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Abstract
AIM:To detect the A1762 T and G1764 A paired mutations in
the core promoter region of the HBV DNA in the hepato-
cellular carcinoma, to investigate the relationship between
them, and to establish a new method for genotyping of
mutation patterns.

METHODS:The target DNA fragment of the HBV core pro-
moter region which contains the paired mutations was
amplified by polymerase chain reaction and the FP value
of the R110- or TAMRA-labeled ddNTP was detected by
TDI-FP assay to determine the nt1762 and nt1764
genotype.

RESULTS:Of 20 cases of hepatocellular carcinoma, 18 (90 %)
was positive for HBV infection. Through TDI-FP assay, there
were 13 /20 for T1762 and A1764 paired mutations, 1/20 het-
erozygous for T1762-A1764/ A1762-G1764 4/20 negative for the
TDI-FP assay. By sequencing, the positive and heterozy-
gous mutations completely accorded with the TDI-FP assay.
In the negative results, 2/4 had 8-nucleotide deletion
mutation, thus the mutation detection primer could not
complement with the template and gave rise to the “false”
negative results. The rate of T1762-A1764 positive mutation
rate of HBV DNA in heaptocellular carcinoma was 85 %,
heterozygous 5 %, and wild-type 10 %.

CONCLUSION:The HBV infection is very high in the
heaptocellular carcinoma. The great frequency of the paired
mutations in the core promoter indicates that the paired
mutations may be significantly related to the pathogenesis
of hepatocellular carcinoma. The established TDI-FP is

suitable for high throughput and automated genotyping
assays due to its rapid and simple manipulation.
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摘要

目的:通过TDI-FP法检测肝细胞癌组织中HBV DNA核心

启动子区A1762 T 和G1764 A双突变并分析二者之间的相关

性 同时建立一种新的突变检测方法.

方法:以20例肝细胞癌组织为研究标本 通过PCR扩增含

有HBV DNA核心启动子区的DNA片段 然后用TDI-FP

法检测R110或TAMRA标记ddNTP的FP值 鉴定nt1762

和 nt1764 的基因型.

结果:20例肝细胞癌组织中经HBV检测试剂盒鉴定后 18

例为HBV感染阳性 阳性率为90 . 经 TDI-FP 检测

其中有13例为T1762和A1764双突变型 1例为T1762-A1764/

A1762-G1764突变杂合型 4例检测结果为阴性. 经测序 阳

性结果及突变杂合型与TDI-FP结果完全吻合 阴性结果

中2例在 nt1762 前有 8个核苷酸缺失突变 导致突变检

测引物无法与模板结合 故产生TDI-FP检测出现假阴性结

果. 在肝细胞癌组织HBV DNA中 T1762-A1764突变阳性率

为75 突变杂合型为5 % 野生型为10 %.

结论:在肝细胞癌组织中 HBV感染率非常高 而且其核

心启动子区出现nt1762和 nt1764双突变率较高 提示双

突变与肝细胞癌关系密切; 同时本实验所建立的TDI-FP法

操作快速简便 可以进行高通量自动化操作 具有进一步

推广应用的前景.
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0   引言

乙肝病毒(hepatitis B virus  HBV)感染已经成为影响人

们健康的主要威胁[1,2] 目前全世界大约有3亿 5千万

人为乙肝病毒携带者[1]. 我国在世界上属于HBV感染的

高发区 HBsAg 阳性携带者约占总人口的 10 [3-5]

HBV 感染和许多肝脏疾病有关 如急性肝炎 爆发

性肝炎 无症状携带 慢性肝炎 肝硬化和肝细胞

癌(hepatocellular carcinoma HCC)等[1,6,7] 而且越来越



多的证据表明 HBV 还能够感染外周血单个核细胞

与淋巴系统疾病有关 诸如非霍奇金淋巴瘤[8]. 研究表

明 乙肝病毒感染是肝细胞癌的主要致病因素[9].  在

HBV感染高发区 二者的关系尤为显著[10]. 乙肝病毒

突变率很高 大约每年在2 × 10 个碱基中就有一个被
置换[11]. 其中最重要 最常见的是在核心启动子(core

promoter CP)第二个AT丰富区的A1762 T 和 G1764 A 突

变 二者经常同时出现 与肝脏疾病关系如肝细胞癌较

为密切[12-14]. 双突变可以减少HBeAg的分泌 却又可以

增加病毒前基因组的复制[15,16]. HBV DNA的双突变对其

致癌机制的研究具有重要意义.

        本研究采用TDI-FP(template-directed dye-terminator

incorporation with fluorescence polarization TDI-FP)[17]

的方法来分析肝细胞癌组织中HBV的双突变基因型

他简便易行 可以实现高通量和自动化操作 为进一步

研究HBV DNA的突变及基因型与临床意义建立方法学

基础.

1   材料和方法

1.1 材料  由第四军医大学第一附属医院肝胆外科和第

二附属医院传染科提供20例肝细胞癌组织(经第四军医

大学病理科作病理切片鉴定) 其中男性 9 例 女性

11例. wallac VICTOR2TM 1 420 multilabel counter 480 nm/30

535 nm/40 544nm/15 595AF60滤光片(PerkinElmer

Life Sciences); MJ Research V2.0 384微孔板(MJ Research);

Techgene PCR Amplifier (Techne) ; Taq DNA聚合酶

(Takara); Wizard Plus Minipreps DNA purification System

Wizard PCR Preps DNA Purification System pGEM T-easy

Vector (Promega); AcycloPrimeTM-FP SNP Detection Kit

(PerkinElmer Life Sciences); HBV DNA Detection Kit (Takara);

所用引物由上海生工公司合成 其序列见下表:

引物                              序列(5 3 )                                                   位置(bp)            长度

P1      5 -GGTCAACGACCTGGATTGAG-3       1 681-1 700

P2        5 -GGCAGAGGTGAAAAAGTTGC-3                      1 818-1 835   155 bp

P1762    5 -GAGTCGGGGGAGGAGCTGAGGTTAA-3 1 737-1 761

P1764    5 -GTCGGGGGAGGAGCTGAGGTTAAAG-3 1 739-1 763

HBV DNA PCR扩增引物P1 P2 和突变检测引物P1762 P1764 .

1.2 方法

1.2.1 肝细胞癌组织的处理及HBV鉴定  取 5 g组织于

1 mL生理盐水中 反复冻融5次 然后研磨成匀浆

10 000 rpm 离心10 min 取上清 加EDTA(PH8.0)

蛋白酶K和SDS至终浓度分别为0.1 mmol/L 1 %和

150 µg/mL 37 孵育 20 h 加入RNase 至终浓度为
20 µg/mL 37 继续孵育1 h. 加等体积酚-氯仿-异
戊醇(25 24 1) 混匀 14 000 rpm 离心 10 min;

重复抽提1次 加入1/3体积的乙酸钠(3 mol/L)和 2倍

体积的冷无水乙醇 14 000 rpm 离心 5min 弃上清;

70 %洗涤沉淀 晾干后 用100 µL TE溶解. 用HBV
检测试剂盒对所提取的HBV DNA S基因进行巢式PCR

(nested PCR)鉴定HBV.

1.2.2 目的片断的PCR扩增  取 2 µL做 PCR模板 反
应体系为: MgCl2 dNTPs (10 mM)和10×Buffer各2.5 µL
P1和P2各1 µL Taq DNA聚合酶1 U 加水补足25 µL.
反应条件为: 95 预变性3 min; 然后 95 变性 30 s

55 退火 30 s 72 延伸 30 min 进行 30 个循环;

72 延伸5 min. 取 5 µL PCR扩增产物在1.2 %琼脂糖
凝胶电泳 溴化乙啶染色.

1.2.3 TDI-FP检测HBV  A1762 T和G1764 A突变  MJ

Research V2.0 384 微孔板每孔加入5 µL PCR扩增产物
(50-500 fmol/5 µL) 然后加入2 µL 1×PCR消化酶(核
酸外切酶 和虾碱性磷酸酶) 37 反应 1 h 清除游

离的PCR引物P1和P2及dNTPs; 80 水浴15 min 失

活PCR消化酶. 随后每孔加入13 µL AcycloPrime-FP混
合物(AcycloPol 聚合酶0.05 µL 10×反应缓冲液2 µL
R110-ddATP和TAMRA-ddTTP混合液1 µL P1762 0.5 µL
加水补足13 µL). 在检测G1764A 突变时 操作步骤同
前 只是所加的荧光素标记的ddNTP及引物不同 他

们为R110-ddGTP TAMRA-ddATP和P1764 . 然后把微孔

板置于热循环仪 95 预变性2 min; 95  15s 63 

30 s 共 25个循环; 室温15 min. 微孔板在wallac 1 420

VICTOR2TM 1 420 multilabel counter 上分别检测R110和

TAMRA的FP值.

1.2.4 PCR扩增产物的克隆及测序  取3 µL胶回收的
PCR扩增产物与pGEM T-easy载体连接 4 过夜; 按

常规方法转化 E. Coli DH5 感受态细菌 加入20mL

LB培养基37 快速振摇至A=0.6. 提取质粒DNA 用

EcoR 酶切及PCR扩增鉴定. 另取20 µL送上海基康公
司进行测序鉴定.

2   结果

2.1 提取的基因组DNA经HBV鉴定试剂盒检测  20例

肝细胞癌患者中有18例为HBV感染阳性 2例为阴性;

HBV感染阳性率90 %.

2.2 TDI-FP检测  20例肝细胞癌组织扩增的含核心启

动子区的PCR产物经TDI-FP检测后发现 有13例为

T1762突变型 1例为T1762/A1762突变杂合型 2例为A1762
野生型 4例检测结果为阴性(包括2例HBV感染阴性

组织); 13例为A1764突变型 1例为A1764/G1764突变杂合

型 2例G1764野生型 4例检测结果为阴性(包括2例

HBV感染阴性组织). 经分析 有 13 例肝细胞癌组织

HBV出现T1762和A1764双突变; 1例出现T1762-A1764/ A1762-

G1764杂合型; 2例肝细胞癌组织中无HBV检测 故双突

变检测为阴性; 还有2例HBV DNA感染阳性组织检测结

果也为阴性 原因未明.
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图1  A1762 T突变的TDI-FP检测结果.所用ddNTP为R110-ddATP
和TAMRA-ddTTP,左上角为T/T纯合子区,右上角为T/A杂合子区,左
下角为阴性对照及PCR失败样本区,右下角为A/A纯合子区(阴性对照
的mP值分别为R110 38.0 TAMRA 42.0和R11039.0 TAMRA 52.0;
阳性对照的mP值分别为R110 197.0 TAMRA 57.0和R110 198.0
TAMRA 66.0).

图 2  G1764  A突变的TDI-FP检测结果. 所用ddNTP为R110-ddGTP
和TAMRA-ddATP,左上角为A/A纯合子区,右上角为A/G杂合子区,左
下角为阴性对照及PCR失败样本区,右下角为G/G纯合子(阴性对照的
mP值分别为R110 38.0 TAMRA 42.0和R11039.0 TAMRA 52.0;
阳性对照的mP值分别为R110 197.0 TAMRA 57.0和R110 198.0
TAMRA 66.0).

2.3 测序分析  含核心启动子区的PCR产物与pGEM T-

easy载体重组克隆扩增后 送上海基康公司测序 测序

结果显示 TDI-FP检测的13例T1762-A1764突变型及1

例T1762-A1764/A1762-G1764杂合型与测序结果完全吻合. 2

例 TDI-FP检测为阴性的HBV DNA阳性组织在双突变

位点前有8个核苷酸缺失突变 突变检测引物无法与

模板结合 荧光素标记ddNTP无法加入而出现 假

阴性结果. 如果在突变位点设计正向和反向引物 就可

以提高检测的敏感性 避免 假 阴性的产生. 20例肝

细胞癌组织中 T1762-A1764突变型共15例 其频率为

75 %; T1762-A1764/A1762-G1764杂合型为5 %; 野生型为10 %.

3   讨论

乙肝病毒是目前已知的可感染人体的最小的双链DNA

病毒 他以其前基因组RNA(pregenomic RNA)为模板进

行逆转录反应而复制[18]. HBV因复制过程的特殊性 他

的自发突变率超过其他DNA病毒约4个数量级 在过

去的10多年中 有关HBV突变临床意义的研究一直

是热点之一[19]. 近 10 a来 一些国家男性人群中肝细胞

癌的发生呈上升趋势 在中国 自1990年以来 肝细

胞癌已经成为第二位致死性癌症[20 21]. 肝细胞癌发生

中 HBV的感染是一个非常重要的病因[22-24] 并在流

行病学 免疫病理学和分子病理学等方面得到证实[23,25].

但其致癌机制却不太清楚. 许多学者通过研究HBV DNA

和宿主细胞染色体DNA的整合情况 希望能找到有价

值的线索 目前他们已从人 土拨鼠 地松鼠和鸭

的肝细胞癌组织染色体DNA中发现整合有HBV DNA

但是这种整合是多发的和非特异的 而且常常出现病

毒和宿主染色体DNA的缺失和重排. 乙肝病毒核心启动

子调控Pre-C RNA和C RNA的转录 有研究表明 慢

性乙肝感染患者HBV DNA 的核心启动子区常常出现

A1762 T和G1764 A双突变[26,27]. 在HBV感染高发的国

家里 绝大多数的肝细胞癌发生于HBV携带者中 并

且在肝细胞癌HBV DNA 中 核心启动子发生双突变

的频率非常高[28]. Edward Tabor et al 发现江苏省启东县

原发性肝细胞癌组织中85 %有HBV T1762和A1764双突变

序列 同样的突变序列在慢性乙肝病毒感染者(非肝癌

患者)中仅为11 %. HBV DNA 核心启动子区出现T1762和

A1764双突变 使核受体结合位点转换为肝细胞核转录

因子-1(hepatocyte nuclear factor-1 HNF-1)的结合位

点 并且特异性地抑制了Pre-C RNA的转录. 双突变

还使得与其重叠的X蛋白编码区的两个密码子发生改

变. 有研究证明 突变的X蛋白X(mt)和野生型X蛋白

都有增强基因活化和加强HNF-1的DNA结合活性. 而

少量的X(mt)是基因活化和HNF-1 DNA结合活性所需

要的[26].  X蛋白可激活HNF-1 使其从胞质转位到胞

核 与其结合位点结合[29]. 由于HBV复制增强 HBeAg

表达降低 宿主的免疫清除能力减弱 导致宿主体内

的HBV DNA有更多的机会整合到细胞染色体DNA上

他们随染色体的复制而复制 是细胞染色体DNA发生

突变的机率增大 当达到一定程度时 就会导致肝细胞

癌的发生.

        本研究所采用的TDI-FP是TDI法(微测序(miniseq-

uencing) 单核苷酸掺入法(single base incorporation) 引

物延伸法(prime extension))的进一步发展和完善 他以

FP为检测手段的. 当荧光素分子被平面偏振光激发时

他就在固定的平面发射出与其分子量成正比的偏振荧

光(polarized fluorescence)[30,31] 这种现象称为荧光偏振

(fluorescence polarization FP). 如果荧光素分子量较小

在溶液中自由旋转的速度较快 他会向各个方向发出

发射光 荧光偏振不能保持. 可是当荧光素分子量较

大 旋转速度就会减慢 于是在特定时间内向同一方向

发出发射光 荧光偏振就保持下来. 荧光偏振作为一种

检测工具可以用来分析蛋白-蛋白 蛋白-多肽 蛋

白质-DNA和其他种类的分子间相互作用[32]. 在单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphism SNP)分型方

面 FP 已经得到广泛应用 [ 3 3 ] 如 TD I - F P FP-

Taqman 和FP-Invader等. 其中FP-TDI 是最具前景的

分析方法 在DNA 聚合酶催化下 3 端紧临突变

位点的引物加入一个与模板互补的荧光素标记的
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ddNTP 使得荧光素的分子量增大许多倍 通过检测

荧光素分子的FP(单位为mP) 可以知道加入的ddNTP

的种类 根据互补原理推断出突变位点核苷酸的类型.

        TDI-FP法的所有反应可以在同一个反应体系(如MJ

Research V2.0 384微孔板)内分4步完成: (1) PCR扩增含

有突变位点的目的DNA片断; (2)消化酶清除多余的引物

和游离dNTPs 避免其干扰随后的引物延伸反应; (3)加

热失活消化酶; (4)加入DNA聚合酶 检测突变引物和荧

光素标记的ddNTPs 在热循环仪上进行引物延伸反应.

反应结束后 把微孔板置于FP阅读仪上检测荧光素分

子的FP[30]. TID-FP法具有以下优点: (1) 仅需要热循环仪

和可以做 FP 检测的仪器 这些都非常便宜 一般的

实验室都可以承担; (2)不需要特别修饰的引物和试剂

花费较低[34-36] ; (3)该法非常容易优化; (4)FP-TDI分析以

FP作为检测手段 后者与荧光强度无关 因此不需要

把游离的荧光素标记双脱氧核苷酸从体系中分离[30].

        由于TDI-FP法具有非常高的特异性和敏感性 而

且操作简便 可以实现自动化和高通量检测 在研究病

原微生物基因突变 单核苷酸多态性 药物基因组学等

方面具有广阔的应用前景.
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