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Проанализирована распространённость клинически значимых мутаций вируса у больных хроническим вирусным гепа-
титом B из Киргизской Республики. Использованы образцы плазмы крови 64 больных с верифицированным хроническим 
вирусным гепатитом В, полученные от коренных жителей Кыргызстана. Проведена асимметричная ПЦР с протяжён-
ными олигонуклеотидами и дальнейшим использованием продукта амплификации первой реакции в новой ПЦР с одной из 
пар внутренних (гнездовых) перекрывающихся праймеров, совместно фланкирующих полный геном ВГВ, с последующим 
секвенированием. На основании филогенетического анализа 64 изолятов ВГВ, полученных от пациентов из Киргизской 
Республики показано, что в обследованной группе присутствует только вирус генотипа D, преобладал ВГВ субгенотипа 
D1 (68,75%) по сравнению с ВГВ субгенотипа D2 (18,75%) и субгенотипа D3 (12,5%). Для всех субгенотипов очевидны 
несколько независимых источников инфицирования, выделяются субкластеры, включающие изоляты из Кыргызстана, 
Казахстана, Узбекистана, субкластеры, включающие изоляты только из Кыргызстана, имеющие меньшее сходство 
с ранее депонированными в международную базу данных изолятами, что, вероятно, свидетельствует о независимой 
гомологичной эволюции ВГВ в регионе.
Клинически значимые мутации выявлены у 26,5% пациентов. В том числе 12,5% с escape-мутациями, препятствующи-
ми выявлению вируса и/или позволяющими вирусу реплицироваться, несмотря на вакцину (122K, 128V, 133I, 134N). Ещё 
12,5% изолятов характеризуются мутациями, независимо ассоциированными с развитием цирроза печени и гепатоцел-
люлярной карциномы, в том числе делециями протяжённостью 21, 24, 27 нуклеотидов в Pre-S2 регионе и мутацией S11F 
в PreCore регионе. В одном случае обнаружены необычные мутации 236S и 250P в позициях, описанных как сайты лекар-
ственной устойчивости P-области, связанные с развитием резистентности к адефовиру, тенофовиру, энтекавиру.
Анализ генетической структуры вируса гепатита В, раннее выявление мутаций вируса у больных ХВГВ могут способ-
ствовать правильному выбору стратегии вакцинации, противовирусной и иммуносупрессивной терапии, прогнозирова-
нию клинического течения и прогрессирования заболевания.
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The prevalence of clinically significant virus mutations in patients with chronic viral hepatitis B from the Kyrgyz Republic was 
analyzed. Blood plasma samples of 64 patients with verified chronic viral hepatitis B obtained from Kyrgyzstan indigenous people 
were used in the work. Asymmetric PCR was carried out with extended oligonucleotides and the first reaction amplification product 
was further used in a new PCR with one of the nested pairs overlapping primers that flanked the entire HBV genome together, 
followed by sequencing. Based on the phylogenetic analysis of 64 HBV isolates obtained from patients from the Kyrgyz Republic, 
it was shown that only the genotype D virus was present in the examined group, the HBV subgenotype D1 (68.75%) prevailed 
compared with the HBV subgenotype D2 (18.75%) and subgenotype D3 (12.5%). For all subgenotypes, several independent 
infection sources are obvious, subclusters that include isolates from Kyrgyzstan, Kazakhstan and Uzbekistan are distinguished, 
as well as subclusters that include isolates only from Kyrgyzstan, which are less similar to isolates previously deposited in the 
international database, which probably indicates an independent HBV homologous evolution in the region.
Clinically significant mutations were identified in 26.5% of patients. Including 12.5% with escape mutations that prevent the virus 
detection and / or allow the virus to replicate despite the vaccine (122K, 128V, 133I, 134N). Another 12.5% of the isolates are 
characterized by mutations that are independently associated with the liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma development, 
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including 21, 24, 27 nucleotides deletions in the Pre-S2 region and the S11F mutation in the PreCore region. In one case, unusual 
236S and 250P mutations were found in the positions described as drug resistance sites of the P region associated with the 
resistance development to adefovir, tenofovir, and entecavir.
The hepatitis B virus genetic structure analysis, early virus mutations detection in patients with chronic hepatitis B virus can 
help to choose the right vaccination strategy, antiviral and immunosuppressive therapy, as well as predict the clinical course and 
disease progression.
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Введение. Cедьмой по значимости причиной смерт-
ности в мире являются гепатотропные вирусы, способ-
ные вызывать как острые, так и хронические заболева-
ния [1]. Более 47% смертей, причиной которых стано-
вятся вирусные гепатиты, связаны с вирусом гепатита 
В (ВГВ) [2]. Более чем у 240 млн человек, инфициро-
ванных вирусом гепатита В развивается хронический 
вирусный гепатит В (ХВГВ), представляющий собой 
диффузно-воспалительное заболевание, связанное с 
персистенцией ВГВ [3].

Клинические проявления ХВГВ многообразны и за-
висят от биологических свойств вируса и его взаимодей-
ствия с иммунной системой хозяина. Длительность за-
болевания, уровень вирусной нагрузки и его изменения 
с течением времени, мутации вируса, экологические и 
генетические факторы, этническая принадлежность и 
пол пациента могут влиять на течение заболевания [4].

Генетическая эволюция ВГВ определяется двумя 
важными особенностями жизненного цикла вируса. Во-
первых, высокая генетическая стабильность ВГВ дости-
гается за счёт чрезвычайно эффективного использования 
короткого генома. Наличие перекрывающихся рамок счи-
тывания, многочисленных регуляторных, репликативных, 
морфогенетических элементов, отсутствие некодирую-
щих областей ограничивает формирование жизнеспособ-
ных мутаций ВГВ. Во-вторых, использование обратной 
транскриптазы без 3’→5’-корректирующей функции при 
репликации ВГВ определяет высокую частоту мутаций 
(более 2*10^-5 замен оснований/сайт в год), которые мо-
гут появляться во всех четырёх генах из-за спонтанных 
ошибок вирусной полимеразы или вследствие давления 
со стороны иммунной системы хозяина, или из-за экзо-
генных факторов, включая иммунизацию или лечение 
противовирусными препаратами [5, 6].

Способы лечения ВГВ продемонстрировали способ-
ность задерживать прогрессирование заболевания при 
использовании препаратов прямого противовирусного 
действия, однако многие пациенты не могут достичь 
цели лечения, что связано с мутациями лекарственной 

устойчивостью как после длительного применения те-
рапии, так и у терапевтически-наивных больных за счёт 
инфицирования фармакорезистентными штаммами.

Ряд мутаций в регионе Pre-S1/Pre-S2/S ведут к ускольз-
анию вируса от нейтрализующих антител и способствуют 
инфицированию вакцинированных людей [7]. В том чис-
ле такие мутации, как D144A, Q129R, G145R, отвечаю-
щие не только за развитие лекарственной устойчивости 
вируса, но и способные снижать связывание с анти-HBs 
при вакцинации против гепатита B, минуя нейтрализую-
щую активность этих антител. Происходит это за счёт 
изменений аминокислотных остатков в области детерми-
нанты а поверхностного антигена способных определять 
конформационные изменения, которые могут позволить 
репликацию мутантных вирусов у вакцинированных 
людей (мутации вакцинного ускользания). Такие виру-
сы могут быть не обнаружены с помощью современных 
диагностических тест-систем, что представляет потенци-
альную угрозу безопасности гемотрансфузий. Выявляют 
варианты ВГВ с мутациями вакцинного ускользания по 
всей нуклеотидной последовательности детерминанты, 
потенциально способные уклониться от нейтрализую-
щих анти-HBs [8]. Мутации вакцинного ускользания мо-
гут возникать и без отбора, вызванного вакцинацией или 
терапией анти-ВГВ иммуноглобулином, а только за счёт 
факторов хозяина. В мире с возрастающей обеспокоен-
ностью обсуждают растущую распространённость ВГВ 
с мутациями вакцинного ускользания с момента запуска 
программ универсальной вакцинации и возможность то-
го, что эти мутантные вирусы могут использовать преи-
мущества вируса дикого типа в преодолении иммунитета 
вакцинированных людей. Вызывает серьёзную обеспоко-
енность: заменят ли они вирус дикого типа и помешают 
ли программам вакцинации.

Согласно данным литературы, некоторые мутации 
ВГВ могут служить прогностическими маркёрами раз-
вития гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК), являю-
щейся второй ведущей причиной смертности от рака 
и одной из самых распространённых злокачественных 
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строенных деревьев проведён бутстреп (bootstrap) для 
1000 повторов.

Для выявления возможной рекомбинации изолятов 
выполнен анализ с использованием инструмента гено-
типирования NCBI [13] и программного обеспечения 
RDP4 [14].

Результаты и обсуждение. Для всех исследуемых 
образцов получены нуклеотидные последовательности 
полного генома вируса удовлетворительного качества, 
пригодные для дальнейшего анализа. Для всех образцов 
определены генотип и субгенотип вируса.

На основании филогенетического анализа 64 изо-
лятов ВГВ, полученных от пациентов из Киргизской 
Республики показано, что в обследованной группе при-
сутствует только вирус генотипа D. При этом преобла-
дал ВГВ субгенотипа D1 (68,75%) по сравнению с ВГВ 
субгенотипа D2 (18,75%) и субгенотипа D3 (12,5%). При 
анализе нуклеотидных последовательностей полных ге-
номов ВГВ на рекомбинации с использованием инстру-
ментов генотипирования NCBI и программы RDP4 ре-
комбинации не выявлены. При анализе последователь-
ностей изолятов процент нуклеотидной идентичности 
субгенотипов D1, D2, D3 составил 98,4±1,06%, 99,2±0,4%, 
98,3±0,7%, соответственно. Филогенетические отноше-
ния между исследованными изолятами и референсными 
последовательностями представлены на рис. 1.

Уровень заболеваемости ХВГВ в Кыргызстане со-
ставляет 23 на 100 тыс. человек, наблюдается рост за-
болеваемости ВГВ (до 71 на 100 тыс. человек в Иссык-
Кульской области) [15]. По другим данным распростра-
нённость ВГВ в Киргизской Республике составляет 
10,3% [16]. Отмечается рост заболеваемости ХВГВ, до-
минирующими путями передачи ВГВ в стране являют-
ся парентеральный и бытовой (60,9%) с частым форми-
рованием семейных очагов (23,8%) [17]. Существует 
несколько факторов, способствующих формированию 
семейных очагов: очень низкий уровень вакцинации 
против ВГВ среди взрослого населения, отсутствие ре-
вакцинации подростков и должного внимания к носите-
лям ВГВ. За счёт этого от 2 до 6 членов семьи могут 
быть вовлечены в инфекционный процесс в семейном 
очаге, что требует углублённого обследования жителей 
республики для раннего выявления пациентов с ХВГВ 
и усиления профилактических мероприятий [18]. По 
всей видимости, это является одной из причин широкой 
распространенности заболеваемости ХВГВ среди де-
тей (причём распространённость коинфекции ХВГВ + 
ХВГД выше, чем ХВГВ), несмотря на то, что дети до 15 
лет охвачены вакцинацией против ВГВ [19]. Хотя оцен-
ка распространённости ХВГВ в Киргизской Республике 
представлена в данных литературы, информации о рас-
пределении генотипов/субгенотипов и характеристике 
генетической структуры вируса в регионе найти не уда-
лось.

Обращает внимание сравнительно высокая для дан-
ного географического региона встречаемость ВГВ суб-
генотипа D2. В более раннем исследовании мы сооб-
щали о следующем распределении субгенотипов ВГВ 
среди жителей Киргизской республики: ВГВ D1 73,34%, 
ВГВ D2 3,33%, D3 23,33% [20]. В настоящей работе оче-
видно сравнительное увеличение доли субгенотипа D2 
и уменьшение доли D3, однако достоверных отличий не 
выявлено (p=0,07). При этом среди штаммов ВГВ D2 вы-
деляется субкластер (KYR33-KYR35, KYR38-KYR43) 
с нуклеотидной идентичностью 99,4±0,5%, изоляты 

опухолей, особенно широко представленной в неко-
торых районах Азии и Африки [9]. Повышенный риск 
развития ГЦК показан у носителей ВГВ с мутациями 
региона PreCore (PC) G1896A и промотора базального 
ядра A1762T, G1764A, при наличии делеций в Pre-S об-
ласти вируса [10].

Вышеуказанное свидетельствует о недостаточности 
выявления и генотипирования ВГВ, необходимо вне-
дрять в рутинную лабораторную диагностику идентифи-
кацию различных мутаций вируса, способных служить 
прогностическими маркёрами развития заболевания.

Цель работы - выявление клинически значимых мута-
ций вируса у больных ХВГВ из Киргизской Республики.

Материал и методы. Исследование одобрено коми-
тетом по этике ФБУН НИИ эпидемиологии и микробио-
логии имени Пастера (Санкт-Петербург). Все пациенты 
дали письменное информированное согласие на участие 
в исследовании. В работе использована плазма крови 64 
больных с верифицированным ХВГВ, полученная от ко-
ренных жителей Киргизской Республики.

Экстракцию ДНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции. Для получения нуклеотидной по-
следовательности полных геномов вируса проводили 
асимметричную ПЦР с использованием протяжённых 
олигонуклеотидов, на втором этапе проводили ПЦР с 
использованием продукта амплификации первой реак-
ции и одной из пар внутренних (гнездовых) перекрыва-
ющихся праймеров, совместно фланкирующих полный 
геном ВГВ, как показано ранее [11]. Для ПЦР исполь-
зован следующий состав амплификационной смеси: 
3-30 пM каждого олигопраймера, 0,6-1,0 мМ каждого 
дезоксинуклеотида, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинант-
ной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), буфер для Taq 
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 8,8), 200 мМ 
(NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 1 мкг матрицы, вода без 
нуклеаз до конечного объёма 30 мкл. Амплификацию в 
общем виде проводили при следующих условиях: после 
денатурации при 95о С в течение 5 мин устанавливали 
30-40 циклов амплификации в режиме: 95о С – 20-40 с, 
55-65о С – 20-30 с, 72о С – 30-90 с; финальная элонгация 
при 72о С – 5 мин. Качество ПЦР определяли визуально 
в 2% агарозном геле (120 В, 40 мин; 1xTBE), окрашен-
ном бромистым этидием.

Секвенирующую реакцию проводили согласно 
инструкции к набору реагентов ABI PRISM BigDye 
Terminator v3.1. (Applied Biosystems, США) на прямых 
и обратных праймерах в трёх повторах. Анализ продук-
тов секвенирующей реакции проводили с использовани-
ем генетического анализаторп ABI Prism 3500 (Applied 
Biosystems, США).

Первичный анализ полученных в ходе секвениро-
вания фрагментов осуществлён с помощью програм-
мы NCBI Blast в сравнении с нуклеотидными после-
довательностями, представленными в международной 
базе данных GenBank. Выравнивание нуклеотидных 
последовательностей проведено в программе MEGA 
7.0, используя алгоритм ClustalW [12]. Для построения 
филогенетических деревьев и последующего филоге-
нетического анализа рассматривали расстояния между 
последовательностями методом присоединения сосе-
дей, позволяющим оптимизацию дерева в соответствии 
с критерием «сбалансированной минимальной эволю-
ции» (Neighbor-joining), для оценки достоверности по-
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Ветвь, соответствующая ВГВ D3 разделилась на под-
кластеры. Предполагаем, что один из них связан с за-
ражением посредством употребления инъекционных 
наркотических веществ. Пациенты из данной группы 
социально обеспеченные женщины, что, казалось бы, 
противоречит предположению о заражении в среде по-
требителей инъекционных наркотиков. По некоторым 
данным в настоящее время возраст большего числа упо-
требляющих наркотики в Кыргызстане составляет около 

которого имеют высокое сходство с геновариантами 
ВГВ, широко распространёнными по всей территории 
РФ. Главную роль в кластеризации играет не столько 
географическая общность, сколько пути передачи ин-
фекции, особенно когда речь идёт о распространении 
нехарактерного для региона геноварианта вируса после 
внедрения. По всей видимости, в данном случае имел 
место однократный завоз распространившегося позднее 
штамма.

Рис. 1. Филогенетическое дерево исследованных изолятов ВГВ, выделенных от пациентов с ХВГВ, проживающих на терри-
тории Киргизской Республики, в сравнении со штаммами ВГВ, описанными нами ранее в странах Средней Азии, а также с 
представленными в международной базе данных GenBank референсными последовательностями генотипа D. Референсные 
последовательности обозначены кодами GenBank с указанием субгенотипа. Кружками обозначены образцы, исследованные в 
настоящей работе. Даны значения bootstrap ≥60%.
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30-45 лет, что соответствует среднему возрасту пациен-
тов в группе, большинство из них дети обеспеченных 
родителей, инфицированные на рубеже XX-XXI веков, 
когда употребление инъекционных наркотиков получи-
ло широкое распространение в странах бывшего СССР. 
Смертность женщин среди употребляющих инъекцион-
ные наркотики значительно выше, чем мужчин [21].

Характерный для региона ВГВ субгенотип D1, оче-
видно, имеет несколько независимых источников инфи-
цирования. Выделяются субкластеры, включающие изо-
ляты из Казахстана, Кыргызстана, Узбекистана. Субкла-
стер, для которого, несмотря на разные географические 
регионы, очевиден общий инфекционный предок (про-
цент нуклеотидной идентичности 99,6±0,3%) включает 
изоляты KYR31, KYR37, KYR1009, KYR1290, KAZk6, 
KAZk7, KAZk9, KAZk10, KAZk30. Сходство изолятов с 
описанными в международной базе данных образцами 
из разных стран является, по всей видимости, подтверж-
дением многочисленных независимых завозов вируса в 
страны Средней Азии, в том числе в ходе крупных ми-
грационных волн. Определяются субкластеры, вклю-
чающие изоляты только из одной страны и имеющие 
меньшее сходство с ранее депонированными в между-
народную базу данных изолятами, что, вероятно, свиде-
тельствует о независимой гомологичной эволюции ВГВ 
в регионе.

Клинически значимые мутации выявлены у 17 паци-
ентов, что составило 26,5%.

При анализе нуклеотидных последовательностей 
участка гена Pol генома ВГВ, ответственного за разви-
тие лекарственной устойчивости вируса, не выявлены 
мутации фармакорезистентности, однако у одного боль-
ного в двух позициях, описанных в литературе как сай-
ты лекарственной устойчивости P-области, связанные 
с развитием резистентности к адефовиру, тенофовиру, 
энтекавиру, обнаружены необычные мутации – 236S и 
250P.

В обследуемой группе выявлены 8 случаев (12,5%) с 
escape-мутациями, влияющими на одну или несколько 
функций, в том числе мутации, препятствующие выяв-
лению вируса (R122K, M133I, 134N), мутации, ограни-
чивающие возможность терапии (IG) – M133I, мутации, 
позволяющие вирусу реплицироваться, несмотря на 
вакцину – 128V, M133I, 134N. Сходный уровень распро-
странённости escape-мутантов показан среди больных 
ХВГВ в Иордании (18,9%), Иране (14%) [22, 23].

Обращают внимание 8 штаммов (12,5%), сформиро-
вавших субкластер ВГВ субгенотипа D1 (изоляты KYR2, 
KYR3, KYR5-KYR10), существенно отличающийся от 

остальной группы. Нуклеотидная идентичность вну-
три кластера составляет 99,25±0,46%.  Данные изоляты 
характеризуются делециями, протяжённостью 21, 24, 
27 нуклеотидов в Pre-S2 регионе, представленными на 
рис. 2. Нуклеотидные последовательности полных гено-
мов ВГВ с делециями в регионе Pre-S депонированы в 
международную базу данных GeneBank под номерами 
MN780900-MN780907.

Pre-S-область ВГВ расположена на 5’-конце откры-
тых рамок считывания поверхностного гена и состоит из 
доменов Pre-S1 и Pre-S2. Pre-S-область содержит старто-
вые кодоны для экспрессии больших и средних поверх-
ностных антигенов HBV (LHBs и MHBs соответственно) 
и промотор для экспрессии небольших поверхностных 
антигенов ВГВ (SHBs). Делеции Pre-S1 и Pre-S2 спо-
собны вызывать накопление белков LHBs и вирусных 
частиц в эндоплазматической сети (ER) и впоследствии 
вызывать стресс ER и окислительное повреждение ДНК 
гепатоцитов, инфицированных ВГВ, которые могут уча-
ствовать в гепатокарциногенезе. LHBs и укороченный 
MHBs признаны активаторами транскрипции, которые 
могут инициировать передачу сигналов Ras / Raf-1 / ERK 
и запускать иной онкогенный механизм. Всё это, как и 
выявление связанных с ГЦК делеций Pre-S у больных по 
меньшей мере за 10 лет до развития ГЦК, причём среди 
пациентов, у которых в дальнейшем развилась ГЦК, до-
стоверно чаще, чем у пациентов без неё [24], позволило 
предположить канцерогенную роль Pre-S-делеций и воз-
можность их потенциального применения в прогнозиро-
вании риска ГЦК.

У двух пациентов помимо делеций выявлена в Pre-
Core регионе мутация S11F, независимо ассоциирован-
ная с развитием цирроза печени и ГЦК.

17 пациентов из обследуемой группы больных ХВГВ 
должны находиться под пристальным контролем леча-
щих врачей, так как в одной подгруппе больных возмож-
но отсутствие ответа на терапию, в другой подгруппе 
высока вероятность развития цирроза печени и гепато-
целлюлярной карциномы.

Заключение. Высокий уровень распространённости 
ХВГВ в Киргизской Республике свидетельствует о не-
достаточности диагностических и профилактических 
мер в регионе. Полученные данные о представленности 
клинически значимых мутациях вируса свидетельству-
ют о необходимости проведения высокочувствительной 
молекулярной диагностики гепатита В в связи с необ-
ходимостью правильного выбора стратегии вакцина-
ции, противовирусной, иммуносупрессивной терапии. 
Анализ генетической структуры ВГВ, раннее выявление 

Рис. 2. Представлены нуклеотидные последовательности фрагмента Pre-S региона с делециями различной протяженности, вы-
явленными в изолятах ВГВ обследованной группы, в сравнении с ВГВ субгенотипа D1 дикого типа.
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мутаций вируса у больных ХВГВ могут способствовать 
прогнозированию клинического течения и прогрессиро-
вания заболевания.
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