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　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）和乙型肝炎表面抗体（ＨＢｓＡｂ）同时阳性（以下简称双阳）患者前Ｃ／Ｃ区基因

突变的特点及其与Ｓ区基因突变的关系。方法　选取１８例双阳患者，对前Ｃ／Ｃ区及Ｓ区基因序列扩增并测序，分析测序结果。

结果　１８例双阳患者中，检出前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变者７例；前Ｃ／Ｃ区发生突变与未发生突变者比较，其Ｓ区氨基酸的突变次数

及突变率明显增加（犘＜０．０５）；７例前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变患者中，４例为前Ｃ区ｎｔ１８９６突变，其中１例为 ＨＢｅＡｇ（－），３例为

ＨＢｅＡｇ（＋）。结论　双阳患者不仅Ｓ区氨基酸突变增多，其前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变也明显增加；双阳患者前Ｃ区ｎｔ１８９６突变更常

见于 ＨＢｅＡｇ阳性者，可能与双阳患者病毒株的复杂性有关。

关键词：肝炎病毒，乙型；　肝炎表面抗原，乙肝；　肝炎表面抗体，乙肝；　前Ｃ／Ｃ区；　基因突变
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　　乙型肝炎表面抗体（ＨＢｓＡｂ）是机体对乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）产生的保护性免疫，被认为是 ＨＢＶ感染后机体具有免

疫力的标志。血清乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）和 ＨＢｓＡｂ呈

序贯表达，理论上少有机会同时出现阳性（以下简称双阳）。但

临床报告的双阳例数却日益增加，可能与仪器检测灵敏度不断

提高，乙型肝炎疫苗和高效价球蛋白广泛使用，ＨＢＶ基因突

变［２３］，宿主免疫压力下的病毒免疫逃逸或先后感染不同血清

型 ＨＢＶ等因素有关
［１６］。笔者前期对 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ同时阳

性患者进行了 ＨＢＶ基因测序，发现双阳患者 ＨＢＶＳ区基因，

尤其是ａ决定簇氨基酸较易发生突变，造成 ＨＢｓＡｇ的抗原性

发生改变，导致双阳现象的发生，而 ＨＢＶ前Ｃ／Ｃ区基因突变

特点及其与Ｓ区基因突变的关系尚未明确。因此，本研究拟对

双阳患者 ＨＢＶ前Ｃ／Ｃ区基因进行测序分析，以全面了解双阳

患者 ＨＢＶ基因突变的特点。

１　资料与方法

１．１　一般资料　从前期研究纳入的受试对象中选取１８例

ＨＢＶＤＮＡ＞１０４ＩＵ／ｍＬ双阳患者
［７］，并采集患者空腹静脉

血，常规分离血清。

１．２　方法

１．２．１　ＨＢＶ血清标志物（ＨＢＶＭ）检测　采用雅培 ＡＸＳＹＭ

全自动酶免疫荧光分析仪及配套试剂进行 ＨＢＶＭ检测。

１．２．２　ＨＢＶＤＶＡ定量检测　采用上海克隆生物高科技有限

公司试剂盒提取 ＨＢＶＤＮＡ样本，并连同试剂配套阴（阳）性

对照品、质控品和标准品进行聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测，ＰＣＲ

扩增仪为 ＡＢＩ７０００全自动基因扩增仪；反应条件为５０℃２

ｍｉｎ，９４℃５ｍｉｎ，９３℃３０ｓ、６０℃９０ｓ循环４０次。

１．２．３　目的片段测序　ＰＣＲ扩增引物序列Ｐ１：５′ＣＡＡＧＧＴ

ＣＴＴＧＣＡＴＡＡＧＡＧＧＡＣＴ３′；Ｐ２：５′ＣＴＡＡＣＡＴＴＧＡＧＡ

ＴＴＣＣＣＣ３′，由上海超世生物公司合成，ＨＢＶＤＮＡ模板提取

及扩增由上海超世生物公司和大连宝生物公司完成。ＰＣＲ反

应条件为９５℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃５０ｓ循环

４０次，７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳后以ＤＮＡ胶

回收试剂盒进行扩增片段纯化回收，回收产物与半定量ＤＮＡ

分子标记物（ＤＮＡＭａｒｋｅｒ）进行半定量琼脂糖电泳，用Ｑｕａｌｉｔｙ

软件比较回收产物和半定量 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ电泳条带 Ｖｏｌｕｍｎ

值，计算得知ＤＮＡ浓度为２０～３０ｎｇ／μＬ，故连接产物量为４

μＬ。采用ＡＢＩ３７３０全自动基因分析仪，以ＰＣＲ扩增引物作为

测序引物，对连接产物进行测序（标本前处理步骤参照仪器说

明书）。

１．２．４　测序结果分析　对 ＤＮＡ测序彩图文件进行序列分

析，使用Ｃｈｒｏｍａｓ软件观察峰形图，选择无非特异性重叠峰、

信号较好、本底较低的ＤＮＡ序列部分，与 ＮＣＢＩ收录的 Ａ～Ｆ

基因型 ＨＢＶ参考野生株核苷酸序列进行比对和分型，确定基

因型；使用Ｏｍｉｇａ基因分析软件将前Ｃ／Ｃ区ＤＮＡ序列翻译为

氨基酸，与ＮＣＢＩ收录的参考野生株氨基酸序列进行比对，确

定突变位点。

１．３　统计学处理　使用Ｅｘｃｅｌ软件整理数据，使用ＳＰＳＳ１３．０

统计软件进行统计学分析，组间相关指数比较采用非参数秩和
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检验，突变率比较采用四格表χ
２ 检验，显著性检验水准为α＝

０．０５（双侧）。

２　结　　果

２．１　前Ｃ／Ｃ区和Ｓ区氨基酸突变位点分布　将本研究测得

的前Ｃ／Ｃ区碱基序列及前期研究测得的Ｓ区碱基序列翻译为

氨基酸，与ＮＣＢＩ相同基因型序列进行比对，发现Ｂ基因４例、

Ｃ基因型１４例（见表１）。检出前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变者７例

（见表１），其Ｓ区氨基酸突变率为１００％（７／７）；未检出前Ｃ／Ｃ

区氨基酸突变者１１例，其发生Ｓ区氨基酸突变率为５４．５％

（６／１１），二者Ｓ区氨基酸突变率比较差异有统计学意义（χ
２＝

４．４０５，犘＜０．０５）。前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变患者Ｓ区氨基酸突变

个数较未发生前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变患者明显增加（犘＜０．０５）。

表１　　双阳患者前Ｃ／Ｃ区和Ｓ区氨基酸突变位点分布

序号 基因型 前Ｃ／Ｃ区 Ｓ区

２２ Ｂ ｐｃＷ２８ＳＴＯＰ Ｌ８Ｐ；Ｐ６７Ｑ；Ｅ１６４Ｇ；Ｖ１７５Ｓ；Ｌ１８６Ｈ；Ｓ２０４Ｎ

２８ Ｂ ｐｃＷ２８ＳＴＯＰ； Ｅ１６４Ｇ；Ｖ１７５Ｓ；Ｌ１８６Ｈ

９ Ｃ ｃＰ５Ａ Ｓ３１Ｒ；Ｎ５９Ｋ；Ｐ６２Ｌ；Ｑ１２９Ｎ；Ｇ１４５Ｒ；Ｆ１６１Ｙ；Ｓ２０４Ｒ；Ｌ２１３Ｉ

３２ Ｃ ｐｃＷ２８ＳＴＯＰ； Ｔ４７Ａ；Ｆ８０Ｓ；Ｉ１２６Ｔ

４２ Ｃ ｃＶ１３Ａ Ｔ４７Ｋ；Ｐ４９Ｌ；Ｔ１１６Ｎ；Ｉ１２６Ｓ；Ｌ２１６ＳＴＯＰ

５６ Ｃ ｐｃＭ１１Ｌ，ｐｃＧ２９Ｐ Ｎ４０Ｓ；Ｐ４９Ｒ；Ｌ９５Ｗ；Ｙ１００Ｃ；Ｉ１２６Ｔ；Ｓ２１０Ｒ；Ｌ２１６Ｉ；Ｆ２１９Ｌ

７７ Ｃ ｐｃＷ２８ＳＴＯＰ；ｃＰ５Ｔ；ｃＬ６０Ｖ Ｃ６９ＳＴＯＰ；Ｌ９８Ｖ；Ｗ１８２ＳＴＯＰ

５１ Ｂ ／ ／

７８ Ｂ ／ ／

１７ Ｃ ／ Ｔ４７Ａ；Ｓ５５Ｆ；Ｐ６２Ｌ；Ｉ８６Ｔ；Ｙ１００Ｃ；Ｔ１１５Ｎ；Ｉ１２６Ｔ；Ｍ１３３Ｋ；Ｆ１３４Ｖ；Ｐ１８８Ｌ；Ｖ１９０Ａ

３１ Ｃ ／ ／

４５ Ｃ ／ Ｌ９８Ｖ；Ｉ１２６Ｓ；Ｔ１３１Ｎ；Ｍ１３３Ｔ；

５９ Ｃ ／ Ｔ４７Ａ；Ｑ５１Ｒ；Ｌ９５Ｗ；Ｉ１２６Ｓ

６７ Ｃ ／ Ｉ１２６Ｔ；Ｖ１６８Ａ

７３ Ｃ ／ ／

１４１ Ｃ ／ Ｔ４７Ｋ；Ｉ１２６Ｓ；Ｔ１３１Ｎ；Ｍ１３３Ｔ；Ｓ２０４Ｒ

１５４ Ｃ ／ Ｔ４７Ａ

１６１ Ｃ ／ ／

　　／：未检出氨基酸突变。

２．２　前Ｃ区ｎｔ１８９６突变与乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）的关系

　１８例双阳患者中，共检出前 Ｃ区ｎｔ１８９６突变者４例，以

ＨＢｅＡｇ≥１．００Ｓ／ＣＯ为阳性判断标准，３例为 ＨＢｅＡｇ（＋），１

例为 ＨＢｅＡｇ（－）；无ｎｔ１８９６突变者１４例，１０例为 ＨＢｅＡｇ

（＋），４例为 ＨＢｅＡｇ（－）。ＨＢｅＡｇ定量结果显示，１３例患者

ＨＢｅＡｇ（＋）患者 ＨＢｅＡｇＳ／ＣＯ定量值中位数为２１６．７２，而３

例 ＨＢｅＡｇ（＋）ｎｔ１８９６ 突 变 患 者 Ｓ／ＣＯ 定 量 值 （１３７．７７、

１３８．３９、５９．５４）均低于该中位数。

３　讨　　论

在前期研究中，笔者发现双阳患者与 ＨＢｓＡｇ阳性患者具

有更高的Ｓ区氨基酸突变率，尤其是 ＭＨＲ区ａ决定簇第１个

环内氨基酸的突变较多，使表面蛋白亲水性、等电点和结构发

生改变，导致 ＨＢｓＡｇ抗原性发生改变，使原来产生的抗体不

能清除变异的 ＨＢｓＡｇ，造成突变的 ＨＢｓＡｇ与 ＨＢｓＡｂ同时存

在［７］。ＨＢＶＤＮＡ前Ｃ区和Ｃ区在同一开放阅读框内，有不

同的起始密码子，共同编码的产物为 ＨＢｅＡｇ前体。Ｃ区编码

乙型肝炎核心抗原（ＨＢｃＡｇ），前Ｃ区影响 ＨＢｅＡｇ形成和分

泌。ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ均是抗病毒免疫的重要靶位，ＨＢｃＡｇ

参与病毒核酸包装、ＤＮＡ链成熟及病毒颗粒的合成，ＨＢｅＡｇ则

是重要的免疫调节蛋白，二者在抗病毒感染中都有重要作用。

在本研究中，前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变患者较未发生突变患

者，其发生Ｓ区氨基酸突变的例数及突变个数明显增加（犘＜

０．０５），可能是由于双阳患者体内 ＨＢＶ在宿主免疫压力作用

下出现免疫逃逸，出现 ＨＢＶ突变株，患者体内同时存在突变

株与野生株，所以同一位点基因出现差异。有文献报道，ＨＢＶ

Ｃ基因突变呈聚集性，多集中在 ＣＤ４＋Ｔｈ细胞表位区，即

ＡＡ１２０、ＡＡ２８４７、ＡＡ５０６９、ＡＡ６１８５和ＡＡ１１７１３１
［８］。本研

究中，７例前Ｃ／Ｃ区氨基酸突变患者Ｃ区碱基突变达４５次，但

多为同义突变，相应的氨基酸突变仅４次，原因可能为 ＨＢＶＣ

基因高度保守，碱基错义突变相对较少，故氨基酸不易发生突

变。本研究中突变位点为ｃＡＡ５位点２次、ｃＡＡ１３位点１次、

ｃＡＡ６０位点１次，Ｃ区氨基酸突变均位于ＣＤ４＋Ｔｈ细胞表位

区，与相关报道一致［８］。

本次研究１８例患者中，ｎｔ１８９６位点突变发生率较高，达

２２．２％（４／１８）。ｎｔＧ１８９６Ａ是 ＨＢＶ前Ｃ区最常见点突变，可

使前Ｃ区氨基酸序列的ＡＡ２８由色氨酸（ＴＧＧ）突变为终止密

码子（ＴＡＧ），从而不能产生 ＨＢｅＡｇ，在血清学上表现为

ＨＢｅＡｇ阴性
［９１１］。但也有文献报道 ＨＢｅＡｇ阳性状态下也会

发生ｎｔ１８９６突变
［１２１４］。在本研究中，４例ｎｔ１８９６突变双阳患

者３例为 ＨＢｅＡｇ阳性，可能与以下因素有关：（１）由于 ＨＢＶ

自身编码的ＤＮＡ聚合酶具有逆转录酶功能，可由前基因组

ＲＮＡ逆转录为子代病毒基因组，但逆转录酶缺乏３′５′校对功

能，造成子代 ＨＢＶ基因组与模板间存在一定差异，在复制过

程中极易产生突变；（２）本研究选取的双阳患者体内病毒株较

为复杂，同时存在野生株与突变株。据文献报道，野生株所占

比例相对较小的患者，虽然仍能产生一定数量的 ＨＢｅＡｇ，但

ＨＢｅＡｇ定量结果较低
［１５］。本研究中ｎｔ１８９６突变患者 ＨＢｅＡｇ

定量值明显低于 ＨＢｅＡｇ阳性者的中位数，同样证实了上述

观点。

综上所述，双阳患者不仅Ｓ区氨基酸突变增多，其前Ｃ／Ｃ

区氨基酸突变也明显增加；双阳患者前Ｃ区ｎｔ１８９６突变不仅

出现在 ＨＢｅＡｇ阴性者，而且更常见于 ＨＢｅＡｇ阳性者，可能与

双阳患者病毒株的复杂性有关。
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犘＜０．０５）。

３　讨　　论

高胆红素血症是新生儿常见病，胆红素沉积不但可引起胆

红素脑病，还可导致多脏器功能损伤。由于换血治疗能快速降

低血清胆红素，使胆红素在短时间内下降至安全水平，避免身

体各脏器损伤，因此被认为是治疗新生儿重症高胆红素血症最

迅速、有效的方法，特别是胆红素脑病的预防中具有不可替代

的作用［５７］。

Ｇ６ＰＤ是防止红细胞氧化损伤的保护酶之一，红细胞

Ｇ６ＰＤ缺乏与新生儿高胆红素血症的关系已受到广泛关注，但

库存血Ｇ６ＰＤ活性对换血治疗效果的影响尚未引起足够重视。

多种储存损伤（如氧化损伤、代谢损伤、生物化学损伤、生物机

械损伤等）均可导致库存血红细胞被破坏［８］。若库存血Ｇ６ＰＤ

活性降低，则加重了红细胞储存损伤，并进一步缩短其生存期

限，导致换血后新生儿体内的红细胞氧化应激反应而发生溶

血。氧化应激反应在围产期婴儿中的发生率较高，且换血时患

儿机体本身亦处于应激状态［９］。这种连续而不明显的溶血导

致胆红素生成增加，而导致换血后血清胆红素水平下降缓慢。

高胆红素血症患儿换血后血清胆红素水平与换血前ＴＢｉｌ

水平、换血量、黄疸持续时间及胆红素组织分布等有关，因此本

研究中同时采用 ＴＢｉｌ水平及其下降幅度作为观察指标
［９１２］。

本研究纳入患儿的一般资料相似，而换血２４ｈ后试验组患儿

ＴＢｉｌ水平高于对照组，下降幅度则小于对照组，表明血源

Ｇ６ＰＤ活性降低将导致患儿换血后胆红素水平下降较慢；试验

组患儿换血后的平均光疗时间比对照组明显延长，再次换血的

患儿百分比亦明显增高。试验组患儿ＴＢｉｌ水平较高可能是由

于红细胞持续溶血所致，因膜损伤可导致库存血红细胞形状异

常，加之Ｇ６ＰＤ活性降低，因此在遭遇氧化应激时易于发生血

管外和血管内溶血；同时由于试验组患儿换血后ＴＢｉｌ水平下

降较慢，导致其换血后平均光疗时间明显延长，再次换血的概

率增加。

本研究结果表明，若以Ｇ６ＰＤ活性降低库存血进行换血治

疗，将导致高胆红素血症新生儿换血后胆红素水平下降较慢、

光疗时间延长、再次换血概率增加，因此建议在新生儿高胆红

素血症换血治疗前对库存血进行Ｇ６ＰＤ活性筛查，避免因库存

血Ｇ６ＰＤ活性降低给患儿增加不必要的痛苦。
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