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  摘 要:目的 研究了pre-S基因变异与乙型肝炎病毒(HBV)感染患者肝功能和肝纤维化的相关性。方

法 选取2019年12月至2022年6月该院收治的HBV感染者178例为研究对象,其中无症状HBV携带患者

65例作为对照组,慢性乙型肝炎(CHB)患者70例作为CHB组,乙型肝炎肝硬化患者43例作为肝硬化组。比

较对照组、CHB组、肝硬化组患者的pre-S基因变异情况、肝功能和肝纤维化指标水平。根据是否发生基因缺

失变异,将HBV感染患者分为变异组和非变异组,比较变异组和非变异组的肝功能和肝纤维化指标水平。采

用Spearman相关分析pre-S基因变异类型与患者肝功能和肝纤维化指标的相关性。结果 对照组和CHB组

pre-S基因缺失变异率明显低于肝硬化组,CHB组pre-S基因缺失变异率明显低于肝硬化组,差异均有统计学

意义(P<0.05)。对照组和CHB组ALT、AST、层粘连蛋白、透明质酸以及Ⅲ型前胶原肽水平明显低于肝硬化

组,清蛋白水平明显高于肝硬化组,差异均有统计学意义(P<0.05)。非变异组ALT、AST、层粘连蛋白、透明

质酸以及Ⅲ型前胶原肽水平明显低于变异组,清蛋白水平明显高于变异组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
pre-S基因缺失变异与ALT、AST、层粘连蛋白、透明质酸、Ⅲ型前胶原肽水平均呈正相关(P<0.05),与清蛋白

水平呈负相关(P<0.05)。结论 pre-S基因缺失变异与HBV感染患者肝功能和肝纤维化指标明显相关。
关键词:乙型肝炎病毒; pre-S基因变异; 肝功能; 肝纤维化
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Abstract:Objective To
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the
 

correlation
 

between
 

pre-S
 

gene
 

mutations
 

with
 

the
 

liver
 

function
 

and
 

liver
 

fibrosis
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

infection.Methods A
 

total
 

of
 

178
 

patients
 

with
 

HBV
  

infection
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

December
 

2019
 

to
 

June
 

2022
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

subjects,
among

 

them
 

65
 

asymptomatic
 

carriers
 

with
 

HBV
 

were
 

included
 

in
 

the
 

control
 

group,70
 

patients
 

with
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB)
 

were
 

included
 

in
 

the
 

CHB
 

group,and
 

43
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

cirrhosis
 

were
 

included
 

in
 

the
 

cirrhosis
 

group.The
 

pre-S
 

gene
 

mutations,liver
 

function
 

and
 

liver
 

fibrosis
 

indexes
 

levels
 

were
 

compared
 

a-
mong

 

the
 

control
 

group,CHB
 

group
 

and
 

liver
 

cirrhosis
 

group.According
 

to
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occurrence
 

of
 

gene
 

deletion
 

mutations,the
 

patients
 

with
 

HBV
 

infection
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

mutation
 

group
 

and
 

non-mutation
 

group,and
 

the
 

liver
 

function
 

and
 

liver
 

fibrosis
 

indexes
 

levels
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

mutation
 

group
 

and
 

non-muta-
tion

 

group.The
 

Spearman
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

pre-S
 

gene
 

variant
 

type
 

with
 

the
 

liver
 

function
 

and
 

liver
 

fibrosis
 

indicators
 

of
 

the
 

patients.Results The
 

pre-S
 

gene
 

deletion
 

mutation
 

rate
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

CHB
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group,the
 

pre-S
 

gene
 

deletion
 

mutation
 

rate
 

in
 

the
 

CHB
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

ALT,AST,laminin,hyaluronic
 

acid
 

and
 

type
 

Ⅲ
 

procollagen
 

peptide
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

CHB
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

liver
 

cir-
rhosis

 

group,while
 

the
 

albumin
 

level
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

ALT,AST,laminin,hyaluronic
 

acid
 

and
 

type
 

Ⅲ
 

procollagen
 

peptide
 

in
 

the
 

non-mutation
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

mutation
 

group,
while

 

the
 

albumin
 

level
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

mutation
 

group
 

(P<0.05).The
 

pre-S
 

gene
 

deletion
 

mutation
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

ALT,AST,laminin,hyaluronic
 

acid
 

and
 

type
 

Ⅲ
 

procollagen
 

peptide
 

(P<0.05),and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

albumin
 

level
 

(P<0.05).Conclusion The
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pre-S
 

gene
 

deletion
 

mutation
 

has
 

significantly
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with
 

the
 

liver
 

function
 

and
 

liver
 

cirrhosis
 

indicators
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

HBV
 

infection.
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  HBV感染可致使机体肝脏炎症损伤,不及时治

疗可导致HBV反复感染,导致患者的肝功能发生难

以逆转的损伤,增加肝硬化等不良预后的发生风

险[1]。目前HBV感染患者预后的具体影响机制尚未

清晰,明确其发生的相关机制对于患者病情的早期控

制可能具有积极意义。研究发现,HBV由S区、X区

等4个编码区构成,其中S区包括pre-S基因和S基

因区,而pre-S基因与 HBV复制、侵袭、机体免疫等

均具有明显的关系[2]。有研究发现,机体中 HBV-
DNA极易由于宿主免疫、药物等的影响,在反转录过

程中发生变异,其中pre-S基因变异发生率较高[3]。
研究认为,pre-S基因变异能够促使 HBV免疫逃逸,
是导致HBV感染患者病情进展的重要因素[4]。但是

目前关于pre-S基因变异与 HBV感染患者肝功能和

肝脏纤维化指标关系的研究较少。因此,本研究纳入

HBV感染 患 者178例,对 此 进 行 了 分 析,现 报 道

如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年12月至2022年6月本

院收治的HBV感染者178例作为研究对象,其中无

症状HBV携带患者65例作为对照组,慢性乙型肝炎

(CHB)患者70例作为CHB组,乙型肝炎肝硬化患者

43例作为肝硬化组。纳入标准:各组均根据《慢性乙

型肝炎防治指南:2019版》[5]进行诊断,并符合相关诊

断标准;基因型均为HBV
 

C型;HBV-DNA定量检测

均≥104
 

IU/mL;均成功获取pre-S基因序列。排除

标准:合并丙型肝炎等其他肝脏疾病;有外科手术史;
存在精神障碍;患恶性肿瘤;患血液系统疾病;有近6
个月抗病毒等相关治疗史;患其他感染性疾病;有药

物依赖史;有酗酒史。对照组中男41例、女24例,年
龄31~54岁、平均(42.78±5.96)岁。CHB组中男

45例、女25例,年龄29~57岁、平均(42.37±5.73)
岁。肝硬化组中男27例、女16例,年龄32~56岁、
平均(42.49±6.01)岁。3组基础资料比较,差异无统

计学意义(P>0.05),具有可比性。本研究通过本院

医学伦理委员会审核(LIB-20230533)。所有患者对

本研究均知情同意。
1.2 方法 采集3组患者清晨空腹静脉血10

 

mL,
使用美国Beckman

 

AU5821全自动生化分析仪测定

肝功能,相关指标包括丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天
冬氨酸氨基转移酶(AST)、清蛋白。使用放射免疫法

测定肝脏纤维化指标,相关指标包括层粘连蛋白、透
明质酸以及Ⅲ型前胶原肽,试剂盒购自上海透景生命

科技股份有限公司,严格根据试剂盒说明书进行

操作。

取3组患者血清,使用核酸提取试剂盒(宁波海

尔施基因科技有限公司)进行HBV-DNA的提取。将

待测HBV-DNA作为模板,使用巢式PCR法对 HBV
 

pre-S基因进行扩增。引物设计为IF:5'-ACCWTAT-
WCYTGGGAACAA-3';IR:5'-GAGAGAAGTCCAC-
CACGAGT-3';ⅠaF:5'-ACCWTATWCTGGGAACAA-
3';ⅠaR:5'-TTCCACTGCATGGCCTGAGGATGA-3';Ⅰ
bF:5'-GACTYGTGGACTTCTC-3';ⅠbR:5'-GGGGTC-
CTAGGAATCCTGATG-3'。2轮PCR反应体系均

为50
 

μL,其中首轮PCR扩增程序:94
 

℃3
 

min预热,
94

 

℃30
 

s变性,根据引物序列的不同使用差异化的退

火温度,退火
 

30
 

s,延伸72
 

℃
 

30
 

s,随后95
 

℃30
 

s开

展30个循环,延伸72
 

℃
 

10
 

min。取首轮PCR产物

作为第2轮PCR的模板,PCR扩增程序同首轮PCR。
将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳,确认产物质量,随
后使用PCR产物进行纯化,并开展pre-S基因序列的

测定。使用Lasergene软件拼接序列,使用GenBank
数据库内已知基因型HBV毒株的参考序列与检测序

列进行核苷酸序列比对,检测pre-S基因变异情况。
其中pre-S基因变异包括缺失变异、T3116m变异、起
始密码子变异、T53m变异等,纳入 HBV感染患者中

频率超过10%的变异进行研究。根据是否发生基因

缺失变异,将HBV感染患者分为变异组和非变异组。
1.3 观察指标 比较对照组、CHB组、肝硬化组患

者的pre-S基因变异情况、肝功能和肝纤维化指标水

平。比较变异组和非变异组的肝功能和肝纤维化指

标水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据处

理。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差

分析,多组间两两比较采用配对样本t检验;计数资

料以例数、百分率表示,组间比较采用χ2 检验;采用

Spearman相关分析患者肝功能和肝纤维化指标与

pre-S基因变异类型的相关性。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 对照组、CHB组、肝硬化组患者的pre-S基因变

异情况比较 对照组和CHB组pre-S基因缺失变异

率明显低于肝硬化组,CHB组pre-S基因缺失变异率

明显低于肝硬化组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
对照组、CHB组以及肝硬化组T3116m变异率、起始

密码子变异率、T53m变异率以及A3120m变异率比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1。
2.2 对照组、CHB组、肝硬化组患者的肝功能和肝

纤维化 指 标 水 平 比 较 对 照 组 和 CHB 组 ALT、
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AST、层粘连蛋白、透明质酸以及Ⅲ型前胶原肽水平

明显低于肝硬化组,清蛋白水平明显高于肝硬化组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。对照组 ALT、
AST、层粘连蛋白、透明质酸以及Ⅲ型前胶原肽水平

明显低于CHB组,清蛋白水平明显高于CHB组,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
2.3 变异组和非变异组患者的肝功能和肝纤维化指

标水平比较 将43例基因缺失变异患者纳入变异

组,135例非基因缺失变异患者纳入非变异组。非变

异组ALT、AST、层粘连蛋白、透明质酸以及Ⅲ型前

胶原肽水平均明显低于变异组,清蛋白水平明显高于

变异组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.4 pre-S基因变异类型与患者肝功能和肝纤维化

指标的相关性 pre-S基因缺失变异与 ALT、AST、
层粘连蛋白、透明质酸、Ⅲ型前胶原肽水平均呈正相

关(P<0.05),与清蛋白水平呈负相关(P<0.05)。
T3116m变异、起始密码子变异、T53m变异、A3120m
变异与ALT、AST、清蛋白、层粘连蛋白、透明质酸、
Ⅲ型前胶原肽水平均无相关性(P>0.05)。见表4。

表1  对照组、CHB组、肝硬化组患者的pre-S基因变异情况比较[n(%)]

组别 n

缺失变异

pre-S1
基因缺失

pre-S2
基因缺失

pre-S1和pre-
S2基因缺失

缺失合计

T3116m
变异

起始密码子

变异

T53m
变异

A3120m
变异

对照组 65 3(4.62) 2(3.08) 1(1.54) 6(9.23) 10(15.38) 13(20.00) 9(13.85) 7(10.77)

CHB组 70 9(12.86) 5(7.14) 2(2.86) 16(22.86) 13(18.57) 18(25.71) 13(18.57) 11(15.71)

肝硬化组 43 10(23.26) 7(16.28) 4(9.30) 21(48.84)*# 9(20.93) 12(27.91) 12(27.91) 8(18.60)

χ2 22.264 0.567 1.036 3.332 1.387

P <0.001 0.753 0.596 0.189 0.500

  注:与对照组比较,*P<0.05;与CHB组比较,#P<0.05。

表2  对照组、CHB组、肝硬化组患者的肝功能和肝纤维化指标水平比较(x±s)

组别 n ALT(U/L)
 

AST(U/L) 清蛋白(g/L) 层粘连蛋白(μg/L) 透明质酸(μg/mL) Ⅲ型前胶原肽(μg/L)

对照组 65 32.54±10.93 34.63±11.33 49.17±4.90 93.94±17.31 85.66±17.70 90.53±14.18

CHB组 70 89.85±22.56* 81.97±13.33* 45.26±3.99* 146.05±12.25* 126.61±23.91* 131.24±18.05*

肝硬化组 43 174.05±23.71*# 118.83±15.17*# 41.26±2.93*# 212.92±12.23*# 313.05±43.46*# 191.05±14.59*#

F 668.483 470.667 48.087 897.177 909.487 516.808

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与CHB组比较,#P<0.05。

表3  变异组和非变异组患者的肝功能和肝纤维化指标水平比较(x±s)

组别 n ALT(U/L)
 

AST(U/L) 清蛋白(g/L) 层粘连蛋白(μg/L) 透明质酸(μg/ml) Ⅲ型前胶原肽(μg/L)

变异组 43 107.42±33.22 94.07±30.42 44.02±4.76 157.23±54.84 193.26±64.43 145.42±46.97
非变异组135 83.48±24.60 67.06±22.93 46.26±5.12 138.69±44.13 145.05±47.67 126.17±38.75

t 12.407 14.542 -2.537 2.243 22.977 2.691

P <0.001 <0.001 0.012 0.026 <0.001 0.008

表4  患者肝功能和肝纤维化指标与pre-S基因变异类型的相关性

血清学指标
缺失变异

r P

T3116m变异

r P

起始密码子变异

r P

T53m变异

r P

A3120m变异

r P

ALT 0.427 <0.001 0.075 0.321 0.277 0.072 0.011 0.944 0.075 0.634

AST 0.519 <0.001 0.090 0.235 0.016 0.917 0.010 0.952 0.167 0.284

清蛋白 -0.404 <0.001 -0.080 0.286 -0.171 0.272 -0.033 0.835 -0.087 0.578

层粘连蛋白 0.533 <0.001 0.063 0.406 0.117 0.455 0.063 0.690 0.016 0.917

透明质酸 0.677 <0.001 0.121 0.107 0.134 0.393 0.152 0.331 0.181 0.273

Ⅲ型前胶原肽 0.613 <0.001 0.109 0.147 0.112 0.473 0.268 0.082 0.048 0.758
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3 讨  论

HBV属于DNA病毒,其中pre-S基因为 HBV
基因组中较易发生变异的区域,主要包括pre-S1、pre-
S2基因,可通过编码pre-S1、pre-S2等 HBV外膜蛋

白,参 与 HBV 的 复 制、侵 袭、机 体 免 疫 反 应 等 过

程[6-7]。pre-S基因变异主要包括缺失、起始密码子突

变等类型,能够通过改变病毒复制、机体免疫应答等

机制促进HBV感染疾病的进展[8-9]。目前认为,不同

地区 HBV 感染患者的pre-S变异类型具有一定差

异,关于pre-S变异类型与 HBV感染患者病情的关

系尚存在争议[10]。其中pre-S基因缺失变异被认为

是预测肝细胞癌发生和术后复发的有效生物标志

物[11]。本研究发现,随着 HBV 感染患者病情的进

展,pre-S基因变异率明显提高,尤其是pre-S缺失变

异率,这可能是由于pre-S基因的缺失变异能够影响

病毒复制、与宿主的结合、免疫应答等生理过程,并可

促使乙型肝炎表面抗原(HBsAg)水平增加以及在内

质网的累积,使HBV颗粒的合成减少,导致毛玻璃样

肝细胞的发生,进而加重肝脏损伤,促使患者病情进

展,增加了肝硬化等的发生风险[12]。此外,本研究发

现,在HBV感染患者中,除了pre-S基因缺失发生频

率较高以外,常见的基因变异还包括起始密码子变

异。研究发现,pre-S基因起始密码子变异能够对启

动子活性产生抑制作用,使小S蛋白合成受阻,HB-
sAg合成异常,进而不利于病毒颗粒的装配与 释

放[13]。但是本研究发现,对照组、CHB组、肝硬化组

间起始密码子变异率比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。关于起始密码子变异与 HBV感染患者病情

的关系需纳入更多样本进行深入分析。
ALT、AST、清蛋白是衡量机体肝功能的常用指

标,层粘连蛋白、透明质酸以及Ⅲ型前胶原肽是评估

机体肝脏纤维化严重程度的有效指标,在临床中均应

用广泛。本研究发现,ALT、AST、层粘连蛋白、透明

质酸、Ⅲ型前胶原肽水平在对照组、CHB组以及肝硬

化组中逐渐增加,清蛋白在对照组、CHB组以及肝硬

化组中逐渐降低,提示随着 HBV感染患者病情严重

程度的增加,肝功能损伤和肝脏纤维化均逐渐加重。
这可能是由于 HBV感染对肝脏产生炎症刺激,促使

肝细胞损伤,进而导致肝功能异常;HBV感染能够增

强肝星状细胞活性,导致细胞间基质在肝脏累积,进
而促使肝脏纤维化的进展[14]。此外,有研究认为,
T3116m为HBV感染患者发生肝硬化的独立影响因

素[15],但是本研究中并未见此关联,可能是样本差异

所致。关于T3116m 与乙型肝炎肝硬化的关系需深

入分析。
本研究发现,变异组ALT、AST、清蛋白、层粘连

蛋白、透明质酸、Ⅲ型前胶原肽水平与非变异组比较,
均具有明显差异,且HBV感染患者肝功能、肝硬化指

标水平与pre-S基因缺失明显相关,进一步提示pre-S

基因缺失可能通过改变肝功能、加快肝脏纤维化进

程,促进HBV感染病情的进展。这可能是由于pre-
S1基因与病毒增殖周期有关,pre-S1基因的缺失可阻

碍机体免疫系统对pre-S1蛋白的识别,抑制相应抗体

的合成,进而不利于机体对病毒的清除[16-17]。pre-S2
基因可通过pre-S2蛋白的表达,减少 HBV所致炎症

损伤,pre-S2基因表达的缺失可抑制机体免疫反应,
加重HBV感染;可阻碍 HBV小蛋白等的分泌,促使

大球形HBV颗粒表达增加[18-19]。也有研究发现,肝
硬化失代偿期患者pre-S基因缺失率明显高于代偿

期[20]。关于pre-S基因缺失情况与肝硬化患者病情

严重程度的关系仍需进一步分析。
综上所述,pre-S基因缺失变异与HBV感染患者

肝功能和肝纤维化指标明显相关。临床中对于pre-S
基因缺失的HBV感染患者,应密切关注其肝功能和

肝纤维化指标水平的变化,并及时进行对症治疗,以
延缓病情进展,改善患者预后。
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