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乙型肝炎病毒前Ｃ区１８９６点突变、基因分型及其实验室特征分析
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［摘要］　目的：分析乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）前Ｃ区１８９６位基因突变与 ＨＢＶ基因型、ＨＢＶ复制以及患者肝功能之间的关系。

方法：对６０例 ＨＢＶＤＮＡ阳性患者进行荧光扩增检测前Ｃ区１８９６变异、ＨＢＶＤＮＡ基因分型、ＨＢＶＤＮＡ定量检测，酶免微

粒子化学发光法检测血清 ＨＢｅＡｇ及 ＨＢｅＡｂ，全自动生化仪检测肝功能指标。结果：前Ｃ区１８９６变异者ＡＬＴ水平为（１０９±

１１１）Ｕ／Ｌ，比野生型者显著上升（Ｐ＜０．０５）；１８９６位点变异与 ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶ基因型及 ＨＢＶＤＮＡ水平无关；乙型肝炎患者

ＨＢＶＤＮＡ水平Ｃ型显著高于Ｂ型（Ｐ＜０．０５）。结论：ＨＢＶＤＮＡ前Ｃ区１８９６变异感染可能与肝细胞受损加重有关；基因型

Ｃ型 ＨＢＶＤＮＡ水平显著高于Ｂ型，提示Ｃ型病毒复制更为活跃。
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　　１９８９年，Ｃａｒｍａｎ等［１］发现一种 ＨＢｅＡｇ缺陷的
乙型肝炎病毒（ＨＢＶ），该病毒发生了１８９６（Ｇ＞Ａ）
突变，使原来编码色氨酸的前Ｃ区第２８位密码子

ＴＧＧ转变为终止密码子 ＴＡＧ，但并未发现与病毒
复制调节有关。１９９３年 Ｌａｍｂｅｒｔｓ等［２］报道，前 Ｃ
蛋白（ＨＢｅＡｇ前体）能有效控制 ＨＢＶ复制。１８９６
（Ｇ＞Ａ）突变能阻断前Ｃ蛋白的合成，但是否会使

ＨＢＶ复制加强并影响患者肝功能尚不明确。目前
根据 ＨＢＶ ＤＮＡ 全基因核苷酸序列的异质性≥
８％，或Ｓ基因核苷酸序列的异质性≥４％，可将乙肝
病毒分为Ａ～Ｈ８种基因型，在我国分布存在着差
异［３］。不同基因型中是否存在１８９６突变频率的差
异也未见报道。本研究对６０例血清 ＨＢＶＤＮＡ阳
性ＨＢＶ感染者采用荧光标记探针ＰＣＲ扩增技术进
行了 ＨＢＶ１８９６（Ｇ＞Ａ）变异、ＨＢＶＤＮＡ 定量和

ＨＢＶ各基因型检测，旨在探讨 ＨＢＶ１８９６变异与

ＨＢＶ基因型、ＨＢＶ的感染和复制以及血清丙氨酸
转氨酶（ＡＬＴ）水平等之间相关性及其临床意义。

１　资料和方法

１．１　研究对象　血清标本采自２００７年１－４月本
院门诊及住院６０例慢性乙型肝炎患者。病例入选
标准：临床诊断为慢性乙型肝炎，血清 ＨＢＶＤＮＡ
阳性。排除：（１）人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ），肝炎病
毒丙型（ＨＣＶ）、丁型（ＨＤＶ）、戊型（ＨＥＶ）和梅毒
（ｓｙｐｈｉｌｉｓ）等除 ＨＢＶ感染之外的其他病原感染；（２）
排除自身免疫性肝病、酒精性肝病、药物性肝病和
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Ｗｉｌｓｏｎ病，其中男４７例，女１３例，平均年龄（４９．１
±１０．１）岁。诊断符合２０００年全国传染病与寄生虫
病学术会议修订的《病毒性肝炎治疗方案》诊断标
准［４］。

１．２　ＨＢＶＤＮＡ定量　采用ＡＢＩ７３００实时荧光定
量ＰＣＲ仪检测，检测试剂由达安基因诊断中心提
供。按血清 ＨＢＶＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、荧光标记
探针杂交、标准ＤＮＡ建立的直线回归方程计算出
待检血清中的 ＨＢＶＤＮＡ水平（以每毫升基因拷贝
数的对数值报告）。

１．３　ＨＢＶＤＮＡ前Ｃ区１８９６位点变异和 ＨＢＶ各
基因型检测　采用 ＡＢＩ７３００实时荧光定量ＰＣＲ仪
检测，试剂由杭州博塞基因诊断技术有限公司提供，
采用乙型肝炎病毒特异引物，利用核酸扩增、荧光标
记探针，结合ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针技术，对人血清中
乙型肝炎病毒１８９６位点变异及基因分型进行检测。

１．４　病毒血清标志物检测　ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、

ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｇ采用ＡｒｃｈｉｔｅｃｔⅠ２０００ＳＲ
化学发光微粒子免疫分析法（ＣＭＩＡ）及美国雅培

Ａｒｃｈｉｔｅｃｔ配套试剂盒检测。

１．５　临床实验室肝功能指标检测　采用 Ｈｉｔａｃｈｉ
７６００全自动生化分析仪检测，试剂由日本 Ｗａｋｏ公
司提供。包括丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、总胆红素
（ＴＢＩＬ）、前白蛋白（ＰＡＬＢ）等。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件对研究数
据进行统计分析。各指标用珚ｘ±ｓ表示。两样本均
数作ｔ检验和两样本率的比较用χ

２检验。Ｐ＜０．０５
为有显著性差异。

２　结　果

２．１　ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变异及其ＤＮＡ水平和肝
功能指标分析　６０例 ＨＢＶ感染者中，检出３７例野
生株（６１．７％）和２３例变异株（３８．３％），变异型患
者ＡＬＴ水平为（１０９．６６±１１１．１１）Ｕ／Ｌ，显著高于
野生型患者 ＡＬＴ水平（６６．３８±５７．５４）Ｕ／Ｌ（Ｐ＜
０．０５）；ＨＢＶ 前 Ｃ 区１８９６变异与 ＴＢＩＬ、ＰＡＬＢ、

ＨＢＶＤＮＡ水平无明显相关性（Ｐ＞０．０５），见表１。

表１　ＨＢＶ前Ｃ区１８９６位点的变异的ＡＬＴ、ＴＢＩＬ、ＰＡＬＢ及ＨＢＶＤＮＡ水平（ｌｇ值）

Ｔａｂ１　ＬｅｖｅｌｓｏｆＡＬＴ，ＴＢＩＬ，ＰＡＬＢａｎｄＨＢＶＤＮＡｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｕｔａｔｉｏｎａｔ１８９６ｉｎＨＢＶｐｒｅｃｏｒｅｒｅｇｉｏｎ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｎ ＡＬＴ
（ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１）

ＴＢＩＬ
（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＰＡＬＢ
（ρＢ／ｇ·Ｌ－１）

ＨＢＶＤＮＡ
（ｃｏｐｙ·ｍｌ－１）

Ｗｉｌｄ ３７ ６６．３８±５７．５４ ２５．２±１４．８０ １６．４４±６．１７ ５．１２±１．０２
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ２３ １０９．６６±１１１．１１ ２２．９±１２．２１ １６．０４±５．３６ ５．１４±１．３３

　ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＴＢＩＬ：Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ＰＡＬＢ：Ｐｒｅａｌｂｕｍｉｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓｍｕｔａｔｉｏｎ

２．２　ＨＢＶ 前 Ｃ区１８９６变异和乙肝病毒基因分
型　６０例 ＨＢＶ感染者中，ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变异
和乙肝病毒基因分型在发生率上无明显相关性

（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变异和乙肝病毒基因分型

Ｔａｂ２　Ｍｕｔａｔｉｏｎａｔ１８９６ｉｎｐｒｅｃｏｒｅ

ｒｅｇｉｏｎｏｆＨＢＶａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＨＢＶ
［ｎ（％）］

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｎ Ｂ Ｃ Ｂ，Ｃｍｉｘｅｄ ＮｏｎＢ，Ｃ

Ｗｉｌｄ ３７ ９（２４．３） ２６（７０．３） １（２．７） １（２．７）

Ｍｕｔａｔｉｏｎ ２３ ４（１７．４） １７（７３．９） ０（０） ２（８．７）

２．３　乙肝病毒基因分型和 ＨＢＶＤＮＡ水平　乙肝
病毒基因分型（因非Ｂ非Ｃ型数量较少，故未列入
计算），其中检出Ｂ型１３例（２１．７％）和Ｃ型４３例
（７１．７％），Ｃ型的ＨＢＶＤＮＡ水平（５．４０±１．１１）显

著高于Ｂ型的 ＨＢＶＤＮＡ水平（４．７１±０．９０）（Ｐ＝
０．０２）。

２．４　ＨＢｅＡｇ／Ａｂ乙肝患者与 ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变
异的相关性分析　ＨＢｅＡｇ／Ａｂ（按ｅＡｇ＋／ｅＡｂ－、

ｅＡｇ－／ｅＡｂ＋、ｅＡｇ－／ｅＡｂ－ 和 ｅＡｇ＋／ｅＡｂ＋ 分为 ４
组）乙肝患者与 ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变异之间无明显
相关性（Ｐ＞０．０５），见表３。

表３　１８９６位点变异者 ＨＢｅＡｇ／Ａｂ分析结果

Ｔａｂ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＨＢｅＡｇ／Ａｂａｎａｌｙｓｉｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｍｕｔａｔｉｏｎａｔ１８９６ｉｎＨＢＶｐｒｅｃｏｒｅｒｅｇｉｏｎ
［ｎ（％）］

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｅＡｇ＋／
ｅＡｂ－
（Ｎ＝８）

ｅＡｇ－／
ｅＡｂ＋
（Ｎ＝４０）

ｅＡｇ－／
ｅＡｂ－
（Ｎ＝４）

ｅＡｇ＋／
ｅＡｂ＋
（Ｎ＝８）

Ｗｉｌｄ ６（７５．０） ２５（６２．５） １（２５．０） ５（６２．５）

Ｍｕｔａｔｉｏｎ ２（２５．０） １５（３７．５） ３（７５．０） ３（３７．５）
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３　讨　论

　　乙型病毒性肝炎病情轻重是由宿主和病毒两方
面所决定，许多研究都显示前Ｃ区变异与肝炎活动
及严重性有关［５］。其中最常见的变异为 ＨＢＶＤＮＡ
ｎｔｌ８９６位核苷酸由Ｇ→Ａ的点突变，使得在 ｍＲＮＡ
水平上由密码色氨酸（ＴＧＧ）变为终止密码（ＴＡＧ），
致使 ＨＢｅＡｇ合成终止，导致 ＨＢｅＡｇ前体蛋白的合
成中断，造成 ＨＢｅＡｇ减少或消失，但病毒本身复制
不受影响。ＨＢｅＡｇ能诱导机体产生对 ＨＢＶ的免
疫耐受，它的缺失将导致免疫耐受被打破，从而引起
肝脏病变的活动［６］。很多研究认为这种前Ｃ区变异
株感染通过复制增强导致乙型肝炎病情加重［７８］，但
也有发现该变异发生后 ＨＢＶ变异株复制力减弱。
另有研究者认为该变异仅仅是与ｎｔ１８５８位碱基配
对，形成稳定二级结构的需要［９］，与肝脏病变的加重
无关。关于 ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ与转氨酶的关系，
国内外均有大量文献报道，这些报道大多数认为

ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶ ＤＮＡ 与 转 氨 酶 的 升 高 呈 正 相

关［１０１１］。本研究结果显示 ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变异
对患者ＡＬＴ水平有影响，变异者ＡＬＴ水平高于野
生型患者 （Ｐ＜０．０５），但 ＨＢＶ前Ｃ区１８９６变异与

ＨＢＶＤＮＡ水平之间无明显相关性（Ｐ＞０．０５），未
发现不同 ＨＢｅ系统乙肝患者１８９６位点变异及其

ＤＮＡ水平存在明确相关性（Ｐ＞０．０５）。本研究结
果与文献报道的感染前Ｃ区１８９６变异毒株者ＡＬＴ
水平一般较高一致。ＡＬＴ升高通常是杀伤性Ｔ细
胞攻击带有病毒抗原的肝细胞而导致肝细胞溶解的

结果，前Ｃ区１８９６变异可能通过影响宿主清除体内
的 ＨＢＶ，使患者血中的 ＡＬＴ水平居高不下。另一
方面，病毒复制和机体的记忆免疫状态，也是肝细胞
大量破坏使ＡＬＴ升高的原因之一。已有研究表明

ＨＢＶ活动性复制是肝细胞持续破坏的重要原
因［１２］。血清ｅ抗原向ｅ抗体的转变并不代表病毒复
制的完全停止和肝脏病变的好转，可能是 ＨＢＶ逃
逸机体免疫的一种方式。因此，血清学 ＨＢｅＡｂ阳
性者应同时进行 ＨＢＶＤＮＡ检测，对于协助临床诊
断和治疗，正确评估病情的预后有重要意义。

　　由于 ＨＢＶ 在逆转录过程中缺乏较对酶的作
用，发生突变的几率较高，长期累积的变异形成了不
同的基因型，与临床表现、预后存在相关性，基因型
分析将会对乙肝的诊断、治疗和预后判断发挥积极
的作用。ＨＢＶ基因型是 ＨＢＶ基因异质性的表现
之一，最早于１９８８年提出［１３］，至今已发现的基因型
有ＡＨ共８种。研究发现ＨＢＶ基因型呈一定的地

理区域性分布，我国发现有Ｂ、Ｃ、Ｄ基因型，偶有 Ａ
型，其中以Ｃ型和Ｂ型为主，北方主要是Ｂ型。本
研究对６０例 ＨＢＶＤＮＡ阳性患者 ＨＢＶ基因型的
研究结果提示 ＨＢＶ基因型以Ｃ型为主，Ｂ型次之，
另有少量ＢＣ混合型和其他类型，并且 Ｃ型 ＨＢＶ
ＤＮＡ水平显著高于Ｂ型，与文献报道相似［１４１５］。本
研究结果Ｃ型 ＨＢＶＤＮＡ水平显著高于Ｂ型（Ｐ＜
０．０５）说明Ｃ型患者病毒复制活跃，但是Ｂ型、Ｃ型
的 ＨＢｅＡｇ阳性率的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
在后续的研究中，我们将进一步扩大样本量，进一步
从 ＨＢＶＤＮＡ的基因突变、基因分型、ＨＢＶ病毒标
志物、肝功能指标、临床表现、疗效、预后等多指标、
多视角探讨 ＨＢＶ 基因变异的临床意义，为临床

ＨＢＶ感染的诊治提供实验室依据。
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·个案报告·

胆囊癌伴蓝氏贾第鞭毛虫感染一例报告
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１　临床资料　患者，女，４６岁。因反复右上腹疼痛不适１０余

年，加重１个月，以“胆囊癌伴肝、肺多处转移”于２００７年３月

２８日收治入本院。患者右上腹持续性疼痛，阵发性加剧，无肩

背部放射痛，不伴发热。疼痛以进食油腻食物后为重。２００７
年３月２３日在当地医院以“胆囊炎、胆囊结石”行胆囊切除

术。术中发现胆囊硬化、局部肝组织浸润，肝组织活检示“肝

组织内低分化腺癌浸润”，中止手术后转至我院。入院时查

体：体温３６．４℃ ，脉搏８０次／ｍｉｎ，呼吸２０次／ｍｉｎ。Ｘ线胸片

示：右侧胸腔少量积液，右下肺陈旧性钙化灶。ＣＴ检查示：胆

囊肿瘤伴局部肝组织浸润，肝内多处转移子灶，右肺见转移

灶。心律齐，腹软，无压痛及反跳痛，肝、脾肋缘下未触及，胆

囊未触及，肠鸣音正常。实验室检查：血常规、血浆凝血酶原时

间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）检测均正常，肝功能正

常，ＣＥＡ（－），ＡＦＰ１４Ｕ／ｍｌ，ＣＡ１９９＞１０００Ｕ／ｍｌ。粪常规检测

于低倍镜下可见椭圆形，囊壁较厚，囊壁与虫体之间有明显空隙

的蓝氏贾第鞭毛虫包囊（图１）；革兰染色后可见为成熟的４核包

囊，偏于一端，囊内可见到鞭毛、丝状物、轴柱等（图２）。入院后

诊断为胆囊肿瘤晚期，无手术适应证，患者要求出院观察，未做

治疗，于２００７年４月４日出院，目前继续随诊观察。

图１　低倍镜下所见蓝氏贾第鞭毛虫包囊（×１００）

２　讨　论　蓝氏贾第鞭毛虫（ＧｉａｒｄｉａｌａｍｂｌｉａＳｔｉｌｅｓ，１９１５）

简称贾第虫，分布于世界各地。其感染发病的主要症状是腹

痛、腹泻、腹胀、呕吐、发热和厌食等，典型表现为以腹泻为主

的吸收不良综合征。近１０多年来，由于旅游事业的发展，在

旅游者中发病率较高，故其发病又称旅游者腹泻，已引起各

国的重视。

图２　革兰染色后油镜下所见

蓝氏贾第鞭毛虫包囊（×１０００）

　　贾第虫生活史中有滋养体和包囊两个不同的发育阶段。

成熟的４核包囊是感染期，包囊随污染食物和饮水进入人

体，在十二指肠内脱囊形成２个滋养体。滋养体主要寄生在

人的十二指肠内，有时也可在胆囊内。一般在硬度正常的粪

便中只能找到包囊。滋养体则可在腹泻患者粪便中发现。

包囊在外界抵抗力较强，为传播阶段。人体感染贾第虫后，

无临床症状者称带虫者。当虫体寄生在胆道系统时，可能引

起胆囊炎或胆管炎，如出现上腹疼痛、食欲不振、肝肿大以及

脂肪代谢障碍等。研究发现，蓝氏贾第鞭毛虫基因型决定其

临床表现，有些个体在无任何临床症状的情况下排出感染性

的包囊，一些发展成蓝氏贾第鞭毛虫病，一些则无任何表

现［１］。人体感染蓝氏贾第鞭毛虫常可表现慢性腹泻和吸收

不良等消化道症状，但感染伴发胆囊癌尚未见报道。本例粪

便涂片查见蓝氏贾第鞭毛虫包囊，但临床无任何相关症状。

Ｂ超见胆囊有结石征，不排除虫体寄生胆囊后钙化的可能。
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