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0   引言

与其他的慢性病毒一样 乙型肝炎病毒(HBV)与人类

长期共存 导致了彼此之间的相互适应. 针对HBV来

讲 为了生存 就得不断进行适应生存环境的变化.

这种变化的内因是HBV DNA聚合酶不仅是DNA聚合

酶 而且还是前基因组RNA逆转录为子代DNA的逆

转录酶. 这种逆转录过程和逆转录酶的活性 因为不具

备有效的校对功能 因此可以产生众多的基因变异[1].

但是 这些已经发生的基因变异并不是都能存活下

来 而是经过了外因的选择. 在进行有效的免疫预防之

前 在应用干扰素 (IFN ) 拉米夫定等核苷类似

物抗HBV 治疗之前 HBV 的生存仅仅是受到机体免

疫系统的压力 而目前HBV生存的环境则要经受更多

的考验. 这些因素就是对HBV的选择压力. HBV在内因

和外因的共同作用下生存 这种生存环境的复杂性和

不断变化 造成了HBV基因的异质性(heterogeniety)与

准种(quasispecies)的特点[2-5].

1   准种的基本概念

无论核酸成分为RNA还是DNA的病原微生物 在自

身复制过程中由于RNA聚合酶或逆转录酶缺乏严密的

自我校读功能 或同时在感染宿主的免疫压力或抗微

生物药物的选择压力下 其核酸成分在少数位点上发

生突变是长期以来存在的一种十分常见的现象. 在长期

的生存环境中 早期来源于同一个祖先的病原微生物

因为这种突变现象的不断累积 就可能发展为核酸成

分差别很大的病原微生物群 以致造成核酸序列的显

著差别 最终逐渐形成不同的基因型(genotype); 如果某

些核酸序列位点的改变导致其编码产物抗原性的改变

就逐渐构成了微生物不同的血清型(serotype). 这就是病

原微生物基因型和血清型形成的基本过程[6]. 但是 对

于感染单一病原体的具体患者来说 在相对较短的时

间内 病原微生物核酸的突变则造成体内同时存有基

因序列有微小差别的种群. 种群的各个成员之间 其差

别程度一般不会超过核苷酸总长度的2-5 % 这种差

别不足以构成病原体不同的基因型或血清型 但又的

确存在着基因序列的差别 这种现象就称为准种 [7]. 关

于病原微生物的准种现象 早期是在一些RNA病毒核

苷酸序列变化的规律中发现的 但是目前认为在DNA

病毒中也存在这种所谓的准种现象. 不仅病毒基因组的

变化存在准种的现象 在幽门螺杆菌及其他一些病原

微生物中也发现了准种. 看来准种的特点是病原微生物

界一个普遍存在的现象.

2   乙型肝炎病毒的准种特点

关于病毒的准种特点的认识是从人免疫缺陷病毒(HIV)

和丙型肝炎病毒(HCV)的研究中逐步形成的. 在慢性乙型

肝炎病毒的感染中 HBV是否有准种现象 一直没有

引起人们的广泛关注. 我们的研究表明 在慢性HBV

感染患者中 的确存在准种现象 同时也得到了文献的

证实. 我们首先研究了两个慢性HBV感染者血清中HBV

DNA序列 特别是相对保守的S基因区的核苷酸序列

不均一性的特点. 设计了S基因(包括前-S1 前-S2和

S区)的特异性引物 以HBV慢性感染者血清提取物为

模板 以多聚酶链反应(PCR)技术扩增 获得了1 400 bp

的DNA片段 将这种扩增的DNA片段尽可能多地克

隆到T载体中以实现克隆化 分别获得了29 和 28 个

克隆. 当以 EcoRI/XhoI 进行限制性片段长度多态性

(RFLP)分析时 在每1例患者中至少发现5种以上的

表现形式 这种RFLP特点经核苷酸序列的测定得到证

实. 对于所得到的克隆进行序列分析 结果表明每个克

隆之间的序列不完全一样 但同源性在98 %以上 遗

传学上高度相关[8-10]. 对于HBV其他的结构基因区如X

基因 核心基因 逆转录酶区等以及调节基因区如

SP1 SP2 CP 和增强子基因序列的异质性进行研

究 都证实了HBV在慢性感染个体中是普遍存在的

为慢性HBV感染者体内存在HBV DNA的准种特点提供

了直接的分子生物学证据[11-16].

3   乙型肝炎病毒基因异质性和准种研究的意义

关于HBV基因的异质性和准种特点的研究 对于HBV

生物学特性及临床研究都有十分重要的意义. 因为在此

之前对于HBV的研究 大多是以独立的HBV进行研究

的 而很少将HBV作为一个病毒的群体进行审视. 引入

群体的概念 替代个体的概念 以不断变化的动态观念

代替静态观念 使我们对HBV的认识更加深入而全面.

        第一 在HBV基因的异质性和准种的研究中 发

现了HBV基因序列存在着各种不同类型的基因突变

包括缺失突变 插入突变 碱基颠换突变 以及准种等

多种类型. 提示HBV在其复制的DNA-RNA-DNA的过

程中 由于存在着转录与逆转录的过程 HBV DNA P又

缺乏校读功能 因而存在基因变异. HBV DNA发生变

异 一方面是HBV DNA复制过程中存在校读偏差 这

是HBV DNA 序列异质性存在的根本原因 其次还要
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受到机体的免疫系统的选择力 抗病毒药物的选择压

力等因素的影响. 变异是绝对的 变异的程度和速度是

相对的. 在研究中我们在外周血中还发现了具有反式激

活功能的截短型表面抗原中蛋白缺失突变形式的存在

这一点具有十分重要的生物医学意义. 因为在此之前

关于具有反式激活功能的表面抗原中蛋白羧基末端缺

失突变体都是在HBV DNA阳性的肝细胞癌组织中发现

的 而在外周血中发现这种羧基末端缺失突变的HBV

表面抗原中蛋白是第一次 为慢性HBV感染引起的肝

细胞恶性转化的机制研究 提供了新的研究方向[17, 18].

        第二 HBV基因异质性与准种特点的研究 有助

于对HBV DNA全基因序列的认识. 早在1979年HBV研

究者就克隆了HBV DNA 的全基因序列 随后也有一

些研究陆续报道了不同基因型和不同血清型的HBV

DNA的全基因序列 从GenBank 中收录的HBV DNA

全基因序列达300 株 但是 从研究方法上来说 绝

大部分的研究 或者由于当时技术的局限性 或者对于

HBV 准种特点认识不够 都是分段克隆的 然后根

据重叠部分的序列 人工拼接完成HBV DNA的核苷酸

全序列. 这种HBV DNA的全序列虽然对于当时的HBV

分子生物学研究起到了不可磨灭的推动作用 但也存

在着严重的缺陷. 如果把HBV DNA序列的准种特点考

虑在内 那么如果进行分段克隆时 很可能得到来源

于不同病毒基因的核苷酸序列 每次克隆所采用的病

毒模板是随机的 很难通过控制实验条件保证扩增产

物的模板来源于同一种病毒. 换句话说 这样分段克隆

的HBV DNA 序列在自然界是不存在的 这只是一种

人工拼接的HBV DNA序列. 因此 只有通过设计特异

性引物 做长距离PCR 扩增 一次获得全长的HBV

DNA才能代表自然界存在的HBV DNA序列 目前我

们已经应用长距离PCR 技术 从HBV 慢性感染者血

清中获得了HBV DNA全基因序列. 这些HBV DNA的全

基因序列已经被美国生物信息学研究中心建立的核甘酸

数据库GenBank收录 收录号为: AF363961 AF363962

AF363963 AF384371 AF384372. 虽然获得的HBV

DNA全基因序列不一定就是该患者体内的优势HBV病

毒株 但却代表了真实存在的HBV DNA的全基因序列.

这种真正存在于自然界的HBV DNA序列的准确性是十

分重要的 目前关于HBV基因变异的研究及其临床意

义得到了空前的关注 但是HBV DNA序列的标准株或

参考株是一个重要的前提 真正全长的HBV DNA序列

是一个重要的参考[19-24].

        第三 HBV基因异质性与准种特点的研究 有助

于全面理解HBV基因突变的特点和规律. 如果从准种这

一角度来看HBV的基因变异 因为很难控制所得到的

HBV 基因片段总是来源于同一个病毒株 因此 关

于HBV基因突变及其生物医学意义的研究方法应该谨

慎选择. 如果仅仅是在病情变化前后或治疗前后 对于

少数的HBV 基因片段进行序列分析 然后据此做出

HBV基因突变的结论是不可靠的. 因为本来在血清中的

HBV的基因序列就是不一样的 如果不能保证在研究

过程中总能保证扩增获得的HBV基因序列来源于同一

个病毒株 那么这种基因序列的比较是没有任何意义

的 更不能做出这种基因突变的任何生物学和临床意

义的解释. 在我们看来 随着HBV病毒自身的突变

以及感染宿主免疫压力的筛选 以及抗病毒药物的作

用与筛选 HBV种群会发生漂变(shift) 而针对个体

病毒的基因序列的改变的意义并不显著. 因此 关于

HBV 准种概念的引入 使我们对于HBV 基因突变的

规律的认识 更加深刻而准确[25-28].

        第四 HBV基因异质性与准种特点的研究 有助

于研究和了解HBV DNA准种形成的原因以及与临床表

现和转归之间的相互关系 这是研究HBV DNA准种特

点重要意义所在. 关于机体的免疫压力以及抗病毒药物

的选择压力在HBV DNA 准种形成过程中的地位和作

用 以及HBV DNA准种的形成与急性HBV感染的慢

性化 慢性HBV感染的临床转归之间的相互关系的研

究 将为探索抗HBV感染的治疗方法研究提供重要线

索. 在我们的初步研究中已经发现了处于相对优势的种

群 这是一种在机体免疫压力和抗微生物化疗药物选

择压力下不断选择的结果. 在慢性HBV感染者体内

随着机体免疫功能状态的不同 特别是在应用不同的

抗HBV 化疗药物治疗以后 HBV 的优势种群也发生

变化 这是HBV 逃避机体免疫压力 形成慢性HBV

感染的重要机制之一[29-33]. 研究慢性HBV感染的治疗方

法 除了研究机体免疫状态的动态变化以外 也要重视

HBV准种特点以及优势种群的形成规律.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)持续感染导致全球性健康问题

目前全世界有3.5亿人感染HBV 约占全部人口的6 %.

其中相当一部分感染者发展为慢性肝炎 少数还发展

为肝硬化甚至肝细胞癌(HCC) 至今仍缺乏有效控制[1-4].

造成这一局面的原因多种多样 其中关于HBV与肝细

胞之间相互作用的分子生物学机制的研究进展相对滞

后是严重影响新型治疗技术和新型药物开发与研究的

重要原因之一. 进一步弄清HBV DNA的复制 转录及

调节的过程 对于我们研究乙型肝炎的发病机制具有

重要促进作用. 既往研究关于HBxAg蛋白和X基因较多

对于X启动子的研究较少 本文仅就乙型肝炎病毒X基

因启动子结构及调节近几年的研究进展作一综述.

1   乙型肝炎病毒基因组结构

HBV是很小的包膜病毒. HBV DNA和HBV聚合酶由核
壳包裹成为核心颗粒 再由含HBsAg的脂蛋白包裹. 病
毒基因组是部分双链DNA结构. 双链的长度不等 负链
与病毒的mRNA互补 较短的链为正链. HBV基因组结
构精密 仅约3 200个bp(3 182-3221 nt 3.2 kb) 但可
以最小容量发挥高效功能. HBV负链核苷酸序列至少有
4个开放读框(open reading frame ORF): C P S基因
(相当于逆转录病毒的gag pol 和 env基因)分别编码核
壳 聚合酶和外膜蛋白; 另一ORF因开始鉴定时对其基
因产物的功能不明确而称X. 正链序列上似无保守序列.
由双链DNA转录为RNA 是一个需要高度调节的过程.
因而病毒基因组不仅含有编码蛋白的结构基因 也有
调节元件(regulatory element). 作为调节元件的一段DNA
序列 可与某些细胞蛋白或病毒蛋白结合 正性或负性

调节转录. 分散在整个HBV基因组中有多个调节元件

包括 种启动子 种增强子 包装信号 糖皮质激
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