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中国不同地区和人群 HDV cDNA的筛选、克隆 

及抗原编码区基因异质性的分析 

谭文杰 毯  炎杰 毕删 苗 
(中国爱防医学拜学皖病毒学研究所．置京100O52)白 t r ， _卜 

提要 为研究我国不同地区不同人群 中 m v毒株的感染分子特 征．从我 国河南、内蒙、北京 、四 

川、广西、西藏、新疆、辽宁、上姆等地的 HDV健康携带者、慢性丁肝病人与重症肝麦病人中捧选获 

得 10袅份m V—RNA阳性血清。经逆转录 一多聚酶链反应(RT—PcR)交曼扩增获得 m v抗 

原编码区的 eDNA片最并克窿到PGEM一3Zf(一)或 PGEM—T载体上．经序列分析研究其基因结 

构特点．结果表嚼 ：中国的 m v毒株基因壅均为 I壅，但至少存在 IA、IB两个亚壅．m v毒株 

在不同地区闻存在异质性，其中河南 一1、一2、一3株及新疆株与台湾株同源性较高(核苷酸与氨基 

酸屑源性分别大于 92．1％与 86．9％)，当为 IA壅；内蒙一1、四川、广西、西藏 一1、辽宁、北京株与 

美国 一1株 同再性较高(核苷酸与氨酸同谭性分别大于 94．3％与 88．8％)．当为 I B亚型 ；上海株 

与意大利株的核苷酸同源性是高．为 98 1％。研究证明我国新疆 、内蒙、西藏等地 区抗 HD阳性率 

比其他省市高并不是 由于存在其他基因壅所致。’ 

● 

特的基因结构(是动物病毒中唯一的环状单股负链共价闭合的RNA病毒)不仅与其特殊的复 

制机制(双滚环复制)与生物学功能(如 RNA编辑、核酵功能、rmAg对复制与毒粒装配的调控 

等)有关．而且也将为阐明其致病机制与发病特点提供重要线索与依据i1 ]。迄今为止．国际 

上已先后发表了从不同地区与人群来源的十余株HDV eDNA全序列⋯。我国于 1993年发表 

了中国第一株(河南 一1株)cDNA全序列，它首次 阐明了我国 HDV基因组 的一些特征L5]，但 

尚未阐明在我国不同地区与人群中 HDV感染率不同_6 是否由于存在不同基因型 HDV株所 

致，也没有解决相对于我国 HBv的高感染率而 HDV的感染明显倡低[61是否由于 HDV的基 

因结{暂存在一些独特的特征所致。为此，我们筛选克隆我国不同地区不同人群 HDV的抗原 

编码区基因(编码 HDV的唯一功能蛋白HDAg)，并进行序列测定与比较。 

材 料 和 方 法 

1 材料与试剂来奢 · 

河南 一3为慢性 丁肝 病人血清，丑京 株为重症肝炎病人血 清，其余 皆为蕾 康携带 者血清。所有直清经 

ELISA检 均为 Ims 阳性．anti—m 抗体或 f g阳性 

本文于 1995年 10月 11日收刊，1996年 1月 1日惨目 

参加工作的还有同所的刘善虑，丛翘，张文英．田瑞光四同志 

· 奉课题翼国家 863高 拜技生物技术领域资助嘎目 
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逆转 录酵为 BRL的 SoperⅡ一MLV产品；dNTP、 酵、PGEM —T或 PGEM 一3Zt(一，载体均 购 自 

Promega公 司；B 寨合酶序列分析 Kit购自 Pharmacia；a一”S dATP购 自 Amersham；其余均为国产分析纯试 

剂。 

2 标本 RNA的提取爰 RT—Pelt产物的获得 

参见文献【 。用异赢氰酸弧一步法提取 RNA后．经 RT—PCR交叉扩增得到 HDV—eDNA片段．这 

些 片段交叉覆盖了 HDV的抗原编码区(960—1602 nt区．接 Makino 定位 )。 

3 PCR产牺的克隆与序列分斩 

将 PCR产物经低熔 点胶回收纯化后克隆到 PGEM一3ZK一)或 PGEM—T载体上．以 Sanger双脱氧末端 

终止法进行单链或双链测序，参见文献 ’ ．用计算机进行序列分析比较。 

结 果 

1 HDV RNA阳性血清的筛选及HDV eDNA基因片段的获得 

从不同地区、不 同人群来源 的 600多份 aBsAg(+)血 清中(大多数为全国肝炎流调血 

清)，筛选出了全国六大区十余份 HDV RNA 阳性血清(见表 1)，并经 RT—PCR后获得了其 

eDNA片段，这些片段包含了 HDV抗原编码区基因。 

寰 1 HDV RNAI+)II清■毫克麓一览寰 

Table 1 The h曲 t d HDV RNA po~tlve samples h  ng and L _嘲 

ND：未做(blone d呻e) 

2 不同地区 HDV毒株eDNA克隆 序列分析与同源性比较 

在筛选后分别获得了河南、广西、西藏、内蒙、四川、北京、辽宁、新疆 、上海等地的 HDV抗 

原编码区的阳性克隆。对于每一个片段分别挑取 2～3个独立的阳性菌藩，经扩增后，直接提 

取双链模板甩 Proraotor引物与 SP6 f物从两头测序；或亚克隆到 M13噬菌体载体上，提取 

单链模板 ，采甩通甩引物进行浏序．相继完成了四川株、河南 一1株、河南 一2株、河南 一3株新 

疆株、内蒙 一1株、西藏 一1株、辽宁株、北京株与广西株的抗原编码区的序列测定，并推导了其 

编码 HDAg的氨基酸序列．将其与 已知型别各代表株的核苷酸与氨 基酸的同源性 比较结 
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果．见表 2N4。 

由表 2可知，我国不同地区HDV存在异质性 。其中，河南 一1．2，3株与新疆株较相近，而 

内蒙 一1、西藏 一1、四川、广西、辽宁、北京 6株较为相近。 

由表 3可知，中国大陆 HDV毒株与台湾、美国 一1、意太利、法国株同源性较高；与 日本 一 

l、秘鲁 一1核苷酸及氨基酸的异质性 皆在 20％以上。 

河南一1，2．3、新疆株与 HDV—IA代表株(台湾株)同源性较高，当属 HDV—IA亚型； 

而内蒙 一1、西藏 一l、四川、广西、辽宁、北京与 HDV—I B代表株(美国一1株)同源性较高，当 

属 HDV— I B亚型 。 

上海株的序列 已另文报道f9】，它与台湾株和美国 一l株 同源性相近 (分别为 91．O％和 

92．0％)，而与意大利株同源性最高，可视为HDV—IA、IB之问的中问亚型。 

表 4列出的 3个毒株抗原编码区序列尚未完成，但因抗原编码区序列相对保守．尽管上述 

区段(1 288 1663 Qt)不包含在分型区内．但可以推测在内蒙、西藏可能还存在 I A亚型。 

中国 lO株 HDV抗原编码区核苷酸序列见另文报道” -10]0 

10株中国人 HDV基因编码的 HDAe的氨基酸序列与世界其它地区来源的 HDV毒株编 

码的 HDAg的氨基酸序列相比较如图1所示，可以看出：中国大陆 HDV毒株主要为 I型，存 

在 3个相对保守区．即 100—132，159—184．195—214。大多数氨基酸改变为半保守性替换(R 

— K．D— E，I、L一一v) 在 198位，除了北京株(来源于重症肝炎)由 L—v外．其余 9 

株中国大陆 HDV在此位点均由L I相对中国大陆 I A亚型株在多个位点发生的核苷酸变 

异，其对应的氨基酸也发生了特异而保守的改变。而与美国株相比，我国 IB亚型株氨基酸的 

变异较少而且分布随机。从重症肝炎来源的北京株在多个位点发生了氨基酸的散在变异，但 

多集中于 卸 羧基端 J。 - 

衰2彝目不目坤区HDV挽簟矗玛匠桉苷奠序爿囊推导的量基羹序爿 
目奢性的两两比较 

h bk 2 TheⅡuck t ej 彻击lo m。10 忉阳f ∞  HDV 

antlgen-codlng reOon BequEⅡ嘲 f娜 di~|erent areas in C r 

往 ：左下角为氟基酸同瓤性．右上角为棱苷酸同性 

No~：Thek哪蛔 。f,~fino eeid showsinlowerkh：The m蛔 。f nur．1eofide 哪 in pP盯 tight 
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图 推导的 10株中国凡 }mv抗原编码区氨基酸序列厦与已知各型代表株序列的比鞍 

T．c1．c2，c3．c4，c5． ．研 ，c8，C9，Cl0，A，J， 分别为台湾株(ch。 a／，1991)，河南 一1株，河南 一2株．河南 一3株，新 

疆株，内蒙 一1株，四川株，广西株，西藏 一1株，辽宁株，北京株，美国 一1株(Mak k~, al，1987)，日本 一1株(1n盯| ，1990)， 

秘鲁 一1株(c蚓 a／，1993) ． 

ofthe∞ _m acid州 啪 ∞ ofm ĝ the10 ChineseⅢⅣ ∞ known genotype · 

T．c1，a ，a ，c4，c5．c6，a ，c8，C9，C10，A．J，P tttetheHDV sequen~ derivedfromTaiwane~ (‰ ．n ，199~)tHewm 

一 1．Hen,an一2，Henan一3，Xinji~g，Neimeng一1，Sichuan，Guangxi，Xizang一1，Lisoning，Be ，US一1《Makino．el ，1987) 

Jap∞ 一1(1ra~eke et el，1990)Peru一1(Ca~y el id，1993)，respectively 

衰 3 我目 IIDV抗曩蕾码西幢苷■序列噩推导的量基蕞序列 

与部舟巳知 ItDV代衰糠同薄性比较 

Table 3 C。m阳 rl呦 of the nudeotlde emd虹 add lx~ loSy of HD^g一哪ding T m  r-。ng Ch_血瞄e HDV is t 罄 

and scane known HDV r印 re9嘶 dV 

HN一2 

HN一 3 

xl 

NM 一1 

XZ一 1 

SC 

GX 

LN 

BJ 

92．1／89 

92．B，盯 

92 9，86 

91． 盯  

90．1／86 

90．4／89 

89．2，84 

88．7185 

91．2／S3 

87．1／85 

89 sl&t 

89．5t82 

94 3，91 

98 1／96 

99． 99 

99．O／96 

96．4／92 

94．5／88 

88 1／85 

88．9／85 

88．4／85 

88．9／86 

8g．0／86 

91 5／87． 

91 2，B6． 

89．4t82． 

90 8／8o． 

96 slS3． 

87．2，82． 

87．4t82． 

891t85． 

91．8，86． 

94．1／88 

93．7／87． 

91．8，B2． 

91．7，81_ 

衰 4 3糠 IIDV基因组 舟序爿与已知序爿代衰糠棱苷■目彝性比较 I％】 

Tah4e 4 The nuc]eotldekm蛔 ∞ pB seq1 e∞ 3ChiaeeeHDVi~lates∞d some knownHDV 

rept'esemive~ 

讨 论 

我国丁型肝炎流调结果表明：HDV感染普遍存在，但不同地区不同民族感染指标有一定 

差异。其中维吾 尔族、蒙族 、藏族 HDV 抗体 阳性 率 (4．4％～8．9％)明显 高于 其他 民族 

(1．32％)【 。为阐明 HDV毒株在我 国不同地区不 同民族的感染分布及与流调结 果间的联 

系，从数百份 HBsAg(+)的血清中选获得了来自六大lg(中南、华北、华东、西南、西北、东北)、 

不同人群(维吾尔族、蒙族、藏族、汉族。携带者与病人)的 HDVcDNA片段并进行序歹茸测定。 

通过对河南、四川、广西、西藏、内蒙、辽宁、北京、新疆、上海等地的HDV抗原编码区基因 

的序列测定，并与已发表的各型代表株相比较发现：我国HDV毒株与台湾株、美国株、意大利 

“ 鹅 鹅 ∞ 弼 ∞ 
吖 

碍 碍 矾 碍 n 

嚣溜 愉 

％％ n ；。丌 帅 
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株及法国株相近(核苷酸与氨基酸同源性分别在 85％与 80％以上)；而与 日本 一l株及秘鲁 一 

1株同源性较低(核苷酸低于 80％．氨基酸同源性低于 72％)。其中河南 一l、一2、一3株及新 

疆株与台湾株同源性较高(核苷酸与氨基酸同源性分别大于 92．1％与 86．9％)；内蒙 一1、四 

川I、广西、西藏、辽宁、北京株与美国 一l株耐源性较高(核苷酸与氨基酸同源性分别大于 94． 

3％与 88．8％)；上海株与意大利株的棱苷酸同源性最高，为 98．1％。 

十株中国人 HDV抗原编码区棱苷酸序列及推导的氨基酸序列同源性的两两比较结果表 

明：在我国不同地区HDV毒株的基因结构及 HDAg结构存在差异．其中同一地区 HDV(如河 

南 一l、一2、一3)的基因异质性 (<3％)明显低于相同亚型的不同地区株(河南株与新疆株的基 

因异质性在 4．1％～6．3％之间)。说明HDV有一定地区分布特征 ．这与流行病学调查结果是 

符合的。四川 、广西、西藏 一l、辽宁株之间同源性较高(>95％)；北京株(重症肝炎病人分离 

株)与其它株(携带者分离株)异质性较大(棱苷酸异质性为 4．3％～14．9％，氨基酸异质性为 

10．3％～15．8％)。 

将河南 一1、河南 一2、河南 一3、广西、四川、西藏 一1、内蒙 一l、新疆、辽宁、北京等十株 

HDV基因推导的 HDAg氨基酸序列与已知的 HDV各型代表株的氨基酸序列进行比较研究． 

发现其同源性与棱苷酸同源性呈现出相对平行关系。与 HDAg的反式调控相关的几个重要 

功能区域相对保守，其核苷酸变异所产生的氨基酸改变大多为半保守置换(即为同簇氨基酸的 

改变，如R— K，D一一E，l、L一一v)，其中最保守的区域为 100～132，159～184，195～214。 

此外．我们发现中国HDV毒株在多个位点上发生特异而保守的核苷酸突变，由此导致 HDAg 

在多个位点上的氨基酸变异也是特异而保守的。如除北京株(重症肝炎病人)外中国其余九株 

皆在 HDAg的 198位发生了由 L—I的变异，同时也发现中国 IA株(河南株与新疆株)在几个 

位点(9，90．120，134位)发生了由酸性或中性氨基酸向碱性氨基酸的变异。这些特异性变异 

对 HDAg生物学性质的影响 尚待探讨。 
一 般认为一种病毒不同毒株之间核苷酸序列的异质性如果低于 20％则属于同一基因型。 

根据 1993年 C．asay[ 等人报道的 HDV基因分型原则，目前已发表的 HDV毒株可分为三个 

型，I型又可分为 IA、m 两个亚型，可分别 以台湾株与美国 一1株为代表 株。我国 HDV株均 

属于 I型，但存在两个亚型。河南的 3株(两株来源于 HBsAg携带者，一株来源于慢肝病人) 

与新疆株属 IA亚型；广西、四川、西藏一l、内蒙一l、辽宁、北京属 IB亚型；上海株与 IA、m亚 

型代表株同源性相近(91—92％)，可能属于 n、m 阔的过渡亚型。 

根据奉研究结果我们在完成 m 型(四川株)抗原编码区基因表达的基础上，又完成了 IA 

型(河南 一1椿)抗原编码区的基因表达工作．并经血清学检测证明：无论 IA型抗原还是 m 型 

抗原应用在抗 HDV检测上均无显著差异I| 。表明我国虽然存在两个不同的 HDV基因亚 

型，但均属同一血清型。 

研究证明：我国新疆、内蒙、西藏等地区抗 HD阳性率比其他省市高(如广西省等)不是由 

于存在其他基因型所致。最近．我们通过对内蒙 2、内蒙3和西藏 2抗原编码区的部分核苷馥 

序列分析比较，推测在这些地区可能存在不同基因亚型的 HDV株。 

参 考 文 献 

1 WangK—S．ChooQ—L．Wei~ rA—J。d ．StrI岫 ．∞qI1嘛 and Pr 0f hepatitiadelta vim1genome．Nattwe,1986— 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 1l卷 

328：508～513 

2 Makino s．am gM —F．s c—K，d at．Molec~ d咖 and∞掣肋曲Ig a humankp|nt delta RNA．Nat~e, 

1987．329：343-- 346 

3 ( Y一0 LeeC—M，№ H—S，d a1． cbⅡ clI| elm  of ta virus “ 一 

_嘲 ．He ∞L)田h1991．13：345-- 352 ， 

4 c 卜 L．Browm T—L．CelanE—J，d ． A 8enotype 0f hepatitisD virusthatoectwsin∞ SouthAmerka PNAs． 

1993．90：9016~ 9O2O 

5 刘善虐，詹美云，谭支蠢．中国河南株丁型肝炎病毒垒基因组的 eDNA克富和序列分析．病毒学报．1994．10(2)：35—45 

6 詹美云．场步华，马虹．等．我国 25省市 自治区丁型肝炎扁毒盛染的毫行扁学 查研宽．病毒学报，1991．7(增刊)：93~99 

7 谭文杰．捌善虐．丛旭等．中国四株丁型肝炎病毒抗原翁码区基因的 cDNA克隆与序列分析比较 ．中华实验 与临库房毒学 

杂春 ，1995．9(4){293—298 

8 谭文杰，苗季．丛旭等．中国不闷临床垄来耀的丁型肝炎扁毒(f v)基因序列的分析 比较．病毒学报．1996．12(1)：97— 

104 

9 谭文杰．毕眭利，詹美云 中茸上海丁垂肝类病毒部分基因的克睡与序列分析．中华实验 与临床病毒学杂志．1996，Io 

(1)；16—18 

l0 谭文焘．詹美云，苗季 ．等．中目丁型肝炎病毒抗厝c编码区的基因特点 病毒学报 ．‘付印中) 

l1 詹美云．谭文杰，苗季等 比较不同中国株重组抗原检测抗 I-K)V抗体的差异．病毒学报，(付印中) 

Screening，Cloning and Genetic Heterogeneity of the Hepatitis Delta 

Vires Antigen——Coding Regions Isolated from Different 

Areas an d Population in China 

TanWenjie ZhanMeiyun YiYanjie Bi 地啦 量iao Ji al 

(Institute ofⅥ咖 ，Chinese Academy ofPreventive Medicine，BeOing 100052) 

M ore than ten Chinese hepatitis delta vinls isolates were compared by sequencing the an tigen 

—

coding regionsafterdoned toPGEM一3zK一)orPGEM—T vector．Theviruses comparedin- 

duded the Hanan-1，Henan-2．Henan-3．Xinjlang，Neimeng，Sichuan．Xa~ang，Liaoning ，Bdjing ， 

Guangxi and Shang hai strains derived from ~symptomatie carriers and chronic or fulminant hepati— 

ds patients．It was found that all HDV isolates prevalente in China were genotype I but there were 

at least two subgroups The genetic heterogeneity of HDAg— cx~ding regions existed among  the 

HDVisolates from different~reas or popu1ation．These strairs from Henan and Xinjtang areas 

shared over 92．1％ nueleotidean d 86．9％ amino acid homologywith Taiwan  strain thatrepre— 

sents genotype IA，But the strains from Sichnan．Xizang—l。Neimeng 一1，Liaaning ．Beijing and 

Guang xi are closdy related toUS— l strainrepresenting genotyPeIB (over94．3％ an d 88．8％ i 

dentity in the nucleotide and amino acid seqL ∞ces respectively)．The Shanghai strain is closely re 

k ed 10 Italy strain and over 98，1％ identity in nudeotide sequer~es ，The results indicated  that 

the~gher anti—HDV ratesinXinjiang．Neimeng andXizang aliasthaninother provincesaye riot 

caused by another special HDV genotype． 

Key words Hepatitis detta virus。Genedc heterogeneity，Seq~ nee anMysis，C~ aotype 
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