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Abstract
AIM: To investigate the sequence polymorphism 
of the surface (S) gene of hepatitis B virus (HBV), 
to study the distribution of viral genotypes/
serum subtypes circulating in the Beijing area, 
and to search for possible correlations between 
viral genotypes/serum subtypes and clinical 
conditions.

METHODS: HBV DNA samples from 69 patients 
from the Beijing area were isolated and purified. 

The viral S gene was amplified by polymerase 
chain reaction (PCR) and then directly se-
quenced. Genotypes and serum subtypes were 
determined by sequence alignment and compar-
ison with the standards with MEGA3.1. Nucleo-
tide polymorphisms and amino acid changes of 
the S gene were analyzed using DnaSP software.

RESULTS: In the 69 patients, HBV from 14 sam-
ples was identified as genotype B (20.3%), and 
that of the remaining 55 as genotype C (79.7%). 
Adrq+ and adw2 of HBV were the predominant 
subtypes (75.4% and 20.3%, respectively). Fur-
ther, 1 sample was determined as adrq- and 2 
were detected as a previously unreported sub-
type. Mutation type showed significant differ-
ences in hydrophilic and hydrophobic regions 
of the S gene (P < 0.05, P < 0.001, respectively, in 
genotypes C and B). Compared to genotype B, 
higher sequence polymorphism was observed in 
genotype C. Nucleotide variation (π value) was 
not equally distributed in the S gene, and π in 
the “a” determinant was lower than that in other 
regions. Clinical symptoms were significantly 
associated with genotypes B and C, but not with 
serum subtypes (P < 0.05 and P = 0.381, respec-
tively).

CONCLUSION: There is higher sequence varia-
tion of the surface gene in genotype C compared 
with genotype B. Mutations in the S gene are 
not randomly distributed. The two hydrophilic 
regions appear more conserved, while mutation 
frequency in the hydrophobic region is higher.
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摘要
目的: 探讨HBV的S基因序列多态性、基因型/ 
血清型在北京地区的分布特征以及基因型/血

®

■背景资料
S 基因编码 H B V
表面抗原, 也是病
毒基因组中突变
率最高的区域, 其
变异对于乙型肝
炎的准确诊断和
抗病毒疗效有重
要影响. 对于HBV
这种高突变率的
病毒进行深入全
面的序列分析有
赖于多种生物信
息学方法的建立
和应用. 本文着重
S基因的多态性分
析, 旨在阐明病毒
S 基 因 的 突 变 特
点、分布特征及
其与临床表型的
关系.
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清型与临床症状的可能相关性. 

方法: 对69例样品进行S区聚合酶链反应扩增
测序, 通过标准序列使用MEGA3.1和DnaSP软
件分析核苷酸差异度, 比较基因型、血清亚型
的核酸及蛋白质差异. 

结果: 在69例北京地区样品中检测出C基因型
55例(79.7%), B基因型14例(20.3%); adrq+和
adw2分别为52和14例, 2例血清亚型未见报道. 
S基因核苷酸差异度分布不均匀, 在C型中较
高. 非同义突变类型多分布在疏水区中, 亲水
区多为同义突变. 临床症状在B, C基因型中有
显著性差异.

结论:  S基因的序列差异在C型中高于B型; 
DNA序列突变在S基因中呈非随机分布, 疏水
区突变率高而两个亲水区比较保守.

关键词: 乙型肝炎病毒; S基因; 多态性; 基因型; 血

清型; 聚合酶链反应
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0  引言

乙型肝炎病毒(H B V)是已知的突变率最高的

DNA病毒, 了解HBV的多态性对乙型肝炎的诊

断和治疗以及基础研究具有十分重要的意义, 
对其变异及其与临床关系的研究一直是国内外

关注的热点. 病毒的高突变率和核苷酸多态性

形成HBV的不同基因型, 以全基因序列差异≥

8%或S基因序列差异≥4%划分, 共有A-H的8个
基因型[1-4], 各在不同的地理区域性呈优势分布. 
HBV基因型与乙型肝炎病毒复制及致病性、宿

主免疫应答和临床表现、治疗与预后等都有一

定的相关性[5-6]. 此外, HBV分类还包括血清型

分析. 外膜主蛋白上的一些残基(如aa139-147, 
aa122和aa160)决定HBV的血清亚型, 目前有

ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, adw2, adw4, ayr, adrq+

和adrq-共9种类型[7], 在不同的临床表型中有不

同分布.
编码HBV表面蛋白的S基因(surface)位于

HBV基因组的核苷酸(nt)第155-833, 编码226个
氨基酸残基的外膜主蛋白即乙肝表面抗原蛋白

HBsAg. 这一蛋白不但是引起机体产生保护性

抗体的主要成分和乙肝疫苗的主要成份, 也是

诊断HBV感染的主要依据之一. S基因是HBV基

因组中突变率最高的区域, 病毒这一区域在体

内产生的变异对于乙型肝炎的准确诊断和抗病

毒的疗效产生严重影响, 因而从DNA水平研究

其突变的性质、特点、规律和功能具有重要意

义和迫切性. 我们采用PCR产物直接测序方法, 
对HBV的S基因的678 bp片段进行大样品量测序

和多态性分析, 同时应用生物信息学方法分析

北京地区HBV的基因型/血清型分布及其与临床

表型的关系. 我们发现对于S基因来说, C型基因

型的序列差异高于B型, 并且基因疏水区突变率

明显高于亲水区.

1  材料和方法

1.1 材料 北京佑安医院住院患者69例,  患者均为

HBsAg阳性, 男50例, 女19例; 年龄7-77岁; 临床

诊断无症状携带者4例; 慢性肝炎37例; 慢性重

型肝炎4例; 代偿期肝硬化2例; 失代偿期肝硬化

18例; 肝癌4例. 诊断均符合2005年中华医学会

肝病学分会和中华医学会感染病学分会联合制

定的《慢性乙型肝炎防治指南》的诊断标准[8]. 
所有血清置-20℃保存.
1.2 方法 
1 .2 .1  病毒D N A的提取及扩增 ,  纯化  采用

QIAamp UltraSensTM Virus kit(Qiagen公司)提
取病毒DNA. 对病毒S基因进行PCR扩增, 引
物: 5'-CTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCC-3' 
(nt67-90), 5'-AGTTGGCGAGAAAGTGAAAGC
CTG-3' (nt1084-1107), 扩增条件95℃ 150 s, 94℃ 
1 min, 60℃ 90 s, 72℃ 3 min共35循环, 72℃ 10 
min. PCR扩增产物经含有EB的15 g/L琼脂糖凝

胶电泳鉴定产物, 并加入GIAquick纯化柱进行

纯化. 纯化产物用于测序反应.
1.2.2 S基因测序及序列拼接和生物信息学分

析 使用ABI 3730进行测序及DNAStar软件包的

SeqMan进行拼接处理. 生物信息学分析: (1)首
先从DNA数据库中(GenBank)获取已知基因型

(A-H)的HBV病毒参考株的核苷酸序列; (2)将
获取的病毒序列以Bioedit软件建立数据库, 以
便进行单机序列比对; (3)将我们测序得到的序

列和上述数据库中的序列用Bioedit软件包中的

Local Blast程序进行比对; (4)将相应的片段用

Clustal W程序联配, 同时肉眼观察并予以校正; 
(5)使用MEGA3.1程序的Kimura双参数法, 应用

NJ(Neighbor-Joining)法建立系统进化树(boot 
strap 1000次)及分析基因型; (6)用DnaSP软件分

■研发前沿
HBV研究主要在
于分析病毒的突
变规律、与药物
耐受和免疫逃逸
的相关性、及其
与临床治疗的指
导评估和病程转
归的关系, 以期产
生进行精确临床
诊断和指导个体
化治疗的基础数
据 .  在方法学上 , 
基因组学研究的
各种先进思路和
算法的引入和应
用正在为HBV突
变分析提供重要
的技术和手段.

■相关报道
田拥军 et al 报道
定 点 突 变 S 基 因
氨基酸并构建载
体转染肝细胞, 发
现主要亲水区Ⅱ
中 的 4 个 氨 基 酸
(PI20T,  C121S, 
K122I和TI23N)
对维持HBsAg的
空间构象和抗原
性具有重要作用; 
CHAO-WEI HSU  
et  al 发现在核苷
类似物药治疗患
者血清HBsAg消
失是由于S基因点
突变造成.
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此位点是丝氨酸(Ser), 因而不能由此确定其血

清亚型, 表明可能是对亚型w的补充或是一种新

的血清亚型, 在此用new来标示. 52例adrq+血清

亚型样本全部为C基因型, 与adr血清亚型只存在

C型中完全符合; 14例adw2血清亚型样本中有12
例B基因型, 2例C基因型; adrq+和adw2血清亚型

分别与C, B基因型的相关性显著(P <0.05, Fisher
精确检验).
2.2 S基因的序列差异 对乙肝病毒S基因的核

苷酸差异度进行分析(图2), 发现S基因核苷酸

序列中π值分布在B, C基因型中很不均匀. 除
nt60-120, nt340-390和nt580-680区序列外, 大部

分区域C型π值高于B型, 即S基因C型序列差异

高于B型. 对于单个基因型来说, B型中第一亲水

区和第二亲水区后半部分内的π值低于其他区

域; C型中第一亲水区前半部分和第二亲水区后

半部分内π值低于其他区. 核苷酸差异度π = ∑

AiBjPij, 其Ai和Bj分别为DNA序列的第i种和第

j种类型的频率, 而Pij是序列的第i种和第j种类

型间不同核苷酸的比值.
2.3 S基因疏水区突变率明显高于亲水区 将所有

样品C和B基因型的S基因序列与NCBI数据库中

的参考序列M12906(C/adrq+)和D00329 (B/adw2)
分别进行比较, 发现B型中非同义突变(错义和

无义突变)在S基因第一亲水区、第二亲水区和

疏水区中的总数分别是6, 2和44个, C型中分别

是34, 23和131个(表2). B基因型中突变类型在第

一亲水区和疏水区中无显著性差异(P = 0.538, 
χ2检验), 但第二亲水区和疏水区中有显著性差

异(P <0.001, Fisher精确检验), 在第二亲水区中

的同义突变多于疏水区中的同义突变, 而突变

类型在两个亲水区和疏水区中有显著性差异

(P <0.001, χ2检验). 在C基因型突变类型第一亲

水区和疏水区、第二亲水区和疏水区中的差

别分布无显著性意义(P = 0.105和P = 0.106, χ2

检验), 而两个亲水区和疏水区中有显著性差异

(P <0.035, χ2检验). 因此S基因大部分突变分布在

析核苷酸差异及蛋白质差异.
1.2.3 聚合酶链反应-限制性酶长度多态性(PCR-
RFLP)分析  应用AB17000 Real-time PCR检测

仪进行基因型分析, 并与S基因直接测序结果

对比, HBV基因分型试剂盒购自杭州博赛基因

诊断技术有限公司. 采用Magnius和Norder的方 
法[7]进行血清亚型分析. 核苷酸差异度为群体中

针对基因组中特定区域的任意两个随机选取的

单体型间每个位点的平均核苷酸差异数, 用π表

示[11-12].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行

Fisher精确检验及χ2检验.

2  结果

2.1 HBV基因型与血清型在北京地区的分布 将
测定的全部69例乙肝患者的病毒S基因序列与

NCBI中的8种已知基因型的参考序列进行比较, 
确定样品DNA的基因型并进行系统进化分析

(图1), 共有C基因型55例(79.7%), B基因型14例 
(20.3%), 未发现其他基因型. 且北京地区基因型

分布处于中国大陆两个南北城市黑龙江哈尔滨

市和广东廉江市中间(表1). 这一结果符合我国

北方多流行C型, 在南方多流行B型的特点.
采用Magnius和Norder的方法进行血清亚型

分析, 测得adrq+ 52例(75.4%), adw2 14例(20.3%), 
血清亚型adrq- 1例(1.4%). 用同样方法确定血清

亚型w1-w4的S基因的编码蛋白质第127个氨基

酸分别是脯氨酸(Pro, w1和w2)、苏氨酸(Thr, 
w3)或亮氨酸(Leu, w4), 但第6和55两个样本中

表  1  不同地区基因型和血清型的分布

      
	                              基因型          血清    血清亚型

                                               百分比          亚型      百分比

北京(本研究)           B           20.3          adw2       17.4

			                new          2.9

	                C           79.7          adrq+       75.4

			                adw2         2.9

			                adrq-         1.4

中国(4个省)[9]          B           29.3          adw2p      29.3

	                C           67.9          adrp          67.9

	                D             2.9          adw2p        2.9

哈尔滨[10]	                B           12.2          adw2p      12.2

	                C           87.8          adrp          87.8

廉江[10]	                B           26.1          adw2p      26.1

	                C           73.2          adrp          73.2

p 优势血清型.

地区	            基因型

■创新盘点
本文用直接测序
的方法精密鉴定
了HBV的基因型, 
采用多种生物信
息学方法从S基因
的整体核苷酸差
异度水平深入分
析了病毒S基因特
点, 并将病毒的基
因型和突变特点
与临床表型进行
了关联分析, 对于
乙型肝炎的分子
病理学的诊断提
供了基础数据, 并
有助于我国特有
HBV序列数据库
的建立.

表  2  3种类型突变在S基因不同区域中的分布(n )

      
                       第一亲水区       第二亲水区           疏水区

                        B型      C型        B型      C型        B型       C型

错义突变	        6	  32          2        21	      44       128

无义突变	        0	    2          0          2	        0	     3

同义突变	        6	  65        88        41	      30	 366

总数	      12	  99        90        64	      74	 497

基因型

ij
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疏水区中, 亲水区很少发生突变, 且亲水区突变 大部分为同义突变. 同义突变、无义突变和错

图  1  HBV基因分型.

图  2  HBV S基因核苷酸差异度的比较分析. Nt: 核苷酸位置; aa: 氨基酸位置.

■应用要点
H B V 的 S 基因突
变具有非随机性, 
其疏水区突变率
明显高于亲水区. 
同 时 C 型 基 因 型
的S基因序列差异
高于B型, 这一结
果对于乙型肝炎
诊断, 治疗及其研
发乙肝疫苗具有
应用价值.
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义突变在不同基因型和血清亚型中分布(图3)所
示, 无义突变只在C基因型中发现而未在B基因

型见到. 无义突变在基因型B和C型中分布无显

著性差异(P = 0.337, Fisher精确检验). 同义突变

和非同义突变在B, C基因型, adrq+, adw2血清亚

型和C/adrq+, B/adw2型中的分布的差别无显著

性意义(P = 0.554, 0.234, 0.782; χ2检验).
2.4 HBV基因型、血清型与临床关系 B基因型

中分别有2例无症状携带者、10例慢性肝炎、

2例失代偿期肝硬化; C基因型分别中有2例无

症状携带者、27例慢性肝炎、4例慢性重型肝

炎、2例代偿期肝硬化、16例失代偿期肝硬化

和4例肝癌(图4A). 按照肝病的进展, 将肝脏病

变和临床症状较重的病例包括慢性重型肝炎, 
代偿期肝硬化, 失代偿期肝硬化和肝癌患者归

为1组, 其余归为另1组. 对比2组患者基因型发

现症状较重的肝病在C基因型患者中出现频率

高(P <0.05, Fisher精确检验). adrq+血清亚型在

无症状携带者、慢性肝炎、慢性重型肝炎、代

偿期肝硬化、失代偿期肝硬化、肝癌中分别占

50.0%, 75.7%, 75.0%, 100%, 72.2%和100%, 而
adw2血清亚型分别为50.0%, 21.6%, 25.0%, 0%, 
16.7%和0%(图4B), 1例adrq-血清亚型为失代偿

期肝硬化患者, 2例new血清亚型为慢性肝炎和

失代偿期肝硬化患者. adrq+和adw2血清亚型在

症状较轻患者和症状较重患者中分布的差别无

显著性意义(P = 0.381, Fisher精确检验).

3  讨论

HBV基因型具有呈地理区域性分布的特点[13-15], 
我国以C, B基因型为主, 在北方流行多为C型, 南
方多流行B型, 呈B型由北向南逐渐增多, 而C型
逐渐减少的趋势[9]. 我们采用S基因序列测序直

接分型, 确定北京地区HBV以C基因型约占80%, 

图  3  HBV基因型/血清
亚型中不同突变类型的
比例. 

图  4  不同诊断患者的基因型和血清亚型的分布. A: 基因型; B: 血清亚型. 
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■名词解释
核苷酸差异度: 群
体中针对基因组
中特定区域的任
意2个随机选取的
单体型间每个位
点的平均核苷酸
差异数称为核苷
酸差异度, 用π表
示.
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其余为B基因型. 表1综合了本实验和文献报道

结果, 显示北京地区HBV基因型分布处于两个

南北城市中间(黑龙江哈尔滨市和广东廉江市), 
与文献报道相符[9-10,16-17]. 我们的研究中患者临床

症状在B, C基因型中有显著性差异(P <0.05), 和
B型相比C型与症状较重的肝炎相关, 结果与国

内外文献[17-18]报道一致, 其机制有待进一步

研究. 
已有结果表明, 中国北方地区HBV血清型

以adr为主, 南方则以adw2为主[19], 本研究中发

现北京地区adrq+和adw2各占75.4%和20.3%. 我
们还在2例样品中发现了一种无法用Magnius
和N o r d e r的方法确定的血清亚型 ,  由S基因

nt379CCT突变为TCT而使S蛋白第127的Pro变
为Ser造成. 这2例为B基因型的慢性肝炎和失代

偿期肝硬化患者. 这一亚型是新的血清亚型或

对其他亚型的补充及其与患者临床症状的关系

有待进一步研究. HBV的血清型除了流行病学

意义外, 在乙肝患者不同诊断中的分布不一样, 
如慢性肝病以adr亚型比率最高[20]. 本研究中血

清亚型在不同临床患者中的分布与他人结果基

本一致, 且与临床症状无相关性.
乙肝病毒S基因编码病毒外膜主要表面蛋

白, 在HBV感染与传播中起重要作用. S蛋白有

2个亲水区, 分别为aa32-76和aa100-160, 是HBV
主要的表面抗原表位. 许多研究表明S基因多态

性与HBV抗原决定簇、免疫原性和免疫逃避等

有关[21-23]. 本研究中发现S基因有很多核苷酸突

变位点, 但其分布在S基因中并非随机. B和C基
因型中的亲水区特别是第二亲水区后半部分内

的π值均低于其他区域, 而这一部分为编码a决
定簇. 同时, 不但疏水区中的突变率明显高于亲

水区, 且亲水区中的突变多为同义突变, 这些均

提示病毒S基因的功能区域相对保守. S基因π值

分布不均匀, 即本研究表明北京地区C型S基因

的多态性高于B型, 而有研究表明B型HBV多态

性高于C型[24], 这可能是样本抽样数量不同造成

的结果.
我们的结果显示B基因型在第二亲水区中

的同义突变较多, 很可能是由于我们样品中的

14个B型序列nt354, n t428和nt432 3个位点的

核苷酸全部不同于参考序列D00329而造成. 而
参考序列D00329是NCBI报道的日本患者血清

HBV的序列, 鉴于日本B型HBV以Bj亚型为主, 
而中国地区B型HBV主要流行Ba亚型[24], 因此这

3个位点可能反映中国地区Ba亚型HBV的特异

相关位点.
HBV基因分型的方法有全基因序列测定[25], 

S基因序列测定、聚合酶链反应-限制性酶长度

多态性分析(PCR-RFLP)[26]、基因型特异性引

物PCR[27]等很多种方法. 近年来, 基因型分型多

采用对S区进行分析, 主要为PCR-RFLP及基因

型特异性引物PCR方法. 本研究比较了直接S基
因测序后与参考株比较的基因分型方法和PCR-
RFLP基因分型方法, 并着重比较了RFLP中常用

的限制性内切酶BsrⅠ和StyⅠ的特异性酶切位

点. B基因型病毒株在S基因nt174处有BsrⅠ的酶

切位点. 识别序列为C▼CAGT可被分解成为126
和459 bp 2个片段, 依此可准确鉴定B型; C基因

型病毒株在S基因nt301位有StyⅠ的酶切位点, 
识别序列为C▼CAAGG, 应分解为332和253 bp 
2个片段. 我们的结果发现基因型为B的14株病

毒S基因有BsrⅠ并且无StyⅠ酶切位点, 55例C型
无BsrⅠ酶切位点; 而基因型为C的55例患者中

48株病毒有StyⅠ位点, 其余7株(12.7%)此处有

突变而破坏了内切酶识别, 从而使PCR-RFLP基
因分型实验失败或分型不准确. 这些表明由于

HBV的高突变率, 仅依赖个别位点进行基因分

型并不完全可靠, PCR-RFLP基因分型方法存在

一定局限性.
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