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Abstract
AIM: To identify a novel X gene mutation 
pattern of hepatitis B virus (HBV) in patients 
with chronic HBV infection. 

METHODS: A pair of primers was designed 
on the basis of nucleotide sequences of X gene. 
Polymerase chain reaction (PCR) was used to 
amplify the target region from HBV DNA sam-
ples extracted from chronic hepatitis B patients 
in Xiamen city. After electrophoresis of the PCR 
products in 9 g/L agarose gel, the target regions 
were cut, re-purified and TA-cloned into pMD19 
T vector. The inserted regions in positive clones 
were sequenced. Sequence comparison with 
HBV genome submitted in GenBank was made 
to find the mutation sites. 

RESULTS: Totally 74 strains from 21 patients 
with chronic HBV infection were sequenced, 
and the results showed that there was a charac-
teristic deletion region, with a length of 234 nt 
(nt 1601-1834) in 54 clones, and a length of 245 nt 
in 1 clone. There were 3 replacement mutations 
bounding to deletion mutation: G/A1515C, 
G1518C and A1585T, which caused substitutions 
in the 44th and 45th amino acid site to LL. These 
mutant strains only coded 76 aa of up-stream 
HBx. 

CONCLUSION: A novel deletion mutation in 
HBV X gene is observed in patients with chronic 
HBV infection. The deletion mutants encode 
76-aa X factor instead of X protein. 

Key Words: Hepatitis B virus; Deletion mutation; X 
factor

Xiao HM, Ren JL, Mao QG, Xu HZ, Chen MY, Zhang ZP, 
Zhou F, Pan JS, Cai JY, Dong J. A new mutation pattern 
of hepatitis B virus X gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(24): 2695-2701

摘要
目的: 证实乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)X基因一种新的变异方式.

方法: 从HBV慢性感染患者血清中提取HBV 
DNA, 扩增X基因序列, 克隆入pMD19 T载体, 
选择阳性克隆进行DNA测序, 与已知HBV基
因相应序列比较该患者体内HBV基因变异位
点以及变异形式.  
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■背景资料
HBV X蛋白的编
码区相对保守, 以
往主要报道是一
长度465 bp的固
定区域, 有学者提
出存在前-X区, 本
研究组早期研究
曾发现一患者自
发出现HBeAg血
清学转换时, X基
因内部出现长度
234 n t的缺失突
变.

■同行评议者
樊红, 副教授, 东
南大学医学院发
育与疾病相关基
因教育部重点实
验室



结果: 从21例患者中共挑选74个克隆测序, 测
序结果提示54个克隆X基因下游大段缺失突
变, 长度达234 nt, 位于1601-1834 nt处, 另有
1个克隆发生245 nt缺失突变. 发生缺失变异
的病毒株同时存在G/A1515C、G1518C和
A1585T替换突变, 这两种突变具有联动特征. 
缺失突变株HBx仅编码76 aa, 其第44和45位编
码为LL, 具有特异性.

结论: 观察到一种X蛋白变异方式, 这种大段
缺失突变导致X蛋白下游编码序列丢失, 其为
X因子还是X蛋白以及这种变异是否为常态形
式尚需进一步研究.

关键词: 乙型肝炎病毒; 缺失突变; X因子
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组含有4个开放读码框

架(ORF), 以前的研究表明前C/C区和P区为突变

高发区, X区相对较为保守. X基因长度465 nt, 位

于1372-1836 nt处[1](V01460), 编码154 aa. 1990

年Loncarevic et al [2]克隆了一株adr血清型的HBV

基因组, 发现了前X区, 长度168 nt, 编码56 aa. 

Takahashi et al [3]于1995年的初步研究认为前X区

编码与肝细胞癌(HCC)的形成有关. 我们早期[4-6]

的研究证实前X区的存在并非个体现象, 因此提

出X基因可能具有2种形式: 编码154 aa的X基因

和编码210 aa的全X基因.

最近我们[7]观察到一例患者HBeAg/抗-HBe

血清学转换过程中, HBV X基因中下游发生缺

失突变, 长度达234 nt, 缺失突变后的X基因无前

X区, 仅编码76 aa, 提示X基因可能存在第三种

形式. 为了解这种变异的普遍性, 我们进一步检

测了21例HBV感染者X基因的变异情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者诊断符合2000年西安会议《病毒

性肝炎防治方案》(试行)标准. 采集患者静脉血, 

蛋白酶K消化-饱和酚∶氯仿(1∶1)抽提法提取

200 μL血清中的HBV DNA, -20℃保存备用.

1.2 方法 多聚酶链反应(P C R)扩增目的片段: 

参考我们 [4]以往克隆的中国大陆地区H B V基

因组相关区域序列设计引物, 上游引物为: 5'- 

CAAGTGTTTGCTGACGCAACC-3', 1176-1198 
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nt; 下游引物为: 5'-ACAGCTTGGCGGCTTG 

AACAG-3', 1859-1880 nt, 目的片段长度约704 

bp, 靶区域为前X区至X基因下游. PCR参数如

下: 94℃ 1 min预变性, 94℃ 40 s变性, 58℃ 40 s

退火, 72℃ 40 s延长, 共35个循环, 72℃再延长

10 min. 将PCR产物在9 g/L琼脂糖(Promega公司)

凝胶中电泳, 切取目的片段, 玻璃奶法(博大泰克

公司)回收PCR产物, 与pMD19 T载体(TaKaRa公

司)连接过夜. 将重组质粒转入TOP 10菌株(本室

保存), 氨苄青霉素和X-gal蓝白斑法筛选阳性菌

落. 考虑到HBV的准种[8-9]特性, 自同一患者阳性

克隆中选择至少2个以上进行DNA测序, 由上海

英骏生物公司测序, 测序结果结果存入美国国

立卫生院GenBank中. 应用Vector NTI 8.0软件将

测序所得核苷酸序列结果进行比较, 选择的对

照为Galibert et al [1]存于GenBank中的HBV全基

因组序列: V01460(2003年修正版), 全文编码位

置是以该序列为对照.  

2  结果

2.1 患者基本情况 21例患者, 男性15例, 女性6

例, 年龄跨度为16-46岁, 发现HBV感染时间跨

度自1-15年不等. 19例临床诊断为慢性乙型肝炎

(CHB), 2例诊断为乙肝肝硬化, 临床情况见表1. 

2.2 靶基因PCR结果 预计PCR产物长度为704 

bp, 将产物电泳后发现PCR产物长度存在两种形

式, 约700 bp和约500 bp两种. 不同患者来源病毒

PCR产物电泳后展示为3种形式: 单独700 bp(3

例)、单独500 bp条带(7例)和两条不同长度条带

同时存在(11例, 图1). 长度约500 bp的PCR产物

提示在靶基因内部具有缺失突变, 其范围大约

200 bp左右.

2.3 DNA测序结果 经PCR法获得的靶基因经回

收后连接入pMD 19 T载体, 21例患者共克隆出

421个克隆. 考虑到HBV是以准种形式存在, 每

例患者的克隆群中至少选择2个阳性克隆进行

测序, 共选择74个克隆进行DNA测序. 测序结果

存储于GenBank中: EU043336-EU043352. 

经过比较, 本研究观察到的缺失突变株中

有54株表现为nt 1601-1834处发生大段缺失突

变, 长度234 nt(图2), 涵盖了X基因1372-1836 nt

处的中下游部分, 1株表现为245 nt长度的缺失

突变, 查询GenBank及既往文献未见类似报道. 

6例患者的19个克隆未检测出X基因大段缺失

突变, 其中X475和X486的PCR产物表现为单一

的700 bp条带(图1), 测序结果未发现有大段缺

失突变, 其他4例患者的测序结果提示为两种方

www.wjgnet.com

■相关报道
既往研究提示X
基因下游可有8、
19、20 nt的缺失
突变, 未曾报道过
长度为234 nt的缺
失突变, 这种突变
将完全改变HBx
的功能. 
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式共存. 将本研究发现的X基因缺失突变的涵

盖区域简化示意图(图3).

检测出的X基因缺失株编码X蛋白发生截短

型变异, 其编码长度仅为76 aa(图4). 由于绝大多

数蛋白质其最低长度为100 aa, 因此我们将这种

突变株编码产物暂且定义为X因子. 74株测序的

病毒株中, 来自6例患者的19株序列编码至少154 

aa的全长X蛋白, 有1株缺失突变长度达245 nt的

病毒株无法编码X蛋白/X因子. 54株X基因下游

缺失突变234 nt的病毒株编码形式有9种(图4), 其

中XX395-3编码的X因子序列为主流编码形式, 

代表了18例患者的41株克隆编码形式. 

X因子与X蛋白之间重要的变异是第44和

第45位aa, X蛋白在这两个位置编码VV/IV, 而

X因子编码为LL(仅1株编码PL), 这种点变异与

G/A1515C、G1518C点突变相对应. 

3  讨论

1979年Galibert et al [1]首次解密HBV基因组全序

列并定位了4个开放读码框(open reading frame, 

ORF), 分别为C、P、S、X区, 目前多数学者对

4个ORF分区的界定并无异议. 以往研究多认为

HBV X基因相对较为保守, 内部突变的发生率

较低, 以往研究曾报道一些点替换突变, 如94[10], 

31[11], 38[12] aa, 这些突变可能影响HBx功能. 1990

年Loncarevic et al [2]首先报告了前X区的存在, 

Takahashi et al [3,13]研究认为前X区存在与否与原

发性肝细胞癌(hepatic cell carcinoma, HCC)关系

密切, 我们早期的研究[4,6]认为前X区的存在可能

存在一定的普遍性. 由此提出一个问题: HBx是

否存在结构上的多态性？

最初我们[7]在1例HBeAg转换期间观察到

其体内HBV的20株克隆(EF608587-EF608597)

表现为nt 1601-1834处发生大段缺失突变, 长

度达234 n t, 不仅导致核心蛋白启动子功能缺

失, 包括Enh Ⅱ和DRⅠ缺失, 同时也导致HBX

下游缺失突变, 变异株克隆的X截短型基因仅

编码前76 aa. 为了验证该变异的普遍性, 本研

究对21例HBV感染者血清中病毒株X基因进行

DNA测序, 研究发现: 19例患者共55株克隆表

现为X基因中下游缺失突变, 除1株外, 缺失突

变位置与早期发现完全一致, 因此本文暂且把

nt 1601-1834处发生的缺失突变定义为XD. 本

研究还发现与XD同时发生的3个点替换突变, 

即G/A1515C、G1518C和A1585T突变, 这3个

位置的替换突变与缺失突变同时存在, 而这3个

位置未发生替换突变的病毒株其下游均为发生

缺失突变. 这种联动突变的内在分子机制并不

明了, 其变异相关关系还需要进一步研究. 将我

们测序结果在GenBank中搜索以及对相关文献

查询, 未发现相关报道. 早年我们[14]的研究提示

X基因下游有短的缺失突变, 长度为8或20 nt两

种类型; Zhu et al [15]发表的文章也发现有短的

缺失突变(19 nt)存在, 但跨度长达234 nt并造成

HBX结构改变的缺失突变尚未见报道. 这个分

子流行病学调查结果提示XD不是一个偶然的

特有现象, 很可能是一种新的变异方式, 或者至

少是具有地域特异性的一种变异方式.

本文观察厦门地区H B V感染者19例患者

血清中HBV病毒株X基因中下游存在缺失突变, 

XD基因编码一个长度仅76 aa的多肽, 其中来自

18例患者的41个克隆编码同一个氨基酸序列. 

一般而言蛋白质最低长度不小于100 aa, 我们姑

且将发现的长度为76 aa的多肽称之为X因子. 近

期学者[16-17]研究HBx的结构, 把其结构分为2部

分, 1-51 aa的负性调节功能域, 52-148 aa的反式

激活功能域, X因子不含有反式激活作用, 可能

的调节作用与HBx大相径庭. 除此之外, 我们发

现的自然状态下存在的XD变异株编码的X因子

还可能导致原HBx细胞内定位[18]、信号转导[19]

或与宿主蛋白结合[20]等功能丢失或障碍.

表  1  患者临床情况及测序变异情况

     
分组   		        HBeAg阳性	    HBeAg阴性

n 			   7	   14

年龄(岁)		    37.35±12.31	 35.69±16.48

感染跨度(年)	       8.3±11.37	     9.6±15.44

家族史			   4	     7

HBsAg			   7	   13M

测序克隆总数	               27	   47

X基因缺失突变克隆数            20N	   35

X基因无缺失突变克隆数          7	   12

M1例患者为HBsAg阴性, 抗-HBe、抗-HBc阳性; N1克隆缺失

长度为245 nt, 包含其他54个克隆特有的234 nt.

X475  X486  X284  X395  X441  X482  X489
Marker 

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

图  1  靶基因PCR产物9 g/L琼脂糖凝胶电泳图.

 

■创新盘点
本文以技术成熟
可靠的PCR-TA克
隆-DNA测序的方
法探讨了厦门地
区部分患者体内
HBV X基因的变
异情况, 发现无论
HBeAg阳性或者
阴性的患者都存
在XD变异株 ,  该
变异株编码X因
子 ,  长度仅为7 6 
aa.
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XX259-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX259-2    GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX259-5    GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX259-14  GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX259-15  GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX259-20  GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX278-2    GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX278-3    GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCG---------AACTTT-----------

XX278-12  GCCTGTTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT 

XX284-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX284-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX284-12  GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-4    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCCCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-5    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-6    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-7    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-8    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX395-9    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTTTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX441-9    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX441-10  GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX441-11  GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC-------- 

XX441-13  GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGCGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX461-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX461-5    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX462-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX462-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX462-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX463-6    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX464-7    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX463-8    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX464-12  GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX468-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX468-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGGACTTCGC--------

XX468-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX475-5    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX475-9    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX475-14  GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX475-16  GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX476-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX476-6    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX476-9    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX476-11  GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX477-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX477-5    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX481-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX481-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX481-5    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGCCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX482-1    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX482-2    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX482-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX482-4    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX482-5    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACTTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX482-14  GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCCCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCC

XX482-15  GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX486-3    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX486-7    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX486-12  GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX489-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX489-4    GCCTATTGTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCT

XX490-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX490-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX490-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

15151518

←←

1585

←

1601

←

■应用要点
通过本研究组的
分子生物学调查, 
厦门地区CHB患
者血清中X基因
存在长度达234 nt
的缺失突变, 且位
置相同, 初步提示
这种变异形式并
非个体孤立现象. 
此外, 有3个位置
的点替换突变与
XD同时发生 ,  提
示内部可能存在
一定的变异机制, 
值得进一步研究.

2698                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年8月28日    第16卷   第24期



www.wjgnet.com

肖鸿敏, 等. 一种新的乙型肝炎病毒X基因变异方式                                                                                                    2699

在X因子与H B X之间存在一特征性替换

突变位点, 即第44和第45位aa, HBx在这两个位

置编码VV/IV, 除1株编码PL, 其他53株X因子

编码序列为LL, 这2个氨基酸替换突变是由G/

XX490-4    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX492-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX492-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX492-3    GCCTCCTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX492-4    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX492-5    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX495-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX495-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX495-3    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCAGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX502-1    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

XX502-2    GCCTCTTCTACCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTCCGTGTGCACTTCGC--------

图  2  74株克隆测序的部分序列. 此图显示X基因缺失突变发生的位置, 同时与展示了3个具有联动特性的点替换突变, 即
G/A1515C、G1518C和A1585T突变. X278-3病毒株缺失突变长度达245 bp. 以XX278-3为例, －前为患者编号, －后为克隆

编号, 全文同. 

DR2(1590-1600)      DR1(1824-1834) HBV DNA

X deletion (1601-1834)

24491814  1901

PreC                                    C

1374                    X                      1835

图  3  X基因缺失突变示意图.

XX259-2   MAARLCCQLDPTRDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFTEWEELGEEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX259-5   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFTEWEELGEEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX259-14 MAARLCCQLDPTRDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKALHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFTEWEELGEEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX259-15 MAARLCCQLDPTRDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFTEWEELGEEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX259-20 MAARLCCQLDPTRDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKGCVFTEWEELGEEIRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX278-2   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFTEWEELGEEVRLMIFVLGGCRHKLVCPPAPCNFFSPL

XX278-12 MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPVVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFTEWEELGEEVRLMIFVLGGCRHKLVCPPAPCNFSPLP 

XX475-5   MAARPCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX475-9   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX475-14 MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPRVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX475-16 MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX482-1   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX482-2   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFHLC  

XX482-4   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLPLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNGWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFSPL

XX482-6   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEKLGEEVRLKVFVLGGYRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX486-3   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSVMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX486-7   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRRRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX486-12 MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

XX489-4   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRRRPLPGPLGALPPASPPIVPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHGNLPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCVFNEWEELGEEVRLKVFVLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA 

XX395-3   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

XX395-4   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGTLPPASPPLLPTDHGAHLSLRGLPVCAFSPAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

XX395-8   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAEPRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

XX468-2   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

XX481-5   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHLSLRGLPACAFSSAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

XX482-15 MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHFSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSA--------------------------------------------------------------------

XX492-3   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPPLPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

XX492-4   MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFASA---------------------------------------------------------------------

XX495-3   MAARLCCQLDPAQDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPPLLPTDHGAHLSLRRLPVCAFSSAGPCALRFTSA---------------------------------------------------------------------

44

← ←

45

图  4  测序获得的X基因编码产物的比较. XX395-3: 18例患者41株克隆的X因子编码一致.

■名词解释
XD: X基因缺失
突变, 特指本研究
展示的位置于n t 
1601-1834的缺失
突变. X因子, XD
编码的长度为76 
aa的截短型HBx.
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A1515C和G1518C核苷酸替换突变所造成的. 点

替换突变与缺失突变具有联动性特征, 即便来

自不同的患者, X因子编码区这3个位置的变异

是相同的, 提示变异之间具有内部分子机制. 新

发现的XD变异株提示HBV X基因可能有3种形

式: 经典(typical)X基因, 前X/经典X基因, XD编

码序列. 本研究观察到的病毒株均不编码前X区. 

XD特有的替换突变联合缺失突变产生一种调节

因子, 这种因子是否与人类免疫缺陷病毒(HIV)

的小分子调节因子(Vpr、Vpu)[21-22]类似? 抑或为

一种病毒返祖现象? 禽类乙型肝炎病毒, 如鸭乙

型肝炎病毒[23]、雪鹅乙型肝炎病毒[24]并不编码

X基因, 而旱獭乙型肝炎病毒[25]编码X基因, 随着

病毒适应哺乳动物, X基因成为一种必需, 而我

们观察到的现象也许是一种病毒返祖现象, 这

种功能学推断还需要试验的证实.

总之, 为了解X基因的多态性, 我们通过技

术可靠的PCR-TA克隆-DNA测序方法探寻厦门

本地HBV感染者体内病毒株X基因的差异方式, 

结果发现19例患者体内病毒株X基因下游存在

缺失突变, 长度为234 nt, 该突变与G/A1515C、

G1518C和A1585T替换突变同时存在, 突变株

编码一种长度为76 aa的多肽, 我们初步命名其

为X因子. 本研究PCR靶产物的长度为704 bp, 

目前应用的PCR Taq酶的精度为1/104-5 bp, 已被

广泛用于单核苷酸多态性[26]研究, 方法可靠, 结

果可信. 因此本研究报告的可能是一种尚未被

广泛研究的突变形式, 但仍需要更大样本的调

查验证.
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世界华人消化杂志正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 

(常务副总编辑: 张海宁 2008-08-28)


