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【摘要】 目的  利用Ion Torrent PGM深度测序技术，探讨乙型肝炎病毒e抗原（HBeAg）阳性

慢性乙型肝炎（CHB）患者乙型肝炎病毒（HBV）基本核心启动子和前C区突变特征。 方法  收集

HBeAg阳性CHB患者血清样本25例，提取HBV DNA，采用巢式PCR方法扩增HBV基本核心启动子

和前C区片段，构建深度测序文库，基于Ion Torrent PGM平台深度测序，生物信息学分析突变位点

及其突变率；构建HBV基本核心启动子和前C区突变型和野生型参考质粒，作为深度测序质控品。 
结果  在25例HBeAg阳性CHB患者HBV基本核心启动子和前C区检出流行率达20%的突变位点10个：

G1746A、A1752G/T、T1753C/G、A1762T、G1764A、C1817G/A、T1825C/A、A1846T、G1896A、

G1899A；G1746A和T1825C/A的流行率分别达92%和100%。突变位点在HBV B基因型和C基因型感

染者的分布情况显示，A1752G/T和G1896A主要流行于B基因型感染者（63.6% vs 0.0%，χ2 = 12.374、
P = 0.0007；72.7% vs 28.6%，χ2 = 4.812、P = 0.0472），A1762T和G1764A主要流行于C基因型感染者

（27.3% vs 78.6%，χ2 = 6.579，P = 0.0172）；C基因型感染者A1762T/G1764A突变率显著高于B基因

型感染者，但差异无统计学意义（25.7% ± 28.4% vs 68.4% ± 42.7%，t = 1.614、P = 0.1326）。25例
HBeAg阳性CHB患者中，32.0%患者仅有A1762T/G1764A突变，24.0%患者仅有G1896A突变，24.0%
患者同时携带A1762T/G1764A和G1896A突变。 结论  深度测序分析可用于定量检测HBV基本核心启

动子和前C区突变，为HBV突变研究的临床应用提供了技术平台。
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【Abstract】 Objective  To explore the characteristics of mutations in the basal core promoter (BCP) 
and precore (PC) regions of hepatitis B virus (HBV) genome in HBeAg-positive patients with chronic 
hepatitis B (CHB) using Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) deep sequencing. Methods  Serum 
samples from 25 HBeAg-positive patients with CHB were collected, which were used for HBV DNA 
extraction. Nested PCR was used to amplify the BCP and PC regions of HBV genome. The PCR product 
was subjected to deep sequencing libraries preparation and subsequently Ion Torrent PGM sequencing. The 
variants and mutant percentages were detected through bioinformatics analysis. HBV BCP/PC wild type and 
mutant type reference plasmids were constructed, which were used as quality control in deep sequencing. 
Results  Ten single nucleotide polymorphisms (SNPs) that had variant types with prevalence of greater than 
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20% were observed in the BCP and PC regions among the 25 HBeAg-positive patients with CHB: G1746A, 
A1752G/T, T1753C/G, A1762T, G1764A, C1817G/A, T1825C/A, A1846T, G1896A and G1899A; the 
prevalence of G1746A and T1825C/A were 92% and 100%, respectively. The prevalence of these mutants 
was analyzed in patients with different HBV genotype infection. The A1752G/T and G1896A were mainly 
prevalent in genotype B infection HCV patients (63.6% vs 0.0%, χ2 = 12.374, P = 0.0007 and 72.7% vs 28.6%; 
χ2 = 4.812, P = 0.0472), A1762T and G1764A were mainly prevalent in genotype C HCV infection patients (27.3% 
vs 78.6%; χ2 = 6.579, P = 0.0172). Patients with genotype C HCV infection had higher A1762T/G1764A mutant 
percentages than those with genotype B HCV infection, but without statistical significance (25.7% ± 28.4% vs 
68.4% ± 42.7%; t = 1.614, P = 0.1326). Among the 25 CHB patients with HBeAg-positive, 32.0% cases had 
BCP mutants only, 24.0% had PC mutant only, and 24.0% had both BCP and PC mutants. Conclusions  Deep 
sequencing could be used for quantification of HBV BCP and PC mutants, providing a suitable technology 
platform for the clinical application of HBV mutant research. 
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慢性乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）

感染过程中，在宿主免疫压力和抗病毒治疗压力

作用下，HBV突变发生率增加，以基本核心启动

子（basal core promoter，BCP）和前C（precore，
PC）区突变最为常见[1-2]。系列研究报道BCP和PC
突变与乙型肝炎病毒e抗原（hepatitis B e antigen，
HBeAg）血清学转换，肝硬化和肝细胞癌的发生

风险相关[3-9]。因此，早期全面检出BCP和PC突变

对于指导临床抗病毒治疗、预测疾病进展具有非常

重要的意义。以往相关研究多数采用直接测序检测

HBV突变，仅能检出突变率达20%以上的突变，限

制了低频突变及其他潜在突变位点的全面检出。随

着新一代测序技术的不断进展，如Ion Torrent个人

化操作基因组测序仪（Personal Genome Machine，
PGM），使定量检测的敏感性显著增加。 Ion 
Torrent PGM深度测序基于半导体技术，具有低成

本、大规模、高敏感的优势[10-11]。因此，本研究旨

在利用Ion Torrent PGM深度测序平台，深度分析25
例HBeAg阳性慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，
CHB）患者HBV BCP和PC区突变准种情况，明确

HBeAg阳性CHB患者HBV BCP和PC区突变准种构

成特征，报道如下。

资料与方法

一、研究对象

纳入北京大学人民医院收治的25例乙型肝

炎病毒表面抗原（hepatitis B surface antigen，
HBsAg）阳性、HBeAg阳性CHB患者。本研究的

实施完全符合赫尔辛基宣言伦理规范，通了北京大

学人民医院医学伦理委员会的批准，并取得患者签

署的知情同意书。患者的血清样本在使用前一直保

存于－80 ℃冰箱。

二、主要实验试剂及仪器设备

QIAamp DNA Blood Mini Kit（德国QIAGEN
公司）；AmpliTaq Gold® 360 Master Mix（美

国Applied Biosystems公司）；QIAquick® Gel 
Extraction Kit（德国QIAGE公司）；乙型肝炎病毒

核酸定量检测试剂盒（德国罗氏诊断有限公司）；

乙型肝炎病毒表面抗原定量检测试剂盒（美国雅培

公司）；PCR扩增仪（德国Eppendorf公司）；雅

培i2000全自动化学分析仪（美国雅培公司）。 
三、实验方法

1. 血清HBV DNA提取：按照QIAamp DNA 
Blood Mini Kit说明从200 μl血清样本中提取HBV 
DNA。直接测序法分析HBV基因型。

2. 乙型肝炎病毒指标检测：血清HBV DNA定

量使用HBV核酸定量检测试剂盒；血清HBsAg定
量使用乙型肝炎病毒表面抗原定量检测试剂盒；血

清HBeAg定量采用自主研发的方法测定[12]。 
3 .  H B V  B C P 和 P C 区巢式 P C R 扩增：

使用A m p l i Ta q  G o l d ®  3 6 0  M a s t e r  M i x试
剂盒扩增 H B V  B C P 和 P C 区片段。第 1 轮

P C R 扩增引物为 B 9 3 5 （ 1  2 4 0 ～ 1  2 6 0 ，

5′-GAAGGTTTGTGGCTCCTCTG-3′）和MDC1
（2 304～2 324，5′-TTGATAAGATAGGGGCATTTG-3′）[13]

；扩

增体系为20 μl，含5 μl HBV DNA，0.1 μl B935，
0.1 μl MDC1，0.5 μl 360 GC enhancer，10 μl 360 
Master mix，4.3 μl ddH2O，引物终浓度为0.5 μmol/L；
95 ℃预变性5 min，40个循环（95 ℃、30 s，
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55℃、30 s，72 ℃、90 s），72 ℃、7 min。第

2轮P C R扩增，为实现一张测序芯片多样本同

步测序，在扩增引物CPRF1（1 678～1 695，
5′-CAATGTCAACGACCGACC-3′）的5′-端通过接

头序列分别连接序列差异的标签序列，用于区

分样本信息，扩增引物CPRR1（1 928～1 948，
5′-GAGTAACTCCACAGTAGCTCC-3′）的5′-端
连接一致的测序识别序列；扩增体系为50 μl，
含2.5 μl 第1轮产物，上述第2轮引物各2.5 μl，
1.25 μl 360 GC enhancer，25 μl 360 Master mix，
16.25 μl ddH2O，引物终浓度为1 μmol/L；95 ℃
预变性5 min，40循环（95 ℃、30 s，59 ℃、

30 s，72 ℃、90 s），72 ℃、7 min。对于第2轮
PCR产物电泳条带较弱的样本，将第2轮PCR反应

的模板量加倍。

4. HBV BCP/PC参考质粒构建：根据前期部

分样本直接测序情况，选取8份样本构建克隆质

粒，测序并筛选携带BCP（A1762/G1764）/PC 
G1896和BCP （T1762/A1764）/PC A1896的质

粒分别作为HBV BCP/PC野生型和突变型参考质

粒（图1），用作深度测序质控品。参考质粒构

建及测序由北京三博远志生物技术有限公司完

成。

5. 深度测序文库构建：第2轮PCR产物经2%琼

脂糖凝胶电泳鉴定（图2），切胶回收目的条带，

按照QIAquick® Gel Extraction Kit说明书纯化产物。

后续测序文库构建及Ion Torrent PGM深度测序由英

潍捷基（上海）贸易有限公司完成。

6. 生物信息学分析：首先使用BWA（Burrows 
Wheeler Aligner，Version： 0.7.5a-r405）序列比对

软件将FASTQ测序文件与HBV B或C基因型基因

组参考序列（参考序列源自NCBI数据库）进行比

对，生成sam文件；然后使用Samtools（Version：
0.1.1944428cd）软件对sam文件进行call snp处理，

获取突变位点及其突变率，生成mpileup文件；最

后编写程序处理mpileup文件，输出序列信息（图

3）。

四、统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计分析。患者的

年龄、转氨酶水平、HBV变异位点的突变率为

计量资料，以 x ± s表示，两组间的比较采用t检
验；其余资料为计数资料，采用χ2

检验或Fisher
确切概率检验，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意

义。  

注：reference sequence：HBV基因组参考序列；mutant type：HBV BCP/PC突变型参考质粒（T1762/A1764）/A1896）；wild type：

HBV BCP/PC野生型参考质粒（A1762/G1764/G1896） 

图1  HBV BCP（1762/1764）/PC 1896突变型和野生型参考质粒

注：M：DNA Ladder；NC：阴性对照；Genotype C：C基因

型样本；Genotype B：B基因型样本 

图2  HBV BCP和PC区巢式PCR扩增产物电泳图 图3  生物信息学分析流程
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结    果

一、研究队列特征

如表1所示，本研究共纳入25例HBsAg阳性、

HBeAg阳性CHB患者，其中感染HBV C基因型的

患者比例为56.0%，感染HBV B基因型的比例为

44.0%，男性患者比例为80.0%。HBV DNA水平

均＞ 1 × 105 拷贝/ml，丙氨酸氨基转移酶（alanine 
transaminase，ALT）水平介于2～10倍正常值上限

（正常值上限为40 U/L）。

二、慢性乙型肝炎患者HBV BCP和PC区突变

情况

本研究通过Ion Torrent PGM深度测序，在

2 5例H B e A g阳性C H B患者中，检出流行率达

20%的HBV BCP和PC区突变位点有：G1746A、

A1752G/T、T1753C/G、A1762T、G1764A、

C1817G/A、T1825C/A、A1846T、G1896A、

G1899A（表2）。其中G1746A和T1825C/A的流行率

达92%和100%，平均突变率分别为（14.4 ± 6.6）%
和（27.6 ± 11.5）%，目前尚无研究报道。A1752G/T检
出率为28%，显著流行于HBV B基因型患者（63.6% 
vs 0%，χ2 = 12.374、P = 0.0007），并具有较高的

突变率（85.4% ± 29.9%）。BCP A1762T/G1764A
和PC G1896A在HBV B基因型和C基因型的分布

情况显示，BCP A1762T/G1764A突变主要发生于

C基因型患者（78.6% vs 27.3%，χ2 = 6.579、P = 
0.0172）；PC G1896A突变主要发生于B基因型患

者（72.7 % vs 28.6%，χ2 = 4.812、P = 0.0472）。

三、慢性乙型肝炎患者BCP A1762T/G1764A
和PC G1896A突变特征

研究报道BCP A1762T和G1764A双突变显著

相关，本研究25例患者深度测序结果也显示了

A1762T和G1764A的显著相关性（R2 = 0.999）（图

4），以下以A1762T代表BCP突变，G1896A突变

代表PC突变。BCP/PC突变在25例患者的流行情况

显示：C基因型的BCP突变率明显高于B基因型，

但差异无统计学意义（68.4% ± 42.7% vs 25.7% ± 
28.4%，t = 1.614、P = 0.1326）；32.0%患者仅有

BCP突变，24.0%患者仅有PC突变，24.0%患者同

时携带BCP和PC突变。

表 1  研究队列特征

特征  CHB （n = 25）

年龄（ x ± s，岁）   30.2 ± 8.6

性别 [例（%）]

女   5（20.0）

男 20（80.0）

HBV基因型 [例（%）]

B型 11（44.0）

C型 14（56.0）

抗-HBe [例（%）]

阳性     0（0.0）

阴性  25（100.0）

血清HBV DNA水平 [例（%）]

105
～108

拷贝/ml 18（72.0）

≥ 108
拷贝/ml   7（28.0）

血清HBsAg水平 [例（%）]

100～10 000 IU/ml   6（24.0）

≥ 10 000 IU/ml 19（76.0）

ALT（ x ± s，U/L） 174.3 ± 75.9

AST（ x ± s，U/L）   86.9 ± 62.6

注：CHB：慢性乙型肝炎；抗 -HBe：乙型肝炎病毒 e 抗原抗体；

HBsAg：HBV 表面抗原；ALT：丙氨酸氨基转移酶；AST：天门冬氨

酸氨基转移酶 

表 2  慢性乙型肝炎患者 HBV BCP 和 PC 区突变情况

区域 突变位点 例（%） 突变率（ x ± s，%）   C基因型（n = 14）   B基因型（n = 11）

BCP（1 742-1 849） G1746A 23（92.0） 14.4 ± 6.6 13（92.9） 10（90.9）

A1752G/T   7（28.0） 85.4 ± 29.9     0（0.0）   7（63.6）

T1753C/G   6（24.0）   8.9 ± 7.6   5（35.7）     1（9.1）

A1762T 14（56.0） 59.3 ± 43.1 11（78.6）   3（27.3）

G1764A 14（56.0） 47.4 ± 43.3 11（78.6）   3（27.3）

PC（1 814-1 900） C1817G/A   6（24.0）   2.7 ± 1.1     1（7.1）   5（45.5）

T1825C/A 25（100.0） 27.6 ± 11.5  14（100）  11（100）

A1846T   7（28.0） 21.7 ± 21.6   2（14.3）   5（45.5）

G1896A   12（48.0） 10.7 ± 16.6   4（28.6）   8（72.7）

G1899A   5（20.0）   5.9 ± 8.1   4（28.6）     1（9.1）

注：BCP：基本核心启动子；PC：前 C；A：腺嘌呤；G：鸟嘌呤；C：胞嘧啶；T，胸腺嘧啶  
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讨    论

慢性HBV感染在临床上可引发广泛的疾病

谱，从非活性携带状态到严重的肝脏并发症，如肝

硬化和肝细胞癌等[14]。CHB患者的自然病程，尤

其对于婴幼儿期感染的患者，可以分为免疫耐受

期、免疫清除期、非活性携带状态[15]。CHB患者

由免疫耐受期进入免疫清除期后，不同的突变被

选择出来，以BCP和PC区突变最为常见。研究报

道除病毒基因型、HBV DNA水平外，HBV病毒突

变也会影响CHB的进展[16]。本研究通过Ion Torrent
深度测序，分析了25例HBeAg阳性CHB 患者HBV 
BCP和PC区突变的准种特征。

本研究在HBV BCP和PC区检出10个变异热

点：G1746A、A1752G/T、T1753C/G、A1762T、
G1764A、C1817G/A、T1825C/A、A1846T、

G1896A和G1899A。研究报道，BCP A1762T/
G1764A增加肝硬化、肝癌发生风险[4, 8-9, 17-18]，PC 
G1896A降低肝癌的风险[8]；BCP和PC突变促进自

发或干扰素治疗诱发的HBeAg血清学转换，并提

出可以根据BCP和PC突变率预测发生自发HBeAg
血清学转换的时间或干扰素治疗诱发HBeAg血清

学转换的几率[5-6, 19-21]。此外，T1753V和A1846T也
与肝硬化和肝癌的发生风险相关[22]。提示评估肝脏

疾病进展时，除BCP A1762T/G1764A和PC G1896A
外，其他突变位点也应予以考虑。因此，基于一

种高度敏感的深度测序技术，早期全面检出突变

位点，对于预测抗病毒治疗疗效和肝脏疾病进展

具有非常重要的临床意义。本研究发现G1746A和

T1825C/A流行率高达92%和100%，平均突变率分

别为（14.4 ± 6.6）%和（27.6 ± 11.5）%，目前尚

无研究报道。

本研究通过比较BCP和PC区突变在HBV B
基因型和C基因型感染者中的流行情况发现，

A1752G/T和G1896A主要发生于B基因型感染者，

A1762T/G1764A主要发生于C基因型感染者。研究

报道，与B基因型感染者相比，C基因型感染者对

干扰素的应答率低于B基因型感染者[23]，且更易进

展为肝细胞癌[24-25]，而BCP A1762T/G1764A增加

肝癌发生风险[8, 18]，PC G1896A降低肝细胞癌的风

险[8]。因此，推测C基因型增加肝癌发生风险可能

与C基因型患者具有较高的BCP A1762T/G1764A流

行相关，增加肝细胞癌发生风险的因素究竟是C基
因型还是BCP A1762T/G1764A有待进一步研究证

实。

综上所述，本研究基于Ion Torrent PGM深度

测序，通过对25例HBeAg阳性CHB患者HBV BCP
和PC区突变的定量分析，初步描述了HBeAg阳性

CHB患者HBV BCP和PC区突变的准种特征，为基

于深度测序技术，开展HBV变异与抗病毒治疗疗

效和疾病进展相关性的研究奠定了基础。
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