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乙型肝炎病毒变异在母婴传播中的初步研究
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!摘要"
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目的
!

探索肝细胞癌$

QJJ

%相关乙肝病毒$

Q]>

%变异在母婴传播和婴儿慢性感染中的变化规律#为肝细胞癌

的防控提供理论依据&

方法
!

将
C#&

名
Q]>

表面抗原$

Q]<(

L

%阳性产妇及其新生儿纳入本研究&应用定量
DJO

检测产妇

外周血和新生儿脐带血
Q]>@?(

#应用巢式
DJO

和克隆测序方法测定前
6

区和核心启动子区的
QJJ

相关
Q]>

变异&新

生儿出生后均经标准
Q]>

免疫#

%

个月后对
#"C

名婴儿
Q]>

感染情况进行随访#对外周血
Q]>@?(

阳性婴儿测定
QJJ

相

关
Q]>

变异发生情况&

结果
!

在
C#&

名新生儿中#

C#

名$

F=FZ

%
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&与未发生
Q]>

跨胎盘传播的产妇相比#发生
Q]>

跨胎盘传播者外周血

Q]>

核心启动子变异没有增加#但在
J!

基因亚型的前
6

区中#

N!EFÈ

"

J

'

J&"""N
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J&##'N
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N&#J

和
N$!J

变异增加
Q]>

跨

胎盘传播的风险$

8

&

"="$

%&

Q]>

基因组中前
6

区和核心启动子区的
QJJ

相关变异的频率在产妇外周血和新生儿脐带血中

无明显差别#但是在母婴传播的
%

个月龄
Q]>@?(

阳性婴儿中#检测出极少数量&

结论
!

Q]>J!

基因亚型的前
6

区某些

变异可能影响
Q]>

跨胎盘传播#但是具有
QJJ

相关
Q]>

变异的准种没有造成婴儿慢性感染的优势#促进
Q]>

致癌的变异

体是在漫长的慢性感染过程中逐渐被选择出来的&
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乙型肝炎病毒$

M,

K

*8.8.<];.21<

#

Q]>

%感染是

我国主要公共卫生问题之一&我国大陆地区约有

"=FC

亿感染者#以
Q]>

基因型
J

和
]

为主#约占全

世界乙肝感染者的
#

"

&

*

#

+

&在
Q]>

流行区#母婴传

播和婴幼儿期感染是乙肝慢性化的重要原因&我国

大陆地区慢性
Q]>

感染者中男性约
&"Z

'女性约

#"Z

最终发展成肝细胞癌$

M,

K

*80),4414*2)*2).30G

-*

%#而且母婴传播造成的慢性感染
QJJ

发生率较

高&

Q]>

变异与疫苗免疫逃逸'

Q]>

隐匿性感染#

继而发生肝硬化和
QJJ

等密切相关&我们前期研

究*

!G$

+发现#

Q]>

基因组前
6

区$

K

2,6

%'核心启动

子"增强子"前
J

区$

K

2,J

%的相关变异与肝硬化和

QJJ

显著相关&但是尚不清楚
QJJ

等相关
Q]>

变异能否通过母婴垂直传播给下一代&我们在上海

市浦东新区
Q]>

母婴传播发生率及其影响因素研

究*

'

+的基础上#开展
Q]>

变异在母婴垂直传播中

的规律研究#为进一步制定相应的预防控制措施提

供科学依据&

C

!

材料和方法

#=#

!

研究对象
!

!"#!

年
&

月至
!"#&

年
&

月#从浦

东新区城市地区与农村地区各选择
!

家分娩量最大

的医疗机构$该
C

家医疗机构分娩量占全区
'!=$Z

%#

从
C

家医疗机构中招募
CC$

名入院分娩的乙肝表面

抗原$

Q]<(

L

%阳性产妇及其新生儿作为研究对象#所

有产妇均签署知情同意书&采集
CC$

对产妇外周静

脉血与新生儿脐静脉血标本以检测
Q]>

感染及基因

情况&其中
!C

对未采集到产妇外周静脉血与新生儿

脐静脉血或血样本不足#

E

对经实验室复核检测产妇

Q]<(

L

阴性#故最终有效观察对象
C#&

对&对
C#&

名

新生儿开展出生后
%

个月随访#并采集外周静脉血#

其中
&"F

名因未获得知情同意'联系电话错误'离开

上海等原因失访#共有效随访调查婴儿
#"C

名&新生

儿脐静脉血
Q]>@?(

和
Q]<(

L

同时阳性定义为新

生儿宫内感染*

%GF

+

&

#=!

!

乙肝五项与
@?(

定量检测
!

产妇外周静脉

血'新生儿脐静脉血以及
%

个月龄婴儿外周静脉血#

均采用酶联免疫吸附试验$

HRB6(

%定性检测
Q]G

<(

L

'乙 肝 表 面 抗 体 $抗
GQ]<

%'乙 肝
,

抗 原

$

Q],(

L

%'乙肝
,

抗体$抗
GQ],

%和乙肝核心抗体

$抗
GQ])

%

$

项指标#采用实时定量
DJO

法检测血清

中
Q]>@?(

含量&

#=&

!

乙肝病毒基因型测定
!

采用我们建立的
-14G

8.

K

4,XGDJO

方法*

%

+

&

#=C

!

乙肝病毒基因序列检测
!

采用巢式
DJO

法联

合扩增产物克隆测序的方法对
Q]>

基因组
H3M

$

"

]JD

"

K

2,J

区和
K

2,6

区进行序列扩增与检测*

E

+

&
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实验检测材料
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主要仪器
!

普通
DJO

仪$

7*<8,2

#

H
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,3G

+025

%'梯度
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$

>,2.8.

#

(]B

%'实时定量
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仪

$

O0)M,R.

L

M8J

9

)4,2CE"

#罗氏%'凝胶成像系统$

70G

4,)14*2B-*
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,2 ,̀4@0)
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9

<8,-#%"GE#%"
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主要试剂
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检测试剂盒

购自上海科华生物工程股份有限公司#血液基因组

@?(

提取试剂盒$非离心柱型%购自天根生化科技

北京有限公司#

(X

9

D2,

K

DJO

清洁试剂盒购自
(PG

^̀ H?

中国公司#乙肝病毒核酸定量检测试剂盒

$

DJOG

荧光探针法%购自上海复星医药股份有限公

司&所有商品检测试剂均在有效期使用#检测结果

按照试剂盒说明书进行判断&

2<&

=

酶'

#"fR0*+G

.3

L

]155,2

'

K

7@#EGN

载体系统购自宝生物工程$大

连%有限公司$

N*\*O*

%&普通
DJO

引物$表
#

%由

生工生物工程$上海%股份有限公司合成&

DJO

产

物测序由上海迈浦生物科技有限公司完成&

#='
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序列分析
!

运用
7H̀ ($="

软件包对
@?(

序列进行比对和遗传进化分析&用
J41<8,2W

程序

进行比对(用
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40

L
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9

程序构建基因进化树#用

@.<8*3),

程序计算序列间的核苷酸和氨基酸的同源

性距离&
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统计学处理
!

采用
HDB@(N(&="

软件建库#

资料录入前经过严格核对#录入后进行资料核查&

运用
6D66#'="

软件进行数据统计学分析#计数资

料各样本组间分布的比较采用
!

!检验&统计学检

验均为双侧检验#检验水准$

#

%为
"="$

&

表
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产妇情况
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名产妇平均年龄为$

!%=!c

C=E

%岁#民族以汉族为主$

C"!

名#占
F%=&Z

%#职业

以待业为主$

#E%

名#

C$=&Z

%#教育程度初中以下及

大专以上各占
C&=&Z

'

C!=FZ

&

C#&

名产妇
Q]<(

L

均为阳性#

Q],(

L

阳性
#&&

名$

&!=!Z

%#抗
GQ])

阳

性
&FC

名$

F$=CZ

%#抗
GQ],

阳性
!!C

名$

$C=!Z

%&

其中
!"E

名$

$"=CZ

%产妇
Q]>@?(

水平
%

#"

&

)0

K

.,<

"

-R

#平均水平为
$=!$f#"

$

)0

K

.,<

"

-R

&

!=#=!

!

新生儿情况
!

在
C#&

名新生儿中#男女性别

比为
#=#'h #

(

Q]<(

L

阳性
##"

名$

!'='Z

%#

Q],(

L

阳性
#!!

名$

!F=$Z

%#抗
GQ])

阳性
&E%

名

$

F&=%Z

%#抗
GQ],

阳性
!!&

名$

$C="Z

%(

C#

名

$

F=FZ

%新生儿
Q]>@?(

水平
%

#"

&

)0

K

.,<

"

-R

&

!=#=&

!

%

个月龄婴儿情况
!

随访到的
#"C

名婴儿

中#

C

名$占
&=EZ

%

Q]<(

L

阳性且
Q]>@?(

%

#"

&

)0

K

.,<

"

-R

(

&

名$

!=FZ

%

Q]<(

L

和抗
GQ]<

均阴性(

F%

名$

F&=&Z

%

Q]<(

L

阴性'抗
GQ]<

阳性(

!!

名

$

!#=!Z

%抗
GQ])

阳性&

!=!

!

基因检测结果

!=!=#

!

影响
Q]>

宫内感染的突变分析
!

C#

例新

生儿脐带血
Q]>@?(

阳性$

Q]>@?(

水平
%

#"

&

)0

K

.,<

"

-R

%的产妇外周血中#成功测序出
&%

例&将

年龄和
Q],(

L

匹配后#共成功测序出
C#

例新生儿

脐带血
Q]>@?(

阴性$

Q]>@?(

水平
&

#"

&

)0

K

G

.,<

"

-R

%产妇外周血中病毒基因序列&将这些序列

比对后发现#

]JD

区中的变异在两组间的差异无统

计学意义&但在
J!

基因亚型的
K

2,6

区中#

N!EFÈ

"

J

'

J&"""N

'

J&##'N

'

N&#J

和
N$!J

这些

变异会增加
Q]>

宫内感染的风险$

8

&

"="$

%#而

!̀E$F(

则是保护因素$

8

&

"="$

%#具体数据见表
!

&

!=!=!

!

Q]>

基因进化分析及传播关系
!

在随访到

的
#"C

例
%

个月龄婴儿中#共发现
C

例
Q]>

阳性

$外周血
Q]<(

L

阳性且
Q]>@?(

%

#"

&

)0

K

.,<

"

-R

%&通过克隆测序#构建基因进化树#得出其中
!

例由宫内感染所致#

!

例由其他途径导致
Q]>

母婴

传播&将这
!

对发生母婴传播家庭的产妇外周血'

新生儿脐带血'

%

个月龄婴儿外周血中
Q]>

基因

K

2,6

区克隆测序后#与
]!

亚型野生型序列$

]!GV.4+

8

9K

,

%#

J#

亚型野生型序列$

J#GV.4+8

9K

,

%#

J!

亚型

野生型序列$

J!GV.4+8

9K

,

%#以及从
?J]B

下载的野

生型序列
(Y#""&"F

'

(]"%C%$$

'

P"C'#$

一起进行

分子进化分析&结果$图
#

%表明!在
K

2,6

区#产妇外

周血与新生儿脐带血中
Q]>

的同源性为
F%=E$Z

"

#""Z

#新生儿脐带血与
%

个月龄婴儿外周血中

Q]>

的同源性为
F%='CZ

"

#""Z

#产妇外周血与
%

个月龄婴儿外周血中
Q]>

的同源性为
F%="#Z

"

#""Z

&

,

%#%

,
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表
D

!

IJK

病毒基因组
*

#(L

区变异与
IJK

宫内感染

8.3D

!

IJK9"/./%,&$%&

*

#(L#(

'

%,&$,-IJK

'

(&,9(.&6IJK%&/#."/(#%&(%&-(+/%,&

718*38<.8,

61U

L

,308

9K

,]!

?03GQ]>

.382*18,2.3,

.35,)8.03

$

:d!#

%

Q]>

.382*18,2.3,

.35,)8.03

$

:d#%

%

AO

$

F$ZJB

%

718*38<.8,

61U

L

,308

9K

,J!

?03GQ]>

.382*18,2.3,

.35,)8.03

$

:d!"

%

Q]>

.382*18,2.3,

.35,)8.03

$

:d!"

%

AO

$

F$ZJB

%

38=!E$F 38=!E$F

( ( E "

&

#=""

*

#

U

J J

` !# #% # ` #! #F #

N N

e " #

38=!EFE 38=!EFE

( (

J J " !

#

#=""

*

#

U

` ` " &

N !# #% # N !" #$ #

38=&""" 38=&"""

( ( # #

J !# #% # J #F #& #

` `

N N " '

#

#=""

*

#

U

38=&##' 38=&##'

( ( #

J !# #% # J #% F #

` `

N N & #" '=&"

$

#=&%G!E=E'

%

*

#

U

38=&# 38=&#

( (

J J & ##

'=EE

$

#=CEG&!="#

%

*

#

U

` `

N !# #% # N #$ E #

e ! #

38=$! 38=$!

( (

J #F #% # J & #" $=$'

$

#=!"G!$=%#

%

*

#

U

` `

N ! " N #$ F #

e ! #

Q]>

!

Q,

K

*8.8.<];.21<=

*

!

8

&

"="$

(

U

!

NM,Y.<M,2

)

<,X*)8

K

20U*U.4.8

9

-,8M0+.<*+0

K

8,+

!=!=&

!

QJJ

相关
Q]>

突变在母婴传播中的传

递
!

将新生儿脐带血
Q]>@?(

阳性的
C#

对产妇

外周血'新生儿脐带血以及
C

名
%

个月龄婴儿
Q]>

阳性外周血进行了克隆测序#检测位于
Q]>]JD

区和
K

2,6

区重要的肝细胞癌相关
Q]>

变异*

!G$

+在

母亲'新生儿脐带血和婴儿外周血的分布情况&结

果在基因亚型
]!

中#与
QJJ

密切相关的变异#如

J#'$&N

'

N#'%CJ

"

`

'

(#%'!N

"

#̀%'C(

'

#̀%FFJ

'

#̀EF'(

'

J#N

"

(

'

K

2,6#

起始密码子突变'

K

2,6!

起

始密码子突变和
K

2,6

缺失均存在于产妇外周血和

新生儿脐带血中#但在
%

个月龄婴儿外周血中检测

出极少数量&在基因亚型
J!

中#

J#'$&N

'

N#'%CJ

"

`

'

N#%$&>

'

(#%'!N

"

#̀%'C(

'

#̀EF'(

'

!̀FC'(

'

J#N

"

(

'

K

2,6#

起始密码子突变'起始密码子突变和

,

E#%

,
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K

2,6

缺失&这些与增强
QJJ

的变异在产妇外周血

和新生儿脐带血中的频率没有显著变化#但在
%

个

月龄婴儿外周血中检测出极少数量&此外重要的

QJJ

变异
N#%$&>

和
#̀EFF(

均未发现于产妇外

周血'新生儿脐带血以及
%

个月龄婴儿外周血中&

图
C

!

C

号家庭%

<

&#

D

号家庭%

J

&基因进化树

M%

'

C

!

G1

B

4,

'

(&(/%+.&.4

B

$%$,-IJK-#,9/1(!,NC9,/1(#F+1%46

*

.%#$

%

<

&

.&6!,ND9,/1(#F+1%46

*

.%#$

%

J

&

7

!

7*8,23*4

K

,2.

K

M,2*4U400+

(

:

!

:-U.4.)*4)02+U400+

(

J

!

%-038M<04+U*U

9K

,2.

K

M,2*4U400+

,

F#%

,
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E

!

讨
!

论

Q]>

母婴传播是我国
Q]>

慢性感染最主要

的原因之一#常发生于免疫之前&本研究通过检测

产妇外周血'新生儿脐带血'

%

个月龄婴儿外周血中

存在
Q]>

的基因亚型以及基因进化树的构建#证

实了
Q]>

垂直传播的途径依据&我们发现
C#&

例

Q]<(

L

阳性孕妇产出的新生儿中#

Q]<(

L

阳性
##"

名$

!'='Z

%#

Q],(

L

阳性
#!!

名$

!F=$Z

%#说明

Q],(

L

比
Q]<(

L

更加容易透过胎盘屏障#而
C#

名

新生儿
Q]>@?(

阳性#提示只有
F=FZ

新生儿可

能被
Q]>

感染&经过出生后
Q]>

疫苗免疫#到
%

个月龄时#只有
&=EZ

新生儿形成了
Q]>

慢性感

染&疫苗免疫保护了
'=#Z

或以上的新生儿免受

Q]>

慢性化的困扰&出生后
%

个月婴幼儿感染除

了母婴垂直传播外#还有可能母乳喂养以及家庭内

的日常接触也会增加儿童感染
Q]>

的风险&本研

究通过基因进化树的构建分析#发现
!

对母婴传播

基因型不一致#证明由其他途径导致
Q]>

母婴传

播&因此除宫内传播干预外#需要在婴儿获得
Q]>

免疫力之前采取针对宫外感染'母乳喂养等综合干

预措施&

病毒滴度和
Q]>

基因型
]

容易造成母婴垂直

传播和成年人之间的水平传播#但是
Q]>

基因型
J

容易产生慢性化*

#"G##

+

&不同
Q]>

基因型具有不同

的
QJJ

相关
Q]>

变异谱&本研究中我们虽然未

发现
Q]>

基因组
H3M

$

"

]JD

"

K

2,J

区的病毒突变

与
Q]>

的宫内传播存在统计学关联#但首次发现

在
Q]>

K

2,6

区中的
N!EFÈ

"

J

'

J&"""N

'

J&##'N

'

N&#J

和
N$!J

突变显著增加发生
Q]>

跨胎盘传

播的风险&这些突变中#

J&##'N

'

N&#J

和
N$!J

在

%

个月龄婴儿中也有较高的频率&

J&##'N

编码的

氨基酸由
(4*

突变为
>*4

(而
N&#J

和
N$!J

并不引

起氨基酸编码的改变&单一氨基酸的改变可改变

Q]>

表面抗原表位#但并不能完全解释对
Q]>

宫

内传播的影响#需要进一步探索这些突变对母婴传

播的作用机制&

本研究着重观察几个重要的
QJJ

相关
Q]>

变异在
Q]>

母婴传播过程中的变化趋势#以确定

这些变异发生时机&我们发现#重要的
QJJ

相关

Q]>

变异可突破胎盘屏障传递至脐带血中#但是这

种突变体和野生型准种相比不易于在新生儿体内造

成感染&可能-野生型.较-突变型.的
Q]>

具有感

染婴儿肝脏的优势&这种现象解释了为什么嗜肝病

毒进化上非常保守#但是
Q]>

在感染人体内早期

-野生型.具有感染优势#在感染人类宿主后重新开

始新的病毒变异
G

选择
G

适应的进化过程#但是这种

进化过程不易造成新的传播#以维持嗜肝病毒在进

化上保守型&

QJJ

相关
Q]>

变异的免疫选择是由

Q],(

L

阳性阶段的
Q]>

野生型开始#由感染宿主

体内免疫系统长期逐渐选择的#有些癌症相关突变

如
(#%'!N

"

#̀%'C(

在儿童时期就出现了#有些则

很晚发生*

#!

+

&这些数据对探索
Q]>

致癌相关变异

在生命早期的免疫选择规律具有重要意义&

综上所述#本研究探索了
Q]>

基因亚型对应

的主要
QJJ

相关的
Q]>

变异在母婴传播和婴儿

造成感染等
Q]>

慢性感染早期变异规律#为进一

步认识
Q]>

变异发生规律'制定相关干预措施以

预防
Q]>

慢性感染导致
QJJ

提供了科学依据&

但本研究对
%

个月龄婴儿随访时失访率较高#较难

全面反映
Q]>

感染情况#

Q]>

基因
]JD

区未发

现与
Q]>

的宫内传播存在统计学关联的变异#今

后将进一步开展儿童期
Q]>

感染与基因变异情

况研究&
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