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乙肝病毒表面抗原和抗体双阳性者中病毒 S区基因序列分析 
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The Sequence Analysts of I-IB~ S Gene Isolated from Both m 3sAg 

and Anti-l-IBs Antibody Positive Blood Donors 

C．U Wen-jie．LIN Jing-xiang，WANC You-chun“，ZHANC．I~a-yuan，LAN Hai．yun，LI He-rain 

(No．ha／ e，0rthe ContTd ofP／um'tu~'eut／ca／and吼15 )1fPro&~ ，＆扣 100050，Ch／na) 

k．．1~a'aet：In ordertoinvestigateHB~ gen
．

otype and variantsfromtheblood dotlors positiveforbothtthsAg and 

anti．HBs antibody．389 semfromHBs．~ positive blood donorsweretestedfor anti-H L．~ oaywi山RIA as- 

say．n1e sem positive for both HbsAg and anti．HBs w骶 tested for唧 、 DNA wi山 oolymera．~ chain／~tJ21Jotl 

(PL'R)．The positive PcR products唧 cloned and sequenced．The se oes were c0lnpared with the repre— 

sentative sequences of different瞰  genot~-pes．The results showed that 10／389 s叮a positive for HB&Ag w骶 

positivefor anti．HBs，Five oftheseten so~ra were positive }ⅢV DNA．1lle,~eqlleilCe analysis showedthat all 

five sequellc~,belonged to HBV genotype B．four flequerlce!~．were adw serotype and 0ne was adr serotype． 

Amino acids of anti~n detemfinant“a”of two sequen0es have been ch出1 ． 

Keywolds：Hepatitis B vires；Genotype：Mularlt 

摘要：为了解乙肝病毒(I-my)表面抗原和抗体双阳性患者中病毒的基因型及其HVB S区是否有变异。用放射免疫 

试剂检测Ⅲ 阳性样品中的抗．Ⅲ 抗体，用聚台酶链反应法检测双阳性样品中的 I-IBV DNA，然后对阳性样品进 

行克隆和基因序列分析，并将所得序列与I-IBV不同基因型的代表株进行比较分析。结果显示389例 印}＆Ag阳性样 

品中有 10侧为抗 Ⅲ 抗体阳性；该 lO例双阳性样品中有5侧为I-IBVDNA阳性；序列分析显示该5株 I-IB~均为B 

基因型，其中4株为adw亚型，1株为Mr亚型；其中有2株在S区的“ ’决定簇的氨基酸发生了变异。 
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乙肝病毒表面抗体具有中和作用，一般情况下 

该抗体的出现意味着该病毒可能已被清除、人体已 

产生了保护作用。但近年来，有些研究显示部分人 

群中乙肝病毒的抗原和抗体可同时存在⋯，这可能 

为抗体产生的初期，病毒还没有清除；也可能乙肝病 

毒发生了为变异，其抗体不能很好地中和病毒。为 

进一步了解在该类人群中乙肝病毒是否发生了变 

异，我 们对乙肝表面抗原和抗体同时阳性的样品进 

行了HBV S区的基因序列检测，并对其基因序列进 

行分析。 
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1 材料及方法 

1．1 血清 

389份血清 HBsAg阳性血浆收集于北京、河南、 

四川、重庆、山东、甘肃等地区，该部分血清均用 4种 

进口试剂(Othro，Abbott，Diasoria和 Hepanostika HbsAg 

EIA试剂)检测，结果均为 f 船 阳性。 

1．2 酶、克隆载体 

q DfIA聚合酶、＆捌限制性内切酶、T4 DNA连接 

酶和 EM—T easy克隆载阵均为Pro~lega公司产品。 

1．3 引物 

外 引 物：正 向 引 物 P1：5’．cpGcIceTc— 

CCrcCAGTr-3’+反 向引物 P2：5’一C~ATACC~CAT． 

CATCCAT-3’；内引物：正向引物 P3：5’．ccrGcTCGT． 

GTrACAC．C~3’；反 向 引 物 P4：5’一CC．CACTAG 

秘 4 C．C-3 

1．4 抗一FIBs抗体的检测 

用北京生物制品研究所生产的抗一HBs抗体放 

射免疫试剂按说明书要求检测389份HBsAg阳性血 

浆，并按说明书判断结果。 

1．5 HBV DNA的提取及 PcR检测 

用上海华顺公司的小量柱式病毒 RNA／DNA抽 

提试剂盒按说明书操作从 250,uL血清中提取 HBV 

DNA，获 301aL纯化的 HBV DNA水溶液。PCR扩增 

的反应液的组成为：纯化的DNA 10,uL内外引物各 

25pmol，lOx PCR buffer 5 ，．raq DNA聚合酶2．5u， 

dNTP(10mmol／L)1,uL，~gCl2(25mmol／L)4uL，最后用 

超纯水调整终体积至 50t,L；其反应程序为：94℃ 

lrnin、50℃ lmin、72℃ lmin扩增，30个循环。第二轮 

反应液的组成为：第一轮的 PcR扩增产物 1血，10x 

PcR buffer 5 ，ragch(25mmol／L)4 dNTP(1OmJnoI／ 

L)1 ，内外引物各 25pmol，．raq DNA聚合酶 2．5u， 

最后用超纯水调整终体积至5 L，其反应程序为： 

94℃ lmin、50℃ lmin、72℃ lmin，扩增 30个循环。 

1．6 克隆及测序 

对阳性的反应产物进行纯化并将纯化的产物克 

隆到~Era-T easy载体．然后对插人片段进行测序， 

具体方法见参考文献 2J。 

1．7 序列分析 

采用 Chasm IW对所分析的基因序列进行对准 

比较．计算基因进化距离，并按此基因进化距离用 

Treeview画出基因进化树：用 C．enedoe软件计算氨基 

酸和核苷酸序列的同源性。该分析所用的序列为： 

HBV A基因型有 X75699、X04820、Z35717和 X75666； 

B基因型有 I)00329、I)00330和 AF100309；C基因型 

有 X75656、x75665、X7592和 X7fro67；D基 因型有 

X75662、X75668、X0296和 AJ131956；E基 因型 有 

X75657和 X75664；F基因型有 X75658、X75661、和 

X75663；G基因型有 M74499。 

2 结果 

2．1 抗一I-IBs抗体的检测及 HBsAg和抗一FIBs双阳性 

样品中 HBV DNA检测结果 

对 389例 }msAg阳性的血浆进行抗．HBs抗体 

检测，结果有 10例为阳性，阳性率为2．5％；对该 10 

例双阳性样品进行 HBVDNA检测，结果 10例中有 5 

例为阳性，阳性率为50％(表1)。 j 

Genolype^ G舯 otype B 

— —  L  Genotyl~ F 

图 1 HBV各基因塑之间的基因进化树 

Fig I u岫md呻e曲 Ⅲ曲 t -j li b叫 } Ⅳ 哪  

裹 I H B 抗 一HB日抗体和 邶 V DN̂ 的检舅螬暴 

侧 e1 det~dng rnmlt~dfH nnti-临  哪 v DNA 

注： S／Co值表示．大于 1为阳性。 

2．2 核苷鼓序列分析 

对PCR阳性产物进行纯化．并克隆到~rsrr载 

二 
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体上，然后对其片段进行测序。将该 5株基因序列 

与HBV各基因型代表株进行基因进化树的分析(图 

1)，分析的结果显示该 5株序列均与 HBV B基因型 

的代表株(I)00329、D00330和AF100309)形成一个分 

支，故该 5株均属于 HBV的 B基因型。 

2．3 氨基酸序列分析 

将该 5株的基因序列推测为氨基酸序列．并与 

血清型的基因序列进行对准比较(图 2)。乙肝病毒 

01．S 

01．S 

0 ．S 

0j．S 

QI．S 

0I．S 

0I．S 

QI．S 

有4个血清型_]_4J，分别为 adr、sdw、ayr和 ayw，a为 

共同的抗原决定簇 ，d和 y与W和 r为两对互相排斥 

的决定簇。a决定簇位于124—147位氨基酸；d和Y 

由122位的氨基酸决定，若为赖氨酸(K)则为d决定 

簇，若为精氨酸(R)则为Y决定簇 w和r由160位的 

氨基酸决定，若为赖氨酸(K)则为W决定簇，若为精 

氨酸(R)则为 r决定簇。由图 2可见，HBV1、HBV4、 

HBv5 

．  ：! ． ． ． ．．．． 

KLpvCPL1 PGSSTTSTGPCKTCTI PAleSTSI-：FPSCCCTx SDGNCTCI PI PSSWAFAKYLwEwASVRFSwLsLLV 

图 2 HBV S蛋白27～17$sa区域氟基酸穿列比较 

Fig．2 The a! of acid seq~aces HBv S啦 L 27-17gaa 
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和 HBV7为 adw亚型；HBV2为 adr亚型。HBV2、 

HBV4和HBV7的 a抗原决定簇没有发生变异，而 

HBVI和 HBV5的 a抗 原决定簇 则发生 了变异， 

HBV1的 133位 由甲硫氨酸 (M)变为苏氨酸 (T)； 

HBV5的 129位由谷氨酰胺(0)变为精氨酸(R)。 

3 讨论 

}msA异是 HBV的膜蛋白，其抗原性决定于 a共 

同抗原决定簇和两对互相排斥的抗原决定簇 d／y和 

w／r，这样就组成了 HBV的4个血清型，即 adw、adr、 

和 ayr。a决定簇位于 s蛋白的 124一l47位氨基 

酸；d和Y由122位的氨基酸决定；w和r由160位的 

氨基酸决定。但血清型并不能反殃 HBV基因组的 

差异，Okamoto和Norder等根据s基因的核苷酸序列 

的同源性，将其分为 A、B、C、D、E、F和 G七个基因 

型[ · ，型内 s基因的核苷酸序列的差异小于 3％， 

而型间的差异则大于4％。我国以B、C和 D基因型 

为主，我们从表面抗原和抗体同时阳性的血清中所 

克隆的5株基因序列均为 B基因型，未发现其他的 

基因型，是否在表面抗原和抗体同时阳性的样品中 

存在其它基因型还需进一步分析。 

a决定簇为 HBsAg的共同抗原决定簇，目前检 

测 }msA异的诊断试剂主要采用针对a决定簇的单克 

隆抗体，若 a决定簇的氨基酸发生变异，则会引起抗 

原性改变，从而可改变诊断试剂的检测结果；而且正 

常的抗．HBs抗体也不能完全和 n决定簇变异的乙 

肝病毒，而造成这种现象：即体内虽然有抗．HBS抗 

体，但仍不能排除变异的乙肝病毒的感染，形成体内 

抗原和抗体同时存在。本研究从抗原和抗体同时阳 

性的样品中克隆出的5株HBV序列中2株为a决定 

簇的变异株，其抗原性是否改变需进一步研究。 
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