17-20]。然而G1613A
和C1653T变异在ACLF患者中的临床意义鲜有报

道。本课题组针对G1613A和C1653T变异后病毒生

物学功能的改变与ACLF疾病进展之间的关系，通

过对258例HBV感染不同病程阶段的临床患者进行

HBV基因测序，结果发现B、C、D三种基因型，

其检出率分别为22.2%、76.2%和1.6%。测序结果

提示B基因型在AHB患者中常见，C基因型在CHB
和ACLF患者中常见。随着病情加重，G1613A、

C1653T和G1613A+C1653T联合变异检出率显著递

增，年龄、HBV DNA载量、ALT和TBIL水平依次

升高(P<0.01)，而HBeAg阳性率和PTA则依次降低

(P<0.01)，提示G1613A和C1653T变异可能与ACLF
的发生密切相关。
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稳定性增强，可促进病毒的转录和复制 [11]。该变

异与CHB、LC、ACLF和HCC的发生密切相关，当

A1762T、G1764A联合G1613A、C1653T变异时与

终末期肝病的发生显著相关[12-13]。新近研究显示CP
区T1753C、C1766T、T1768A及A1846T等位点在
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本研究在统计学分析的基础上，对G1613A和

C1653T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及单变异型副本对照，构

建pTriEx-1.15倍HBV复制模型进行复制力评价，以

相应野生株作为对照进行评价，结果表明G1613A
位点变异可增加复制力(6%)，降低HBsA g表达水

平(15%)及核心启动子活性(16%)，HBeAg表达呈

阴性。对该变异位点进行分析，G1613A位于NRE
区的N-末端、ENⅡ和CURS区的上游，NRE区的主

要功能是对CP区的ENⅡ和CUR S起抑制作用，有

研究报道nt1613-nt1615对NRE区的抑制功能起主要

作用 [18]。本研究发现G1613A变异后可增加病毒复

制力(6%)并显著抑制HBeAg的表达，与Li等[21]关于

G1613A变异研究中的HBV复制力和HBeAg表达结

果一致，但CP启动子活性结果与其不一致(本研究

为降低16%)。有研究报道HBeAg表达降低或呈阴

性会引起HBc A g特有的肝损伤及慢性感染期HBV
复制力持续升高，可导致严重的肝脏疾病[22-24]。以

相应野生株作为对照进行评价，结果显示C1653T
位点变异可增加复制力(10%)、提高HBsAg(55%)
表达水平及增强CP启动子活性(17%)。对该变异位

点进行分析发现，C1653T位于CURS区，与X区的

box α(nt1646-1668)和ENⅡ的位置重叠，有研究表

明，C1653T发生变异可增加与肝细胞核内因子结

合的亲和力，对ENⅡ、BCP和CP启动子活性都有

增强的作用，能顺式激活下游基因转录，进而提高

病毒复制力、HBsAg表达水平及CP启动子活性，加

速疾病重症化进展 [25]。以相应野生株作为对照进

行评价，结果显示G1613A+C1653T联合变异可增

加复制力(7%)、提高HBsAg(66%)和HBeAg(227%)
表达水平，而启动子活性与野生株基本一致；

G1 6 13A + C 1 6 5 3 T联合变异位于CP区，其变异对

HBV前基因组和Pre-C RNAs的转录有重要的影响，

其体外功能实验结果表明联合变异可能产生协同和

累积作用并增加HBV的致病性，成为加速疾病重症

化进展的因素之一。

以上实验结果提示，核心启动子区G1613A和

C1653T变异与ACLF的发生、发展密切相关。本研

究进一步证实了HBV CP区变异与肝衰竭发生之间

的关系，为肝衰竭的发病机制研究提供了科学依

据。
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