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摘要

目的
4
探讨乙型肝炎病毒,ΗΗ Λ− 基因型的分型方式

,

并根据

病毒蛋白结构提出新的病毒蛋白分型方式
.
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方法
4
自_& ∗

2 ∗ ε中按基因型搜索符合要求的Ο Λ 基因组

序列
,

并应用 Σ &Ω ? Α Ι Π ΗΧΖ) ?& 2  版软件进行基因组核昔

酸及各基因编码蛋白质序列比较
,

并利用软件分析前前
一Δ

基因
、

前
一! 基因和前 一/ 基因的存在状态

.

结果
4
在_& ∗

2
∗ε 中根据 Ο Σ 基因型分型搜索出 ∋ ∋8 个病

毒株全基因组
,

比较后发现选择病毒株基因组核昔酸序列

总阳性率和总一致率分别为8%
.

ΓΞ和∃Γ
.

ΓΞχ 选择病毒株编

码的全 / 蛋白
、

全 Δ 蛋白
、

全 ⎯ 蛋白和多聚酶的总阳性率

分别为 8 6. 7Ξ
、

#Γ # Ξ
、

%Γ
.

∀Ξ 和 8 %. ∀Ξ
,

总一致率分别为

# Γ. ∃Ξ
、

∀ ∃
.

∋Ξ
、

∀ Γ
.

ΓΞ 和 ∃# %Ξ
.

在病毒群中
,

## 7∋ Ξ 的

病毒株编码前前一Δ多肤
,

∋∃ .# Ξ 的病毒株编码前
一! 多肤

,

∀ 7
.

∋Ξ 的病毒株不编码前
一Ω 多肤

,

8∃
.

∋Ξ 编码前
一⎯ 多肤

的病毒株同时编码前前
一Χ多肤

.

基因组 1一 Γ ∗? 一致率

#
.

7Ξ
,

∋ ∋ # 一 ∋ 7 % # ∗ ?一致率 ∀
.

6Ξ
,

为高变区 χ 基因

组 ∋ 7 %∃
一 ∋ 8 % ∗? 的一致率为 Γ∃

.

∀Ξ
,

为高保守区
.

∃ 种

病毒蛋白各有其相应的高变区和高保守区
.

根翻肉毒蛋白前

导性序列的变异清况提出新的分型方法
,

命名为蛋白表型
.

蛋白表型分 Γ型
,

≅ 型为主要流行表型
,

占#8
.

%Ξ
,

Λ 型和

Σ) 1型各占∋8
.

# Ξ
.

亚洲 Ο Σ 蛋白分型分布分散
,

Η
、

≅
、

Σ

和 Σ 11型所占比例均大于 ∀ Ξ 4欧洲 ΗΣ 型占% 6
.

#Ξ
,

Σ !!型

占 ∀ %. Ξ
,

Λ 型占 ∋#
.

8Ξ
.

结论
4
在综合分析Ο Σ 基因组的基础上

,

初步划分出Ο Σ



董青 等 乙型肝炎病毒蛋白表型定义初探 ∀ Γ %

基因组和病毒蛋白内部存在的高变区和高保守区
.

提出蛋白

表型的新概念
,

并综合展示基因核昔酸突变所导致的病毒

蛋白的结构差异
.

董青
,

任建林 卢雅巫 乙型肝炎病毒蛋白表型定义初探 世界华人消化杂志

∀ ∃ ∋ ∀ ,8 − ∀ Γ ∃ 一 ∀ 6 %

0??Ε4 ϑ ϑ; ; ;
.

≅ >+ ∗ & ?
.

Ω  : ϑ ∋ 8
一

# Γ 8门 ∀ ϑ ∀ Γ ∃
.

2 ΔΕ

∴ 引言

∋8 7 6 年发现了乙型肝炎病毒,Ο Λ −的抗原
,

∋ 8 Γ ∀ 年 Ν &

 Ζ Σ )& Α 。?习 φ’1提出 Ο Σ 表面抗原,Ο
ΧΜ +−根据血清反应

的不同而分为不同亚型
,

即提出血清型分型概念
.

_ 2 1)Φ & Α? 。Α 2 β γ∀ ,于 ∋8 Γ 8 年第 1 次解读了 Ο Σ 即; 血清型

基因组的核昔酸序列
,

长度为 # ∋ % ∀ ∗ ?
.

∋8 6 6年 ∴ε 2 :  ? 

& ? 2 11 #η 首次提出 Ο Λ 基因型的概念
,

即根据各基因组

之间差异大于 6Ξ 而人为的将病毒群划分为不同的基因

型
,

∋8 8 年 Ι  Α < & 4 。Α 2 β 砰Θ基于多聚酶链反应,Ε&Κ −方法

建立了简便的基因型别分析方法
,

之后学者在研究中

不断提出存在新的基因型
.

目前将 Ο Λ 分为 6 种基因

型
,

分别为 Μ
、 、

&
、

∗
、

9
、

3
、

_
、

Ο 型 Η, η
,

基因型分布具有一定的地理特征
,

Μ 型主要分布在北

欧
、

西欧和北美
,

和 / 型流行于东亚和远东
,

Β 型分

布广泛
,

在地中海
、

印度
、

近东和中东地区多见
,

9 型

流行于西撒哈拉地区
,

3型主要在美洲大陆流行
,

_ 型

主要在美国Ν7∋
,

Ο 型在中美洲流行φΓη
.

国内主要的基因

型为
、

/两型 φ6
一
8η

,

台湾学者报告提示除 9 型外
,

其

他基因型均可在华人 Ο Λ 感染者中被检出
,

和 / 型

占患者人群的 6% Ξφ ∋η
.

我们早期的研究认为不同的Ο Λ

病毒株的 ∃ 个开放读码框架, Κ 玛分区中存在差异‘” Τ
,

部

分病毒分离株的 Δ基因在原有的前 Δ1 区之前
,

存在有

前前
一Δ 区编码前前

一Δ 多肤 Τ, ’Θχ 而 ⎯ 基因之前可能存在

前
一⎯ 区

,

编码前
一 ! 多肤 Τ” Θ

.

在本组早期的研究中认

为前前
一Δ 区和前

一⎯ 区的存在可能具有基因型特异性
,

提出应当对中国 Ο Λ 流行株的结构与功能复杂性进行

重新认识 1’∃
一‘%∋

,

本研究分析了目前存储在 _ & ∗ 2
∗ε 中

的不同基因型 Ο Λ 病毒株基因组
,

探讨了一种新的

Ο Σ 分型方法
.

∋ 材料和方法
∋

.

∋ 材料 应用生物信息学技术进行研究
,

利用的材料

为 _ &∗ 2∗ ε 中存储的 Ο Λ 全基因组序列
.

∋ ∀ 方法

∋
.

∀
.

∋ 病毒株的选择 进人美国国立卫生院,δ Ο −网站
,

在 _&∗ 2∗ ε 中搜寻 Ο Σ 基因组序列
,

之后进一步限定

基因型分型分别为 Μ
, ,

Ω
,

Β
,

9
,

3
,

_
,

Ο 型
,

将

搜寻结果下载以进一步分析
,

其中也包括本研究组以

往报告 γ, 7 一” 1的全基因组序列
.

所筛选出的序列首先检查

其病毒蛋白序列的完整性
,

部分病毒株虽然标明基因

型别
,

但其序列不能编码一种或一种以上 Ο Λ 病毒蛋

白
,

或序列中含有少量测定不准确的核昔酸位点,
Α

或
∗

等−
,

这些病毒株序列被排除在本研究之外
.

∋
.

∀
.

∀ 核普酸序列分析 应用 Λ &Ω ? 4
6

.

版软件对下载的

存储于 _&∗ 2∗ ε 中不同基因型的 Ο Λ 基因组序列进行

比较
.

比较前将原存储于 _&∗ 2∗ ε 中的Ο Λ 基因组序列

进行了起始点的统一计数处理
,

即与 _ Ζ ∗ ?0& Α & Α 2 β φ‘6 η

和董著 &? 2> φ ’8 Θ文献中 Ο Λ 基因组序列的排列方式一

致
,

各序列均以 % 一 Π Π Π ΠΠ / Μ /Ω Π Ω Π _ / 一 # 为开始
,

保证了各序列之间的可 比较性
.

∋
.

∀
.

# 编码病毒蛋白氨基酸序列分析 将各病毒株基因

组报告者所公布的 Ε基因和前
一/ϑ /基因编码产物

,

即

多聚酶和 Ο & Μ + 氨基酸序列收集后
,

应用 Λ & Ω ? Α 6
.

版软件进行比较序列之间的一致率
.

利用 Σ &Ω ? 4 6
.

版

软件具有的 ∴ Κ 3 判读功能
,

重新判读 ⎯
、

Δ 基因
,

判断各病毒株是否编码前
一! 区‘”

,

∀η 和前前
一Χ 区‘’∀ ,∀ ‘’

.

将表达前
一 / 多肤和核心蛋白的病毒蛋白命名为全 /

蛋白 χ 如病毒株存在前
一⎯ 基因和前前

一Δ 基因序列
,

将核酸序列进行翻译后获得的前
一⎯ 多肤和前前

一Δ多

肤与原 ⎯ 蛋白和原 Δ蛋白命名为全 ! 蛋白和全 Δ蛋白
,

将来 自不同基因型的 Ο Σ 全 ! 蛋白,原 ! 蛋白−和全 Δ

蛋白,原 Δ蛋白−进行比较
.

Λ &Ω ? Α 6
.

版软件将所有选择

出的 Ο Λ 序列进行比较后
,

提供以下重要数据
4
一致

性序列
,

是软件 自动比较所有序列
,

参考每个对应

的核昔酸 ϑ 蛋白质位点上不同克隆的编码 ϑ 表达方式
,

由软件形成最具代表性的一致性序列 χ 如果某位点出现

# 种以上的编码 ϑ 表达方式
,

一致性序列中提示为空

缺
,

表明了该位点的核昔酸 ϑ 氨基酸多样性
.

阳性率

是选定区域一致性序列的核昔酸 ϑ 氨基酸序列数目与

区域核营酸 ϑ 蛋白质序列总长度之比
,

提示差异位点

的比例
,

用于展示区域内部的插人突变 ϑ缺失突变
,

以

及单一位点多种核昔酸 ϑ氨基酸替换突变所占比例一
致率是选定区域全部克隆均为一致的核昔酸 ϑ 氨基酸

数 目与最长的单一克隆核昔酸 ϑ 氨基酸序列数 目之 比
,

表示该段区域核昔酸 ϑ 氨基酸序列一致性
,

用于展示

区域内部的替换突变或 ϑ 和缺失突变
.

如插人突变的克

隆不能占据简单多数
,

则阳性率和一致率均为 。Ξ
.

Σ &Ω ? Α 6
.

版软件比较核昔酸 ϑ 氨基酸可推导出系统发

生树
,

以分支树形式表示分子之间的进化关系
,

以

及遗传关系的远近
.

∀ 结果
∀

.

∋ Ο Σ 基因组 经过在 _ &∗ 2 ∗ε 中按不同基因型进行

搜寻
,

分别获得的基因型 Μ 型病毒株 ∋∀ 株
,

型 ∋7 株
,

/ 型 ∃ 6 株
,

Β 型 ∋# 株
,

9 型 ∃ 株
,

3型 ∀ 7 株
,

_ 型 ∋∀

株
,

Ο 型 # 株
,

共 ∋ # ∃ 株 Ο Σ 病毒株全基因组序列
.

按照方法中的排除条件
,

剔除部分不适合本研究的病
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表 , 主要 日 Λ 长度类型的基因型分布序列一致性与阳性率

Ο Λ 不 1司基因组 #∀ ∋% ∗ ? # ∋6 ∀ ∗ ?

Μ 型,∋# 株−

型,∋ ∋ 株−

/ 型,∃ ∋ 株−

Β 型,∋7 株−

9 型 ,# 株−

3型 ,∀ ∀ 株−

_ 型,8 株−

Ο 型,∃ 株−

长度范围,∗? −

# ∋∃8 一# ∀% ∃

# ∋8∃ 一# ∀ ∀ ∋

∀ 8 8 7 一# ∀ ∋%

# ∋ 6∀ 一# ∋8 ∃

阳性率,Ξ − 一致率,Ξ −

# ∀ ∋∀

# ∋∀ 8 一# ∀ ∋ %

# 68 一 # ∀ ∃ 6

# ∀ 7 一 # ∀ ∋ %

8 6名 6 %
.

#

8 8 Γ 6 6乃

8 8
.

Γ Γ
.

∃

8 8
.

% 6 7
.

∃

8 8
.

8 8 7
.

6

∋
.

6 ∃
.

1, −
.

8 #
.

∀

∋
.

8 %
.

8

在存储 Ο Λ 基因组序列时
,

各作者进行了基因型的判

断
,

但经过全基因组序列分析
,

发现部分分型方法并

不正确
,

如 Μ Ζ Χ ?Α 2 1)2 ∗ # /
,

∃ / 和 Δ /应当属于 Β 基

因型
,

(2 [ 2 ∗ Η _ 属于 3基因型
,

(2 [ 2 ∗ ∋ Η _ 属于 Ο 基

因型
,

(2Ε
2 ∗ Ρ _ 属于 Μ 基因型

.

因此将上述型别重新

划分到各基因型组中
,

进行 比较分析
.

在 ∋ ∋8 个基因型序列的 Ο Λ 基因组比较后
,

基因

组的跨度总长为 # # # ∗?
,

这是由于不 同型别之间在

不同区域存在插人突变
,

导致基因组序列长于最长的

# ∀ % ∃ ∗ ?
.

比较后总阳性率为 8 %
.

Γ Ξ
,

说明有 ∋ ∃ ∗ ?

,∃
.

# Ξ
,

∋∃ ϑ# # #− 为插人或缺失突变 χ 总一致性仅为

∃Γ
.

ΓΞ ,表 ∀−
,

说明一半以上的位点存在多态性表现
.

表 ∀ , ∋ 8 例不同基因型 日日Λ 病毒株基因组序列一致性比较

阳性率,Ξ − 一

致率,Ξ −
一一一一 

一,、

一

!
∀勺一 ,
#

∃%& ∋(∃)(∋

目

∗内+,,−

.
,

/曰成0∗了曰1,八,

毒株序列
,

共有 + +) 株 2 3 4 病毒株全基因组核昔酸序

列本引人到本研究中
,

选取率为 55
6

57
6

选用的序列中

基因型 8 型 + & 株
,

3 型 + + 株
,

∀ 型 ∋ ∋ 株
,

9 型 +%

株
,

: 型 % 株
,

;型 &+ 株
,

< 型 +& 株
,

2 型 % 株
6

其

中 ∀型的 ∋∋ 株病毒株包括本组以往的研究=巧
一

+>+ 获得的 ∃

个 2 3 4 全基因组克隆
,

分别命名为 ∀?≅1Α 9Β1 Χ Δ ∀
,

&

∀
,

% ∀
,

> ∀ 和 ( ∀
6

在本文中选择的病毒株的编号为

地点
Ε
顺序号 Ε 基因型别

,

如 ΦΑ Γ Α。 +& Η
,

ΦΑ Γ Α 1
是该序

列来源国家
,

+& 为本研究组在 < Η1 3 Α1 Ι 搜寻过程中所

定义的顺序号
,

∀为基因型别
,

按照此方法
,

所有参加

比较的序列各有其独立的标记
6

本研究组既往研究中获

得的序列在国家后加 9 Β1 Χ 以示区别
6

基因型别按照报

告单位的地理分布如下
. 8 型 .

加拿大 +株
,

法国 ∋ 株
,

南非 ( 株 ϑ 3 型 .
中国 % 株

,

日本 & 株
,

荷兰 +株
,

南非

+ 株
,

瑞典 ∋ 株ϑ∀ 型 .
澳大利亚 ∃ 株

,

中国 +( 株
,

日本

+% 株
,

瑞典 ) 株 ϑ 9 型 .
西班牙 + 株

,

法国 & 株
,

日本 ∃

株
,

瑞典 ∃ 株 ϑ : 型 .
加纳 + 株

,

日本 & 株 ϑ ; 型 .
阿根

廷 ∋ 株
,

瑞典 > 株
,

委内瑞拉 2 株 ϑ ∀ 型 .
德国 +株

,

日

本 ++ 株 ϑ 2 型 .
瑞典 % 株

6

&
6

& 核普酸序列的一致性 2 3 4 基因组多态性表现为长

度的明显差异
,

所研究的 + +) 株病毒株中
,

长度最长

为 % & ∃ ∋ 1 Κ
,

最短为 & ) ) > 1 Κϑ > & 株病毒株的基因组全长

为 % &巧 1Κ
,

占研究总数的 ∃&
6

+7 Λ表 +Μ
6

+> 株病毒株的

基因组全长为 % +5& 1Κ
,

占 +%
6

∃7
6

2 3 4 基因组长度具

有 一定的基因型特异性
,

在 < Η 1 3 Α1 Ι中搜寻获得的 +&

株 < 型 2 34 基因组序列中
,

有 ( 株病毒株的长度为

% &∋ 5 1 Κ
,

该长度是 ∀ 基因型的一个重要特征 ϑ 长度为

% & & + . Δ Κ 的 > 个病毒株中
,

8 型占 ∃ 株ϑ 长度为 % & +& 1 Κ

的 % 个病毒株均为 : 型
6

所研究的 + +) 株病毒株中有

& & 种长度形式
,

其中 +& 种长度形式仅有 +株病毒株

Λ+  
6

+7
,

+ & Ν + + ) Μ
6

所有 + +) 株 2 3Ο 基因组序列比较后
,

推导出的系

统发生树
6

经过 比较后
,

可以得出以下几点结论
.
Λ∗Μ 除

∀ 基因型病毒株之外
,

各基因型的 2 34 均表现为相对

独立的分支
,

Π 型在各基因型中显得较为古老 ϑ Λ#Μ 虽然

+一(   

(  +一 + + &

+ + %一 + > ∃ %

+ > ∃∋ 一 + ) ∃  

+ ) ∃ +一 % %  %

总计

) 5
6

+

) ∃ (

&
6

% 蛋白质序列的一致性分析 应用 4 ΗΠ ΚΒ Θ 5
6

 版软件

Ρ ;判定功能
,

对2 34 基因组蛋白编码区域进行分析
,

发现 ∋  株序列编码前前
一Σ 多肤

,

占%%
6

>7
,

分别来 自

∀
,

;和 2 基因型 ΛΦΑΓ Α1 ∗∗< 划归 2 基因型
,

下同Μ
6

+( 株

序列编码前
一 Τ 多肤

,

占 + ∋
,

% 7
,

均来 自∀ 基因型
,

∋ 株来自日本病毒株
,

+% 株来自中国病毒株 ϑ其中 +> 株

病毒序列编码前前
一Σ多肤

,

占)∋
6

+7 Λ+>Ν +( Μ
6

%+ 株病毒

序列不编码前
一∀多肤

,

占&>
6

+7
,

除了 :
,

;基因型外
,

各基因型均有病毒株不编码前
一∀ 多肚

6

根据 2 3Ο 基因

组编码病毒蛋白结构的不同
,

将 2 34 分为 ( 种蛋白表

型
,

分型方式见表 ∋
6

根据这种分型方式
,

我们分析

的 + + ) 株病毒基因组中
,

Δ 型
.
共 + 株

,

均来 自∀ 基

因型
,

占 5
6

∋  7 ϑ ++型 . ∀? ≅ 1 Α 9 Β 1 Χ > Η
,

( Η
,

Π ? ≅ 1 Α



董蔫 等
.

乙型肝炎病毒蛋白表型定义初探 ∀ Γ Γ

区为高变区
,

∃ 7 一∋ 6 Γ 2 2 区域的阳性率为 8%
.

6Ξ
,

一

致率仅为 Γ
.

Γ Ξ χ ∃ ∋ 一 ∃ ∃ 6 2 2
一致率为 ∴

,

说明 ∀ 个区

域的缺失 ϑ 插入突变较多
.

∋ ∋6 株不同基因型 Ο Λ 编码的全 ⎯ 蛋白包括
4
前

一⎯

和原! 蛋白
,

总阳性率仅为 %Γ
.

∀Ξ
,

总一致率仅为∀Γ .Γ Ξ
,

说明存在较多的缺失 ϑ 插人突变
.

进一步分析发现存在

∋个高度变异区和 ∋个高度保守区
.

∋Γ 株/基因型序列编

码前
一! 多肤

,

该段的阳性率和一致率为 Ξ χ % Γ 一 ∋## 22

区域的阳性率为 8Γ
.

∃ Ξ
,

一致率低为 % ∃
.

% Ξ
,

高于总

一致率 ∋倍 χ ∋#∃ 一∀7∃ 22 一致率为 ∀#
.

ΓΞ
,

说明区域内存

在较多的缺失 ϑ插人突变
.

∋ ∋Γ 株不同基因型 Ο Σ 编码的

多聚酶总阳性率仅为8% ∀ Ξ
,

总一致率为∃# .% Ξ
,

其一致

率为 ∃ 个病毒蛋白中最高的
,

与其编码区域内不包括表

达前导区有关
.

进一步分析发现存在 ∀个高度变异区和 ∋

个高度保守区
,

∋ 6 一#78
2 2 区域的阳性率为 6Γ .∃ Ξ

,

一

致率低为 ∋∀
.

7Ξ χ ∃ 7 %一% ∋∃ 2 2
一致率为 ∀ . Ξ

,

说明 ∀ 个

区域的缺失 ϑ 插人突变较多
.

而 #Γ
一∃ 7∃ 22 区域的阳性

率为 88 . Ξ
,

一致率为 Γ7
.

6Ξ
,

远高于平均的 ∃#
.

%Ξ
.

上

述 ∃ 种病毒蛋白按基因型进行比较后
,

获得的阳性率和

一致率见表∃
.

将不同基因型病毒株编码的病毒蛋白进行

比较
,

所获得的系统发生树见图 1Μ
一9

.

表 # ∋ ∋ #株 Ο Λ 编码 日 &Μ + 和 ∋ ∋ 2株编码全 Δ 蛋白多态性的比较,Ξ −

Ο Φ & Μ + 全 Δ 蛋白

阳性率 一致率 阳性率 一致率

Γ Γ

∃ #
.

Γ

刀今∗]
,二

+]Γ∃

刀丘认认∗]八,Χ∀,∗一∋ ∃

∋ > 一 + 5(

+5 5 一∋  )

∋ + 一∋∋ 5

总计

肋翻&>∃( ∃洲%(∋呱  5∃  

) ∃
6

+

) 5石

飞∋

),
#
Φ

∗勿Θ
,‘

1,>
+胜一一

6

Ε勺 且乙一一 ∋
、

不
一10Υ
伟,
(当梦

+飞Φ‘曰
‘

∗
月66
‘
、Θ咬

+∋ ∀
,

共 % 株
,

占 &
6

∃ 7 ϑ川 型 . ∀? ≅ 1 Α Δ∀
,

仅 ∗ 株
,

占

 
6

57 ϑΔ 4 型 .
共 ∋( 株

,

占 % ) ∃ 7
,

为主要的流行蛋白

表型
,

来自除 <
,

2 基因型以外的所有基因型 ϑ4 型
,

& % 株
,

占 + )
6

% 7
,

来自∀
,

9
,

; 和 2 基因型 ϑ 4 ∗ 型 .

8 ς Ω ΚΘΑ∗ ≅Α 1 Υ∀
,

ΦΑ Γ Α 1 ∋∀
,

ΣΞ Η Ψ Η 1 Δ ∀
,

ΦΑΓ Α 1 + Δ < Λ2 型 Μ
,

共 ∋ 株
,

占 %
6

∋ 7 ϑ 4 2 型 . &% 株
,

占 +)
6

% 7
,

来自8
,

3
,

∀
,

9 和 < 基因型
,

其中 < 基因型前
一 ∀ 多肤的

表达具有其独特的特异性
,

长度小于传统定义的前
Ζ

∀ 区 & ) Α Α
长度的多肤

,

仅长 +& ΑΑ ϑ 有 5 个病毒株不能

完整表达一种或一种以上 2 3 4 病毒蛋白
,

表达序列长

度小于预计长度的 ∃  7
,

占 >6 (7
,

无法进行蛋白表型

分型
,

属于缺陷型病毒
6

我们提出的 2 3 4 蛋白表型分

型方法
,

以Ξ 型为主要流行表型
,

占%) 6∃ 7
,

为< Α∗≅ [Η ΘΚΗ Κ

ΑΔ ∴&] 最早解读的 2 3Ο 基因组序列编码方式 ϑΟ 型和 Ο∗ ∗型

各占 +) % 7
,

是重要的流行型别
6

前
一! 多肤多与前前

一Σ

多肤联动表达
,

仅 + 例例外
6

+
,

1
,

⊥ 型均来自∀基因

型
,

∗型以 ∀? ≅1 Α 9 Β 1 Χ ∗ Η 为代表
,

占 5
6

∋ 7
6

病毒蛋白的表达除部分位点上表现出型特异性特征

外
,

也表现出区域性的多态性
,

+ +% 株不同基因型 2 3 4

编码的 2 3Η 8Χ 总阳性率为 )5
6

>7
,

总一致率仅为 %(
6

∋ 7
,

其大部分区域存在明显的氨基酸位点多态性 Λ见表 %Μ
6

分区的比较发现
.
前

一∀ 区编码的 &) Α Α ,

%+ 个序列不

编码前
一∀ 多肤

,

故其一致率为 。7 ϑ %  一 > + Α Α 和 + %  Ζ

+ ( % Β Α
为 2 [Η 8 Χ 的 & 个高保守区

,

其阳性率均为 +  7
,

无明显的插人 Ν 缺失突变 ϑ 这 & 段区域的一致率明显高

于总一致率
6

相应的
,

> &一 +& ) Α Α 和 + ( ∋一& +∋ Α Α
为2 3 Η 8 Χ

的 &段高变区
,

一致率较总一致率分别低 + 6 )7 和 + 6 %7
6

+ +5 株不同基因型 2 3Ο 编码的全 Ω基因编码产物包含

前前
一Σ区

,

前
一Σ∗

,

前
一Σ& 和主蛋白Λ下同Μ

,

总阳性率

仅为 5(
6

%7
,

总一致率仅为 & ∋
6

+7
,

说明存在较多的

缺失 Ν 插人突变Λ表 %Μ
6

进一步分析发现存在 &个高度变

异区和 ∗个高度保守区
,

以往定义的前
一
Σ∗ 和前

一Σ&

表 ∋ 日3 4 不同基因型病毒蛋白序列一致性与阳性率
’

全 Σ 蛋白 全 Τ 蛋白 全前 ∀一 ∀ 蛋白 多聚酶

阳性率Λ7 Μ
一

致率Λ7 Μ 阳性率Λ7 Μ 一致率Λ7 Μ 阳性率 Λ7 Μ 一致率Λ7 Μ 阳性率Λ7 Μ 一致率Λ7 Μ

∋万石Υ_月月+石∃55∃(+5∃)∃5∋)+)∃∋%
。 1只∋1
,
   &))))))))        )∃刀屏_石名6)+乃∋∋∋((>(>))5(>5∃5∋%(8 型 Λ+% 株Μ

3 型 Λ+ + 株Μ

∀ 型 Λ∋ + 株Μ

9 型 Λ+ > 株Μ

: 型 Λ% 株Μ

;型 Λ& & 株Μ

< 型 Λ) 株 Μ

2 型 Κ∋ 株Μ

总计

)) 名

+  刀

( ∃
6

>

5 +
6

∃

) )
6

>

) 5
6

(

+  
6

 ) > 刀

5 )
6

) 5  
6

 

( ∋名

) >名

> ∃
6

5

+  刀

+  刀

+  刀

+  刀

+  乃

∃ ( &

) )
,

∃

) )
6

∃

+  刀

) ) 万

+  刀

+  乃

+  刀
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Ν

1日日曰

( 2阳 ∗ ∋ ∋ _ 们 ∀ ∀7 −
1
翻 &< &∗ Η Ο ,司 6 −
Δ;& <& ∗ # 日 印 以犯月−

‘一Ψ 一 Δ 岁&<  ∗ Ρ Ο , 刀 ∃ 7−

Δ;
&< & ∗ Ρ 3 , %∀ −

匕圣三嚣翼
, 刀 ∃ ∀ −

∋∀ ∃ −

—灿< 旧匕 ∗ # / 旧 ∀ #−

细 鱿阁 . ∗ ∃ / 印加∀# −

—
(2 Ε2∗ Δ Β 们 ∋%6 −

((2 [2 ∗ ∃ Β ,. ∃ −
3旧 ∗ && Η Β , 刀 −

—
Δ 姗。< & ∗ Η Β 旧刀 ∋∃ ∀ −

( 2四 ∗ Η Β 《 −

—
(2阳 ∗ Ρ Β 旧 ∃ % −

—
(2四∗ # Β 们 8# −

_ 0 2∗ 2 Η 9 , 刀∋ #6 −

一一弓攘藻 γ黑4γ

—
3旧朋& Ρ Β 归 ∀ ∋ 7 −

一一王二兰坚竺宜兰里黑
。。 Δ Β 。。∋# ∀−

Δ 娜& <& ∗ ∃ Β 印 ∴加∀ −

—
印2们 Η Β 夕 #6 8−

⋯
1

日日曰曰目

细 过Α6 臼 ∗ Δ / 们7 %6 −
(2 [& ∗ ∃ / , ∃ ∃7

Β  ∗ + Ρ / ,加 #8 −
+ 7 / [ ∴ −
8 Γ / 归 幻 −

Δ ≅ & <& ∗ Ρ / 们刀∋7 Γ −

γ甚翌里薰 了 / ,   邪−

∗ # / 旧 ∋ ∋ Γ −

—
伪 .∗ 2 Ρ , 8∀ −

(2[ 日 日 # / , ‘兀旧 口−

(2Ε . 们Δ / 口 ,陡μ ∴−

尸
一 (2 阳 ∗ ∋ 6 旧 ∋8 −

Δ ; & <& ∗ Η , 刀 别 −

—
伪 )∗ 2 , ∃ / , ∋ ∋ −

Χ; 叼
&∗ ∃ & , % # −

—
(2阳 ∗ Ρ , ∃ ∀ −

—
Δ;& <& ∗ Ρ 归 , ∀ ∀−

腮&,∗&锹黔
一

.

八目Χ? 口白 ∗ , / 心 。、

曰舀蕊乳默韶粼

逻4羁翼
∃Γ−

匕二二歇架瑟雪偿召∃Γ−

丽黑粼
∃Γ−

Η(
2 [ 2∗ ∋ # / 夕 −

一χ242Ζ∗& 共飞岩黑
−

图 , Μ 日 Υ 基 因型核普酸序列系统发生树 χ 多聚酶氨基酸序列系统发生树 /
.

⎯ 蛋 白氨基酸序列系统发生树
,

Β4 日 Λ 表面蛋 白氨基酸序列 系

统发生树 9 日日& Μ + 氨基酸序列系统发生树



董蔫 等 乙型肝炎病毒蛋白表型定义初探 ∀ 6 #

# 讨论

Ο Λ 的基因组是最早被解读的病原体基因完整信息
,

我们探讨过 Ο Σ 准种现象φ∀∀
一

∀∃η
,

观察了 Ο Χ Μ + 基因多

态性与蛋白质多态性之间的关系φ∀%η
,

Ο Σ 血清型仅反

映表面抗原的变化
,

不足 以反映高度变异的病毒准种

群核酸序列差异与病毒蛋白氨基酸序列差异之间的关

系
,

现试图探讨一种以病毒蛋白差异为主要分型标准

的 Ο Σ 分型方式
,

暂命名为 Ο Σ 蛋白表型 ,[
Α  ?Υ[ &

−
.

在 _&∗ 2∗ ε 中
,

我们初步搜寻出 ∀ 多株 Ο Λ 全基因

组序列
,

之后再次限定作者标定的 Ο Σ 基因型
,

自

Μ 至 Ο 进行再次筛选
,

选择出的病毒株按照不同的基

因型分组以备进一步分析
.

将筛选出的 Ο Λ 基因组序

列进行初步分析
,

凡是序列内部包含有测序结果不精

确的病毒株均被排除在本研究之外
.

经过上述选择过

程
,

共筛选出 ∋ ∋8 株 Ο Λ 全基因组序列
,

长度最长

为 # ∀ % ∃ ∗?
,

最短为 ∀ 887 ∗?
.

Ο Σ 多态性表现在长度

的不一致性
,

共有 ∀∀ 种长度形式
,

%∀
.

∋Ξ 的病毒株基

因组长度为 # Ρ∋ % ∗?
,

为主要流行长度 χ ∋#
.

%Ξ 的病毒株

基因组全长为 # ∋6∀ ∗?χ 其中 ∋∀ 种长度形式仅有 ∋株病

毒株
.

基因组长度具有一定的基因型特异性
,

经过调整

后
,

_ 基因型 8 例病毒株中
,

Γ 例长度为 # ∀∃ 6 ∗?
,

经比

较发现在 +1 ∗? 之后有一段长 ∀7 ∗? 的插人序列
,

为 %
’

Π Μ _ Μ Μ / Μ Μ /Π Π Π _ / /Μ Π Μ Π _ _ // ΠΠ Π Π Π _ _ /Π Π Μ _ Μ 一

#
’

_ 基因型特异性序列
.

该段序列与上游 Χ ∗? 共同

编码前 / 区 δ Β Κ竹ΝΕα_ Ν3_ Ν
,

成为缩水的前
一/ 区

,

替代了其他基因型中的前
一/ 区编码的 ∀8

2 。和 Ο Ω Μ +

的第一位 δ
.

该编码现象是 _ 基因型的一个重要蛋白分

子特征
.

基因型的分型原则是根据全基因核昔酸序列之间

比较后所获得的一致性进行分类的
,

至此
,

目前报告

了 6 种基因型 φ#
,

∃
,

“
,

Γ
,

∀ 7η
.

我们 自_ & ∗ 2
∗ε 中搜索出的

∋ ∋8 个作者进行基因型分型的基因组病毒株中
,

调整

后 Μ 型 ∋ # 株
,

型 ∋ ∋ 株
,

/ 型 ∃ ∋ 株
,

Β 型 ∋ 7 株
,

9 型 # 株
,

3 型 ∀ ∀ 株
,

_ 型 8 株
,

Ο 型 ∃ 株
,

其中

以 / 型最多
,

占#∃ .% Ξ χ其次为 3型
,

占 ∋6 .% Ξ
.

曾有学

者ΗΓ, ’7η 认为基因型的分布具有明显的地理特性
,

但本

研究 ∋ ∋8 株病毒株的地理分布广泛
,

欧洲 #7 株
,

亚

妙Θ∋% # 株
,

非洲 8 株
,

美洲 ∋ 7 株
,

大洋洲 % 株
.

除

报告较少的 9 型和 Ο 型
,

Ο Λ 基因型的地理分布没有

一定的规律
,

可能与目前世界范围交通发达
,

人员流

动大有关
,

但在与外界交流很少的民族中可能存在少

见的Ο Λ 基因型
.

我们针对 ∋∋8 例不同基因型的 Ο Λ 基

因组进行了全序列比较
,

同时对其编码的不同的病毒

蛋白进行了比较分析
,

结果发现
4
,1− 除全 / 蛋白氨基

酸系统发生树外
,

基因组系统发生树与全 Δ 蛋白
、

多

聚酶和全 ! 蛋白的氨基酸系统发生树结构相似
,

而在

全 / 蛋白的氨基酸系统发生树分析过程中
,

发现部分

基因型病毒株与/基因型的全 /蛋白的系统发生特征

相近
.

从上述图形结构的比较而言
,

可以认为限定区域

内核昔酸的变异导致的氨基酸序列的变异程度是不均

一的
,

两种分子的进化步骤具有非同步性 χ ,#− 无论基因

组核昔酸系统发生树还是 ∃ 种病毒蛋白的系统发生树
,

各基因型的 Ο Σ 病毒株均划归于相对独立的分支
,

表

现出较高的遗传特征
,

唯有 / 型各病毒株的遗传关系

显得较为松散
,

其系统发生树的地位在各基因型中显

得较为古老 χ ,# −结合系统发生树与基因型内病毒株序列

一致性的研究结果发现
4
只有 /基因型各病毒株之间的

总一致率低为 Γ
.

∃Ξ〔表 1−
,

其他基因型的总一致率接

近或高于6∃ Β Ξ. 研究同时发现随着分型内部病毒株的数

量增加
,

其一致率出现明显下降
,

/ 型一致率的水平

已低于以往定义的基因型的分型标准
,

按 目前标准定

义的 / 基因型的病毒株总体的遗传特征不明确
,

有必

要提出新的分型标准来表示 Ο Λ 的变异特征
.

我们进一步分析了 Ο Λ 不同基因型的节段差异

性
,

发现 ∋ ∋8 株不同基因型 Ο Λ 病毒株基因组序列总

一致率为 ∃Γ
.

ΓΞ
.

区域 ∋一Γ ∗? 一致率 #
.

7 Ξ
,

区域

∋ ∋ #一 ∋ 7 % # ∗ ?一致率 ∀
.

6Ξ
,

较总一致率低 ∋ 一∀ Ξ
,

为高变区 χ区域 ∋ 7%∃
一 ∋ 8 %∴ ∗? 的一致率为 Γ∃

.

∀ Ξ
,

可

定为高保守区
.

我们是在计算机软件分析的基础上
,

人

工的最小化或最大化各区域的一致率
,

具体流程见文

献【∋6 η
,

但划分出来的高变区和高保守区与文献φ∋6 η不

同
,

这可能与选择的基因型与血清型不同有关
.

本文还

进一步确定了各病毒蛋白的高变区和高保守区
,

∋ ∋# 株

全 /蛋白多态性的比较结果提示 7 ∀一 ∋∀8 22 和 ∋Γ ∃ 一Ρ∋ ∃ 22

一致率分别为 ∀ 7
.

%Ξ 和 ∀ ∃
.

∃Ξ χ# 一7 ∋ 2 2
和 ∋# 一 ∋Γ # 2 2

一

致率分别为 7%
.

7 Ξ 和 Γ
.

% Ξ
,

较总一致率 #Γ
.

∃ Ξ 有明

显区别
.

∋ ∋6 例全 Δ蛋白内多态性的比较结果提示 ∃ 7 Ψ

∋ 6 Γ 2 2
和 ∃ ∋ 一∃ ∃ 6 2 2

一致率分别为 Γ
.

ΓΞ 和
.

Ξ 4 ∋6 6 Ψ

∃∴+ 22 一致率 ∃#
.

ΓΞ
,

较总一致率 ∀∃
.

∋Ξ 有明显区别

∋ ∋6 例全 ⎯ 蛋白多态性的比较结果提示 %Γ
一∋## 22 一致

率 %∃
.

%Ξ
,

明显高于总一致率的 ∀Γ
.

ΓΞ χ ∋ ∋Γ 例多聚酶

多态性的比较结果提示 ∋% 一# 7 8 2 2
和 ∃ 7 %一% ∋∃ 2 2

一致

率分别为 ∋∀
.

7 Ξ 和 ∀
.

Ξ χ # Γ 一∃ 7 ∃ 2 2
一致率 Γ 7

.

% Ξ
,

较总一致率 ∃#
.

% Ξ 有明显区别
,

这些数据说明各病毒

蛋白内部均有各自特异的高变区和高保守区
.

全 Δ 蛋

白总一致率仅∀∃
.

∋Ξ
,

其前Δ∋
、

前Δ∀ 区一致率小于 ∋ Ξ
,

目前疫苗的靶区域 ∋66
一∃ 8 2 2

一致率也仅 ∃#
.

Γ Ξ
,

这

提示 目前疫苗的覆盖性较差
,

需要进一步研制高代表

性 Ο Λ 疫苗
.

我们着重研究了 Ο Λ ∃ 个 ∴ Κ 3的结构特征
,

并提

出根据病毒蛋白不同的结构特征进行分型的新概念
,

目前暂时将这种型别命名为Ο Λ 的蛋白表型
.

在分型方

法的建立过程中
,

我们着重强调了前前
一Δ 多肤

、

前
Ψ

⎯ 多肤和前
一/ 多肤的重要性

,

这是由于这 # 段蛋白序

列的编码与否在不同病毒株基因组的表现形式是不一

样的
,

前前
一Δ 多肤长度为 ∃%

2 2 ,

占全 Δ 蛋白全长的

Α 
.

∋Ξ侈% ϑ∃∃ 7−
,

编码前前
一Δ 多肤阳性的病毒株占研究

总数的 ##
.

7 Ξ
,

分别属于 /
,

3和 Ο 基因型 χ 前
一⎯ 多
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肤长度为 % 7 2 2 ,

占全 ! 蛋白全长的 ∀ 7
.

Γ Ξ ,% 7 ϑ∀ ∋ −
,

编码前
一 ! 多肤阳性的病毒株占研究总数的 ∋∃

.

#Ξ
,

均

属 于 /基因型 χ前
一/ 多肤长度 ∀8 22

,

占前 /一/蛋白全

长的 ∋#
.

ΓΞ ,∀ 8 ϑ∀ ∋∀−
,

编码前
一 Ω 多肤阴性的病毒株占

研究总数的 ∀ 7
.

∋ Ξ
,

分别属于 Μ
, ,

/
,

Β
,

3 和

Ο 基因型
,

_ 型的 8 株病毒株的前
一/ 区编码多肤形式

特别
.

我们发现编码前前
一Δ多肤和前

一⎯ 多肤在病毒基

因组中属于相对少见的情形
,

而编码前
一/ 多肤在病

毒基因组中属于较常见的现象
.

我们以往关于前
一/ 区

与Ω 区基因相互关系的研究提出前
一/区编码与 Ο& Μ +

的生物合成有关
,

前
一 / 区变异 Τ∀ 8η 或核心蛋白启动子

,/ Ε− 的变异
,’ ’可 导致 Ο & Μ + 阴性慢性乙型肝炎,Ω Ο −χ

前
一 ! 多肤的编码与原发性肝癌,Ο //− 的发生有关Τ” ‘

,

但前前
一Δ多肤的功能尚不明了

.

蛋白表型的分型方法是

确定的
,

这 与基因型分型 日益增多的情形大相径庭
,

由

于基因型表现出明显的地理特性
,

随着研究的深人
,

其

分型结果会 ∋∋ 益增多
,

由于蛋 白表型的分型方式固

定
,

将简化分型方式
,

为以后的研究设立一个便于比

较的平台
.

蛋白表型分型重点强调由于基因突变所导致原定义

的 Ο Λ 表面抗原
、

⎯ 蛋白
、

核心蛋白的前导性序列

以及病
一

毒蛋白结构的变化
,

同时也强调
一

了病毒蛋白前

导性序列的重要性
.

按照 以往的概念
,

Ο Λ 表面抗

原
、

核心蛋白为病毒的结构蛋白
,

其前导性序列 叮能与

病毒蛋白合成后的细胞定位有关 χ ⎯ 蛋白的功能尚不明

了
, 1汀能与病毒基因调节有关

,

作为一种反式激活因

子
,

定位是在细胞核内
.

蛋白表型分型强调 了基于 Ο Λ

病毒蛋自基本情况之上的变异方式
,

显示核昔酸变异

对病毒蛋白编码所产生的重要影响
.

∋ ∋Γ 株病毒株的多

聚酶的总
一

致率为 ∃#
.

% Ξ
,

高于全 Δ蛋白
、

全 ⎯ 蛋白

和前 / 一/ 蛋白的总 一致率 ∀ ∃
.

∋Ξ
,

∀Γ
.

Γ Ξ 和 #Γ
.

∃ Ξ
,

这证实前导性序列对病毒蛋白一致性的影响 按照我们

提议 的新的分型方法分析本研究搜集的 ∋ ∋8 株病毒

株
,

发现为 _ 2 1)Φ & Α? 。Α 2 η 1, Θ最早解读的 Ο Σ 基因组序

列
,

即 ΗΣ 型主要流行表型
,

共 ∃ Γ 例
,

占分析总数的
# 8

.

%Ξ
.

ΗΣ 型的蛋白表型特点是表达前
一/ 多肤

,

而不

表达前前
一 Δ 多肤和前

一⎯ 多肤
,

除 _
,

Ο 基因型外
,

其他基因型病毒株均可见 ΗΣ 型的分布
.

Σ 型和 Λ1 1型各

有 ∀# 例
, 4
与分析总数的 ∋ 8

.

# Ξ
,

是重要的流行型别
,

前者的特点是表达前前
一Δ 多肤和前

一/ 多肤
,

但不表

达前
一⎯ 多肤

,

后者的特点是三种前导性序列均不表达
.

Ο 型
,

川 型和 Λ 1型是少见的蛋白表型
,

其中 Ο Η型仅
∋例

,

其存在与否需要进一步证实
.

由于 Ο Λ 基因存在

高变异现象
,

∋8 8 # 年有学者提出 Ο Σ 准种学说【, , 一 , # Θ
,

我们的研究
‘”’证实 Ο Λ 在患者体内以准种群形式存

在
,

这种学说同时带来一种研究技术上的要求
,

即以

单独克隆的 Ο Λ 基因组测序结果为准
,

而不应当是以

往研究∋#∃
一 #∋∋ 扣以直接的 Ε/Κ 结果进行测序来表示全基

因组情况
,

因为 Ε/ Κ 一
直接测序方法不能排除准种群

导致的位点混杂情况
.

有鉴 于此
,

Ο 型
、

∋∋∋ 型和 ΣΗ 型

的病毒株测序方法存有一定误差
,

其可靠性需要进一

步验证
,

因此按照本文提出的分型方法
,

分型的型别

可能将有所减少
.

新的分型结果发现有 6株 Ο Σ基因组

序列不能编码完整的 ∋ 种或 ∋ 种以上的病毒蛋白
,

推

断其不具有独立完成生活史的能力
,

即需要依靠其他
Ο Σ 病毒株生存的缺陷型病毒

,

我们 Τ#Γ∋ 以往的研究也

发现这种现象
,

按照本方法无法进行分型
,

因此设 立

无法分型的型别为缺陷型病毒特异性型别
.

∃ 8 株亚洲

Ο Λ 病毒分离株的蛋白表型分型结果提示
4 Η

,

ΗΛ
,

Λ

和 Λ ∗ 型 Ο Λ 病毒株所占比例均大于 ∀ Ξ
,

Γ 种型别

均出现于亚洲 χ#7 株欧洲 Ο Λ 病毒分离株的蛋白表型分

型结果提示
4
ΗΣ 型占 %6

.

# Ξ
,

Λ1 1型 占 ∀%
.

Ξ
,

Λ 型占

∋ #
.

8Ξ
,

说明以 ΗΛ 型为主要流行型别
,

Λ1 1型也占重

要地位
.

∋
,

∋ ∋
,

ΗΟ 型不出现于欧洲
,

在亚洲这三种

类型的总和占总数的 ∀6
.

7Ξ
,

这 # 种类型的共同点是
Ο Λ 基因组编码前

一⎯ 多肤
,

这 # 种蛋白表型 Ο Λ 在

亚洲的流行是否是亚洲原发性肝癌发病率高 于欧洲的

一个原因
,

还需要进一步研究
.

总之
,

我们应用生物信息学技术对 _ & ∗ 2 ∗ ε 中存

储的 ∋ ∋8 个不同基因型 Ο Λ 病毒株全基因组进行 Α 比

较分析
,

在此基础上我们提出 Ο Λ 蛋白表型假说
,

蛋

白表型着重强调 了 Δ 基因
、

⎯ 基因
、

/ 基因前导性序

列的重要性
,

通过分型将局部核昔酸替换突变与蛋白

结构差异结合起来
,

我们试图建立一种区别于现有基

因型分型方式
,

以展示病毒蛋白结构差异为主的分型

方式
,

这种分型方式的现实意义需要进一步探讨
.
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消息
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《中国 生物 学文 摘》 收 录 豁夕夕和世界华人消化亲 志

本刊讯 纤 专家评估和遴选
,

四口Θ∗Ψ Φ Β ς ⊥ ΑΝ Ββ < Α Ω
ΚΘΒ

Η 1Κ Η ΘΒ ∗Β Χ 夕Λχ Φ< Μ和 Δ+Φ
一

界华人消化杂志被 《中国生物学文摘》 和中国生物

学文献数据库收录
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中国生物学文献数据库在期刊的基础 −开发建设
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数据量已达 &  万多条
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并形成了期刊
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网络版系

列产品
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农脚郎沙娜澎几ε 声娜缺戚加纯秒 了滨形
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的电移收录

瘫浴州丫户卿韶 军户咖喇铆典秒
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这业 文章会应用丁临床患者和医生
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其专业的概况和其领域的所有的关键的进展
,
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