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基于长期研究队列的广西隆安县乙型肝炎病毒准种研究
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摘要：目的 明确广西隆安县队列HBsAg无症状携带者感染的乙型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV）准种序列长

期演化特征。方法 收集 9名广西隆安县队列 HBsAg无症状携带者 2004年、2007年、2013年、2019年或 2020年 4个不

同时间点血清样本。酶联免疫吸附测定法检测HBV血清学标志物；聚合酶链式反应（polymerase chain reaction, PCR）荧

光探针法检测HBV病毒载量；试剂盒提取HBV DNA；PCR法扩增HBV全基因组，进行二代测序；利用Mega等软件对所

获得的序列进行生物信息学分析。结果 共获得 23份血清样本，309条全长基因准种序列，每份标本平均获得（0.18±
0.07）G测序数据量。55.55%（5/9）的研究对象携带的HBV毒株基因型在长期进化过程中发生了基因型转换，PreS/S区
系统进化树基因分型结果与全基因组分析结果完全一致；发现B/C、I/C重组体；各研究标本的 Sn值范围为 0~0.37，D值

范围为 0~0.11；共检出 21种特殊单核苷酸/氨基酸突变位点（S区 7种，X区 2种，PreC区 3种，BCP区 9种）和 6种缺失突

变，发现多联突变组合形式，未发现任何耐药突变，77.8%（7/9）研究对象在 2004年携带的HBV毒株发生了 BCP区

nt1 762（A→T）/1 764（G→A）双突变和 PreC区 1 896位（G→A）点突变，HBV基因可在无抗病毒药物压力下由突变型可

恢复为野生型和（或）野生型转变为突变型；HBV基因组进化率为 2.03×10-5~3.50×10-3。结论 在HBV自然感染进程

中，HBV基因型和重组体、准种复杂性和多样性可随时间发生改变；HBV基因突变型和野生型可相互转换，一定程度上

降低了利用基因型和相关突变来预测临床结局的价值；隆安县乙型肝炎表面抗原（hepatitis B surface antigen, HBsAg）无

症状携带者HBV基因组进化率很高。
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Abstract: Objective To clarify the long-term evolution of hepatitis B virus (HBV) quasi-species in HBsAg

asymptomatic carriers in Long'an county, Guangxi. Methods ELISA was used to detect serological markers of HBV. Viral
loads were measured by real time PCR. HBV DNA was extracted from serum by kits. The whole HBV genome was amplified
using nested PCR and amplicons were sequenced by next-generation sequencing (NGS). These sequences from NGS were
analyzed by the software like Mega. Results Serum samples were collected from 9 HBsAg asymptomatic carriers in Longan
County，Guangxi at 4 different time points in 2004, 2007, 2013, 2019 or 2020. A total of 23 serum samples and 309 full-length
gene quasi-species sequences were obtained, with an average amount of (0.18±0.07) G sequencing data for each sample.
Genotype of 55.54%(5/9) the studied subjects underwent genotype conversion during the long-term evolution process of HBV
quasi-species, and the genotyping results of the phylogenetic tree in the PreS/S region are in perfect agreement with the results
of the whole genome analysis; recombinant B/C, I/C were found; the Sn ranged from 0 to 0.37 and the genetic diversity ranged
from 0 to 0.11, respectively. A total of 21 special single nucleotide/amino acid mutations (7 in the S region, 2 in the X region, 3
in the PreC region and 9 in the BCP region) and 6 deletion mutations were detected, multiple mutations were found and no drug
resistant mutations were found; 77.8%(7/9) of the HBV strains carried by the subjects in 2004 had double mutations at nt1 762
(A→T) and 1 764(G→A) and a stop mutation at nt1 896(G→A); HBV mutations can be restored from the mutant type to the
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wild type and (or) vice versa without antiviral drug pressure, and The evolution rate of HBV genome was 2.03×10-5~3.50×10-3.
Conclusion HBV genotype, recombinants, genetic complexity and diversity of HBV quasi-species can change over time
during in natural infection. The transformation between HBV mutation type and wild type reduces the value of predicting
clinical outcomes by genetic types and related mutations to some extent. The HBV genome evolution rate of asymptomatic
carriers of HBsAg in Long'an County is very high.

Keywords: Hepatitis B virus; genotype; next-generation sequencing; quasi-species; mutation

乙肝病毒（hepatitis B virus, HBV）感染是严重的

全球性公共卫生问题。由于HBV复制过程中的DNA
聚合酶缺乏校对功能，导致 HBV 同一宿主体内核苷

酸序列的差异[1]。HBV准种是具有微小差异又高度

相关的混合毒株组成的动态种群[2-3]。目前HBV有 10
种基因型（A~J）及 50多种基因亚型[4-8]。研究发现不

同基因型的HBV引起的肝脏疾病、疾病进展、临床转

归及抗病毒治疗的应答均有一定差异[9-10]。HBV基因

型和基因突变结果可为乙肝患者个性化方案的制定

及预测临床转归提供重要的参考依据[11]。
2018年广西1~59岁人群乙型肝炎表面抗原（hep‐

atitis B surface antigen, HBsAg）总阳性率仍高达 7.6%，

其防控形势依然严峻[12-14]。二代测序（next-generation
sequencing, NGS）是目前HBV准种序列分析的最佳手

段[15-16]，但利用NGS测序技术进行全基因组的长期队

列相关研究仍罕见。本研究旨在利用NGS测序技术

和广西隆安县研究队列的优势对HBsAg无症状携带

者HBV全基因组准种序列进行长期进化研究。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取 9名广西隆安县队列HBsAg无
症状携带者为研究对象，收集他们在 4个不同时间点

（2004年、2007年、2013年、2019年或 2020年）的所有

血清样本。

1.2 血清学检测 采用酶免疫吸附试验检测 HB‐
sAg、乙型肝炎表面抗体（Anti-HBs）、乙型肝炎 e抗原

（HBeAg）、乙型肝炎 e抗体（Anti-HBe）和乙型肝炎核

心抗体（Anti-HBc）。采用赖氏法（Reitman）检测肝功

能[丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase, ALT）]。
1.3 病毒载量检测 采用聚合酶链式反应（poly‐
merase chain reaction, PCR）荧光探针法测定 HBV病

毒载量。用QIAamp MinElute Virus Spin Kit试剂盒提

取HBV DNA。
1.4 全长基因组扩增 PCR法扩增HBV全基因组。

引 物 P1（nt1821-1841，5'-CCGGAAAGCTTGAGCTC
TTCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA-3'）和 P2（nt1823-
1806，5'-CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAAAGTTG
CATGGTGCTGG-3'）。用琼脂糖凝胶电泳分析确定

目标片段。

1.5 全基因组二代测序 本研究二代测序服务由北

京华大基因科技生物有限公司提供，应用的是 Illumi‐

na NovaSeq6000测序系统。

1.6 测序结果分析 通过计算各研究对象不同时间

点及时间段的香农熵（Shannon entropy, Sn）值和遗传

距离D值，了解各研究标本HBV准种的复杂性与多

样性。通过查找文献中已有报道的常见单核苷酸/氨
基酸突变位点及突变检测网站进行突变分析。使用

SimPlot软件明确系统发育分析时发现的无法进行基

因分型及怀疑重组体的毒株是否存在基因重组现象。

1.7 统计学分析 研究对象的人口学信息、流行病

学资料、血清学检测结果均采用Excel软件构建数据

库；使用MEGA7.0构建序列库；符合正态分布的计量

数据采用均数±标准差表示，所有统计学数据分析均

使用SPSS16.0软件进行分析。

2 结 果

2.1 基本情况 共 9名研究对象，其中女性 5名，男

性 4名，年龄为（40.00±3.89）岁（2004年），HBsAg及
HBeAb均为阳性，1名研究对象HBeAg为阳性，其余

均为阴性，甲胎蛋白（α-fetoprotein, AFP）均在正常范

围（<20），共获得 23份血清样本，309条全长基因准种

序列，每份标本平均获得（0.18±0.07）G测序数据量。

2.2 基于全基因组及 PreS/S区序列的基因分型 与

NCBI GenBank 数据库检索到的 47条HBV全基因及

PreS/S区序列参考序列进行序列比对，构建系统进化

树（图 1A~图 1B）。结果表明，44.45%（4/9）名研究对

象（TM188、TM083、YH514、DM736）体内携带的HBV
基因型在长期进化过程中未发生基因型转换；另外

55.5%（5/9）研 究 对 象（YN358、WB227、TS055、
DM209、TX463）的基因型在长期进化过程中发生了

基因型转换。PreS/S区系统进化树基因分型结果与

全基因组分析结果完全一致。

2.3 HBV 准种分析 各研究标本的 Sn值范围为 0~
0.37，中位数为 0.078（图 2）。各研究标本D值范围为

0~0.11，中位数为 0.007（图 3）。各研究对象的 Sn值、

D值与其基因型情况均相符。

2.4 基于 NGS 技术的全基因组突变分析 共检出

21种特殊单核苷酸/氨基酸突变位点（S区 7种，X区 2
种，PreC区 3种，BCP区 9种）。同时检出 6种缺失突

变，在PreC区、BCP区、X区、S区均发现多联突变组合

形式，RT区未发现任何耐药突变。77.8%（7/9）研究

对象在 2004年（即观察最初）携带的HBV毒株发生了
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BCP区 nt1 762（A→T）/1 764（G→A）双突变和 PreC区

1 896位点突变（G→A）。 9名研究对象携带的HBV
毒株在自然感染的不同时间点均出现了HBV基因由

突变型恢复为野生型和（或）野生型转变为突变型的

现象，研究结果提示HBV基因突变是一个动态变化

过程。见表1。
2.5 HBV重组分析 结果显示：（1）DM209: DM209-
NGS-2004-4及DM209-NGS-2004-5序列发现重组现

象，重组事件不相似。DM209-NGS-2004-4序列 重组

位点位于 1 841 nt，nt 1~1 841来自C基因型，nt 1 841~
3 215来自B基因型；DM209-NGS-2004-5重组位点位

于 525 nt、1 936 nt及 2 393 nt，nt 1~525和 nt 1 936~
2 393来自C基因型，nt 525~1 936和 nt 2 393~3 215来
自 B基因型；（2）YN358：未发现明显重组现象。（3）

TX463：TX463-NGS-2007-2 和 TX463-NGS-2007-4
发现明显重组事件，且重组事件相似。重组位点位于

285 nt、2 149 nt，nt 1~285和nt 2 149~3 215来自C基因

型，nt 285~2149来自 I1基因型；YN358-NGS-2004-3、
YN358-NGS-2004-5、YN358-NGS-2004-7及 YN358
-NGS -2004-8序列发现重组事件，且重组事件相似。

重组位点位于 1 931 nt，nt 1~ 1 931来自C基因型，nt 1
931~3 215来自 I1基因型。

2.6 HBV 进 化 率 分 析 研究对象 DM736、TM083、
WB227、YH514 HBV毒株的进化速率相似，为 2.03×
10-5~5.52×10-5；TM188、TX463、YN538 HBV毒株的进

化速率很高，为 1.21×10-4~7.10×10-4；研究对象 TS055
及DM209 HBV毒株较其他研究对象具有更高的HBV
进化率分别为1.74×10-3、3.50×10-3。

注：A.研究样本YN358、TM188、TS055、DM209及TM083全基因组序列系统进化树；B.研究样本WB227、YH514、DM736及TX463全基因组序

列系统进化树。Note: A. The phylogenetic tree of the whole genome sequences of study samples YN358, TM188, TS055, DM209, and TM083; B. The phy‐
logenetic tree of the whole genome sequences of study samples WB227, YH514, DM736, and TX463.

图图11 基于全基因组序列的系统进化树基于全基因组序列的系统进化树

FigFig.. 11 Phylogenetic tree of whole genome alignmentPhylogenetic tree of whole genome alignment

图图22 各研究对象在不同时间准种序列的香农熵各研究对象在不同时间准种序列的香农熵

FigFig.. 22 Shannon entropy of the subjectsShannon entropy of the subjects'' time seriestime series
quasi-speciesquasi-species

图图33 各研究对象在不同时间准种序列的遗传距离各研究对象在不同时间准种序列的遗传距离

FigFig.. 33 Genetic diversity of the subjectsGenetic diversity of the subjects'' time seriestime series
quasi-speciesquasi-species
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表表11 研究标本突变检测结果汇总研究标本突变检测结果汇总

TableTable 11 Summary of mutation detection results of study specimenSummary of mutation detection results of study specimen
样本编号

Sample ID
TM188

TM083

YN358

WB227

YH514

DM736

TS055

DM209

TX463

年Year
2004
2020
2004
2013
2004
2013
2019
2004
2007
2013
2019
2004
2007
2013
2004
2007
2004
2019
2004
2007
2004
2007
2013

PreC
G1862T
-
-
-
-
1-1
5
33
-
-
-
1-1
-
-
3-8
-
-
1-1
-
3-5
4-19
-
-
-

G1896A
-

32-38
-
-
1-1
5-5
-

14-14
-
9-18
1-1
13-13
6-6
8-8
32-32
11-11
1-1
11-11
4-5
13-19
29-29
9-11
15-15

G1899A
-
-
-
-
-
5-5
33-33
14-14
-
4-18
1-1
-
-
-
-
-
-
-
1-5
8-19
29-29
9-11
15-15

BCP
C1673T
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
5-11
4-5
19-19
-
-
-

T1753C
-

38-38
-
-
-
-
1-33
14-14
26-26
4-18
1-1
-
-
-

12-32
11-11
-
-
2-5
-

29-29
8-11
15-15

T1753G
-
-
-
-
1-1
-
-
-
-
1-18
-
-
-
-

20-32
-
-
-
-
-
-
-
-

A1762T
1-1
38-38
-

10-10
1-1
5-5
-

14-14
26-26
18-18
1-1
13-13
6-6
8-8
32-32
11-11
-
-
5-5
19-19
29-29
11-11
15-15

G1764A
1-1
38-38
-

10-10
1-1
5-5
33-33
14-14
26-26
18-18
1-1
13-13
6-6
8-8
32-32
11-11
-
6-11
5-5
19-19
29-29
11-11
15-15

C1766T
-
-
-
-
-
5-5
33-33
-
-
-
-
-
2-6
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T1768A
-
-
-
-
-
-
-
-
-
2-18
-
-
2-6
-
-
-
-
-
-
-
-
-
1-15

C1799G
-
-
-
-
1-1
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
4-11
3-5
19-19
-
-
-

A1846T
1-1
-
-
-
1-1
5-5
-

14-14
26-26
10-18
-
-
6-6
-

32-32
11-11
1-1
11-11
5-5
19-19
29-29
9-11
15-15

样本编号

Sample ID
TM188

TM083

YN358

WB227

YH514

DM736

TS055

DM209

TX463

年

Year
2004
2020
2004
2013
2004
2013
2019
2004
2007
2013
2019
2004
2007
2013
2004
2007
2004
2019
2004
2007
2004
2007
2013

X
C1653T
1-1
-
-
-
-
-

33-33
-
3-26
-
-
-
-
-
-
-
1-1
-
4-5
19-19
29-29
7-11
15-15

T1674C
-
4-38
-
-
-
-
-

14-14
-

18-18
1-1
-
-
-
-
-
-
-
-
-

25-29
-

15-15

S（逃逸突变Escape mutation）
119R

1-14

123A
-
-
-
1-10
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

126N
-
-
-
1-10
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

129H
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
2-11
-
-
-
-
-

131N
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
6-11
-
-
-
-
-

133T
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
2-11
-
-
-
-
-

G145R
-
-
-

-
4-5
-

14-14

18-18
1-1
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-

缺失突变Deletion mutation
nt2849-
2864
-
-
1-1
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

nt2850-
2864
-
-
-
2-10
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

nt2847-
2864
-
-
-
1-10
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

nt2924
-2972
-
-
-
-
-
-
5-5
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

nt40-
59
-
-
-
-
-
-
-
-

25-26
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

nt2855
-3050
-
-
-
-
-
-
-
-

18-18
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

注：-.无突变。Note: -. No mutation.
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3 讨 论

本研究利用NGS测序技术对广西隆安队列HB‐
sAg无症状携带者HBV全基因组长期进化进行分析，

主要发现是，在HBV自然感染进程中，HBV基因型和

重组体可发生转换、准种复杂性和多样性随时间发生

改变；发现两种重组体（B/C、I/C）；HBV基因突变型和

野生型可相互转换；隆安县 HBsAg无症状携带者

HBV基因组进化率很高。

HBV基因型/亚型、重组体对制定治疗方案和风

险预测有重要意义[17]，准种复杂性可影响HBV感染进

程和抗病毒治疗应答[18]。本研究发现在HBV自然感

染进程中，HBV基因型和重组体、准种复杂性和多样

性可随时间发生改变。可能的原因是HBV的高错配

率及高复制率，以及HBV在抗病毒药物、免疫选择压

力下不断发生变异，导致HBV在同一宿主体内核苷

酸序列的差异，这些差异在长期进化过程越来越大，

最终造成了基因型的改变。另外一个可能的原因是

这些HBsAg无症状携带者期间感染了新的基因型或

亚型毒株，与先前感染的不同基因型/亚型的毒株准

种互相竞争，导致体内多重感染及重组体的发生。

研究报道 PreC区 1 896位核苷酸即第 28位密码

子由 TGG突变为终止密码子 TAG，引起HBeAg不表

达[19]。本研究在 S区发现 7种免疫逃逸突变，S区突变

可导致乙型肝炎病毒表面抗原和相关蛋白的合成、分

泌障碍 ,具有重要的病理生理意义和临床影响[20]。
BCP区的A1762T/G1764A双突变增加肝癌发生发展

的风险[21-22]。本研究发现HBV基因突变型和野生型

可相互转换，这也部分解释了为什么 BCP（ntA1762T/
G1764A）双突变或 PreS缺失突变株感染者不发生肝

癌的原因，尽管已有研究提示这些突变是肝癌高危因

素。据报道，抗病毒治疗可导致 PreC区及 BCP区由

突变型恢复为野生型，有学者发现在 HIV自然感染过

程中，可传播的HIV耐药株在没有药物压力下也可恢

复成野生毒株[23-24]。本研究未发现RT区耐药突变，与

研究对象未进行抗病毒治疗情况相符。

HBV基因型之间的重组是导致HBV遗传多样性

的重要因素之一。当 2种或 2种以上的基因型/基因

亚型HBV毒株混合感染时可引起不同基因型毒株之

间遗传信息的重组[25]。本研究发现B/C重组体、I/C重

组体，目前不同基因型之间的重组机制尚未清楚，但

这些重组体已形成了各自特定的地理分布和流行病

学特征，成为某些地域的主要流行株[26-28]。
研究发现HBV进化率约为 10-5 [29-30]，本研究HBV

基因组进化率为 2.03×10-5~3.50×10-3，HBV进化率较

高，本研究数据基于NGS测序技术及长期队列研究的

进化率，结果可靠。

本研究利用NGS测序技术对HBV全长准种序列

进行全面分析发现，在HBV自然感染进程中，HBV基

因型和重组体、准种复杂性和多样性可随时间发生改

变；HBV基因突变型和野生型可相互转换，一定程度

上降低了利用基因型和相关突变来预测临床结局的

价值。隆安县HBsAg无症状携带者HBV基因组进化

率很高，HBV不同重组体在病毒遗传多样性及人群

中的传播发挥重要作用。初步认为NGS适合于研究

HBV全长基因组准种序列特性，为HBV提供了一种

新的认识整个病毒群体情况的方法，但还需后续扩大

样本量进一步证实。
伦理审查与知情同意 本研究获得广西壮族自治区疾病预防
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