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慢性乙型肝炎患者病毒准种的研究进展

任玉莲 1
  宋修光 2

【摘要】由于乙型肝炎病毒（HBV）的逆转录酶缺乏校正活性，在病毒复制过程中产生

大量核苷酸错配，故HBV在宿主体内表现为大量在遗传学上高度相关而又有差别的病毒群

体，这一群体称为准种，宿主体内的病毒准种在宿主免疫压力和药物的选择压力下不断发生

动态变化，因此HBV准种变化在慢性乙型肝炎的抗病毒治疗、耐药检测以及预后等方面均有

重要作用。本文对HBV准种变化与慢性乙型肝炎进展的关系作一综述。

【关键词】肝炎，乙型，慢性；准种；抗病毒治疗

Research progress on hepatitis B virus quasispeices of chronic hepatitis B  Ren Yulian, Song Xiuguang. 
1Talent Center, Affiliated Hospital of Shandong University of  Traditional Chinese Medicine, Jinan 250011, 
China; 2The 6th Department, Jinan Infectious Diseases Hospital, Jinan 250021, China
Corresponding author: Song Xiuguang, Email: songxiuguang@sina.com

【Abstract】HBV reverse transcriptase lacks proof-reading capacity, which lead to mutation and 
genetic variation during replication. Consequently, HBV circulates in vivo as a viral population with a 
spectrum of genetically distinct but closely related variants, known as quasispecies. The quasispecies 
have dynamic change on immune pressure and antiviral treatment, and play an important roal on the 
antiviral treatment, drug resistance and outcome of chronic hepatitis B. This paper reviews about the 
quasispeices change on the progress of chronic hepatits B.
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准种是用于描述同种生物遗传异质性的概念，表现为

呈相互作用的动态变异群体，呈突变株围绕优势株分布。

由于乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）的逆转录酶缺

乏校正活性，在病毒复制过程中产生大量的核苷酸错配，

故HBV在体内以准种形式存在。Blum等
[1]首先提出HBV准

种假说，1997年Ngui等[2]报道了HBV基因组前-C/C区存在

准种分布，首次证实了HBV准种的存在，后续研究相继证

实了HBV基因组S区，P区及BCP区均存在准种分布[3-4]。病

毒准种不仅仅是不同突变体的集合，而是相互作用的变异

群体，因此，从此观点出发，进化选择的目标是病毒群体

而非个体，故研究HBV准种变化对探讨HBV感染转归具有

重要意义，现对HBV准种与慢性乙型肝炎疾病及其与抗病

毒治疗的关系作一综述。

一、HBV准种的检测方法

准种研究的传统方法为克隆测序，该方法可对病毒准

种的单个病毒株进行研究。获得同一患者体内病毒的多个

克隆株后，可用于描述HBV的准种特征，包括突变速率、
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突变频率、进化速率以及准种异质性[5]。但克隆测序存在

一定的局限性，即当进行多个克隆测序时，实验条件要求

高，花费较大，且当突变体所占比例较少时检测灵敏度较

低[6]。除直接测序，还有其他分子生物学技术也可间接检

测准种存在，可针对特定位点的变异进行检测。例如最常

用的为线性探针反向杂交技术能检测到到含量大于5%的突

变体，PCR-限制性片段长度多态性分析，熔点分析，质谱

分析法和DNA芯片技术等。这些方法虽能区分不同的混合

体，但不能检测同一个病毒基因组的的多个变异位点，故

不能准确描述准种组成。

近年来随着第二代测序技术（ n e x t  g e n e r a t i o n 

sequencing，NGS）的出现，病毒准种研究开创了新的局

面。第二代测序平台可以同时对成千上万个克隆序列进行

测序，并且提供有力的生物信息学工具对准种特征进行分

析描述
[7]。目前第二代测序主要有4个技术平台，最常用的

是罗氏公司的GS FLX测序系统，为高通量焦磷酸测序技术

（ultra-deep pyrosequencing，UDPS）[8]；随后Illumina公司

推出了Solexa基因组分析平台[9]；2007年ABI公司推出了自

主研发的SOLiD测序仪[10]以及由Life Technoogies公司推出

的Ion Torrent测序系统[11]。

Gong等[12]分别比较UDPS和传统克隆测序对HBV基因
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组逆转录酶区进行的准种研究，发现UDPS得到的可用序列

较传统克隆测序多，且UDPS方法分析所得到的准种复杂度

要高，能够检测到传统克隆测序所检测不到的突变，因此

在准种异质性分析方面UDPS较传统克隆测序更为敏感和高

效。但高通量测序平台亦有自身的局限性[13]：首先，测序长

度较传统测序要短，UDPS序列读取长度最长约700 bp，HBV

基因组序列约为3.2 kb，因而不能有效进行长片段以及全基

因组序列分析。其次，测序平台自带软件中生物信息学过滤

是确定存在核苷酸替代的主要方法，但目前对于插入突变与

缺失突变尚不能完全优化，然而在HBV基因组中存在大量插

入与缺失突变，尤其是X读码区和前C区[14-15]，在一定程度上

提高了错读率。

二、慢性乙型肝炎自然进程中HBV准种的动态变化

慢性乙型肝炎的自然史一般分为3个阶段：免疫耐受

期、免疫清除期和HBeAg血清学转换后的非活动期，部分

患者可发生HBeAg阴性的肝炎活动，仅有极少数患者可出

现HBsAg血清学转换摆脱慢性乙型肝炎感染状态[16]。自然状

态下，宿主免疫压力是HBV准种进化的主要动力，每年有

2%～15%的患者出现自发性HBeAg血清学转换，多项研究

表明在慢性乙型肝炎自然进程中发生HBV准种的动态变化。

Cheng等[17]研究在自然状态下8例发生HBeAg转换与7例未转

换患者在转换前的前-C/C区准种变化，发现在转换前10年的

免疫耐受期转换组和非转换组患者病毒准种多样性一致，但

是转换前7年转换组患者准种多样性发生率开始上升。将要

发生转换时，转换组准种多样性发生率是免疫耐受期的9.3

倍，但非转换组患者无显著变化，大部分转换患者在HBV基

因组C区现发现了正选择位点，表明在基因组C区的部分氨

基酸替代更加适应免疫清除过程。Wang等[18]对自然状态下7

例HBeAg阳性患者从免疫耐受期进行长达17年的随访并进

行HBV全基因组准种分析，发现在免疫清除期随着病毒量

的下降，病毒准种多样性增加，且大部分正选择位点均出

现在免疫表位区。以上病毒准种进化的模式提示，在免疫

耐受阶段由于无有效的免疫刺激，病毒准种在免疫压力下

形成一个稳态，进入免疫清除期后随着免疫压力的上升，

在机体免疫系统清除病毒的情况下，HBV病毒载量下降，

同时部分病毒株出现免疫逃逸使准种多样性升高。随着免

疫清除的进展，病毒准种多样性的上升使病毒持续逃逸，

但HBeAg血清学转换这一免疫事件的发生提示可能出现了

免疫刺激变异，刺激宿主免疫力能够控制病毒，使免疫清

除终止，进而进入免疫控制期；免疫表位区出现正选择位

点提示在免疫清除期也许出现了免疫刺激变异
[17]。对于持

续免疫清除未发生血清学转换的患者，Homs等[19]通过UDPS

研究1例免疫清除未转换患者，发现在免疫清除期病毒核心

区域的变异性下降，在基线期仅占群体1.31%的准种在宿主

免疫压力的作用下成为优势株，提示这一准种相对于优势

准种在宿主免疫压力下有更好的适应性，从而被选择出来

成为新的优势准种。

三、抗病毒治疗过程中HBV准种的变化

慢性乙型肝炎患者体内HBV准种的性质和特点是病毒

准种不同组分的复制能力和机体免疫力相互作用最终达到

一种平衡的结果，但在进行抗病毒治疗时，这种平衡被打

破，在药物选择的作用下，形成新的平衡，各种病毒种群

所占的相对比率也进行新的调整，对抗病毒药物有不同应

答的患者有不同的病毒准种进化模式。

（一）核苷（酸）类似物[nucleos(t)ide analogues，
NAs]治疗过程中HBV准种变化

1. NAs治疗过程中HBV准种进化模式：NAs治疗过程

中准种变化与抗病毒疗效有密切关系，对NAs有不同应答

的患者在治疗过程中病毒准种进化模式不同。以是否发生

病毒学应答为观察截点的研究发现抗病毒治疗早期HBV逆

转录区的准种变化与发生持续病毒学应答相关。Chen等[20]

研究接受拉米夫定抗病毒治疗48周的25例中国患者，结果

显示应答组和无应答组患者治疗前的准种特征差异无统计

学意义，但应答患者与无应答患者HBV病毒有不同的进

化模式，应答组患者病毒快速地进化为结构简单、变异少

的病毒准种，而无应答组患者病毒则缓慢地进化为结构复

杂、变异增多的病毒准种，治疗第4周应答组的准种复杂

性和准种多样性显著低于无应答组。Tong等[21]纳入6例接

受恩替卡韦治疗的慢性乙型肝炎患者，其中4例发生病毒学

应答，2例在治疗24周时发生病毒学突破，结果显示第4周

应答组的准种复杂度和准种多样性较病毒学突破者低。Liu

等[22]研究恩替卡韦抗病毒治疗过程中HBV的准种变化，发

现应答组治疗第4周病毒准种复杂度下降，但准种多样性升

高。以上研究人群均为中国患者，Peveliing-Oberhag等[23]研

究拉米夫定/替比夫定治疗德国慢性乙型肝炎患者早期逆转

录酶区准种的动态变化，发现拉米夫定/替比夫定治疗早期

HBV准种复杂度下降与后期病毒学应答相关。以上研究显

示不论是接受拉米夫、替比夫定治疗还是恩替卡韦治疗，

在治疗早期应答组的准种复杂度均下降，这种模式改变归

结于宿主免疫压力以及抗病毒药物的选择压力，在治疗早

期阶段抗病毒药物的选择压力很大程度上调节了准种的变

化，是早期病毒准种进化的主要推动力。在不同种族患者

中均观察到应答患者与无应答患者在NA治疗过程中有不同

的进化模式，应答组患者治疗早期逆转录酶区均出现了准

种复杂度的下降，提示治疗早期逆转录酶区准种复杂度变

化可以作为预测核苷（酸）类似物治疗过程中病毒学应答

的新一检测指标。

如果以治疗过程中发生HBeAg血清学转换为观察截

点，则转换组与非转换组患者的准种进化模式也不同。

Cheng等[24]比较拉米夫定治疗过程中出现HBeAg转换患者
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和非转换患者的前-C/C区的准种特征，在长达6年的观察过

程中发现接受拉米夫定治疗后两组患者的准种多样性均升

高，发生血清学转换者的准种多样性升高是非转换者的2.1

倍，准种多样性的升高与病毒量的下降呈正相关，转换者T

细胞表位和B细胞表位出现氨基酸位点的正选择，这一结果

提示前-C/C区准种多样性的升高与拉米夫定诱导的HBeAg

血清学转换相关。推测与拉米夫定治疗过程出现的基因突

变刺激免疫应答有关：首先，转换患者的氨基酸替代较非

转换患者多，尤其是位于免疫表位区的突变可以让突变毒

株在宿主免疫压力增强的情况下产生新表位。其次，伴随

准种多样性的升高，核苷酸替代增加能够产生CpG模体，

增强TLR9和其他TLR9依赖的固有免疫应答，进而使适应

性免疫应答增强。这一研究结果与既往以病毒学应答分组

研究结果不同，显示拉米夫定治疗过程中不同基因片段有

不同的进化模式，但Chen等[20]研究仅关注了NAs治疗早期

病毒准种变化，故有必要对NAs治疗全程进行序贯取样，

分析HBV全基因组在治疗过程中准种的动态变化，以期证

实病毒学应答与血清学应答过程中不同区段准种变化的内

在联系。

2. NAs耐药过程中的病毒准种变化：随着NAs的广泛

应用，长期用药过程中伴随的耐药问题逐渐受到重视。

cccDNA是HBV的转录模板，但NAs不能干扰其合成，致

使cccDNA稳定地存在于肝细胞中很难被清除，cccDNA是

HBV的准种池
[13]。已有多项研究[25-26]证实部分患者在NAs治

疗前就存在少量耐药准种。在抗病毒药物压力下，血清中

野生株迅速被抑制，预存耐药变异毒株此时却获得了更多

的复制空间，伴随病毒复制的累积可被迅速筛选为优势准

种。NAs对变异株的抗病毒活性显著下降，此时种群整体

功能表现为对该种NAs的敏感性降低。Rodriguez等[27]采用

UDPS法研究了7例阿德福韦酯单药治疗失败患者治疗过程

中各个时间点耐药准种变化，结果发现在阿德福韦酯初治

的患者治疗前就存在低比例的不同类型耐药准种，治疗过

程中含有阿德福韦酯耐药准种数量不断提高，优势准种数

量不断减少，进而出现耐药。

在NAs治疗过程中应答组患者取得病毒学应答的时间

长短不一，从数周到数月不等。Solmone等[28]研究初治患

者接受恩替卡韦治疗过程中快速应答患者与缓慢应答者

HBsAg/RT区的准种变化，发现治疗基线虽然存在少量耐药

突变，但治疗过程中耐药突变并没有选择出来。快速应答

组患者表面抗原选择压力大于缓慢应答组，尤其是在CTL

表位区，提示恩替卡韦应答缓慢并不是因治疗过程出现了

耐药突变，在抗病毒治疗早期清除感染肝细胞时宿主免疫

反应可能起了主要作用。因此有必要对NAs的耐药机制进

行进一步研究，以揭示在耐药过程中病毒基因特征与宿主

免疫应答的相互作用。

（二）干扰素治疗过程中HBV病毒的进化模式

干扰素敏感区位于前-C/C区，现在关于干扰素治疗过

程中HBV的准种进化研究主要集中在前-C/C区和X区。Lim

等
[29]应用生物学信息学的方法研究了B基因型HBV前-C/C

基因区准种演变与干扰素-α治疗后发生HBeAg血清学转换

的关系，结果发现HBeAg血清学转换的患者在转换之前的

准种多样性和变异频率显著高于未发生HBeAg血清学转换

的患者，而且在发生转换后准种多样性明显高于转换前。

Wu等[30]研究C基因型的准种变化也得到了类似的结论，提

示HBeAg血清转换前准种多样性的升高可能与打破免疫

耐受有关，随着免疫增强而不能完全清除病毒，反过来促

进HBV免疫逃逸，使准种多样性增加。最近研究相继报

道不论是自发诱导还是核苷（酸）类似物或干扰素诱导的

HBeAg血清学转换[17, 24, 30]，于转换前随着病毒量的下降呈

现一致的前-C/C准种进化模式，HBeAg血清学转换者在转

换前均有准种多样性的上升，提示准种多样性上升可能是

HBeAg血清学转换的预测因素。

综上所述，HBV的准种进化与慢性乙型肝炎自然进程

及抗病毒治疗过程密切相关，随着基因测序检测手段的进

一步发展，对HBV准种的了解也在不断深入，HBV的准种

异质性可能成为慢性乙型肝临床转归及抗病毒疗效的有效

预测因素，故有必要对HBV准种进行深入研究，为探讨乙

型肝炎患者的转归及抗病毒治疗提供有效的依据。
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