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摘 要：丙型肝炎病毒(HCV)易发生变异，在宿主体内主要以准种形式存在。HCV 准种能够参与病毒逃

避宿主的免疫监控及抗病毒治疗的耐药性，导致病毒在宿主体内持续存在，形成慢性感染。该文就 HCV

准种的产生、研究方法、基因组各区段内准种的研究及其临床意义作一综述。
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Abstract:  Hepatitis C virus (HCV), with highly genetic variation, was characterized by the existence of a wide

quasispecies distribution within a single infected individual. It was proved HCV quasispecies play an important

role in the virus escaping from the host immunosurveillance and the resistance to antiviral therapy, which lead to

the chronic virus infection and persistent pathogenicity. Here, we summarized the generation of HCV quasispecies,

the research of quasispecies’ characters within each gene of HCV genome, and its clinical significance.

Key words:  HCV; quasispecies; variability

丙型肝炎病毒(HCV)为单股正链RNA病毒，属

黄病毒科，基因组全长约 9.6 kb。HCV 基因易发

生变异，其基因组序列呈高度异质性。根据核酸序

列变异程度，HCV 表现为基因型、亚型、准种三

个水平的变异。H C V 基因型之间核酸序列约有

20%~30%的差异，亚型之间序列差异约为10%~20%，

序列差异度小于5%的毒株称为准种[1]。准种是由一

种母序列和来自该序列的大量相关突变体所组成的

病毒群体。HCV 在宿主体内主要以准种形式出现，

准种在病毒逃避宿主免疫监视、病毒持续感染及抗

病毒治疗耐受中具有重要作用[2]。在早期HCV感染

中，准种的变化情况与疾病转归密切相关[3-5]。HCV

准种的序列差异分布在基因组各区段内，如

5'UTR、Core、E2、NS2、NS3、NS5A 等，序

列变异导致病毒产生免疫逃逸和耐药性。因此，

HCV准种在自然病程及抗病毒治疗过程中变化情况

备受关注。

1　准种的产生

“准种”最早用于描述地球生命演化，Domingo

在分析Qβ群噬菌体克隆的RNA 时发现“准种株”的

确存在，并将此概念引入病毒研究领域，准种存在
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仅限于RNA病毒。HCV病毒复制效率很高，每天新

产生病毒颗粒高达 1012 个[6]，同时其基因复制需要的

关键酶——RNA依赖的RNA聚合酶缺乏校对功能，使

病毒复制时核酸极易发生错配，每个复制周期中约

103~105 个核苷酸中就有1 个碱基发生突变[7]，从而导

致HCV准种的产生。HCV在宿主体内主要以准种形

式存在，但准种并非一成不变，而是在免疫监控、

药物治疗等环境选择压力下，优势准种一直发生变

化。另外，病毒自身遗传漂变(genetic drift)及病毒的

重复感染，也可使准种组成发生变化。

2　HCV 准种的研究方法

HCV准种分析有很多方法，每个研究方法都有

各自的优劣。目前最常用的方法就是多克隆核酸测

序法和单链构象多态性分析法。

2.1　多克隆核酸测序分析

多克隆核酸测序法是分析准种多样性最常用的

方法，其主要过程为提取病毒基因组，对目的基因

进行 PCR 扩增，将 PCR 扩增产物连接到质粒载体，

转化宿主细菌，挑选多个阳性克隆进行核酸序列测

定。HCV 准种的研究需要挑取多少个克隆，尚无

统一说法。Gretch等[8]经对HCV突变频率和熵值分

析，认为每个样本应挑选 20~100 个克隆。挑取 20

个克隆进行测序，就可获取样本中 95%的突变体序

列。然而，McCaughan 等[9]认为，对 HCV 高变区

进行分析，需要对 99 个克隆进行测序才可以确定

95% 的突变体。克隆的数目不够，突变数量较小的

变异株就可能检测不到，进而忽略了有用的信息。

因此，多克隆核酸序列测定分析最重要的还是要确

定应选取多少个克隆进行测序，才能足以反映样本

相应基因区段的准种情况。

在获得多个克隆的的核酸序列后，需要使用相

关软件进行生物信息学分析。目前最常用的HCV准

种分析软件有 MEGA、DNAStar、PHYLIP 等。核

酸变异可导致同义替换(synonymous substitutions)和

非同义替换(nonsynonymous substitutions)两种结果，

同义替换的核酸序列改变但编码的氨基酸序列不改

变，非同义替换在改变核苷酸序列的同时编码的氨

基酸序列也发生改变。每个位点非同义替换与同义

替换的比率(dN/dS)是群体正向选择或负向选择的主

要指标。dN/dS 比值大于 1，表示群体被“正向”

选择，正向选择导致优势准种发生变化并可相对稳

定存在。dN/dS 比值小于 1，表示群体为“负向”

选择，表明变异主要为同义替换，非同义替换不具

有生存优势而容易被取代[10]。

2.2　单链构象多态性分析(single-strand confor-

mation polymorphism, SSCP)

SSCP是一种基于DNA构象差别来检测点突变

的方法。相同长度的单链 DNA，如果碱基序列不

同，所形成的构象就不同，这样就形成了单链构象

多态性。SSCP 技术使突变检测方法更加简便、快

捷，其基本过程为：PCR 扩增目的基因；变性 PCR

扩增产物，然后快速复性，使之成为具有一定空间

结构的单链DNA分子；将单链DNA进行非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳，由于突变所造成的不同构象

DNA 链所受的阻力不同，迁移速度不一；最后通

过硝酸银、溴化乙锭染色，根据条带数目，确定

准种复杂性。Vera-Otarola等[11]的研究将电泳条带进

行同位素标记、Southern 杂交或染色观察，单个核

酸的变化也能检测出来，电泳条带的数目可很好的

反映样本中 HCV 准种数目。

SSCP技术是评价准种复杂性的一种比较方便的

方法，通过观察电泳条带可推测准种复杂程度，但

准种突变的具体位点不能确定，还需要通过对电泳

条带进行片段回收，并通过序列测定，才能最终确

定突变位点。因此，目前常将 SSCP 和核酸序列测

定法结合，既能初步判断 HCV 准种的数目，又能

确定核酸的突变位点。

2.3　异源双链凝胶泳动分析(heteroduplex gel shift

assays)

异源双链凝胶泳动分析类似于 SSCP，可分为

异源双链示踪检测法[12](heteroduplex tracking assay,

HTA)和克隆频率分析法(clonal frequency analysis,

CFA)两种类型。用异源双链凝胶泳动分析方法检测

HCV 准种，首先需要提取病毒 RNA 作为模板进行

PCR 扩增，然后用放射性标记的探针进行杂交。在

HTA分析中，标记的探针与PCR扩增产物杂交，形

成异源双链产物，经聚丙烯酰胺凝胶电泳，溴化乙

锭染色。由于突变型和野生型DNA链间错配或未配

对碱基所产生的泡状结构或突起，其在凝胶的迁移

速度不一，产生不同的电泳条带，条带数目反映了

准种复杂程度。在 CFA 检测中，PCR 产物需要克

隆到质粒中，阳性克隆质粒与探针杂交产生异源双

链产物，然后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，最后再根

据电泳条带分析准种情况。通过测量异源双链核酸

分子的迁移比率(heteroduplex mobility ratio, HMR)可
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以计算准种遗传距离，并得出种群遗传多样性的平

均值。异源双链凝胶泳动分析通过对聚丙烯酰胺凝

胶中异源双链片段分布多少来估计基因变异率，即

准种的复杂性，并根据各异源双链带与同源双链带

之间的距离和各异源双链带之间的距离来判定准种

内各病毒株之间的异质性。因此，异源双链凝胶泳

动分析被认为是检测准种复杂性及异质性最简便的

方法。

2.4　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(matrix-

assisted laser desorption ionization -time of flight

mass spectrometry，MALDI-TOF-MS)

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱是近年来

发展起来的一种新型的生物质谱方法。MALDI的工

作原理是用激光照射样品与基质形成的共结晶薄

膜，基质从激光中吸收能量传递给生物分子，而电

离过程中将质子转移到生物分子或从生物分子得

到质子，而使生物分子电离的过程。TOF 的原理是

离子在电场作用下加速飞过飞行管道，离子的质荷

比(M/Z)与其飞行时间成正比，根据不同离子到达

检测器的飞行时间不同，达到检测离子的目的。

利用此方法分析HCV准种时，首先要提取基因

组RNA进行RT-PCR扩增[RT-PCR扩增的上游引物

包含一个启动子序列和标记(Flag)序列，下游引物

加入终止密码子序列]，然后以 PCR 产物为模板，

进行体外的转录和翻译。合成的带标记的多肽首先

经 MALDI 解离为离子信号，最后经 TOF 分析确定

其氨基酸序列。这种分析方法相对于多克隆片段测

序来说，比较便宜和快速[13-15]。与其他准种分析的

快速方法，如SSCP和异源双链泳动相比， MALDI-

TOF 法能够准确测得目的片段中氨基酸的组成，从

这些信息中还可以推导出有关的同义突变。

3　HCV 基因组各区段准种研究现状

几乎HCV基因组的每个区段都存在准种序列差

异，各基因区段的相关位点的变异为病毒在宿主选

择压力下的持续感染提供了可能，目前对HCV准种

的研究主要集中于以下区域。

3.1　5'非编码区(5'UTR)

5'UTR区由319~341个核苷酸组成，是HCV最

保守的区段。5 ' U T R 区的内部核糖体进入位点

(IRES)，与病毒 RNA 翻译和病毒复制速度直接相

关。Soler等[5]利用克隆核酸测序法，对 6个经α-IFN

治疗的HCV患者的5'UTR区进行了准种分析，发现

在干扰素治疗前后 5'UTR 区的准种没有显著差异。

但是，在混合型(2a/1b,3a/1b)感染患者中，干扰素

治疗后其中的一个准种株消失，并且发现 IRES 序

列的准种分布在抗 HCV 的干扰素治疗中起作用。

Vera-Otarola 等[16]对 45 位未经治疗的慢性丙型肝炎

患者的血浆及外周血淋巴细胞中 H C V 基因组的

5'UTR区进行准种分析，发现在这两种组织中HCV

5'UTR 区都以准种形式存在，而且有 56.7% 的患者

的HCV准种株在这两种组分中发生了隔离，即在血

浆及外周血淋巴细胞中 HCV 5'UTR 区准种不同。

3.2　Core区

丙型肝炎病毒Core区基因编码的核心蛋白除维

持病毒外形，还有一定的免疫调节功能，是细胞免

疫的主要识别位点，在HCV致病过程中起着重要作

用。Ray 等[17]研究发现，Core 蛋白可能是 HCV 的

致癌因素之一，对 Core 区的准种研究有助于了解

HCV的发病机理。Hayashi等[18]对HCV慢性感染者

Core 区的准种变化进行研究，发现肝功能正常者

Core 区变异率较低且多为同义突变，肝功能异常者

突变率高，因而认为Core区变异与肝功能的异常有

关。Christie 等[19]对 6例慢性HCV感染者进行研究，

其中包括3例免疫缺陷者和3例免疫正常感染者，分

别在两个时间点对 HCV Core 区进行测序，发现随

着病程的进展，Core 区的准种多样性增加了，基

因的突变率也高于预期。

3.3　E2区

E2 区准种的研究主要集中在高变 1 区(h ig h

variation region 1，HVR1)，高变 1 区是编码囊膜

蛋白氨基端的 27 个氨基酸，其中第 27 个氨基酸的

变异性最大。该蛋白区段是机体对HCV的细胞免疫

和体液免疫应答主要靶位点，对 HVR1 区的准种研

究有助于了解 H C V 病毒免疫逃逸的分子机制。

Alfonso等[20]对12例干扰素治疗无应答的慢性丙肝感

染者的高变 1 区进行了测序，发现患者治疗前后

HVR1 区存在不同的准种，其中 3 个患者在治疗前

病毒准种复杂性随着选择压力变化而变化，一旦环

境趋于稳定，准种的组成也相对稳定。E2 中高变

1 区的准种演变是由不同的病毒突变株被选择的结

果，而非源于自然突变连续积累。López-Labrador

等[21]通过多克隆测序对 340 例 HIV/HCV 共感染者

HVR1区准种的变化情况进行了研究，发现HCV准

种的复杂性和多样性降低了，dN/dS 的比率下降

了。穆锦江和祁勇[22]利用异源双链泳动技术研究在
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干扰素治疗压力下，慢性丙型肝炎患者体内 HVR1

区的准种多样性及动态变化，发现患者无论对干扰

素应答情况如何，其体内HCV准种的数量没有明显

变化，但治疗无效者体内HCV准种的异质性发生了

明显改变；治疗前，占支配地位的准种株群在不同

感染者体内的比例并不相同，随着抗病毒治疗的进

行，不断有新的异质性程度更高的准种株出现，打

破原有的平衡，从而认为慢性HCV患者对干扰素治

疗有无应答取决于变异株的异质性程度，而不是变

异株数量。

3.4　NS2区

其他基因区段 HCV 准种变化的特点逐渐被了

解，但由于 NS2 蛋白是一个强疏水性蛋白，对它

的功能了解还不多，对 HCV NS2 区准种情况很少

关注[23]。冷彦等[24]利用逆转录 - 巢式 PCR 从 1 份慢

性HCV感染者的阳性血清及1份丙型肝炎患者的血

清中获得 NS2 区 DNA 片段，克隆到 T 载体，随机

挑取 5 个阳性克隆进行序列测定。结果显示，这两

个患者NS2区在核苷酸水平和氨基酸水平上的变异

互不相同，慢性丙型肝炎患者氨基酸变异主要集中

于N端。从选择的两例感染者的NS2区序列看，不

同临床类型的HCV患者体内的HCV准种在NS2区存

在差异，这种差异可能与病毒存在于机体的状态相

关，即NS2 区的准种的变化与患者的病情有关，慢

性丙型肝炎感染者准种差异比急性感染者大。

3.5　NS3区

NS3区准种的研究主要集中在N端的丝氨酸蛋

白酶区域，此区域变异对其发挥蛋白酶作用有一定

的影响。Winters 等[25]分别对感染 1a、1b、2a 和

3a型HCV的HIV/HCV共同感染者的HCV丝氨酸蛋

白酶区域进行了克隆变异分析，发现基因型内核酸

和氨基酸变异水平不同，但这种不同在基因型间无

明显差异，而1a型患者中的核酸变异明显高于其他

基因型，丝氨酸蛋白酶区域的准种变化还可能影响

以蛋白酶为靶点药物的治疗效果。NS3 区存在多个

CTL 免疫表位，此区变异导致准种多样性可使病毒

逃逸细胞免疫监控，使病毒建立持续感染。NS3 区

的某些抗原表位还可以促进 IL-2 、IL-10 的分泌，

Wang和Eckels[26]对HCV患者的NS3 358~375 (诱生

IL-2)区域和NS3 505~521(诱生 IL-10)区域变异进行

研究，发现这两个表位都有明显序列变异，且出现

不同的准种形式，对这两个区域的功能进一步研

究，发现NS3 358~375 和 NS3 505~521 变异株不能

刺激T 细胞增殖，可能使病毒获得了免疫逃逸能力。

3.6　NS5A区

NS5A蛋白C末端(2220~2248 aa)的一段序列称

为干扰素敏感性决定区 (ISDR)，它与干扰素治疗反

应性相关，此区准种变化可能对病毒的持续感染和

抗病毒治疗有影响。为了确定聚乙二醇干扰素

(PEG-IFNα)和利巴韦林联合治疗前 NS5A 区的准种

变化是否与治疗效果有关，Jardim等[27]对 11名感染

HCV1型的患者治疗前的NS5A区全长的163个克隆

进行了测序，发现丙型肝炎病毒在治疗前 NS5A 区

的平均突变量与治疗结果没有显著相关性。对

NS5A 区进一步分析，发现任何氨基酸位点的突变

都与治疗应答无关，且突变集中在 ISDR 下游，主

要在 V3 区。患者样本中准种遗传距离值小的核苷

酸和氨基酸突变数目也少，但在治疗结束时出现复

杂的基因异质形式。这些结果表明，对大量样本的

NS5A区进行分子病毒学分析可能有助于抗HCV治

疗耐药性机制的研究。

3.7　3'非编码区(3'UTR)

3'UTR区对HCV复制起着关键性作用[28,29]，而

此区准种的研究很少报道。秦兆习等[30]为探讨丙型

肝炎病毒3'UTR区的准种特性，对6例1b型HCV感

染者，采用RT-PCR 法扩增出约 400 bp 的 3'UTR区

基因片段，每例选取 12~15 个克隆进行测序，发现

各克隆中序列变异位点主要分布于高变区、Poly(U/

C)区，认为在丙型肝炎病毒 3'UTR区存在复杂的准

种特性，可能影响病毒的复制效率。

4　HCV 准种特性的临床意义

4.1　准种与病毒持续感染

由于HCV高度变异，使抗原表位发生变化，导

致病毒逃避宿主免疫系统的监控，从而建立慢性感

染[31-33]。由输血引起的丙型肝炎患者急性感染期的

准种情况直接决定病毒能否建立感染，而慢性感染

过程的发展却与准种进化有关[14]。感染窗口期样本

的准种复杂程度越低，HCV病毒越容易被自身免疫

清除[14]。HCV 感染由急性到慢性的过程中，HVR1

区准种复杂程度提高了[13]。肝脏移植后 HVR1 区准

种复杂性和多样性比肝脏移植前明显降低，表明移

植器官生长所需要的免疫抑制可能降低了突变的产

生[34,35]。严重免疫缺陷的 HCV/HIV 共感染患者中，

HCV准种复杂性明显低于免疫健全的HCV单独感染

者，免疫缺陷也能够降低准种多样性[36 ]。
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在 HCV 慢性感染过程中，感染时间、年龄，

HIV和HBV等病原体共感染，以及酗酒等很多种因

素，都可能影响肝脏疾病的进程[37]。HCV 准种多

样性及复杂性与肝脏损伤、肝硬化和肝细胞癌的进

程有较大相关性[38-41]。Rothman 等[42]发现，HVR1

区的准种复杂性与ALT水平有关，而ALT水平是肝

脏损伤功能代偿的重要指标。而Farci等[13]通过研究

丙型肝炎儿童，发现在急性感染期 HVR1 区的准种

复杂性与 ALT 水平没有显著相关性，反而 ALT 水

平与准种的复杂程度降低有关。尽管如此，HCV准

种复杂性已被认为是预测病毒是否建立持续感染、

病毒致病程度及病程进展的重要指标。

4.2　准种与药物治疗应答

丙型肝炎病毒准种变化对药物治疗反应性都有

很大影响。目前，丙型肝炎的的最佳治疗方法是聚

乙二醇 IFNα —利巴韦林联合疗法，但只有 42%~

52%的1型HCV感染的患者以及76%~84%的2型和

3型HCV感染的患者对治疗有持续性应答 [43-45]。随着

长效干扰素的使用，该疗法的治疗有效性得到一定

的提高，但仍有接近 50％的患者对治疗不敏感或无

反应[46]。药物提供的选择压力可促使病毒发生准种

变化，准种复杂性与干扰素治疗有效性密切相关。

Salmeron 等[47]研究表明，治疗前的准种复杂程度低

的患者对治疗的持续病毒学应答率较高，但准种构

成没有变化的患者也会治疗失败[48]。HCV准种的存

在能够降低 IFN的治疗效果[49]，HCV的HVR1区准

种复杂程度高的慢性患者治疗容易失败[4 9 -5 3 ]，而

NS5A区基因的干扰素治疗敏感决定区(ISDR)的准种

变化直接导致干扰素治疗不反应[54-56]。

5　结语

HCV 整个基因组内都存在变异，因而能够逃

避宿主的免疫监控和清除，HCV慢性感染就是HCV

准种产生的速度大于宿主免疫清除的能力的过程。

HCV 感染后，中和抗体针对 HCV 囊膜蛋白发挥作

用，而 HCV Core 区、包膜区、NS3 区、NS4 区、

NS5区都存在CTL抗原表位，能够被细胞免疫应答

识别，但由于这些抗原表位突变产生复杂的准种，

使得病毒逃逸免疫监控，在体内持续存在。同

时，药物选择压力导致准种组成发生变化，而准

种的存在状况又直接影响药物治疗反应性。因此，

需要更深入的研究HCV准种产生机制及其与免疫监

控及药物疗效的关系，以治疗、预防丙型肝炎感染。
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