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Abstract
AIM: To try to identify pre-pre-S region in hepatitis B virus
(HBV) genome and to study the relationship between the
genotype and the existence of pre-pre-S region.

METHODS: Genomic DNA of HBV was extracted from the
sera of patients with HBV infection. Multiple-primers poly-
merase chain reaction (PCR) method was used to identify
the genotype of HBV strains. Then the pre-pre-S region
was amplified by PCR method, and TA cloned into pGEM
Teasy vector. After sequencing of the target region, vector
8.0 software was used to analyse the sequences.

RESULTS: Fifteen male patients were collected in this study.
There were 1 genotype B, 5 genotype B and C mixture,
and 9 genotype C. Amplified PCR products of the pre-pre-S
region from these 15 samples were ligated into the pGEM
Teasy vectors. After sequencing, 31 clones were found
being encoding for pre-pre-S peptide.

CONCLUSION: Existence of coding gene of the pre-pre-S
region is popular in B or C genotype of HBV.
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摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV)基因组是否存在前-前-S编码

基因 并探讨前-前-S基因与HBV基因型分布之间的关系.

方法: 自慢性乙型肝炎患者血清中提取病毒基因组DNA

首先应用多引物-多聚酶链反应(PCR)进行HBV基因型分

型 之后将前-前-S区扩增 TA克隆到pGEM Teasy载

体后进行单克隆测序 利用Vector 8.0软件进行序列分析.

结果: 选择15例患者 经过HBV基因型分型实验确定基

因型为B型者1例 B/C混合型者5例 C型9例. 自15例

患者血清中提取的HBV基因组中扩增出前-前-S基因片

段 TA克隆后选择31个克隆进行测序 测序结果证明这

31个克隆均编码前-前-S基因.

结论: 前-前-S区编码在B C基因型中均为普遍存在的

现象.

杨倩, 董菁, 成军. 乙型肝炎病毒基因组前-前-S基因区的分子流行病学研

究. 世界华人消化杂志  2004;12(4):785-789

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/785.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组全长在3 200个核苷酸(nt)左

右 为部分双链DNA病毒. Gelibert et al [1-2]于1979年

发表了HBV基因组的第一个全长核苷酸序列 我国学

者[3-4]于1984年报道了中国大陆HBV全序列. Gelibert et al

最初的研究将HBV 基因组划分出 4 个开放读码框架

(ORF) [1] 分别命名为S C P X 区 4 个 ORF 中

表达的氨基酸长度不同 其生物学功能也不相同[5] 其

中全S区又因不同的起始密码子(ATG)而又人为的分为

前-S1 前 -S2 和 S 三个区 前-S1 前 -S2 和表面

抗原主蛋白是按照同一开放读码顺序(in frame)进行翻译

的. 我们[6-9]研究了乙型肝炎患者血清中存在的HBV病毒

基因组 寻找到新的ORF存在的证据[7-9] 并初步重

新确定了全S基因(前-前-S 前-S1 前-S2和主蛋白

基因)和全X(前-X X基因)基因的启动子[10-11]. 本文以分

子流行病学方法证实了前-前-S区的存在状态.

1   材料和方法

1.1 血清采集和DNA提取  血清来源: 15 例患者 诊

断为病毒性肝炎 乙型 慢性 符合2000年 病毒性

肝炎防治方案 (试行)[12] 临床初步检测HBV DNA阳性.

DNA提取: 自静脉中采集5 ml全血 分离血清 200 µl
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血清加入蛋白酶K及其缓冲液 65 消化过夜 饱

和酚 氯仿(1 1)抽提总DNA 无水乙醇沉淀 加

入无DNA酶的RNA酶消化后 -20 保存备用.

1.2 HBV基因型分析  参考Naito et al [13]设立的6种主要

基因型分型方法 建立HBV基因型的检测方法. 简言

之 应用巢式-多引物-多聚酶链反应 外引物: 上游

引物序列: 5 - AGC ATG GGA GGT TGG TCT TC-3

下游引物序列: 5 - AAG GCA TCA AGG CAG GAT AGC-

3 目的片段长度约 1 429 bp 自前 -S1 区起始处

至S区终止子下游226 bp. 内引物: 上游引物序列: 5 -

GGC TCA AGT TCC GGA ACA GT-3 A基因型特异

性下游引物: 5 - CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG

T-3 B基因型特异性下游引物: 5 -CAG GTT GGT

GAG TGA CTG GAG A-3 C基因型特异性下游引物:

5 - GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3 . 外引物扩

增PCR程序参数如下: 94  1 min预变性 94  1 min

30 s变性 59  1 min 30 s退火 72  2 min钟延

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. NT-

PCR产物经过3%琼脂糖凝胶电泳后判断HBV基因型.

1.3 前-前-S区的克隆及序列分析  采用本研究组以往

报告[14-16]的PCR-TA 克隆 - 测序方法.多聚酶链反应

(PCR)扩增前-前-S区: 前 -前-S上游引物为P1: 5 -

CTA GAT TCT ATC CTA CCC ACA C P2: 5 -TTG

GGA ACA AAA GAT TCG TCC-3 P1下游第70-72 nt

处为前-前-S区起始密码子ATG P2上游30-32 nt处

为前-S1区起始密码子ATG. PCR参数如下: 94  1 min

预变性 94  60 s 变性 60  60 s退火 72  60 s

延长 共 35 个循环 72 再延长 10 min.

        克隆目的片段: 将 PCR产物在1%琼脂糖凝胶中电

泳 切取目的片段 玻璃奶法回收PCR产物 与Promega

公司所产的pGEM Teasy载体连接过夜. 将连接好的重组

质粒转入细菌JM109 氨苄青霉素(Amp)和X-gal 蓝白

斑法筛选阳性菌落 进一步提取质粒鉴定. DNA测序: 选

择经鉴定pGEM Teasy内插入约220 bp产物的菌落送检

测序 由上海博亚公司完成. 测序引物为pGEM Teasy载

体自有的T7 SP6测序引物.

1.4 序列分析  应用DNASIS 2.5和 Vector 8.0版软件对

进行了测序分析的HBV前-前-S基因序列进行碱基序

列和氨基酸序列一致性分析. 该软件比较后提供两个数

据: 阳性率和一致率 阳性率是选定区域推定序列的核

苷酸(氨基酸)序列数目与区域总长度之比 推定序列

是软件自动比较所有序列 参考每个核苷酸(氨基酸)位

点上每个克隆的编码方式 由大多数克隆(多于 70%)

编码的核苷酸(氨基酸)组成的一致性序列 阳性率用于

展示区域内部的插入突变或/和缺失突变 以及较少见

的单一位点多种核苷酸(氨基酸)编码方式; 一致率是选定

区域全部克隆均为一致的核苷酸(氨基酸)数目与最长的

单一克隆核苷酸(氨基酸)序列数目之比 表示该段区域

核苷酸(氨基酸)序列一致性 用于展示区域内部的替换

突变或 /和缺失突变. 各区段之间的划分是在计算机软

件比较的基础上 人为划定的 最短的分区至少大于

200 nt 不选择阳性率小于97%的区域 因为这提示该

段内有较长的缺失突变.

2   结果

2.1 经过分型研究 获得的内引物PCR产物电泳结果

见图1.

图1  HBV DNA分型的内引物PCR产物电泳结果.

        应用该基因型分型方法 电泳时展示的HBV A基

因型PCR产物长度为68 bp B 型为 281 bp C 型为

122 bp. 本研究的15例患者中 基因型为B型者1例

B/C 混合型者 5 例 C 型 9 例.

2.2 前-前-S基因核酸序列分析  前-前-S基因全长

135 bp 31株核苷酸序列比较见图2. 本研究扩增的靶

区域全长218 nt 包括前-前-S基因上游46 nt和下游

前-S1区 37 nt 靶区域除去引物区比较提示阳性率为

100.0% 一致率为73.5%; 前 -前 -S基因编码框架自

第70-204 nt 阳性率为100.0% 一致率为89.6%

相对较为保守; 前-前-S基因的一致率高于靶区域的一

致率 其原因在于有3株克隆在前-S1区域出现缺失突

变 导致一致率的下降.

       在序列比较中 我们发现来自同一患者体内的克

隆之间的一致性大于95% 符合准种表现. 图 2中显示

第20 nt存在替换突变的现象 来自其他患者编码密码

子为TCA 而来自F244患者的3株克隆密码子为TTA

(C T替换突变 箭头前核苷酸代表其他14个患者的

编码核苷酸 箭头后核苷酸代表某患者的特异性变异

下同) 表现出替换突变的特异性; 此外 Y948患者2个

克隆在114位点的C T替换突变 155位点的C A

替换突变 F332患者 2个克隆在128位的C T替换

突变 Y1001患者2个克隆在167位点的T C突变

均展示出个体化突变的现象.

Y624   F189  188   187    186   185

    1       C         B       B/C      B       C

500 bp

250 bp

100 bp



70      119
     F238-2 B (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F238-3 B (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F244-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTTAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F244-2 B/C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTTAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F244-3 B/C (70) ATGCAGTTAACCATTACTTTAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F246-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F246-3 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F246-4 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F248-1 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACACACTCTGTGG
     F248-2 C (70) ATGCAGTTCATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F248-4 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F222-5 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y948-1 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTTTGTGG
     Y948-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTTTGTGG
     Y949-1 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y949-2 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y951-1 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y951-2 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y967-1 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y967-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y991-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y991-3 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCACAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y992-1 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y992-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F332-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F332-2 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Y999-1 B/C (70) ATGCAGTTAACCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
Y1001-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
Y1001-3 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Y994-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Y994-2 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Consensus (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG

120                                            169
     F238-2 B            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F238-3 B            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F244-1 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F244-2 B/C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F244-3 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F246-2 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F246-3 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F246-4 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F248-1 C            (119) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F248-2 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F248-4 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F222-5 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y948-1 C            (120) AAGGCTGGCATTTTATATAAGAGAGAAACTACACGAAGTGCCTCATTTTG
     Y948-2 C            (120) AAGGCTGGCATTTTATATAAGAGAGAAACTACACGAAGTGCCTCATTTTG
     Y949-1 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y949-2 C            (119) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y951-1 C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y951-2 C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y967-1 C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y967-2 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y991-2 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y991-3 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y992-1 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGTGCCTCATTTTG
     Y992-2 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGTGCCTCATTTTG
  F332-1 B/C            (120) AAGGCTGGTATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F332-2 B/C            (120) AAGGCTGGTATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  Y999-1 B/C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
Y1001-1 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTCTG
Y1001-3 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTCTG
  Y994-1 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  Y994-2 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG

     Consensus            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG

杨倩, 等. 乙型肝炎病毒基因组前-前-S基因区的分子流行病学研究                                                  787



2.3 前-前-S基因蛋白质序列分析  全部31株克隆编

码的氨基酸序列比较见图3. 前-前-S多肽全长45 aa 总

一致率为75.6% 可分为2部分 1-20 aa为高变区 总

一致率为60.0%; 21-45为高保守区 总一致率为88.0%.

由于图2展示出核苷酸序列中存在的个体化突变现象

相应的氨基酸序列也存在个体化突变现象. 对应于核苷

酸序列的变化 F244患者的3株克隆在第7位氨基酸

残基表现出S L突变(箭头前氨基酸代表其他14个患

者的编码序列 箭头后氨基酸代表某患者的特异性变

异 下同) F332患者 2个克隆在第20位氨基酸残基

表现出A V突变 Y948 患者2个克隆在第29位氨

基酸残基表现出A E突变 Y1001 患者 2个克隆在

第33位氨基酸残基表现出F S突变 符合核苷酸序

列中表现出的个体化突变现象.

         1      45

   f222-5   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f238-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f238-3   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f244-1   (1) MQLIITLKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f244-2   (1) MQLIITLKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f244-3   (1) MQLTITLKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f246-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f246-3   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f246-4   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f248-1   (1) MQLIITSKLGIIYTLCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f248-2   (1) MQFIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f248-4   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f332-1   (1) MQLIITSKPGIIYILCGRLVFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f332-2   (1) MQLIITSKPGIIYILCGRLVFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y948-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHEVPHFVGHHILGNKSYS

   y948-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHEVPHFVGHHILGNKSYS

   y949-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y949-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y951-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y951-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y967-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y967-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y991-2   (1) MQLIITSKPGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y991-3   (1) MQLIITSQPGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y992-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAVPHFVGHHILGNKSYS

   y992-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAVPHFVGHHILGNKSYS

   y994-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y994-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y999-1   (1) MQLTITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

 y1001-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHSVGHHILGNKSYS

 y1001-3   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHSVGHHILGNKSYS

Consensus (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

图3  前 -前-S多肽氨基酸序列比较. Consensus: 比较后推断的一
致性序列

3  讨论

本研究组在近期的研究中着重阐述了HBV准种现象[17-24]

在此基础上 我们发现以往界定的HBV前-S1基因之

前存在一个ORF[25] 将其命名为前-前-S基因. 为了

证实前-前-S基因的实际存在 采取横断面研究方式

对慢性乙型肝炎患者体内感染的HBV基因组是否存在

前-前-S基因进行了研究.

        本研究随机选择了HBV DNA阳性的患者 首先进

行了HBV基因型分型研究. Naito et al [13]建立的快速分

型鉴定方法是基于不同HBV基因型之间存在一定的序

列差异 研究者经过比较后选择相对较为特异的区域

设计为一端引物 而在较为保守的区域选择序列设计

为另一端引物. 本文中型特异性引物为下游引物 在保

守的前-S2中段设计了上游引物. 在进行PCR过程中

将不同型特异型引物与保守的对应引物配对进行扩增

只有型特异性引物可以与上游保守引物配合扩增出PCR

产物. 经过分型研究 本研究抽取的15例患者中 基因

型为B型者1例 B/C混合型者5例 C型9例. 由于是

随机抽取的样本 且样本量较少 上述分型结果并不代

表是普遍现象. 进行HBV基因型分型的研究试图阐明

前-前-S基因的存在与HBV基因型之间的关系.

       自选择的15例患者中将前-前-S基因克隆到T easy

载体中 之后随机选择阳性克隆进行测序 并将核苷酸

序列进行比较. 除患者Y999和F222选择1个克隆进行

测序之外 其他13例患者选择2个以上的克隆测序和

序列分析 一共测序了31个克隆. 经过序列分析发现

这31例克隆均编码前-前-S多肽 前-前-S基因ORF

与前-S1读码框架一致 说明无论B型或C型的HBV

170 204

     F238-2 B  (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F238-3 B (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F244-1 B/C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F244-2 B/C  (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F244-3 B/C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F246-2 C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F246-3 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F246-4 C (170)   TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F248-1 C (169)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F248-2 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F248-4 C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F222-5 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y948-1 C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y948-2 C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y949-1 C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y949-2 C  (169)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y951-1 C  (169)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y951-2 C (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y967-1 C  (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y967-2 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y991-2 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y991-3 C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y992-1 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y992-2 C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F332-1 B/C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F332-2 B/C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 Y999-1 B/C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

Y1001-1 B/C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

Y1001-3 B/C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 Y994-1 B/C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 Y994-2 B/C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

  Consensus (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

图2  前 -前-S基因核酸序列比较. Consensus: 比较后推断的一致
性序列.
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基因组均编码前-前-S基因. 由于扩增时选择的引物距

离前-前-S基因的上游或下游较远的地方 可以较为

完整的表现该基因的编码情况. 本研究发现前-前-S基

因编码45 aa 根据替换突变的频度 将前-前-S多

肽分为2部分 前-前-S多肽总一致率为75.6% 其

中 1-20 aa 为高变区 8 个位点发生变异 总一致率

为60.0%; 21-45 为高保守区 仅3个位点发生变异

总一致率为88.0%.

        针对所有31个克隆的分析发现病毒氨基酸序列的

变异具有2个特点 其一是病毒氨基酸序列的变异具有

患者个体化突变的特点 这是近年来我们 [ 24 ]在针对

HBV准种研究中的一个重要发现. 既往我们[14, 24]的研究

并未涉及10例患者以上的测序比较分析 提出HBV变

异具有个体化特点的假说 而本文重点研究了15例患

者以及31个克隆 经过详细的序列分析研究 发现在

一定的特殊位点会出现相对特异性的变异 这种变异

以替换突变为主 具有较为强烈的个体化特征 即突变

表现为来自某患者的所有克隆的编码氨基酸与来自其

他患者的HBV 编码氨基酸不同 而来自其他患者的

HBV在该位点具有一致性. 本文发现: F244患者的3株

克隆在第7位氨基酸残基表现出S L突变 F332 患

者 2个克隆在第20位氨基酸残基表现出A V突变

Y948患者2个克隆在第29位氨基酸残基表现出A E

突变 Y1001患者2个克隆在第33位氨基酸残基表现

出F S突变 而其他患者来源的HBV在相应位点表

现出相对一致的氨基酸编码特点.这在HBV进化中的意

义尚不清楚 但这种变异的指纹样特点在追踪感染链源

头方面可能有意义. 变异的另一个特点是在氨基酸序列中

某些位点的变异表现出相对的一致性 比较突出的是第

19位氨基酸位点 F246的3个克隆 F248的3个克隆

Y949的2个克隆和Y999的1个克隆编码为R 而来自

其他11个患者的22个克隆均编码L. L为非极性氨基酸

R为带正电荷的极性氨基酸 属碱性氨基酸. HBsAg血清

型的分型是基于第122位氨基酸的K/R[26]和第160位点氨

基酸的K/R变异[27] 那么前-前-S基因第19位氨基酸

残基的L/R突变是否与全S基因(包括前-前-S 前-S1

前-S2和主蛋白)的血清型分型有关 还需要进一步研究.

        总之 本研究应用分子流行病学研究方法 自15

例患者的血清中提取了HBV DNA 基因组 之后应用

HBV基因型分型技术和PCR-TA克隆-测序技术展示

了前-前-S基因的广泛存在 这些样本来自普通HBV

感染者 结合本研究组针对前-X基因的研究[8, 11] 我

们初步推断前-前-S基因的存在是一种普遍现象 是

否编码前-前-S基因与HBV的B或C基因型无关. 这

个重要发现的意义有待于进一步阐明.
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