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异性 ,且不受一些慢性及自身免疫性疾病的干扰 ,在感染初期

抗体尚未出现之前即可检出 HCVcAg ,大大缩短了“窗口期”,

且费用低廉 ,适合临床及血站推广应用。
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乙型肝炎病毒核心启动子缺失突变导致 HBeAg 表达不能
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　　目前认为 10 %～30 %的慢性乙型肝炎 (CHB) 患者为乙型

肝炎 e 抗原 ( HBeAg) 阴性 CHB ,表现为丙氨酸氨基转移酶

(AL T)反复波动或持续异常 ,对干扰素α( IFNα) 治疗的疗效

差 ,病情呈持续发展 ,易进展为肝硬化和 (或) 原发性肝癌 [1 ] 。

导致 HBeAg 阴性的病毒学因素有 3 种 : ⑴前2C 区 G1896A 突

变直接导致该密码子自 T GG变化为 TA G ,使得前2C 区在第

28 位氨基酸残基处发生终止突变 , HBeAg 表达被终止 ; (2) C

区启动子区 ( CP 区) 替换变异 ,最常见的变异是 CP 区内

A1762 T 和 G1764A 的单/ 双替换突变 ,该变异可作为独立因素

导致 HBeAg 表达不能 ; (3)前2C 区内部发生其他点替换突变、

C 区内部缺失突变 (CID) 、插入突变均可能导致 HBeAg 表达呈

阴性。本研究分析 1 例自行发生 HBeAg/ 抗2HBe 血清学转换

的原因。

资料与方法

一、血清来源和 DNA 提取

患者男性 ,34 岁 ,被检测出乙型肝炎病毒 ( HBV) 感染 10

年。采集静脉血 ,蛋白酶 K消化2饱和酚 ∶氯仿 (1 ∶1) 抽提法

提取 200μl 血清中的 HBV DNA , 220 ℃保存备用。患者被诊

断为病毒性肝炎 ,乙型 ,慢性 ,诊断符合 2000 年西安会议《病毒

性肝炎防治方案》标准。

二、HBV 基因型分析

参考 Naito 等 [2 ]建立的 6 种主要基因型分型方法 ,应用巢

式2多引物2多聚酶链反应 ,外引物上游引物序列 :5′2 A GC A T G

GGA GGT T GG TCT TC23′,下游引物序列 : 5′2 AA G GCA

TCA A GG CA G GA T A GC23′,目的片段长度约 1 430 bp。A

组内引物 : 上游通用引物序列为 5′2 GGC TCA A GT TCC

GGA ACA GT23′,A 基因型特异性下游引物为 5′2 CTC GCG

GA G A TT GAC GA G A T G T23′,B 基因型特异性下游引物为

5′2CA G GTT GGT GA G T GA CT G GA G A23′,C 基因型特异

性下游引物为 5′2 GGT CCT A GG AA T CCT GA T GTT G2

3′;B 组内引物下游通用引物序列为 5′2GGA GGC GGA TCT

GCT GGC AA23′, D 基因型特异性上游引物为 5′2GCC AAC

AA G GTA GGA GCT23′, E 基因型特异性上游引物为 5′2CAC

CA G AAA TCC A GA T T G GGA CCA23′, F 基因型特异性上

游引物为 5′2GCT ACG GTC CA G GGT TAC CA23′。由于 G、

H 型没有在亚洲发现 ,未进行这两种型别的检测。

外引物扩增 PCR 程序参数如下 : 94 ℃ 1 min 变性 ,94 ℃

1 . 5 min变性 ,59 ℃1 . 5 min 秒退火 ,72 ℃2 min 延长 ,共 30 个

循环 ,72 ℃延长 10 min。内引物扩增 PCR 程序参数如下 :94 ℃

1 min预变性 ,94 ℃30 s 变性 ,58 ℃30 s 退火 ,72 ℃30 s 延长 ,

共 35 个循环。巢式 PCR 产物经 3 %琼脂糖凝胶电泳后判断

HBV 基因型。

三、多聚酶链反应 ( PCR)扩增目的片段

参考董菁等 [3 ]克隆的中国大陆地区 HBV 基因组相关区

域序列 ,设计引物以扩增 HBV 基因组中的 X基因及前2C/ C 基

因 ,上游引物 : 5′2 CAA GT GTTT GCT GACGCAACC23′,下游

引物 : 5′2CTA TCAACAA T GTCCTCCT GC23′,目的片段长度

约 1 300 bp ,靶区域为前2X 至 C 蛋白编码下游。PCR 参数如

下 :94 ℃1 min 预变性 ,94 ℃ 40 s 变性 ,58 ℃ 40 s 退火 ,72 ℃

80 s延长 ,共 35 个循环 ,72 ℃再延长 10 min。

四、克隆目的片段

将方法三中获得的 PCR 产物在 0 . 9 %琼脂糖凝胶中电泳 ,

切取目的片段 ,玻璃奶法回收 PCR 产物 (博大泰克公司) ,与

pMD19 T 载体 ( Takara 公司) 连接过夜。将重组质粒转入

TOP 10 菌株 ,氨苄青霉素和 X2gal 蓝白斑法筛选阳性菌落。

提取质粒 ,限制酶切鉴定确定 PCR 产物的插入。

五、DNA 测序

共选择 20 个克隆测序 ,由上海英骏生物公司完成。测序

结果存入美国国立卫生院 GenBank 中。应用 Vector N TI 8 . 0

软件将测序所得核苷酸序列结果进行比较 ,选择的对照为储存
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于 GenBank 中的 HBV 全基因组序列 ,分别为 : A F458665 ( C

型 ,上海 ) 、A Y707087 (B 型 , 厦门 ) 、AB010290 (Bj , 日本 ) 、

A F363961 (C 型 ,北京) 、EF134945 (B 型 ,厦门) 。

结 　　果

患者 2006 年 4 月出现肝功能异常 ,AL T 升高大于 2 倍正

常值上限 ( ULN) ,当时化验为 HBsAg、HBeAg 和抗2HBc 阳

性 ,患者未进行抗病毒治疗。2006 年 8 月 1 日化验 : AL T

501 IU/ L (ULN 为 40 IU/ L) ,AST 228 IU/ L ,TBil 49 . 3μmol/ L ,

HBsAg、HBeAg 和抗2HBc 阳性 , HBV DNA 为 4 . 62 ×106

拷贝/ ml ;采血时间为 2006 年 9 月 25 日 ,样本编号 X381。

2006 年 9 月 26 日化验 : AL T 167 IU/ L , AST 96 IU/ L , TBil

48 . 1μmol/ L , HBsAg 和抗2HBc 阳性 , HBV DNA 为 7 . 15 ×106

拷贝/ ml ;2006 年 10 月 3 日经肝组织活检提示 :慢性肝炎 ,轻

度 , G1S1。2006 年 10 月 10 日化验 : AL T 391 IU/ L , AST

189 IU/ L , TBil 48 . 8 umol/ L , HBsAg、抗2HBe 和抗2HBc 阳

性 , HBV DNA 为 6 . 82 ×106拷贝/ ml。

通过多引物 PCR 进行扩增 ,3 %琼脂糖凝胶电泳后分析该

患者的血液中 HBV 的基因型为 B 型 (见图 1)

图 1 　患者多引物 PCR 产物基因分型电泳图

经 PCR 法自该患者的血清中扩增出约 1 200 bp 片段 ,回

收后连接入 pMD 19 T 载体 ,克隆出 201 个克隆。考虑到 HBV

是以准种形式存在 ,经酶切鉴定后 ,我们选择 20 个克隆测序。

测序靶片段 (去除引物部分) 长度均为 1 126 bp。测序结果存

储于 GenBank 中 , 可 按 以 下 序 列 号 查 询 : EF608587 ～

EF608597。

测序结果提示 20 个克隆有 10 个克隆的 DNA 序列完全一

致 ,克隆 E13、H11、H13、H16、I4、I7、I10、I12、I13 和 H3 编码序

列一致 ,为主流核苷酸序列 ,20 株克隆有 11 种变异形式 ,核苷

酸一致率为 98 . 5 %。

基因片段不编码 HBeAg ,编码 HBcAg ,长度 182 aa ,有 3

种变异形式 ,克隆 I8 和 I15 分别与主流编码存在 3 个和 1 个氨

基酸残基差异 ,所有的序列均未发现 G1896A 点替换突变。

基因片段编码一种碳端发生缺失突变的 HBx ,长度 76 aa ,

仅有一种编码形式 ,编码序列如下 :MAARLCCQLDPARDVL2

CL RPV GA ESR GRPL P GPL GAL PPASPPLL PTD H GA HL SL2

R GL PVCA FSSA GPCAL RFTSA

测序序列与 GenBank 存储的 HBV 基因组 A F458665、

A Y707087、AB010290、A F363961、EF134945 相比较 ,上述序列

分别来自我国北京、上海、厦门 ,并与日本 Bj 亚型基因组序列

比较。以 EcoR I为起始计数点 ,本研究观察到的 20 株克隆均

表现为 1601～1834 位点发生大段缺失突变 ,长度 234 nt ,涵盖

了 CP 的 1643～1849 nt 的绝大部分。

讨 　　论

1989 年 , Carmen 等 [4 ] 提出 G1896 位点替换突变导致

HBeAg 表达不能 ,伴或不伴 C1858 T 突变都可能是 HBeAg 阴

性的原因。之后的研究认为 CP 区下游的基础核心启动子区

(BCP)内部变异 ,如 A1762 T 或 G1764 单/ 双替换变异可导致

HBeAg 阴性 CHB。目前认为前2C 区和 (或) BCP 区点替换突

变是 HBeAg 阴性 CHB 的主要原因。

患者 2006 年 8 月 1 日化验 HBsAg、HBeAg 和抗2HBc 阳

性 , HBV DNA 为 4 . 62 ×106 拷贝/ ml ;而 2006 年 9 月 26 日出

现 HBeAg 阴转 ,结果为 HBsAg 和抗2HBc 阳性。于 2006 年 9

月 25 日采集静脉血保存 ,观察到 HBeAg 阴转现象后 ,将该份

血清解冻 ,提取病毒 DNA 进行基因变异的横断面研究。之后

患者于 2006 年 10 月 10 日化验提示抗2HBe 阳性 ,我们采集的

血清 HBV DNA 正好代表了 HBeAg 血清学转换过程中病毒

基因发生的变化。

本例患者血清中的 HBV 基因片段测序结果表明 ,CP 区域

发生长达 234 nt 的缺失突变 ,突变位置涵盖了整个 CP 区 ,导

致 CP 功能缺失 ,同时也包括增强子 H 和 DR I区 ,这种缺失突

变不仅导致前2C/ C 基因 mRNA 转录障碍 ,而且可导致前基因

组 RNA 的转录异常。此外 ,我们测序的这 20 个克隆发生的缺

失突变导致前2C 基因的起始密码子 A T G丢失。上述这两种

涉及 CP 和前2C 基因起始密码子的缺失突变是该患者 HBeAg

阴转的原因 ,但患者体内的 HBV 仍处于活跃复制阶段。我们

发现的 X 基因大段缺失突变同时导致 X 蛋白出现下游编码基

因的缺失 ,这种截短型的 X 基因是否有生物学功能 ,尚需要进

一步研究。

由于 HBV 在患者体内是以准种形式存在 ,为防止该缺失

突变为某个克隆的单个现象 ,我们通过 TA 克隆技术 ,获得了

患者自 X基因到 C 基因末端整个区域的 PCR 产物 ,在 201 个

阳性克隆中 ,随机选择 20 个克隆测序 ,测序结果提示所有 20

个克隆均一地表现为 1643～1849 nt 位点缺失突变。20 个克

隆中有 10 个克隆测序结果完全一致 ,另 10 株克隆出现不同位

点的点替换突变 ,但缺失突变的位置是统一的 ,测序的 20 个克

隆共表现出 11 种变异形式。除选择的克隆外 ,我们将获得的

序列与 GenBank 中已储存的序列进行数据库比对 ,没有发现

类似的缺失突变的报道。而 2005 年台湾学者 Chen 等 [5 ] 观察

了 200 例患者 ,以各种点替换突变为主要原因 ,未报道 CP 的缺

失突变。2003 年 ,我们的研究提示 BCP 内部存在短的缺失突

变 ,长度为 8 或 20 nt 两种类型 ,可能影响 HBeAg 的表达 [6 ] ,
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Zhu 等 [7 ]最近也发现有短的缺失突变 (19 nt) 存在于 X 基因下

游 ,长度大于 100 nt 的缺失突变目前未见报道。
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丙型肝炎病毒感染离体培养树鼩肝细胞模型初探
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　　本研究以树鼩为研究对象 ,采用体外两步灌流法分离肝细

胞 ,然后用丙型肝炎病毒 ( HCV) RNA 阳性血清直接感染原代

培养的肝细胞 ,观察树鼩肝细胞对 HCV 的易感性 ,旨在建立

较为实用的细胞感染模型 ,为深入研究 HCV 感染细胞的复制

机制提供一定的实验依据。

材料与方法

一、主要材料

(一)实验动物 　成年树鼩购自中国科学院昆明动物研究

所 ,5～8 月龄 ,体重 110～140 g ,雌雄不限 ,双只关养。Wistar

大鼠购自第三军医大学动物研究所 ,30～35 d ,体重 45～50 g ,

雌雄不限。

(二)实验血清 　实验所用的感染血清 ( HCV RNA 阳性)

均来自慢性丙型肝炎患者 ,经逆转录2聚合酶链反应 ( RT2

PCR) 检测证实 HCV RNA 为阳性 ,用酶联免疫吸附试验

( EL ISA)检测抗 HCV2Ig G阳性 ,其他肝炎病毒标志物均阴性。

HCV RNA 阳性血清无菌采集后分装并冻存于280 ℃冰箱 ,用

前经 56 ℃30 min 灭活补体。正常人血清来自我院输血科健康

供血员 ,甲、乙、丙、丁、戊、庚型肝炎病毒标志物检测均阴性 ,标

本采集后分装并冻存于280 ℃冰箱 ,用前经 56 ℃30 min 灭活补

体。细胞培养所用的小牛血清由本室自制 ,用前经 56 ℃

30 min灭活补体。

(三)主要试剂

1 . 细胞分离和培养试剂 : Ⅳ型胶原酶、L15 培养基、RP2
MI1640 培养基均为美国 Sigma 公司产品。

2 . 免疫组织化学试剂 :免疫组织化学试剂盒购自福州迈新

生物技术开发公司 ;抗 HCV NS3 及 HCV NS5 单克隆抗体 ,由

北京医科大学肝病研究所提供。

3 . 原位杂交试剂 :Dig 标记的 HCV 正链寡核苷酸探针 ,参

照 Bukh 等 [1 ] 的 HCV5′非编码区探针序列 (295～256nt ) : 5′2

CT GCTA GCCGACTA GT GTT GGGTCCGCGAAACCGCTT2

GT GG23′,由军事医学科学院二所制备和纯化 ;碱性磷酸酶标

记的地高辛抗体、杂交液、封闭剂和 NB T/ BCIP 溶液 ,均为德

国宝灵曼 (Boehringer Manheim)公司产品。

4 . HCV RNA 逆转录套式 PCR 试剂 :引物由上海生物工

程有限公司合成并纯化 ,外引物 : F 外 (493～518) 5′2GCAA2

CA GGGAACCT TCCT GGTT GCTC23′,R 外 (987～964) 5′2CG2

TA GGGGCCA GTTCA TCA TCA TCA TCA T23′;内引物 : F 内

(502～527) 5′2AACCT TCCT GGTT GCTCTTTCTCTA T23′; R

内 ( 975 ～ 952 ) 5′2GTTCA TCA TCA TA TCCCA T GCCA T23′。

由内引物扩增 HCV cDNA 长度为 474 bp。裂解液 Tripure 为

德国宝灵曼 ( Boehringer Manheim) 公司产品 ; 逆转录酶

(AMV) 、RNA 酶抑制剂 (RNasin) 、无 RNA 酶、Taq 酶、dN TP、

MgCl2等为美国 Promega 公司产品。

二、实验方法

(一)细胞分离和培养 　采用体外两步灌流法分离树鼩肝

细胞 [2 ] 。

(二) HCV 体外感染原代培养的肝细胞 　将感染血清与

L15 完全培养基按照 1 : 2 比例稀释 ,接种于细胞培养的第 3

天 ,25 ml 培养瓶每瓶 3 ml ,12 孔培养板每孔 1 ml ,轻轻摇匀 ,

置入 37 ℃5 %CO2培养箱中培养 ,16～18 h 后 ,弃取培养上清 ,

并用培养基反复冲洗 3 次 ,留取最后一次洗涤液待检 ,然后再
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