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乙型肝炎患者直接测序图中套峰现象!观察克隆后碱基差异!并分析其同源性$方

法
!

出现套峰的标本中选取
'

例双阳乙型肝炎患者为实验组!

=

例单阳患者作为对照组!对
"

区基因克隆测序分析$结果
!

同一

患者不同克隆株的碱基序列并不一致'实验组的碱基突变率显著高于对照组"

BX&8&&&

#'两组患者的病毒同源性差异无统计学

意义"

BX78&&&

#$结论
!

实验组患者
e[V

的复杂程度更高$同一患者体内有几种病毒株!使直接测序图中出现套峰'不同克隆

株的碱基差异不至于构成不同的基因型或血清型!仍属于准种$

关键词"肝炎病毒!乙型'
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中国是乙型肝炎病毒$

e[V

%感染的高流行区#

78(

亿多人

有慢性感染(

7/(

)

'一般认为#

e[6!J

出现于
e[6!

I

转阴后一

段时间#是病毒清除的典型特征#所以
e[6!

I

与
e[6!J

理论

上是不能在同一患者血清中同时检测到的'自
7.<$

年首次发

现这一现象以来(

'/=

)

#关于
e[6!

I

与
e[6!J

同时阳性的研究

屡有报道(

%/7&

)

'本研究前期发现#部分
e[6!

I

\

"

e[6!J\

患

者标本出现套峰现象'现选取部分有套峰现象的标本进行克

隆测序#以求更深入*更全面地探讨
e[V

病毒株
"

区突变的

特点'

B

!

资料与方法

B8B

!

一般资料
!

在前期研究直接测序发生套峰现象的标本

中#选取
'

例
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乙型肝炎患者标本作为实验

组'

=

例在肝功能*

e[V Ẁ!

拷贝数等与实验组较匹配的

e[6!

I

\

"

e[6!J]

乙型肝炎患者标本作为对照组'所有患

者标本直接测序均为
)

基因型(

77

)

'
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仪器与试剂
!

采用
![+<&&&

全自动基因扩增检测仪和

![+'<'&

基因分析仪#$美国应用生物公司%'采用
e[V/̀ W!

荧光定量试剂盒$上海克隆生物高技术有限公司%&克隆试剂

盒*

+-#M

*

Q/MB1

和氨苄西林购自天根生化科技$北京%有限公

司'

B8D
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方法
!

从患者血清中提取
e[V Ẁ!

#设计
-)b

扩增所

需引物$引物序列由上海超世生物公司合成'上游引物!

%Y

)#M)#MM#MM)#))!M##'Y

%&下游引物!

%YM))##M

#!!M##MM)M!M!!'Y

#扩增出目的片段#

-)b

反应条件

为
.=g'3:;

*

.=g'&6

*

%%g'&6

*

<(g73:;

#

=%

个循环#

<(g%3:;

'将纯化的
-)b

产物进行
#/!

克隆'克隆成功

后#每个标本随机挑取约
7&

个白色阳性克隆#进一步摇菌后进

行测序$测序引物使用扩增引物%'

B8E

!

统计学处理
!

采用
,SG@1

软件进行数据整理#

"-""7'8&

统计软件进行统计学分析#突变率比较采用四格表
*

( 检验和

d:6D@E

精确概率检验#以
B

(

&8&%

$双侧%为差异有统计学

意义'

C

!

结
!!

果

C8B

!

e[V!

基因转化连接及
-)b

产物克隆结果
!

见表
7

'

C8C
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e[V!

基因碱基序列分析
!

进行克隆测序后#套峰现象

消失'克隆后进行基因型分型#未发现除
/

基因型之外的其

他基因型'将实验组和对照组克隆产物测序结果与参考序列

参考序列采用
M5?

等(

7(

)于
7...

年测得的中国人
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基因

+
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型序列#与其进行比对'发现在该区域内的
'

种碱基突变中#

碱基替换最为常见'对照组中平均碱基替换率为
787=P

#缺

失率为
&8&7P

#插入率为
&8&7P

&实验组中平均碱基替换率为

78<&P

#缺失率为
&8&7P

#插入率为
&8&7P

'实验组突变率远

高于对照组$

BX&8&&&

%'将各克隆产物测序结果与原标本直

接测序结果汇总比对#发现在出现套峰的位点其不同克隆株之

间的所表达的碱基并不完全相同#见表
(

'

表
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产物克隆结果

组别 标本号 克隆株
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对照组的标本号为
7&7

*

7&'

*

7&%

*

7&$

#实验组为
(&7

*

(&(

*

(&=

',

7'&(

-表示标本
7&'

的第
(

株克隆#其中,

7

-表示对照组#,

'

-表示对照组的第

'

个标本#,

(

-表示该标本的第
(

个克隆株'
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不同克隆株碱基突变统计
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表中
#

$

(

%"

)

$

(

%表示标本
7&7

在
;C(7$

位点上直接测序表现为

#

"

)

套峰#而
=

株阳性克隆测序显示有
(

株在该位点上为
#

#

(

株为
)

'

灰色表示该样本直接测序结果显示碱基在该位点发生了突变'

C8D

!

测序图中套峰与碱基突变的关系
!

出现套峰的位点同一

标本不同克隆株之间的所表达的碱基是不同的#见图
7

'

C8E

!

e[V

实验组和的对照组克隆株
"

基因同源性比较
!

将

各个标本的克隆株进行进化距离和同源性的比较发现#对照组

的进化距离为
&8&&&

!

&8&(%

#同源性为
.<8%P

!

7&&P

&实验

组的进化距离为
&8&&&

!

&8&(=

#同源性为
.<8$P

!

7&&P

'两

者差异无统计学意义$

BX78&&&
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B

*

J

*

G

!对照组标本
7&%

的测序图谱#标本
7&%

的直接测序图谱$

B

%

在
;C$>=

出现
)

"

#

套峰#而其克隆株
7%&(

$

J

%和
7%&%

$

G

%在该位点分别

表示为单一的
#

峰和
)

峰&

H

*

@

*

F

!实验组标本
(&7

的测序图谱#标本

(&7

的直接测序图谱$

H

%中
;C='>

出现
M

"

#

套峰#而其克隆株
(7&7

$

@

%

和
(7&(

$

F

%在该位点分别表示为单一的
#

峰和
M

峰'

图
7

!!

标本
7&%

&

(&7

及其克隆株部分序列图片段

D

!

讨
!!

论

对同一患者的不同克隆株的比对分析后发现各碱基序列

不尽相同#说明同一患者的血清中确实存在不同的病毒株'从

表
(

结果可见#随机选取的阳性克隆在相应套峰位点表达的碱

基与直接测序所得碱基大部分相同$

7.

"

($

%#因此#一般而言克

隆数较多的碱基在套峰位点峰值较高#说明直接测序更容易测

出优势病毒株'如对照组
7&%

样本#在
;C$>=

位点直接测序出

现套峰#克隆后发现
'

株克隆在该位点为
#

#

$

株为
)

峰#

)

峰

为优势株的碱基且信号更强&但是也发现有例外情况#如实验

组
(&7

的
;C='>

位点虽然
=

株克隆为
M

峰#

$

株为
#

峰#而直

接测序时
M

峰信号更强'此外#实验组
(&'

在
;C=%<

位点#

%

+
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+
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株克隆中均表达为
!

峰#直接测序结果却为
M

峰'上述现象

可能与选取的克隆数量有关#如适当扩大测序的克隆数量#可

能得到更全面的统计结果'

患者感染了
e[V

#经过免疫逃避机制后#可能出现新的病

毒株'而在免疫压力下#优势株不断改变#

e[V

各病毒株间的

比率也是不断变化的#患者体内可能同时有几种病毒基因的不

同突变组合#所以会在同一位点表达不同的碱基#造成同一患

者不同病毒株的基因序列的差异'在本研究中#实验组的碱基

突变率远高于对照组#差异有统计学意义$

BX&8&&&

%#说明实

验组病毒群体复杂程度更高#这似乎解释了为何实验组更易出

现套峰的原因#同时这也可能是导致
e[6!

I

与
e[6!J

同时

阳性的乙型肝炎患者病程长#预后差的原因之一'

本研究中对照组与实验组的进化距离和同源性差异均无

统计学意义'

e[V

同
e)V

*

e+V

类似#也可能存在准种现

象(

7'

)

'在病毒复制过程中#由于
e[V

多聚酶的逆转录功能域

缺少
'Y

!

%Y

校对功能#从而形成核苷酸序列高度一致但又存有

差异的一群子代病毒组#即形成准种群#但各准种之间的差别

不至于构成不同的基因型或血清型'

综上所述#在免疫压力下#患者血清中的病毒株部分发生

突变#使得直接测序图中部分位点出现套峰#而
e[6!

I

\

"

e[6!J\

患者发生碱基突变更多#其病毒基因组的复杂程度

更高'然而
e[V

不同克隆株的这些碱基差异不至于构成不

同的基因型或血清型#仍然属于准种'另外#直接测序法快速

简便(

7=

)

#有利于宏观上了解病毒株整体的基因序列状况#在不

了解其突变特点时可以进行初筛'但要研究特定序列的突变

特点#在病毒基因组复杂性较高*序列差异较大时#应对其

-)b

产物进一步克隆纯化后再测序确定其序列'
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