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乙型肝炎病毒１６５３犜变异与肝癌相关性研究

刘悦晖１，丁静娟２

（１邵阳市中心医院，湖南 邵阳　４２２０００；２贵阳医学院，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］　目的　研究乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）１６５３Ｔ变异与肝癌的相关性。方法　收集ＨＢＶ感染者血清１１９份

（ＨＢＶＤＮＡ均阳性，其中 ＨＢＶ携带２４份，慢性乙型肝炎３５份，乙型肝炎肝硬化２９份，原发性肝癌３１份），采用

半巢式聚合酶链反应扩增ＨＢＶ前Ｃ及Ｃ基因部分片段，产物纯化后直接测序，检测１６５３Ｔ变异；用Ｓ基因ＰＣＲ

ＲＦＬＰ方法确定ＨＢＶ基因型。结果　２４份ＨＢＶ携带者标本未检出１６５３Ｔ变异；３５份慢性乙型肝炎患者标本中

检出１份（２．８６％）１６５３Ｔ变异；２９份乙型肝炎肝硬化患者标本中检出５份（１７．２４％）１６５３Ｔ变异，与慢性乙型肝炎

患者比较，差异无统计学意义（χ
２＝２．３６，犘＞０．０５）；３１份原发性肝癌患者标本中检出１４份（４５．１６％）１６５３Ｔ变

异，与乙型肝炎肝硬化患者比较，差异有统计学意义（χ
２＝５．４０，犘＜０．０５）。１１９份血清标本中有１０份未能成功定

型；余５１份Ｂ基因型标本中检出２份１６５３Ｔ变异，５８份Ｃ基因型标本中检出１８份１６５３Ｔ变异，两者比较，差异有

统计学意义（χ
２＝１１．５７，犘＜０．０１）。结论　ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与原发性肝癌关系密切，更易发生在Ｃ基因型；可作

为预测原发性肝癌的指标。

［关　键　词］　肝炎病毒，乙型；肝炎，乙型；肝肿瘤；原发性肝癌；１６５３Ｔ变异；基因型
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　　在肝癌诊断研究的历程中，甲胎蛋白为代表的

肝癌标记和影像医学的进步具有划时代的意义，它

们是使肝癌诊断由难变易的基础。但笔者认为在肝

癌发生之前就采取措施，降低甚至阻断肝癌的发生，

更具有意义。为此，我们进行了如下研究，希望能探

寻与肝癌相关的因素，从而筛选出肝癌的易感者。

１　对象与方法

１．１　研究对象　在２００３—２００４年间收集贵阳医学

院附属医院门诊及住院的汉族乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染者血清标本１１９份，同时收集临床资

料。上述ＨＢＶ感染者中，男性８９例，女性２０例；

年龄１４～７４岁，中位年龄３４岁。根据２０００年西安

会议修订的诊断标准，其中无症状ＨＢＶ携带者２４

例，慢性乙型肝炎３５例，乙型肝炎肝硬化２９例，原

发性肝癌３１例（经ＣＴ等影像学确诊）。

１．２　主要试剂与仪器　琼脂糖（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公

司），ＤＮＡ分子量Ｍａｒｋｅｒ、４×ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶（上海

华美生物工程公司），限制性内切酶犕犫狅Ⅰ、犅狊犜犖

Ⅰ、犅狊犿犃Ⅰ、犎狆犪Ⅱ（立陶宛 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公

司）。ＧｅｎｅＡｍｐ５７００实时荧光定量基因扩增仪、

９６００型聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪（美国ＡＢＩ公

司），３Ｋ３０型低温高速台式离心机（德国Ｓｉｇｍａ公

司），稳压稳流ＺＤＪ多功能紫外透视仪（上海顾村电

光仪器厂）。

１．３　方法

１．３．１　ＨＢＶＤＮＡ模板的提取　采用匹基公司

ＨＢＶＤＮＡ提取试剂盒，按操作说明提取ＤＮＡ。

１００μＬ血清中加入等量提取液Ⅰ震荡混匀后以

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀重悬于２５

μＬ提取液Ⅱ中，１００℃金属浴１０ｍｉｎ后再１３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，置４℃冰箱，上清直接用于ＰＣＲ扩增。

１．３．２　前Ｃ和Ｃ基因部分片段扩增及产物鉴定　

采用半巢式ＰＣＲ。第１轮ＰＣＲ反应体积３０μＬ中，

１０×Ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．４μＬ，４×

ｄＮＴＰｓ２．４μＬ，２５ｐｍｏｌ／μＬＣ３及Ｃ２各０．５μＬ，

Ｔａｑ酶１．５Ｕ，模板３μＬ；循环参数为：９４℃５ｍｉｎ，

９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃５０ｓ，４０个循环后，７２℃

延伸７ｍｉｎ。第２轮ＰＣＲ反应体积仍为３０μＬ，取

第１轮ＰＣＲ产物１μＬ作模板，除引物改为Ｃ３、Ｃ４

外，反应混合液中其余成分及反应条件均与第１轮

ＰＣＲ相同。取第２轮ＰＣＲ产物５μＬ，用２％琼脂糖

凝胶、１×ＴＡＥ液、１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ后，溴化乙锭

染色，紫外灯下观察出现目的ＤＮＡ片段为阳性，部

分阳性标本经重复扩增、鉴定［１］。

１．３．３　ＰＣＲ产物直接测序检测１６５３Ｔ及Ｔ１７６２／

Ａ１７６４双变异　将ＰＣＲ产物用ＵＮＩＱ１０柱纯化回

收后，取１μＬ作模板，Ｃ３、Ｃ４ 为测序引物，用Ｂｉｇ

Ｄｙｅ测序试剂盒在３７７型ＤＮＡ测序仪上直接测序

（由上海生工公司协助完成）。所得序列与标准株进

行核苷酸同源性分析，确定１６５３Ｔ及Ｔ１７６２／Ａ１７６４

双变异。

１．３．４　ＨＢＶ基因分型　采用本室建立的Ｓ基因

ＰＣＲＲＦＬＰ方法，取ＨＢＶＤＮＡ抽提液３μＬ为模

板，以Ｓ１、Ｓ２为引物，用ＰＣＲ方法扩增Ｓ基因部分

片段，扩增产物分别用限制性内切酶犕犫狅Ⅰ、犅狊犜犖

Ⅰ、犅狊犿犃Ⅰ酶切，酶切产物经２％琼脂糖凝胶电泳，

根据酶切片段长度多态性确定基因型［２］。

１．４　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计

学分析，率的比较采用χ
２检验。

２　结果

２．１　ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与肝癌的关系　１６５３Ｔ变异

检出率自ＨＢＶ携带者、慢性乙型肝炎、乙型肝炎肝

硬化、原发性肝癌逐渐增加，见表１。

表１　ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与原发性肝癌的关系（株）

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｕｔａｔｉｏｎａｔＨＢＶ１６５３Ｔ
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２．２　ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与基因型的关系　ＨＢＶＳ

基因ＰＣＲ产物的酶切图谱见图１。１６５３Ｔ变异更

易发生于Ｃ基因型，见表２。

表２　ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与基因型的关系（株）

犜犪犫犾犲２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｕｔａｔｉｏｎａｔＨＢＶ１６５３Ｔ

ａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅ（ｓｔｒａｉｎ）

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ 犖 Ｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｓ Ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

ＧｅｎｏｔｙｐｅＢ ５１ ４９ 　　２

ＧｅｎｏｔｙｐｅＣ ５８ ４９ 　　１８

χ
２ 　１１．５７

犘 　＜０．０１

　　Ｔｅｎｏｆ１１９ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｎｏｔｔｙｐｉｅｄ
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　　Ｍ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ（ｐＧＥＭ７Ｚｆ（＋）ＤＮＡ／ＨａｅⅢ

Ｍａｒｋｅｒｓ）；Ｐ：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；Ｍｏ：ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犕犫狅Ⅰ；Ｂｔ：ｄｉｇｅｓｔｅｄ

ｗｉｔｈ犅狊犜犖Ⅰ；Ｂｍ：ｇｅｎｏｔｙｐｅ犅狊犿犃Ⅰ；Ｂ：ｇｅｎｏｔｙｐｅＢ；Ｃ：ｇｅｎｏｔｙｐｅＣ

图１　 ＨＢＶＳ基因ＰＣＲ产物的酶切图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｆｏｒＨＢＶＳｇｅｎｅ

２．３　ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与Ｔ１７６２／Ａ１７６４双变异的

关系　１１９份乙型肝炎患者血清标本中检测出

１６５３Ｔ变异标本２０份，此２０株１６５３Ｔ变异株中有

１９株为Ｔ１７６２／Ａ１７６４双变异。

３　讨论

本研究发现１６５３Ｔ变异更易发生于肝硬化和

肝癌患者，与Ｓｈｉｎｋａｉ等
［３－４］研究结果相似。而且

１６５３Ｔ变异总是伴随基本核心启动子（ＢＣＰ）

Ｔ１７６２／Ａ１７６４双变异。ＢＣＰ位于犡 基因的末端，

特别是１７６２位于ＨＢＶ／犡基因调节序列的第２个

ＡＴ富集区域，而犡基因编码的Ｘ蛋白具有反式激

活功能，除调节ＨＢＶ自身及其他病毒的复制外，尚

可激活犆犼狌狀、犆犿狔犮原癌基因，影响细胞分化和增

殖，是导致肝细胞癌变的一个重要协同因素［５］。

ＢＣＰＴ１７６２／Ａ１７６４双变异可能有利于犡基因功能

结构的稳定［６］。另外，ＢＣＰＴ１７６２／Ａ１７６４双变异导

致ＨＢＶ复制中间体在肝细胞内大量堆积，从而增

加了ＨＢＶ整合进肝细胞的概率。此外，其对调节

细胞生长和复制的基因也有影响，使细胞生长异常，

导致整合ＨＢＶ的肝细胞癌变。ＢＣＰＴ１７６２／Ａ１７６４

双变异后，虽然ＨＢＶ前Ｃ基因组ＲＮＡ转录下降，

乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）的表达减少，但前基因组

ＲＮＡ转录及病毒的包装功能却增强，因而病毒的复

制水平提高。ＨＢｅＡｇ可诱导新生儿免疫耐受性，下

调成人的免疫应答活性。因而ＨＢｅＡｇ消失后的病

毒血症可伴随肝炎病变的再活动。肝细胞反复受损

可促进肝纤维化形成，最终导致肝硬化。而在肝硬

化基础上易发生肝癌这一临床事实也进一步表明

ＢＣＰＴ１７６２／Ａ１７６４双变异与肝癌的发生应有一定

相关性。间接提示１６５３Ｔ变异可能导致肝癌的发

生，可作为预测肝癌发生的一个重要指标。Ｓｈｉｎｋａｉ

等［３－４］通过多因素分析也表明１６５３Ｔ与肝癌的发

生密切相关，可作为预测肝癌发生的一个重要指标。

１６５３Ｔ变异致癌的机制目前不清楚，推测可能发生

此变异后，为了病毒本身的稳定性而导致ＢＣＰ

Ｔ１７６２／Ａ１７６４双变异，从１６５３Ｔ变异总是伴随ＢＣＰ

Ｔ１７６２／Ａ１７６４双变异似可验证此点。

本研究发现１６５３Ｔ变异在Ｃ基因型中的发生

率明显高于Ｂ基因型，二者差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。而Ｃ基因型与肝癌密切相关，可作为预测

肝癌发生的一个重要指标［７］。这也间接提示１６５３Ｔ

变异与肝癌密切相关，可作为预测肝癌发生的一个

重要指标。综上所述，ＨＢＶ１６５３Ｔ变异与原发性肝

癌关系密切，更易发生在Ｃ基因型，１６５３Ｔ变异可

以作为预测肝癌的指标之一。
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