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［摘　要］　目的　探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）合并人类免疫缺陷病毒１型（ＨＩＶ１）感染者和 ＨＢＶ单独感染者

ＨＢＶ基因组三个重点区域的变异。方法　收集湖南省 ＨＩＶ１／ＨＢＶ合并感染患者（试验组）和 ＨＢＶ单独感染患

者（对照组）血清各４０份，进行 ＨＢＶ全基因组扩增及测序，并对突变位点进行分析。结果　有５９份血清 ＨＢＶ成

功分型和测序，其中试验组２１份，对照组３８份，试验组与对照组 ＨＢＶ载量值和不同基因型比较，差异均有统计学

意义（均犘＜０．０５）。试验组４例患者血清标本 ＨＢＶ在前Ｓ区２２个氨基酸发生变异，１２例在前Ｃ区和ＢＣＰ区

４５个核苷酸发生突变，试验组和对照组前Ｓ区氨基酸总体缺失突变率分别为０．６０％、０．６４％，差异无统计学意义

（χ
２＝０．０４２，犘＞０．０５）。试验组与对照组前Ｃ区和ＢＣＰ区各个主要突变位点变异发生率比较，差异无统计学意

义 （均犘＞０．０５），试验组和对照组前Ｃ区和ＢＣＰ区总体变异发生率分别为１．３６％、１．７３％，差异无统计学意义（χ
２

＝１．９２０，犘＞０．０５）。结论　共感染患者的 ＨＢＶ变异水平与单感染患者基本一致，短时间内 ＨＩＶ１暂未对 ＨＢＶ

的进化突变造成显著影响。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）的前Ｃ

区及Ｃ区启动子的变异是近十年来肝炎领域的研

究热点。上述两个区域，以及前Ｓ区和ＥｎｈⅡ区发

生突变已被证明与肝纤维化和肝癌的产生密切相

关。由于Ｃ区，特别是基本核心启动子区在病毒复

制中起着重要作用，一旦变异将影响到乙型肝炎

ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）的表达和宿主的免疫应答，并直接

影响慢性肝病患者的病程进展及药物治疗的效

果［１４］。近年来，乙型肝炎病毒合并人类免疫缺陷病

毒１ 型 （ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，

ＨＩＶ１）共感染人群数量不断上升，防治形势十分严

峻，而ＨＩＶ与肝炎病毒交叉感染会导致感染者免疫

水平下降，病毒复制活跃，引发肝脏持续性炎症因子

的表达和单核淋巴细胞的活化，加速病程进展。相对

于ＨＢＶ单感染，共感染患者体内的 ＨＢＶ受到ＨＩＶ

１和宿主免疫系统的共同作用和影响，尚不清楚是否

会导致病毒变异和进化的加快。本研究目的为分析

共感染人群ＨＢＶ重点区域的变异，初步探讨此问题。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１７年１月—２０１８年１月长沙市

第一医院和郴州市第二人民医院进行 ＨＩＶ和ＨＢＶ

检测的患者，经知情同意后随机挑选４０例 ＨＩＶ确

证阳性且ＨＢＶＤＮＡ阳性作为共感染试验组，４０例

ＨＢＶＤＮＡ阳性作为单感染对照组，于未开展抗病

毒治疗前采血。对乙型肝炎的诊断符合乙型病毒性

肝炎诊断标准（ＷＳ２９９－２００８）。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　ＡＢＩ７５００荧光ＰＣＲ仪为ＡＢＩ公司生

产，普通ＰＣＲ仪为珠海黑马医学仪器有限公司生产。

１．２．２　试剂　乙肝五项检测试剂盒购自珠海丽珠

医药公司，ＨＢＶＤＮＡ提取试剂盒、定量试剂盒和扩

增试剂盒均由上海星耀医学科技发展有限公司提供。

１．３　全基因组扩增及测序

１．３．１　引物　全基因组扩增引物：ＨＰ１５’→３’

ＣＣＧＧＡＡＡＧＣＴＴＧＡＧＣＴＣＴＴＣＴＴＴＴＴＣＡＣＣＴＣ

ＴＧＣＣＴＡＡＴＣＡ；ＨＰ２５’→３’ＣＣＧＧＡＡＡＧＣＴＴ

ＧＡＧＣＴＣＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＴＧＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧ。

１．３．２　扩增体系及步骤　试剂准备、标本处理和加

样按照定量试剂盒说明书和实时荧光定量ＰＣＲ仪

操作规程进行。定量检测反应条件为：５０℃，２ｍｉｎ

→９４℃，５ｍｉｎ→９４℃，１０ｓ→６０℃，４０ｓ共４０个循

环。而全基因组扩增体系（５０μＬ）为：ＤＮＡＰｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋
ｐｌｕｓ）１０μＬ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ４μＬ ，ＰｒｉｍｅｒＨＰ１１１μＬ，ＰｒｉｍｅｒＨＰ２

１μＬ，ＨＢＶＤＮＡ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２８．５μＬ。扩增程序

为：９４℃，１ｍｉｎ→９４℃，４０ｓ→６０℃，９０ｓ→６８℃，

３ｍｉｎ共４０个循环，每１０个循环增加２ｍｉｎ，３０个

循环以后９ｍｉｎ。

１．３．３　结果检测及测序　采用ＡＢＩ７５００ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓ分析定量结果。全基因组扩增则每

管分别取５μＬＰＣＲ扩增液，１．５％琼脂糖凝胶

１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ，在３．２ｋｂ处有条带的视为成功

扩增目的片段，并送上海生工测序。

１．４　序列分析应用　ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ进行基因分型

和序 列 分 析，标 准 参 照 序 列 为 ＧＱ９２４６０３ 和

ＦＪ５６２２１９。

１．５　总体变异率比较　以每１００个氨基酸／核苷酸

中发生氨基酸／核苷酸替换数目的百分比来计算［２］，

前Ｓ区分析片段总长１７４个氨基酸，前Ｃ区和ＢＣＰ

区分析片段总长１５８个核苷酸。前Ｓ区总突变率＝

氨基酸突变数／（测序例数×１７４）×１００％，前Ｃ区

和ＢＣＰ区总突变率＝氨基酸突变数／（测序例数×

１５８）×１００％。

１．６　统计方法　应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据分

析，正态分布采用狋检验比较两组间均数，非正态分

布采用秩和检验比较两组间中位数，采用χ
２ 检验对

各组间差异性进行分析，犘＜０．０５为差异具有统计

学意义。

２　结果

２．１　基本信息　试验组４０例患者中，仅２１例

（５２．５０％）能成功测得ＨＢＶ全基因组序列，其中男性

１７例（８０．９５％），女性４例（１９．０５％）；≤４０岁者１０例
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（４７．６２％），＞４０岁者１１例（５２．３８％）。而对照组

４０例患者中，有３８例（９５．００％）成功测得 ＨＢＶ全基

因组序列，检出的基因型和ＨＢＶ载量值以及性别、感

染途径等见表１。湖南省 ＨＩＶ患者感染 ＨＢＶ基因

（亚）型以Ｂ型为主。试验组与对照组 ＨＢＶ载量值

和不同基因型比较，差异有统计学意义（均犘＜

０．０５）。试验组年龄为（４０．７±１５．０）岁，对照组为

（３６．３±１５．２）岁，两组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　成功测得ＨＢＶ全基因组序列的两组患者基本资料比较

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｂａｓｉｃｄａｔａｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｈｏｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｅ

项目 试验组 对照组 狋／χ
２ 犘

性别

　男 １７ ２４ ２．０２ ０．１５５

　女 ４ １４

感染途径

　性传播 ２０ ３５ ０．２１ ０．６４７

　吸毒传播 １ ３

ＨＢｅＡｇ

　阳性 １２ ２５ ０．４３２ ０．５１１

　阴性 ９ １３

ＨＢＶ基因型

　Ｂ亚型 １８ ２３ ４．０４７ ０．０４４

　Ｃ亚型 ３ １５

ＨＢＶＤＮＡ（ｌｏｇ） ５．９ ７．８ － ０．０３８

ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ８０．５ ６１．５ － ０．７２２

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ６４．５ ７６ － ０．７２２

ＴＢｉＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ２０．５ １６ － ０．７２２

　　ＡＳＴ：天门冬氨酸氨基转移酶，ＡＬＴ：丙氨酸氨基转氨酶，ＴＢｉＬ：

总胆红素

２．２　序列比对与分析

２．２．１　前Ｓ区序列分析比较　前Ｓ区序列试验组

４份样本中２２个氨基酸发生突变，其中，２个前Ｓ１

区缺失突变，２０个前Ｓ２区缺失突变。对照组６份

样本中４２个氨基酸发生突变，其中２个为起始位点

突变，１６个前Ｓ１区缺失突变，２４个前Ｓ２区缺失突

变。实验组和对照组前Ｓ区氨基酸总体缺失突变

率分别为０．６０％、０．６４％，差异无统计学意义（χ
２＝

０．０４２，犘＞０．０５）。

２．２．２　前Ｃ区和ＢＣＰ区序列分析分析　前Ｃ区

和ＢＣＰ区序列试验组１２份样本４５个核苷酸发生

突变，对照组３２份１０４个核苷酸发生突变，两组前

Ｃ区和ＢＣＰ区各个主要突变位点变异发生率比较，

差异无统计学意义（均犘＞０．０５），见表２～３。试验

组和对照组前Ｃ区和ＢＣＰ区总体变异发生率分别

为１．３６％、１．７３％，差异无统计学意义（χ
２＝１．９２０，

犘＞０．０５）。

表２　两组患者血清标本 ＨＢＶ前Ｃ区突变率比较［份（％）］

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅｓｉｎｐｒｅＣｒｅｇｉｏｎｏｆ

ＨＢＶｉｎｓｅｒｕｍｓｐｅｃｉｍｅｎｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

（Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［％］）

组别 Ａ１８６４Ｔ／Ｃ Ｔ１８５８Ｃ Ｇ１８６２Ｔ Ｇ１８９６Ａ Ｇ１８９９Ａ

试验组（狀＝２１）５（２３．８） １（４．８） １（４．８） ９（４２．９） １（４．８）

对照组（狀＝３８）９（２３．７） ３（７．９） ２（５．３） １９（５０．０） ３（７．９）

χ
２ ０．０００ ０．２０５ ０．００６ ０．２４９ ０．２０５

犘 ０．９８４ ０．６５０ ０．９３６ ０．６１８ ０．６５０

表３　两组患者血清标本 ＨＢＶ基本核心启动子区突变率比较［份（％）］

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅｓｉｎＢＣＰｒｅｇｉｏｎｏｆＨＢＶｉｎｓｅｒｕｍｓｐｅｃｉｍｅｎｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［％］）

组别 Ｇ１７５２Ａ Ｔ１７５３Ｇ／Ｃ Ａ１７６０Ｇ Ａ１７６２Ｔ Ｇ１７６４Ａ Ｇ１７７６Ｔ Ｇ１７９９Ａ／Ｃ Ａ１７６２Ｔ＋Ｇ１７６４Ａ

试验组（狀＝２１） ７（３３．３） １（４．８） ０（０．０） ５（２３．８） ７（３３．３） ０（０．０） ３（１４．３） ５（２３．８）

对照组（狀＝３８） １９（５０．０） ４（１０．５） １（２．６） １１（２８．９） １１（２８．９） １（２．６） １１（２８．９） １０（２６．３）

χ
２ １．７５８ ０．６２２ ０．５７８ ０．２３５ ０．０８１ ０．５７８ １．７４５ ０．０７２

犘 ０．１８５ ０．４３０ ０．４４７ ０．６２８ ０．７７６ ０．４４７ ０．１８７ ０．７８８

３　讨论

ＨＢＶ是一种不完全双链ＤＮＡ病毒，基因组全

长３．２ｋｂ，由四个重叠的开放阅读框（ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇ

Ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）组成，分别是前Ｓ／Ｓ（ｐｒｅＳ／Ｓ）区，前Ｃ／

Ｃ（ｐｒｅｃｏｒｅ／ｃｏｒｅ）区，Ｘ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ）

区和Ｐ（ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）区。由于在复制过程中逆

转录酶缺乏校正功能，以及免疫逃避等因素的作用，

ＨＢＶ常发生变异。前Ｃ区编码 ＨＢｅＡｇ的前体蛋

白，是宿主免疫系统攻击的靶位；而Ｃ启动子区，特

别是基本核心启动子 （ｂａｓｉｃｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒＢＣＰ）区

在前ＣｍＲＮＡ和前基因组ＲＮＡ（ｐｇＲＮＡ）的转录和

调控中起着重要的作用，这两个区域的变异直接影

响到 ＨＢｅＡｇ的表达、病毒复制状态及肝功能
［１２］。

前Ｃ区的常见变异为 Ｇ１８９６Ａ和 Ｇ１８９９Ａ，ＢＣＰ区

为Ｔ１７５３Ｖ和Ａ１７６２Ｔ＋Ｇ１７６４Ａ双突变，在不同亚

型中突变关键位点稍有差异，通常与慢性肝病的病
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情进展及预后相关，能降低免疫应答并影响干扰素

的治疗效果［３６］，被认为是肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ，ＨＣＣ）的高风险因素之一
［７］。前Ｓ区的缺失

突变可导致ＨＢＶ表面蛋白表达量减少，并且通过消

除 ＨＬＡ限制性Ｂ细胞和Ｔ细胞表位，使得病毒持

续存在［５］。前Ｓ１／Ｓ２区的缺失突变也经常在隐匿性

感染（ＯＢＩ）病例中检测到
［８］。此外，ＨＢＶＳ基因中

３０２Ｇ→Ａ、３４５Ｇ→Ａ 引起的氨基酸变异 Ｓ５０Ｇ、

Ｙ６４Ｃ，可能是导致母婴传播 ＨＢＶ 宫内感染的原

因［９］。而近年来，ＨＢＶＸ区基因突变与原发性肝癌

预后的关系也得到证实［１０１２］。

由于 ＨＩＶ与 ＨＢＶ具有相同或相似的感染途

径，均可经血液、性接触和母婴等途径传播，两类病

毒通常发生重叠感染：约有９０％～９５％的ＨＩＶ感染

者曾经感染过 ＨＢＶ，其中有大约１０％～１５％发展为

慢性乙型肝炎患者［１３］，双重感染主要高度流行于注

射吸毒人群和献血者中［１４１５］。在前期研究中我们发

现，大量 ＨＩＶ与ＨＢＶ感染患者血浆ＨＢＶＶＬ值较

高而 ＨＢｅＡｇ呈阴性，且与 ＨＢＶ 亚型有一定相关

性，提示共感染患者体内存在 ＨＢＶ病毒的高度变

异［１６］。本实验共收集４０份 ＨＩＶ１／ＨＢＶ共感染血

清样本，４０份 ＨＢＶ单独感染血清样本，但有 ＨＢＶ

载量值较高且手工提取ＨＢＶＤＮＡ定量也为阳性的

１９份共感染样本无法扩增或者未测序成功，失败率

远高于ＨＢＶ单感染者，原因值得进一步分析，推测

可能为引物靶定的位置发生了突变或者个体内突变

亚株较多，导致测序紊乱。在成功测序的样本中，共

感染组虽然在前Ｓ区、前Ｃ区和ＢＣＰ区三个重要区

域均 有 发 生 缺 失 突 变 或 者 Ｇ１８９６Ａ、Ａ１７６２Ｔ／

Ｇ１７６４Ａ等（已经证明与病情进展和预后有关）关键

位点的突变，但突变率与 ＨＢＶ单感染组相比无差

异，初步说明短时间内 ＨＩＶ１的存在对 ＨＢＶ的突

变暂无明显影响。但如果长期共存相互作用，

ＨＩＶ１导致机体免疫功能下降、应答缓慢，ＨＢＶ复

制活跃，是否会发生变化还需更长时间的观察和研

究。值得指出的是，部分共感染患者出现一些新的

ＨＢＶ突变位点，如 Ｇ１８５４Ｔ、Ａ１８５９Ｔ、Ｇ１８７６Ａ 等，

新的突变位点是否会影响宿主的免疫应答和治疗效

果也需进一步分析。
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