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Abstract
AIM: To investigate the role of mutation at site 
1896 in hepatitis B virus (HBV) precore region 
in the pathogenesis of chronic severe hepatitis 
B and its influence on the immune response of 
patients.

METHODS: The production of interferon-γ 
(IFN-γ) and interleukin-4 (IL-4) by Th1/Th2 and 
Tc1/Tc2 cells in the peripheral blood from 31 
patients with chronic heavy hepatitis were as-
sessed by flow cytometry. The serum concentra-
tion of IL-4 and IFN-γ were examined by solid-
phase sandwich enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). HBV DNA was amplified by 
nested polymerase chain reaction and the pre-
core/core fragment was directly sequenced.

RESULTS: The mutation at site 1896 in HBV 
precore region appeared in 8 of 31 (25.8%) pa-
tients with chronic severe hepatitis. Of the 8 pa-
tients, 4 (50%) were confirmed with the mutation 

at site 1913. However, of the 23 patients without 
the mutation at site 1896, 1 case was detected 
with the mutation at site 1913. The level of Tc1 
was significantly higher in the patients with 
G1896A mutation than that in those without 
G1896A mutation (t = 2.407, P = 0.023). The lev-
els of serum IFN-γ and IL-4 were not markedly 
different between the patients with and without 
G1896A mutation (P > 0.05). The mortality rate 
was also similar between the two groups.

CONCLUSION: Tc1 level is significantly en-
hanced due to G1896A mutation and plays an 
important role in the pathogenesis of chronic 
severe hepatitis B.
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摘要
目的: 分析乙型肝炎病毒(HBV)前C区G1896A
变异对慢性重型乙型肝炎(慢重肝)发病及免
疫应答的影响. 

方法: 流式细胞仪检测31例慢重肝患者外周
血细胞胞内细胞因子IFN-γ, IL-4的百分率; 测
定Th1, Th2, Tc1, Tc2; 固相夹心法酶联免疫吸
附试验检测其血清IL-4, IFN-γ的水平; 套式聚
合酶链反应扩增HBV DNA前C/C基因并作序
列分析. 

结果: 在31例患者中8例(25.8%)发生G1896A
变异, 8例G1896A变异株中4例(50%)出现1913
位联合变异, 而23例野毒株仅1例(4.3%)出现
C1913A变异; G1896A变异株Tc1水平显著高
于野毒株(P  = 0.023, t  = 2.407); G1896A变异
株与野毒株相比IL-4, IFN-γ水平无显著性差
异(P >0.05); 变异株与野毒株2组死亡率无显
著性差异(P >0.05).

结论: G1896A变异能显著增强Tc1水平, 后者
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■背景资料
国内外对乙型重
型肝炎肝细胞损
伤机制的研究主
要集中在HBV基
因变异及机体免
疫异常两方面. 基
因变异的乙型肝
炎病毒可能通过
各种途径刺激机
体的免疫系统, 使
免疫细胞活化, 并
释放细胞因子, 导
致肝细胞损伤, 与
重型肝炎的发生
密切相关.

■研发前沿
重型肝炎病毒热
点变异主要集中
在前C区1896位
的 终 止 变 异 .  目
前 研 究 热 点 为 :  
1896位的终止变
异与重型肝炎的
关系, 基因变异加
重肝脏损害的机
制, 病毒基因其他
位点的变异, 重型
肝炎的不同阶段
机体细胞免疫的
特点以及细胞因
子的表达程度及
基因和免疫治疗
的策略.



在慢重肝发病中起重要作用.
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0  引言

HBV前C区基因变异最常见于nt 1896位. 发生

G1896A变异后, HBeAg表达终止, 但HBV仍可

继续复制, 形成持续的病毒血症. 有研究提示, 
G1896A终止变异与重型乙型肝炎的发生有关[1-3]. 
为此, 我们就G1896A变异对慢重肝发病及免疫

应答的影响作研究如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-11/2003-12住院的慢重肝患者31
例, 女7例, 男24例, 平均年龄45.9±10.9岁. 诊断

符合2000年全国第十次病毒性肝炎修订的诊断

标准. 标本采清晨空腹肘静脉血10 mL, 2 h内分

离血清待检. CD3/CD4/CD8、鼠抗人IFN-γ/IL-4、
溶血剂、破膜剂由法国Immunotech提供, 流式

细胞仪系Benkman Coulter 3XL. IL-4和IFN-γ
检测试剂盒购自法国Diaclone research公司, 用
奥地利TECAN公司的全自动酶标分析仪分析. 
dNTP和Taq酶由Promega公司提供, 末段荧光标

记测序试剂盒系PE公司提供, QIAquick纯化柱

系德国Giagen公司提供, 所有试剂均委托上海

生工生物有限公司购买. ASAP测序软件由美国

Biotronics公司提供.
1.2 方法 

1.2.1 Th1/Th2/Tc1/Tc2检测 静脉血2 mL, 肝
素抗凝, 取100 μL按1∶1加入1640培养基, 混
匀, 加入刺激剂PMA和Ionomycin, 使其终浓度

分别为25 μg/L和1 mg/L, 同时加入终浓度为

10 mg/L的抑制剂Monensin; 未刺激对照则只加

Monensin, 不加刺激剂, 混匀后在37℃ 50 mL/L 
CO2培养箱中培养4 h, 以CD3, CD4, CD8, IFN-g, 
IL-4标记细胞膜表面抗原和细胞内细胞因子, 流
式细胞仪检测胞内细胞因子IFN-g, IL-4百分率

并进行数据分析, 检测方法见文献[4]. 
1.2.2 IL-4和IFN-g检测 采用双抗体夹心酶联免

疫吸附试验检测, 用奥地利TECAN公司的全自

动酶标分析仪读取450 nm值, 并根据标准曲线

计算IL-4, IFN-g浓度(ng/L), 具体步骤按说明书
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严格操作. 
1.2.3 HBV DNA PreC/C基因测序 采用套式聚

合酶链反应作基因序列测定. 将血清100 μL用
经典酚氯仿法常规提取HBV DNA作模板, 取
提纯的HBV DNA 3 μL为模板, 双蒸水9.6 μL, 
10×Buffer 2 μL, MgCl2 1.6 μL (2 mmol/L), 
dNTP 1.6 μL (160 μmol/L), Taq酶0.2 μL (1 U), 
引物P1, P2各1 μL (0.5 μmol /L)组成PCR反

应体系20 μL, 经94℃预变性3 min后, 按94℃ 
45 s, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 循环25次, 最后72℃ 
5 min, 取该产物3 μL作第2次PCR扩增的模板, 
双蒸水9.6 μL, 10×Buffer 2 μL, MgCl2 1.6 μL, 
dNTP 1.6 μL, Taq酶0.2 μL, 再加入引物P3, P4
各1 μL进行第2次PCR扩增: 94℃预变性2 min, 
94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 45 s, 循环35次, 最后

72℃ 5 min. 取部分产物于20 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 溴乙锭显色后在紫外灯下观察DNA条带, 鉴
定后GIAquick纯化柱纯化. 纯化产物及P3引物

加入测序试剂盒进行测序反应, 置CEQ8000型
DNA测序仪进行序列测定.

统计学处理 Th1, Th2, Tc1, Tc2比较用SPSS 
10.0统计软件进行数据t检验, P <0.05或P <0.01, 
差异有统计学意义. 变异率, 死亡率的比较以小

样本四格表统计意义检验便查表[5]分析, 按表格

区间得出P值, P <0.05或P <0.01, 差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 前C区基因序列的检测结果 在31例患者中8
例(25.8%)发生G1896A变异, 其中1例(3.2%)是
变异株和野毒株混合感染. 8例G1896A变异株

中4例(50%)出现1913位联合变异, 即C1913A及

C1913G变异各2例, 而23例野毒株仅1例(4.3%)
出现C1913A变异, 经小样本四格表统计意义检

验便查表证实G1896A与1913联合变异有统计学

意义(P <0.05). 
2.2 HBV G1896A变异的意义 变异株Tc1水平显

著高于野毒株(P  = 0.023, t = 2.407, 表1). 2组间

细胞因子无显著性差异(P >0.05, 表1). 31例慢重

肝患者死亡率45.2%(14/31), G1896A变异株死亡

率50.0%(4/8), 野毒株死亡率43.5%(10/23), 按四

格表精确检验法, P >0.05, 两组死亡率无显著性

差异. 

3  讨论

重型肝炎肝细胞损伤涉及病毒与机体反应两方
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■应用要点
本研究深化了我
国慢性乙型重型
肝炎发病机制的
研究, 从重型肝炎
的不同阶段探索
机体细胞免疫的
特点以及细胞因
子的表达特点, 为
今后重型肝炎预
防、治疗尤其是
根据Th1 /Th2型
细胞因子在重型
肝损害中的变化
而实施的生物治
疗、预后预测提
供理论依据, 同时
对重型肝炎病毒
基因变异理论和
以后的基因治疗
提供了帮助.



黄利华, 等. 前C区基因变异对慢性重型乙型肝炎免疫应答的影响                                                                                    1923

www.wjgnet.com

面, 我国已有研究提示, 重型肝炎与G1896A终

止变异有密切关系, 变异发生率报道不一[6-8]. 我
们的结果发现无锡地区慢性重型肝炎G1896A
变异发生率25.8%, 并出现核苷酸1913位联合

变异, 且显著关联. 提示, 慢重肝患者中的确存

在G1896A变异, 但变异发生率并不很高, 因此

对慢重肝而言变异仅是影响临床病情的一个方

面, 而G1896A与1913位的联合变异又有何临床

意义值得进一步探讨. 我们曾报道过, 慢重肝患

者存在明显的T细胞免疫紊乱[4]. Th1, Tc1细胞主

要分泌IFN-γ等Ⅰ型细胞因子, 介导细胞毒效应; 
Th2, Tc2主要分泌IL-4等细胞因子, 参与体液免

疫应答, 通常所说的CTL即为Tc1[9-10]. 国外报道

HBeAg可以耗竭Th1, 从而抑制他们发动CTL攻
击感染肝细胞的能力, 一旦HBV发生基因变异, 
不能表达HBeAg, 则这种抑制被打破而导致重

型肝炎的发生[11], 我们发现, 慢重肝G1896A变异

株Tc1显著升高, 表现出明显增强的细胞免疫应

答, 导致肝细胞损伤, 甚至肝衰竭. 
IL-4, IFN-γ与慢性重型肝炎发生有关[12-14], 

但G1896A变异株与野毒株相比血液中细胞因

子IL-4, IFN-γ并无显著性增高, 分析有以下原因: 
(1)重型肝炎时肝细胞对IFN-γ的细胞毒效应更

加敏感, IFN-γ轻微升高即可引起严重反应; (2)
局部产生的肿瘤坏死因子及IFN-γ是导致肝细胞

坏死的基础[15], 他们可以干扰细胞生长、诱导肝

细胞凋亡、促进免疫细胞活化及浸润. 因此, Tc1
在慢性重型肝炎中起重要作用, G1896A变异对

Tc1影响更为明显.  
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表  1  G1896A变异与T细胞免疫细胞因子 (mean±SD)

分组           n                Th1%                Th2%                 Tc1%                  Tc2%               IL-4 (ng/L)          IFN-γ (ng/L)

变异株       8        28.8±4.3        4.1±3.0        52.1±10.7a         3.2±0.9         83.6±14.9         47.6±17.9

野毒株     23        26.6±4.8        3.4±2.8        40.7±11.9        3.0±1.8         77.9±10.2         44.9±22.9

t  = 2.407, aP<0.05 vs 野毒株.

■同行评价
重型肝炎肝细胞
损伤涉及病毒与
机 体 反 应 两 方
面 ,  我 国 已 有 研
究提示重型肝炎
与 G 1 8 9 6 A 终 止
变异有密切关系, 
本文以此角度分
析乙型肝炎病毒
G1896A终止变异
对重型肝炎发病
及免疫应答的影
响, 选题新颖, 方
法 可 行 ,  设 计 严
谨, 结论可靠.


