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Abstract
AIM: To clone and sequence the complete 
genome of hepatitis sequence of hepatitis B virus 
(HBV) isolates of genotypes B, C, D/C and A 
from the sera of Chinese patients with chronic 
hepatitis B (CHB).

METHODS: Long-distant polymerase chain re-
action (L-PCR) technique was used to amplify 
the complete genome of HBV isolates from 
Chinese patients with CHB. After the result-
ing amplicons were cloned into the TA vector 

and sequenced, the complete sequences of HBV 
isolates of genotypes B, C, D/C and A were ana-
lyzed using the DNAStar and Simpot software.

RESULTS: The complete genome sequences 
of HBV isolates of genotypes B, C, D/C and A, 
which had been deposited into GenBank, were 
composed of 3215, 3215, 3215 and 3182 bp, re-
spectively. A 33-bp deletion mutation at position 
2853-2885 and two point mutations at positions 
1762A-T and 1764G-A were observed in one of 
four clones of sample H3. The coexistence of 
wild-type and mutant HBV strains in a patient 
with chronic hepatitis B may provide a molecu-
lar basis for the development of drug resistance 
during antiviral therapy.

CONCLUSION: The complete genome sequenc-
es of HBV isolates of genotypes B, C, D/C and A 
are successfully cloned and can be used as refer-
ence sequences for the study of HBV in Chinese 
patients with chronic hepatitis B.
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摘要
目的: 扩增克隆乙型肝炎病毒(HBV)B, C, D/C
及A基因型的全基因组, 构建不同基因型的全
基因序列克隆. 

方法:  从中国慢性乙型肝炎患者血清提取
DNA以L-PCR技术对3.2 kb的HBV DNA进
行扩增 ,  纯化后克隆到TA载体 .  对于H B V
不同基因型的全基因序列利用S i m p l o t、
D N A S t a r(C l u s t a l W方法的M e g A l i g n和
Phylogenetic tree)等生物软件进行分析.  

结果: 克隆出我国主要存在的几种HBV DNA

®

■背景资料
乙型肝炎病毒的
基因型与乙型肝
炎的抗病毒治疗
效果和预后相关, 
基因型相关的流
行病学研究已被
临床医生和基础
研究者所重视, 而
且我国已有多家
单位正在研发乙
型肝炎基因型检
测试剂, 了解我国
不同基因型的序
列特点对基因型
研究和试剂开发
具有重要意义.

■同行评议者
陈建杰 ,  主任医
师, 上海中医药大
学附属曙光医院
(东部)肝病科
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全基因序列: B、C、D/C和A基因型, 包括: 
adr、adw、ayw血清型. B基因型(adw血清型)
全基因序列长度为3215 bp, C基因型(adrq+血
清型)为3215 bp, D/C基因型(ayw2血清型)为
3215 bp, A基因型(adw血清型)为3182 bp, 均递
交GenBank. 在H3样品中的4个全基因克隆中
存在一个同时含有2853-2885 nt缺失突变和核
心区的1762A-T、1764G-A双位点突变的变异
株, 表明同一个体中同时存在突变株和野生
株, 可能是耐抗病毒药物的分子基础. 

结论: 本研究克隆了我国有报道存在的主要基
因型、血清型的HBV全基因序列, 为全面了解
我国HBV基因型和血清型提供了序列资料. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 基因型; 血清型; 基因组
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)为DNA
病毒, 基因组长约3.2 kb[1], 目前报道的基因型

(genotype)有A-H 8种[2-6], 血清型(serotype)有9种. 
全基因序列差异在8%以上作为基因型的划分依

据, 目前研究表明乙型肝炎感染的临床表现、

预后以及对药物的敏感性与H B V的基因型有 
关[7-12]; 血清型的划分主要是根据S区抗原决定

簇(a决定簇)的序列和性质不同划分 ,  决定了

HBV表面抗原的抗原性差异, 在临床血清学诊

断试剂的评价中要求对不同的血清型试剂均能

达到一定的灵敏度[13], 因此HBV血清型和基因

型的研究对流行病学、临床医学研究深入开展

具有一定的意义. 本研究得到了我国主要流行

的几种基因型与血清型的全基因克隆和序列, 
作为我国基因型与血清型研究的参考序列. 

1  材料和方法

1.1材料 血清为未经抗病毒治疗的慢性乙型肝

炎患者的血清, 经过进口试剂(Ortho, Abbott)检
测, HBsAg均为阳性, 科华HBV核酸PCR定量检

测试剂检测HBV DNA阳性, 使用前-20℃保存.
1.2 方法 
1 .2.1 引物设计 :  扩增H B V全基因引物参考

Gunther[14]的引物: P1: CCGGAAAGCTTGA
GCTCTTCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA 
(1821-1841); P2: CCGGAAAGCTTGAGCTCTT

CAAAAAGTTGCATGGTGCTGG(1823-1806). 
全基因测序引物由宝生物公司根据通用引物首

次测序结果设计合成. 
1.2.2 乙型肝炎全基因组的扩增: 50 μL PCR反应

体系为: 10×PCR Buffer 5 μL, 25 mmol/L MgCl2  

4 μL, 2.5 mmol/L dNTP 5 μL, Ex-Taq DNA 
polymerase 1 μL(5 U), H2O 29.4 μL, Template 5 
μL. PCR条件为: 预变性94℃ 1 min, 循环: 94℃ 1 
min变性, 52℃ 1 min退火, 72℃ 3 min延伸, 每10
个循环后延伸时间增加2 min, 共30循环, 最后延

长72℃ 10 min. 
1.2.3 乙型肝炎全基因组的克隆、鉴定: 原平皓

公司的玻璃奶法胶回收试剂盒回收PCR扩增产

物, 按照说明书操作, 将纯化产物连接到pGEM-
Teasy载体(Promega公司), 酶切鉴定阳性克隆. 
1.2.4 核苷酸序列测定与比较分析: 阳性克隆送

大连宝生物公司测序, 测序结果用DNAStar、
S i m p l o t软件分析 ,  本研究所用的H B V全序

列数据为: 基因型A: X70185、A J309370、
AB064314、M57663; 基因型B: AF121244、
AF121249、AF282917、D23678、D23679、
X98077、A B010289、A B073850; 基因型

C: A B014378、A B014393、A F068756、
AF223960、AF458664、D23683、AF241411、
AY040627; 基因型D: AF121239、 AF121242、
A J344116、X97848、Y07587、M32138、
X85254; 基因型E: A B032431、X75657、
X75664; 基因型F: AF223962、AF223964、
AF223965; 基因型G: AB056513、AF405706; 
基因型H: AY090454、AY090460; D/C重组: 
AY057948-Tibet. 测序结果递交美国生物信息学

中心的核苷酸序列数据库GenBank.

2  结果

2.1 HBV全基因克隆的构建 本项研究从6例慢

性HBV感染者血清内共获得13株HBV DNA全

基因组基因序列, 均在GenBank中注册. 其Gen-
Bank登录号以及全基因组的核苷酸序列长度以登录号以及全基因组的核苷酸序列长度以号以及全基因组的核苷酸序列长度以

及基因型血清型情况见表1.
2.2 全基因克隆的序列分析 将获得的全基因序

列与GenBank数据库中的序列利用DNAStar软
件进行比较, 不同克隆与已知基因型序列间的

同源性见表2, 以8%为标准划分基因型, H1、
H2、H3与C基因型(3.2%-5.9%)、H4与A基因

型(0.7%-4.8%)、H5与B基因型(1.0%-4.2%)、
H6/H8与C基因型的差异最小(1.6%-5.4%), 分别

■研发前沿
HBV不同基因型
与临床预后、抗
病毒治疗效果和
耐药性等相关性
的流行病学研究
以及基因型诊断
试剂为当前乙型
肝炎研究中的两
个热点.
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归为相应的基因型, 与其他基因型的差异均大

于8%. 全基因序列的进化树分析结果见图1. 来
自H1、H2、H3的克隆在C基因型簇, 但是位于

C的分支外, 经过分析为D/C重组基因型[15], 与
AY057948的进化关系最近, AY057948为我国西

藏地区的一株D/C基因重组株[16]; H4样品的Q42
和Q43均划入A基因型簇, 为A基因型; H5的Q50
划入B基因型簇, 为B基因型; 利用Simplot软件

分析[17](图2), 结果显示该B基因型序列符合我国

流行株的特点, 为Ba亚型, 在preC和C区与C基因

型相似性最高, 其他区均与B基因型的相似性最

高, 即B/C基因型重组. H6的Q60和H8的Q80克隆

划入C基因型簇, 为C基因型.
2.3 全基因克隆的S区氨基酸序列分析 将获得的

全基因克隆序列的S区翻译为氨基酸, 氨基酸序

列经比较分析, 根据122Lys/Arg决定d/y特异性,  
160Lys/Arg决定w/r特异性, 根据aa127为Pro、
Thr、Leu时分别为w1/w2、w3、w4; ayw1和
ayw2的区别在五个位置: 134为Phe或Tyr, 143为
Thr或Ser, 159为Ala或Gly, 161为Tyr或Phe, 168

为Val或Ala; q+/q-以159位置为Ala或Val来区别, 
推测出各个克隆的血清型[2](表1). 
2.4 H3样品准种的分析 在进行序列比较过程中

发现, H3样品的2个克隆(Q30、Q34)中有1个存

■相关报道
目前INNO-LiPA 
HBV Genotyping 
试剂已经通过了
CE认证 ,  正逐步
为临床和实验室
医生用于临床样
品的检测工作 . 
我国自行研制的
HBV分型试剂目
前正在某些临床
实验室中进行评
价和初步应用.

表  1  构建的13株全基因克隆的血清型、基因型和GenBank号

     
样品     全基因      

血清型    基因型	 GenBank号
编号   克隆编号

H1         Q11        ayw2       D/C       AY862860(3215 bp)

              Q17		          AY862861(3215 bp)

H2         Q20        ayw2       D/C       AY862862(3215 bp)

              Q23		          AY862863(3215 bp)

H3         Q30        ayw2       D/C       AF461043(3215 bp)

              Q34		          AY862864(3182 bp)

              Q311		          AY862865(3215 bp)

              Q312		          AY862866(3215 bp)

H4         Q42        adw         A          AY862867(3221 bp)

              Q43		          AY862868(3221 bp)

H5         Q50        adw         B(Ba)    AF479684(3215 bp)

H6         Q60        adrq+       C          AF473543(3215 bp)

H8         Q80        adrq+       C          AY862869(3215 bp)

图  1  以全基因核苷酸序列为基础构建的进化树图.

AY057948-Tibet
AF241411-C

D23683-C
AB014378-C

AY040627-C
AB014393-C

AF458664-C
AF068756-C

Q80
AF223960-C
Q60

Q30
Q312

Q34
Q311

Q20
Q23
Q11
Q17

X98077-B
AF282917-B

AF121249-B
AF121244-B
Q50

AB010289-B
AB073850-B

D23678-B
D23679-B

M57663-A
AB064314-A
X70185-A

AJ309370-A
Q42
Q43

AF223964-F
AF223962-F
AF223965-F
AY090454-H
AY090460-H

X85254-D
X97848-D

Y07587-D
AJ344116-D

M32138-D
AF121239-D

AF121242-D
AB032431-E

X75657-E
AB056513-G
AF405706-G
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在缺失(Q34), 对缺失部位再次测序, 表明测序无

错误; 对H3样品再次PCR克隆, 挑选2个阳性克

隆(Q311、Q312)测序, 结果无缺失. Q34的缺失

类似D基因型, 位置在2853-2885 nt, 另外, 对一

些常见的突变位点1762、1764、1896及YMDD
部位进行分析, 发现Q34存在核心区的1762A-T
和1764G-A双位点突变, 未见其他克隆存在变异

情况. 4个克隆之间也有0.5%-0.8%的差异, 在同

一血清中存在不同序列特征的HBV病毒株显示

了HBV以种群存在的特点, 即HBV的准种. 对该

缺失株序列分析, 显示在缺失部位前后有长度

为7个核苷酸的重复序列(GCATGGG), 该缺失特

征类似于HBV D基因型的缺失部位(2855-2887 
nt). 图3为Q34缺失部位的序列比较, 方框部分为

重复序列.

3  讨论

HBV的基因型分布具有一定的地域性差异, 在同

一地区流行的某一基因型具有相同的特点, 如缺

失或其他突变, 显示了HBV的遗传稳定性. 我国

HBV基因型以B和C基因型为主, 另有少量D和A
基因型. 在西藏自治区和新疆维吾尔自治区的研

究[18-19]表明该地区以D基因型为主. 上海的研究[20]

则是: A基因占1.4%, B基因占17.2%, C基因型

占81.4%. 地域分布性还表现在同一基因型亚型

间, B基因型分为Ba(有重组)和Bj(无重组)2个亚 
型[21], Ba主要分布在中国、印尼等. 本研究得到

的B基因型序列符合我国的流行特征, 为Ba亚型; 

我国D基因型中以 D/C基因重组为主[15-16], 本研

究得到的D基因型即为D/C重组株; 本研究得到

的C基因型也符合我国流行特征, 与我国的序列

同源性最高; 目前我国有A基因型的流行病学报

道[20], 但A基因型的全基因序列报道, 本研究尚属

首次, 序列分析发现其不具有特异性, 与国外的

A基因型序列的异源性仅为0.7%-4.8%, 可能是由

国外输入的一种基因型. 本研究构建的全基因克

隆涵盖了我国流行的主要基因型和血清型, 具有

一定的代表意义, 是对我国HBV基因型、血清型

等资料的补充. 
Morozov et al [22]指出, 使用重叠PCR扩增进

行HBV全基因组分析, 发现的重组有可能是标

本为不同基因型混合感染造成的假象, 拼接的

序列可能来自2个病毒株, 本研究采用的全基因

组的扩增, 确保来自一个病毒株, 比分段扩增的

方法得到的全基因序列更准确, 更能反映HBV
的遗传学特征. HBV的基因型研究具有重要的

流行病学意义, 与临床表现、预后和药物的敏

感性等都有关系, 有必要建立中国不同基因型

的序列资料库, 进而研究我国不同基因型HBV
在致病性上的差异, 以及不同基因型HBV与预

后的相关性等问题, 故建立各基因型HBV全基

因组克隆和序列分析具有重要意义. 由于基因

重组的存在, 在选择和设计分型方法的时候一

定要考虑重组的问题, 将分型针对的靶位点设

计在重组区段外或选择多个区段, 这样对B和D 
基因型的流行病学研究才能更加准确. 本研究

构建的全基因序列可作为分型试剂的参考序列, 
检测其划分不同基因型准确与否, 以及能否如

实反映重组情况等.  
成军 et al对HBV准种的研究表明来源于同

一个患者不同病毒株的HBV 基因序列存在一定

变异率, 不仅仅是个别核苷酸或氨基酸残基序

列的差别而且还有大段的缺失、插入和无义突

变等几乎所有的基因突变形式[23-25]. 本研究在同

一标本中分离的不同HBV克隆即存在一定的变

表  2  不同标本的全基因序列与A-H基因型的异源性 (%)

     
Genotype	      A	          B	                C	                     D	            E	                    F	         G	                 H

H1	 8.8-9.2       8.6-10.2       3.2-5.5          9.1-10.1       10.3-10.8       14.5-14.8       12.9-13.0       14.5-15.0

H2	 8.9-9.3       8.5-9.8         3.3-5.0          9.2-10.0       10.3-10.8       14.6-14.7       13.1-13.2       14.7-15.0

H3	 8.8-9.4       8.7-10.4       3.3-5.9          9.1-10.2         9.9-11.0       14.3-15.3       12.3-13.2       14.3-15.5

H4	 0.7-4.8        8.5-10.2       8.6-10.2     10.1-10.8       10.2-10.6       14.8-15.6       11.8	         15.0-15.1

H5	 9.8-10.1      1.0-4.2         8.9-10.0     11.2-12.1       11.7-11.9       15.4-15.5       13.6-13.7       15.8

H6/H8	 9.3-9.9       8.7-10.4       1.6-5.4        10.6-11.4       11.0-11.6       15.1-15.5       13.3-13.4       14.7-15.4

■应用要点
本研究证实, 目前
我国的D基因型
多为DC重组, B基
因型为BC基因重
组, 在基因型的流
行病学研究和分
型方法的研发过
程中应特别注意
分型目的序列的
选择, 如选择在重
组区段, 将产生不
准确的分型结果.
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图  2  Simplot 软件对Q50重组位点分析.
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异, 但变异不大, 保持了一定的种群稳定性, 我
们也注意到在血清H3中发现了一个变异较大, 
而且具有一定临床意义的变异与野生株共存的

情况, 即同时存在基本C区启动子(BCP)的野生

株与BCP区1762A-T和1764G-A双位点突变株, 
该变异导致C区启动子(CP)活性下降, 在转录水

平上可使e抗原表达下调, 有利该变异株逃避宿

主免疫清除, 可能为乙型肝炎患者接受干扰素

和拉米夫定等核苷类似物治疗后选择出现的一

种变异[26-27], 这不仅说明HBV的种群存在特点, 
而且表明在同一个体感染的病毒种群中, 可能

存在具有临床意义的个别变异克隆, 在临床用

药后即会出现该变异克隆的选择性增加. 同时

Q34在前S区存在一个比较大的缺失, 该克隆为

D/C基因重组序列, S区为D基因型, 其他区段更

多地表现为C基因型的序列特点, 但其前S区存

在的这一缺失突变类似于D基因型的序列特点, 
这些具有一定同源性基础上的变异亦表明了

HBV的准种特性.
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