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　　［摘要］　目的　检测乙肝病毒核心启动子（ｂａｓｉｃｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＢＣＰ）区变异位点在乙肝相关疾病中的变异频率，评估乙

肝病毒变异在终末期肝病发生中的风险。方法　收集２０９３例 ＨＢＶ无症状携带者（ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃＨＢｓＡｇｃａｒｒｉｅｒ，ＡＳＣ）、慢
性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）、肝硬化（ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＬＣ）和肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）患者，应用测

序法检测 ＨＢＶ位点变异；运用病例对照研究方法，以ＡＳＣ组为对照，研究乙肝病毒核心启动子区的变异与乙肝相关疾病发生

间的关系。应用非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归法分析校正年龄和性别后 ＨＢＶ变异在ＣＨＢ、ＬＣ和 ＨＣＣ发生中的风险。结果　ＨＣＣ
组中除Ｔ１７６８Ａ变异外，其余变异位点的变异频率均大于３０％，而在ＡＳＣ组中无变异位点的变异频率超过３０％；７个变异位

点在４组人群中变异频率均逐渐增高（Ｐｔｒｅｎｄ＜０．００１）；除Ｔ１７６８Ａ位点外，其余变异在ＣＨＢ、ＬＣ和 ＨＣＣ组中的校正比值比

（ａｄｊｕｓｔｅｄｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＡＯＲ）均逐渐增加，Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ双突变在 ＨＣＣ发生中的 ＡＯＲ为１３．９１（９５％ＣＩ９．６６～２０．０３）；

ＨＢＶＢＣＰ区位点累积变异频率在乙肝相关疾病进展过程逐渐递增（Ｐｔｒｅｎｄ＜０．００１）。结论　随着 ＨＢＶＢＣＰ区变异在 ＨＢＶ
相关肝病进展过程中逐渐累加，终末期肝病的发病风险增加；ＨＢＶＢＣＰ区变异可作为早期预测 ＨＢＶ相关终末期肝病发生的

潜在分子标记物。
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　　乙肝病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）的慢性感染

所导 致 的 慢 性 乙 型 肝 炎 （ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，

ＣＨＢ）、肝硬化（ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＬＣ）和肝细胞癌

（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）给我国居民带来

了沉重的负担。２００６年全国肝炎血清流行病学调查

结果显示我国乙肝 ＨＢｓＡｇ流行率为７．１８％ ［１］，据

此估计我国约有９４００万乙肝感染者。因此，预防

ＨＢＶ慢性感染所致终末期肝病的发生是我国公共

卫生的重大需求。目前有研究表明乙肝癌转化过程

中不同疾病阶段存在基因型特异性变异谱，尤其是

ＨＢＶ核心启动子区（ｂａｓｉｃｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＢＣＰ）的

变异与乙肝相关疾病的进展密切相关［２３］。前瞻性

队列研究表明Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ双突变能够早期预

测ＨＢＶ相关ＨＣＣ的发生［２３］。因此，本研究通过大

样本的病例对照研究设计，收集 ＨＢＶ无症状携带者

（ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃＨＢｓＡｇｃａｒｒｉｅｒ，ＡＳＣ）、ＣＨＢ、ＬＣ和

ＨＣＣ人群样本，研究ＢＣＰ区高风险变异位点在不同

乙肝相关疾病中的变异频率；以ＡＳＣ为对照，ＣＨＢ、

ＬＣ和 ＨＣＣ为病例，评估乙肝病毒变异在终末期肝

病发生中的风险以及作为分子标记物的价值。

１　材料和方法

１．１　研究对象　ＨＢＶ无症状携带者选取２００６年

１０月至２０１２年３月来自浙江省湖州市、上海市杨浦

区和江苏省张家港地区的社区队列人群；ＣＨＢ患者

选取２００６年１０月至２０１０年１１月在上海长海医

院、上海长征医院、江苏省张家港市第一人民医院住

院的慢性乙肝患者；ＬＣ患者收集上海长海医院、上

海长征医院、江苏省张家港市第一人民医院和山东

泰安解放军第８８医院在２００８年１０月至２０１１年１１
月初次诊断为ＬＣ的住院患者；ＨＣＣ患者选取２００７
年１２月至２０１０年１２月在上海东方肝胆外科医院

和江苏省张家港市第一人民医院初次诊断为 ＨＣＣ
的住院患者。纳入和排除标准如文献所述［４５］。采

集外周静脉血５ｍＬ，３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集血

清－８０℃保存。所有研究对象经血清学检查，均无

甲型肝炎、丙型肝炎和 ＨＩＶ抗体阳性。所有研究对

象均知情同意并签署知情同意书。本研究得到第二

军医大学医学伦理委员会审核批准。

１．２　样本量估计　根据非匹配病例对照研究设计

估计样本量含量，病例组对照组为１３，根据文献

估计 对 照 组 平 均 变 异 率 为 ０．１［２３］，比 值 比

（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）＝３，计算后病例组每组最低样本量

为１３５例，对照组最低样本量为４０５例。

１．３　乙肝标记物及 ＨＢＶＤＮＡ载量的检测　乙肝

标记物检测采用酶联免疫吸附法检测试剂盒（科华

生物工程有限公司，上海）；ＨＢＶ ＤＮＡ 定量采用

ＴａｑＭａｎ探针法，试剂盒购自深圳匹基生物有限公

司，仪器采用 Ｒｏｃｈｅ公司 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０仪器（德

国）。

１．４　ＨＢＶ基因型及变异检测　ＨＢＶ 基因型检测

采用已建立的型特异性引物多重ＰＣＲ方法鉴定［４］。

ＨＢＶ变异检测：采用巢式ＰＣＲ法对 ＨＢＶ基因组的

ＢＣＰ区扩增［２］，挑选条带清晰且单一的ＰＣＲ目的产

物经纯化后送上海迈浦生物科技有限公司，采用

ＡＢＩ３７３０基因分析仪进行产物直接双向测序。

１．５　统计学处理　采用 ＭＥＧＡ５．０和Ｂｉｏｅｄｉｔ７．０
软件进行序列分析。应用ＳＰＳＳ１８．０软件 （ＳＰＳＳ

１８．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ，ＳＰＳＳ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ）进行数据录

入和统计学分析。采用χ
２ 检验比较分析分类变量，

如性别、ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶ突变在各组间的分布。采用

独立样本ｔ检验或方差分析比较计量资料，如年龄

等在组间的差异，非正态分布的计量资料如 ＨＢＶ

ＤＮＡ和ＡＬＴ，经对数转换后再进行Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检

验或方差分析的比较。ＯＲ 的计算采用非条件

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型，同时加入年龄和性别两个最常见

的混杂因素后获得 ＨＢＶ变异位点的校正 ＯＲ值。

本研究中所有检验均为双侧检验，检验水准（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　样本人群的一般临床资料及病毒学特征　共

成功获得２０９３例患者的ＨＢＶ病毒ＢＣＰ区序列，其

中包括８４８例 ＡＳＣ患者、３６９例ＣＨＢ患者、３１６例
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ＬＣ患者和５６０例 ＨＣＣ患者。４组不同乙肝相关疾

病的平均年龄、性别、ＨＢｅＡｇ阳性和基因型构成等

差异均有统计学意义（表１）。

表１　不同乙肝相关疾病样本的临床及病毒学特征

Ｔａｂ１　ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄｖｉｒｕｓｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨＢＶｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ＡＳＣ（Ｎ＝８４８） ＣＨＢ（Ｎ＝３６９） ＬＣ（Ｎ＝３１６） ＨＣＣ（Ｎ＝５６０） Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅａ（ｙｅａｒ） ２９．３５±１６．６８ ４１．８１±１４．６０ ５０．４４±１０．７３ ５２．３２±１１．２４ ＜０．００１

Ｍａｌｅｎ（％） ４９８（５８．７） ２６０（７０．５） ２４４（７７．２） ４５５（８１．３） ＜０．００１

ＨＢＶｇｅｎｏｔｙｐｅｎ（％） ＜０．００１

　　Ｂ ２８５（３３．６） ８３（２３．５） ６８（２２．７） ８９（１６．８）

　　Ｃ ５６２（６６．４） ２７０（７６．５） ２３２（７７．３） ４４０（８３．２）

ＡＬＴａｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１） ２２．００±９．７７ １５３．６２±２４３．４５ １１６．６４±１９３．０６ ８１．２７±１５４．０９ ＜０．００１

ＨＢｅＡｇｎ（％） ＜０．００１

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ３３９（４０．１） １４８（４２．５） １７１（６４．５） ３４１（６３．０）

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ５０７（５９．９） ２００（５７．５） ９４（３５．５） ２００（３７．０）

ＨＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌｓａ ４．１９±２．１９ ４．９１±１．９１ ４．３０±１．４３ ４．６２±１．４５ ＜０．００１

　（ｌｏｇ１０ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

　ａ：珚ｘ±ｓ．ＡＳＣ：ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎｃａｒｒｉｅｒ；ＣＨＢ：ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＬＣ：ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ；ＨＣＣ：ｈｅｐａ

ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＡＬＴ：ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

２．２　ＨＢＶ变异频率在４组人群中的分布　共检测

了７个文献所报道的与ＨＢＶ所致ＬＣ和ＨＣＣ密切

相关的 ＨＢＶ变异位点。结果（图１）发现：ＨＣＣ组

中除Ｔ１７６８Ａ变异外，其余变异位点的变异频率均

大于３０％，而在ＡＳＣ组中变异位点的变异频率均低

于３０％；在 ＣＨＢ和 ＬＣ 组中除 Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ
外，其余变异位点均低于３０％；７个变异位点在４组

人群中其变异频率均逐渐增高（Ｐｔｒｅｎｄ＜０．００１）。

图１　ＨＢＶＢＣＰ变异在ＡＳＣ、ＣＨＢ、ＬＣ和

ＨＣＣ组中的发生频率

Ｆｉｇ１　ＦｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＨＢＶＢＣＰｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎＡＳＣ，

ＣＨＢ，ＬＣ，ａｎｄＨＣＣｇｒｏｕｐｓ

ＡＳＣ：ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｃａｒｒｉｅｒ；

ＣＨＢ：ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＬＣ：ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ；ＨＣＣ：ｈｅｐａ

ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

２．３　ＨＢＶ变异在乙肝相关疾病进展中的风险　以

ＡＳＣ组为对照，分析 ＨＢＶ 变异在 ＣＨＢ、ＬＣ 和

ＨＣＣ组中的风险，结果（图２）显示：除Ｔ１７６８Ａ位点

外，其余位点变异在ＣＨＢ、ＬＣ和 ＨＣＣ组中的校正

比值比（ａｄｊｕｓｔｅｄｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＡＯＲ）值均逐渐增加。

Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ双突变在 ＨＣＣ发生中的ＡＯＲ为

１３．９１（９５％ＣＩ９．６６～２０．０３）。

图２　以ＡＳＣ为对照分析ＨＢＶＥｎｈａｎｃｅｒⅡ／ＢＣＰ／ＰＣ
区变异与ＣＨＢ、ＬＣ、ＨＣＣ的关系

Ｆｉｇ２　ＴｈｅａｄｊｕｓｔｅｄｏｄｄｓｒａｔｉｏｏｆＨＢＶＥｎｈａｎｃｅｒⅡ／ＢＣＰ／ＰＣ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎＣＨＢ，ＬＣ，ａｎｄＨＣＣｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＡＳＣ

ＡＳＣ：ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ ｃａｒｒｉｅｒ；

ＣＨＢ：ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＬＣ：ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ；ＨＣＣ：ｈｅｐａ

ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ．珚ｘ±ｓ

２．４　ＨＢＶＢＣＰ区位点的累积变异频率在乙肝相

关疾病中的分布　结果（图３）表明：分析Ｃ１６５３Ｔ、

Ｔ１６７４Ｃ／Ｇ、Ｔ１７５３Ｖ、Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ 和 Ａ１８４６Ｔ

的总体变异在各疾病组中的频率，结果发现 ＨＢＶ

ＢＣＰ区位点累积变异频率在乙肝相关疾病进展过程

逐渐递增（Ｒ２＝０．８８０４，Ｐｔｒｅｎｄ＜０．００１）。
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图３　ＨＢＶＢＣＰ区位点在乙肝相关疾病中的累积变异频率

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅＨＢＶＢＣＰｍｕｔａｔｉｏｎ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｉｎＨＢＶｒｅｌａｔｅｄｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅｓ

ＡＳＣ：ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎｃａｒｒｉｅｒ；

ＣＨＢ：ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＬＣ：ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ；ＨＣＣ：ｈｅｐａ

ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

３　讨　论

　　本研究采用大样本的非匹配病例对照设计，共

纳入２０９３例样本分析 ＨＢＶＢＣＰ区域的变异频率

在不同乙肝相关疾病人群中的分布，结果发现纳入

研究的７个位点的变异频率在乙肝的致癌过程中逐

渐递增，且除 Ｔ１７６８Ａ位点外，ＨＣＣ组中的变异频

率均超过３０％，与之前文献报道的结果［２，６７］一致。

结果提示 ＨＢＶ变异与 ＨＣＣ的发生密切相关，随着

ＨＢＶ相关肝病的进展，ＨＢＶ变异对终末期肝病的

风险逐渐增加，可通过 ＨＢＶ变异的检测早期预测

ＨＣＣ的发生。一些ＨＢＶ的变异频率会随着年龄的

增加而增高，且在终末期肝病中，男性多于女性［３，８］。

因此，在此类研究中年龄和性别是最主要的混杂因

素。本研究中ＡＳＣ组人群的年龄和男性比例均低

于其余３组 ＨＢＶ患者。因此，本研究在分析 ＨＢＶ
变异与 ＨＢＶ相关疾病的风险时把年龄和性别作为

混杂因素进行校正，校正后的结果同样显示出 ＨＢＶ
变异风险在肝病进展过程中逐渐增高，并且变异的

累积频率逐渐增加，至ＨＣＣ发生时，ＨＢＶ累积变异

率可达到８６．８％，发病风险增加到１３．９１，提示可通

过多个 ＨＢＶ变异位点的联合检测预测终末期肝病

的发生。

　　ＨＢＸ蛋白Ｃ端是由核心启动子区域编码而成

的，Ｃ１６５３Ｔ、Ｔ１６７４Ｃ／Ｇ、Ｔ１７５３Ｖ、Ａ１７６２Ｔ 和

Ｇ１７６４Ａ等变异分别导致ａａ９４（ＨｔｏＴ）、ａａ１０１（Ｓ

ｔｏＡ／Ｐ）、ａａ１２７（ＩｔｏＴ／Ｎ／Ｓ）、ａａ１３０（ＫｔｏＭ）和

ａａ１３１（ＶｔｏＩ）等氨基酸的变化，进而导致 ＨＢＸ蛋

白变异。ＨＢＸ蛋白变异尤其是 Ｃ端缺失在 ＨＣＣ

癌组织中的频率较高［９１０］。大多数截短型 ＨＢＸ蛋

白不能再抑制细胞增殖和转化，但仍保留了与ｐ５３
的结合能力并减弱ＤＮＡ的修复能力和ｐ５３介导的

凋亡，这给癌前病变的肝细胞或肝癌细胞提供了一

个选择克隆的优势并有助于肝癌的进一步发展［１１］。

目前，ＨＢＸ蛋白Ｃ端的氨基酸变化在肝细胞癌变中

的作用尚不清楚。但近期一项研究表明 ＨＣＣ患者

术后抗病毒治疗预防复发失败的原因可能与 ＨＢＸ
蛋白变异相关［１２］。研究证明，核心启动子区域的

１７６２／１７６４双突变能够影响病毒复制，而高病毒滴

度是ＨＣＣ发生和术后复发的最重要危险因素［１３１８］。

高病毒滴度会引起 ＨＢＶ核心启动子区域的变异从

而成为 ＨＢＶ相关 ＨＣＣ发生的重要原因之一。Ｅｎ

ｈａｎｃｅｒⅡ／ＢＣＰ／ＰＣ区的 ＨＢＶ变异是在 ＨＢＶ慢性

感染阶段通过 ＨＢＶ与宿主相互作用并被选择出来

的，从而驱动宿主肝脏癌变过程；也有可能是变异的

Ｘ蛋白反式激活了那些可推动 ＨＣＣ发生的宿主癌

基因或在肝脏癌变阶段宿主的某些癌基因编码的反

式作用因子选择出特异的 ＨＢＶ变异。基因型Ｃ是

ＨＣＣ的独立危险因素，Ｃ型病毒核心启动子区域的

变异也同样是ＨＣＣ的危险因素［２］。ＨＢＶ变异发生

后会改变转录因子结合位点［１９］，从而促进病毒与宿

主的交互作用，包括促进 ＨＢＶ相关 ＨＣＣ的发生、

病毒的复制、癌基因的反式激活和致癌过程［７，２０２１］。

　　本研究通过大样本的病例对照研究表明，ＨＢＶ

ＢＣＰ区的变异与 ＨＢＶ相关肝病的进展密切相关，

随着 ＨＢＶＢＣＰ区变异在 ＨＢＶ相关肝病的进展过

程中逐渐累加，终末期肝病的发病风险增加，可作为

早期预测 ＨＢＶ相关终末期肝病发生的潜在分子标

记物。但是还需要开展前瞻性队列研究来进一步验

证其能否成为早期预测 ＨＣＣ发生的分子标记物。
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