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چکیده

 ـجـاد یادریاصـل عوامـل ازیکیB(HBV)تیهپاتروسیوبامزمنعفونت:هدفوزمینه اسـت. يکبـد سـلول سـرطان وروزیس
 ـغترد.یگیمصورتx(HBx)يکردچندعملنیپروتئلهیوسبهروسیوییزايماریب  ـاکدکننـده ژنیتـوال درریی  ـباعـث نیپـروتئ نی میتنظ

مـزمن HBVبـه مبـتلا فـرد درHBxکدکنندهژنیتکاملکیژنتزیآنالبه منظور مطالعهنیاشود.یمییزايماریبويبردارنسخهيفاکتورها
انجام شد.
HBxکدکننـده کاملیتوالBبه عفونت مزمن با ویروس هپاتیت آلودهفردازتداابیشگاهیآزمایفیه توصن مطالعیدر ا:بررسیروش

 ـومختلـف يهـا پیرسـروت یزوهـا پیسروتها،پیژنوتمرجعيهایتوالباسپسشد.و کلون ریتکث ،GenBankگـاه یپادرموجـود روسی
CLCافزارنرمتوسطیفیهمرد Sequence Viewerـلوژنیفدرخترسميبرایفیردهمجهینتازشد.انجام  زیآنـال وT-rexسـرور توسـط کی

Tajima’sتستتوسطنیپروتئودینوکلئوتسطحدریعیطبانتخاباستفاده شد.DnaSPافزارنرمتوسطتیجمعکیژنت Dد.یگردانجام
 ـیطبانتخابجینتانشد.افتیمزمنآلودهفردHBxکدکنندهیتوالدرنیپروتئسطحدرياشدهشناختهجهش:هاهیافت هنـده دنشـان یع
 ـیژنتقرابـت مـزمن آلـوده فـرد درHBxکدکننـده یتـوال دادنشانیلوژنیفجینتابود.HBxژندریخنثيهاجهش  ـژنوتبـه یک وDپی

داشت.ayw2پیرسروتیز
 ـیپيهـا افتـه یبـا حاضرمطالعهیلوژنیفجهینتنیهمچندهد.یمرخHBxکدکنندهژندریعیطبانتخابیختیچندر:گیرينتیجه نیش

دارد.مطابقت؛انددادهگزارشرا ayw2پیرسروتیزوDپیژنوتیفراوانکهرانیاوگلستاناستان
ayw2یپسروت،Dپیژنوت،DnaSP،تیجمعکیژنت،xي چندعملکردنیپروتئBتیهپاتروسیو:هاواژهکلید
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مقدمه
ــت ــزمنعفونــــــ ــامــــــ ــوبــــــ ــهپاتروسیــــــ Bتیــــــ

(Chronic infection with Hepatitis B virus: HBV)یمهم ـنقش
ــادیادر ــجــــــ ــرطانوروزیســــــ ــلولســــــ ــدســــــ يکبــــــ

(Hepatocellular Carcinoma: HCC)یـی زايمـار یبکنـد. یميباز
شـواهد ). 1(اسـت نشدهشناختهیخوببهHBVبامرتبطکبدسرطان
Bتیــهپاتروسیــوxيچنــدعملکردنیپــروتئکــهدهــدیمــنشــان

)HBx(یـــیزايمـــاریبدریمهمـــنقـــشHCCدارد)روسیـــو).1
آننیتـر کوچـک کـه هسـتند خوانـدن بـاز قالب6يداراBتیهپات
وزنبـا نهیدامیاس ـ154ازنیپـروتئ نی ـااسـت. HBxکدکنندهیتوال

کی ـنیپـروتئ نی ـا).2(استشدهلیتشکدالتونلویک17یمولکول

سـرکوبگر نیپروتئبیتخرسببزینواستيبردارنسخهکنندهفعال
pنی(پروتئتومور )درصد100(HCCمارانیبسرمدرگردد.یم)53

نی ـابـه توجـه با.دهدیمرخبالازانیمبهHBxضديبادینتآدیتول
یآگـاه شیپ ـشناسـاگر کی ـعنوانبهنیپروتئنیاازتوانیممطلب

.)3(نموداستفادهHCCوHBVيهاعفونتییشناسايبرا
بـاز خوانـدن قالـب پروموتـور هی ـناحباxژنیآنتکدکنندههیناح

Pre-Core)PreC(داردیهمپوشانروسیو)هیناحنیادرجهش). 1
منجراغلبPreCهیناح28کدونای)1764و1762يدهای(نوکلئوت

گرددیمxشدهکوتاهنیپروتئدیتولبهوشدهترجمهيالگورییتغبه
بــاوگــردشدر)e)HBeAgژنیآنتــابیــغســببتیــنهادرکــه
کـرات بـه HBxشـده کوتاهفرم).4(استهمراهکبددیشدبیآس
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یسـلول يهـا آنکـوژن انیبشیافزابانظرهبوشودیمدهیدHCCدر
RASوMYC5(داردنقشییزاسرطاندر.(

کی ـيهـا یختی(چندرهاSNPوDNAیتوالیختیچندرزیآنال
عوامـل  وDNAيهایختیچندریتکاملتیاهمتواندیمد)ینوکلئوت

).6(کنـد صخمش ـراهاگونهوهاتیجمعبریانتخابوکیگرافدمو
شناســاگرعنــوانه(بــقدرتمنــديابــزارDNAیختیچنــدريهــاداده

واهی ـگپرورش،یپزشکرینظعلومازیعیوسمحدودهدر)یمولکول
هسـتند گـر یدعلومويولوژیدمیاپکیژنت،یمحافظتکیژنتوان،یح
بـه توانیمنهیزمنیادرکیوانفورماتیبقدرتمنديافزارهانرماز).7(

افـزار نـرم وشـد جـاد یا1990دهـه دربارنیاولکهMEGAافزارنرم
DnaSPیختیچنـدر يهـا دادهزیآنـال بـه عیوسطوربهکهکرداشاره

DNAدریع ـیطبانتخـاب نقـش مطالعـه نی ـادر). 9و8(پردازنـد یم ـ
Tajima’sآزمـون لهیوس ـهبتیجمعرشدراتییتغ Dازیت ـیجمعدر

ــوال و)GenBank(ژندادهگــاهیپادرشــدهثبــتHBxژنيهــایت
روسی ـومزمنعفونتبهآلودهفردازمذکورژنيدینوکلئوتیتوال
شد.یبررسBتیتیهپا

بررسیروش
آلـوده دفـر ازسرمنمونهازشدهاستخراجDNA: سرمنمونههیته

).11و10(شدهیتهیقبلمطالعهازHBVبامزمنصورتهب
ــ ــریپرایطراحـــــ ــایپرا: HBxژنمـــــ شـــــــرویپيمرهـــــ

5’-TCTCTCGGAAATACACCT-3’ــوسو معکـــــــــــــــــــ
5’-GGTGCTGGTGAACAGACCAA-3’افـزار نـرم ازاستفادهبا

Primer3web version کـاملاً کـه يطـور . بـه شـدند یطراح4.0.0
ــناح ــدههی ــدپوشــشراHBxژنکدکنن ســپسمرهــایپرا).12(دهن

يرتکـــراریغدادهگـــاهیپابـــاPrimer-BLASTافـــزارنـــرمتوســـط
GenBankمرهـا یپراصـحت ومحصـول انـدازه تـا شـدند یفیردهم

).13(شودنییتع
واکـنش : TAوکتـور درنـگ یکلونوژلازاستخراج،PCRانجام

Maximaمیآنزتوسط)PCR(مرازیپلرهیزنج Hotstart Taq DNA

polymerase (Cat: EP0601, thermofisher, USA)ــا غلظــتب
مـولار یل ـیمMgCl2،8/0مـولار یل ـیم5/2م،یآنـز بافرواحد،25/1

dNTPsنانوگرم500وDNAچرخـه شـد. انجامآلودهسرميالگو
PCRکلریترموسـا دسـتگاه توسط)PEQLAB-Life Science, USA(و
شد.نجاماریزییدماپروتکلطبق

صـورت قـه یدق5مـدت  گراد بـه یه سانتدرج95هیاولشنیدناتور
مـدت هب ـگـراد یسـانت درجه95شاملحلقه35آندنبالبهوگرفت

ــثان30 ــه53ه،ی ــانتدرج ــرادیس ــگ ــدتهب ــثان30م ــه72وهی درج
،TAنـگ یکلونانجـام يبـرا شـد. انجـام هیثان30مدتبهگرادیسانت
درجــه72يدمـا درقــهیدق15دتم ـبــهیینهـا يســازلی ـطويدمـا 
شیافـزا رهیزنجيهاتانبهنیآدنالحاقشانستاشدانجامگرادیسانت

40ولـت، 75(آگـاروز درصـد 8/0ژليروبرPCRمحصولابد.ی
بـنفش يمـاورا اشـعه نـانومتر 320موجطولباوشدبردهآمپر)یلیم

ه)ی ـثان15از(کمتـر عیسـر یل ـیخ؛نشـود واردDNAبهیخسارتکه
تـرنس دسـتگاه يروبـر نظـر مـورد DNAيحـاو ژلشـد. مشاهده

Gel-Vue(ناتوریلوم II, syngene, USA( طـول بـا وشـد دادهقـرار
وشـد دهی ـبرژلازنظـر مـورد قطعـه نانومتر365بنفشيماوراموج
توسـط ژلازاسـتخراج د.ی ـگردانجـام سازندهشرکتپروتکلطبق

QIAquick Gel Extraction Kit)Cat: 28704, Qiagen, Germany(و
مسـتعد ،TAنگیکلونگرفت.صورتسازندهشرکتپروتکلطبق
InsTAcloneتوسـط ونیترنسفورماس ـويبـاکتر يساز PCR Cloning Kit

)Cat: #K1213, Thermofisher, USA(انجـام تی ـکدستورالعملبامطابقو
شد.

يهایکلونازدیپلاسمراجاستخ: یکلونPCRودیپلاسماستخراج
موردنظريهایکلونمنظورنیايبراگرفت.صورتشدهترنسفورم

ن)یلیس ـی(آمپ ـکی ـوتیبیآنت ـيحـاو LBطیمحدرونشبطولدر
Plasmidتوسـط بعدروز.شدنددادهرشد DNA Purification Kit

)Cat: 12143, Qiagen, Germany(شـرکت پروتکـل بـا مطـابق و
طیمح ـيروبـر کـرده رشديهایکلونازدیپلاسمخراجاستسازنده

دیپلاسـم استخراجيبرااستفادهمورديهایکلونازگرفت.صورت
اسـتفاده فوقموادوییدماپروتکلبامطابقیکلونPCRانجاميبرا

شد.انجامPCRزینمتناظردیپلاسميهااستخراجيبرانیهمچنشد.
اســتخراجنــانوگرم100غلظــت،یــابیتــوالیيبــرا: یــابیتــوالی

ارسـال یجنوبکرهماکروژنشرکتبهموردنظرژنيحاودیپلاسم
يدهایــنوکلئوتحفــظيبــرارفت.یپــذصــورتSangerروشبــهو

دریـابی توالیمخصوصيمرهایپراازموردنظرژنییانتهاوییابتدا
جینتـا هی ـاولاصـلاحات شـد. استفادهشرکتخودتوسطTAوکتور
BioEditافـزار نـرم توسطیابیتوالی v7.1.9بـا آنسـه یمقاسـپس و

CLCافـزار نـرم توسطمرجعيهایتوال Sequence Viewer (CLC

bio, a QIAGEN Company)14(گرفتصورت.(
کامـل طـول باکدکنندهیتوال: زیآناليهاروشوهادادهیابیباز
HBxدادهگــاهیپاازGenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

ر بود.یزیدسترسيکدهابا
HE974381.1, HE974375.1, HE974370.1, HE974383.1,
HE974376.1, AF286594.1, HE974368.1, HE974369.1,
AB846650.1, AB516395.1, HE974384.1, HE974380.1,
AB625343.1, AB625342.1, HE815465.1, AF151735.1,
HE974367.1

يهـا پیسـروت ری ـزوA،D،E،F،G،Hيهاپیژنوتازهایتوال
آمدهدستهبHBxکدکنندهیتوالبودند.adrوayw2،ayw3عیشا
ــادر ــهنیـ ــامطالعـ ــکـــدبـ ــاهیپادرKX544797یدسترسـ دادهگـ

GenBankد.یرسثبتبه
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 ـیتـوال یختیچندرویکیژنتآمارمطالعه  ـهب رسـم وDnaSPلهیوس
تسـت وتیجمعاندازهراتییتغيآماريزهایآنال: کیلوژنیفدرخت

ــاب ــیطبانتخــــــــ ــطیعــــــــ ــرمتوســــــــ ــزارنــــــــ افــــــــ
DnaSP (DNA Sequence Polymorphism v5.10)یابی ـبازيهـا یتـوال يبررو

صـورت cHBVبـه آلودهفردازشدهیتوالژنوGenBankازشده
بــههــادیــنوکلئوتترجمــهيبــرامــذکورافــزارنــرماز).9(رفتیپــذ
بـا کی ـلوژنیفدرخـت رسـم شـد. استفادهزینمربوطهيهانهیدآمیاس

شــدانجــامNeighbor-joiningروشوT-rexافــزارنــرمازاســتفاده

1000تکرارتعدادوBootstrapتوسطهادادهيرسازبمعت).16و15(
د.یگردانجام
هاافتهی

مــر،یپراجفــتحصــولمکــهدادنشــانPrimer-BLASTجینتــا
ک).یاست (شکل HBxژنکدکنندهیتوالبازجفت465يحاو

وکتـور درت،ی ـکلهیوسهبژلازاستخراجازپسPCRمحصول
TAيبــراشــدهترنســفورميهــایکلــوناز.شــدواردPCRــون یکل

).2شمارهچاهک،کی(شکلشداستفاده

HBxژن یکلونPCRو PCRر یتصو: 1شکل 

C-2؛الگوي: کنترل مثبت حاو1؛: کنترل بدون الگو :PCRترنسفورم شدهیاز کلونیکلون

جفت باز465

C- 1 2

HBxژن یکیتکامل ژنت: 2شکل 

)یب منحنیده است (کاهش شیرسيشتریبیبه تعادل و فراوانیعیکم و انتخاب طبیک دوره فراوانیگذراندن پس از HBxژن 

GenBankگاه یثبت شده در پاHBxپ مختلف کدکننده ژن یژنوت17یلوژنیدرخت ف: 3شکل 

)KX544797ن مطالعه (یاحاصله یبا توالیکیقرابت ژنتیو بررس
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ــا ــوالیجینت ــابیت ــدای ــطابت ــرمتوس ــزارن ــابقBioEditاف ــامط ب
ــا ــاتوگرامينموداره ــلاحکروم ــگرداص ــهد.ی ــدونترجم ــاک يه

شـناخته جهشچیهکهدادنشانمربوطهنهیدآمیاسبهشدهیابیتوالی
توســطســپساســت.نگرفتــهصــورتنهیدآمیاســســطحدرياشــده
ــوال ــوGenBankيهــایت ــهپاتروسی ــاوBتی ــرمکمــکب ــزارن اف

CLC Sequence Viewerــ ــامیهمردف ــد.انج ــوالازش ــایت يه
Tajima’sبـودن، یخنث ـتستزیآناليبراشدهفیهمرد D اسـتفاده
ــراشــد. ــداداســاسنیب ــمرفیپليهــاگــاهیجاتع ــرSکی و135براب

ــامطــابقآمــد.دســتبــهژنکــلدرصــد29 ــاب ســطحدرافتــهینی
دهی ـدشـده فی ـردهـم يهایتوالدریعیطباشتقاقجینتاد،ینوکلئوت

يداریمعن ـیع ـیطبانتخـاب چیه ـزیننیپروتئطحسدر).2(شکلشد
.نشدمشاهده

د.ی ـگردرسـم ؛شـد ذکرکههمانطور)3(شکلیلوژنیفدرخت
وDپی ـژنوتمرجـع یتـوال بـا راقرابـت نیشـتر یبشدهیابیتوالیژن

یک ـیژنتفاصلهنیدورتروداشتBتیهپاتروسیوayw2پیسروت
ــارا ــژنوتب ــره)A2)8پی ــت.گ ــدادهداش ــتياه ــلوژنیفدرخ کی

شدند.دییتاتکرار1000وBootstrapلهیوسهب
بحث

DnaSPافزارنرملهیوسهبیکیژنتيآماريزهایآنالمطالعهنیادر

يبـرا يآمـار يزهایآنالنیترمتداولازافزارنرمنیاگرفت.صورت
شـامل زهـا یآنالنی ـاکند.یماستفادهDNAیختیچندریسنجیکم

ــتفکيهــاگــاهیجاتعــداد يهــاتفــاوتتعــدادمتوســطکننــده،کی
هـــا،پیـــهاپلوتیگونـــاگونوهـــاپیـــهاپلوتتعـــداد،يدیـ ـنوکلئوت

یتکـامل يدادهای ـرومحاسـبه ای ـDNAراتیی ـتغعیتوزيزالگویآنال
).7است (متناوب
عی ـتوززیآنـال یکیدارد.وجودتیجمعکییبررسيبراراهدو
متنـاوب ییالگـو کهاستیالتودويدینوکلئوتيهاتفاوتیفراوان

انتخـاب تسـت انجـام گـر یدروش).17(دهدیمنشانراراتییتغاز
Tajima’sتســتویعــیطب D،انــدازهراتییــتغزیآنــاليبــرایروشــ

ــجمع ــاستی ــشبراس ــاجه ــيه ــت (یخنث ــوال18در).18اس یت

استفاده،مورديهایتوالنیبمطالعهنیادرشدهانتخابيدینوکلئوت
بـر علاوه.نبودداریمعنيآمارنظرازکهشدمشاهدهیعیطببانتخا

درریی ـتغبـر یع ـیطبانتخـاب اعمـال بـر عـلاوه کهشددادهنشاننیا
کیازعبورازپسژننیا،HBxکدکنندهژنيدینوکلئوتیفراوان
عبـور قلـه) کی ـبـه یمنحن ـبیش ـشیافزا، 2(شکل یکیژنتيتنگنا

ــونوکــرده ــنوکلئوتاکن ــابيدهای ــدریانتخ ــتندیکمــیفراوان هس
Tajima’sبودنلیمتمابهباتوجه).یمنحنبیش(کاهش Dسمتبه

دنیرس ـتعـادل بـه ازکـه کردبرداشتگونهنیاتوانیمیحتصفر،
ــا ــسژننی ــورازپ ــا،ازعب ــدتنگن ــجمعرش ــنوکلئوتدرتی يدهای

بود.خواهندگسترشحالدرHBxژندرشدهانتخاب
کدکنندهیتوال18يبرا)Neighbour-joining(یلتکامدرخت

HBx1000بـا درخـت نی ـاتی ـواقعبـه بـودن کینزدد.یگردرسم
یـابی تـوالی HBxکدکننـده یتـوال شـد. شیآزماBootstrapتکرار

تی ـهپاتروسی ـوDپیژنوتباbootstrap757بامطالعهنیادرشده
B،وگره4فاصلهباوbootstrap867پیتسروازadrداشـت. قرار

ayw2)bootstrapپیسروتبایکیژنتقرابتنیترکینزد بود.)792
استاندرDعیشاپیژنوتباآمدهدستهبيهاافتهیبامشابهجینتانیا

ویمحب ـمطالعهمطابقنیهمچن).19بود (گرگانشهرستانگلستان،
گزارشدرصد94ازشیبرارانیادرawy2یپراکندگکههمکاران
ــد ــوال)؛20(نمودن ــامطــابقنجــایادرHBxیت ــاب ــودپیســروتنی ب

).3(شکل
گیرينتیجه

دریخنث ـيهـا جهـش کـه دهـد یم ـنشانمطالعهنیامجموعدر
ــیطبانتخــابجــهینت ــریع ــوxژنيروب ــهپاتروسی صــورتBتی
يتنگنـا اثـر دريدی ـنوکلئوتانتخابجهتدرانتخابنیارد.یگیم

بودنکمبهتوجهبااست. دهاینوکلئوتنیاتیجمعشیافزاویکیژنت
نمـود. ردراهیفرضنیاتوانینمکاملاًمطالعهنیادرتیجمعاندازه

قرابــت،HBxکدکننــدهژنازآمــدهدســتهبــیتــوالنیهمچنــ
بـا مطـابق کـه داشـت ayw2پیسـروت وDپی ـژنوتبـه يدینوکلئوت
است.کشورومنطقهيهاگزارش

References
1. Zhang X, Zhang H, Ye L. Effects of hepatitis B virus X
protein on the development of liver cancer. J Lab Clin Med.
2006 Feb; 147(2): 58-66. doi: 10.1016/j.lab.2005.10.003

2. Hadziyannis SJ, Vassilopoulos D. Hepatitis B e antigen-
negative chronic hepatitis B. Hepatology. 2001 Oct; 34(4 Pt 1):
617-24.

3. Zhang X, Dong N, Zhang H, You J, Wang H, Ye L. Effects
of hepatitis B virus X protein on human telomerase reverse
transcriptase expression and activity in hepatoma cells. J Lab
Clin Med. 2005 Feb; 145(2): 98-104. doi: 10.1016/
j.lab.2004.11.018

4. Kidd-Ljunggren K, Oberg M, Kidd AH. Hepatitis B virus X
gene 1751 to 1764 mutations: implications for HBeAg status
and disease. J Gen Virol. 1997 Jun; 78 (Pt 6): 1469-78.

5. Yano Y, Azuma T, Hayashi Y. Variations and mutations in
the hepatitis B virus genome and their associations with clinical

characteristics. World J Hepatol. 2015; 7(3): 583-92. doi:
10.4254/wjh.v7.i3.583

6. Przeworski M, Hudson RR, Di Rienzo A. Adjusting the
focus on human variation. Trends Genet. 2000 Jul; 16(7): 296-
302.

7. Rozas J. DNA sequence polymorphism analysis using
DnaSP. Methods Mol Biol. 2009; 537: 337-50. doi: 10.1007/
978-1-59745-251-9_17

8. Kumar S, Stecher G, Tamura K. MEGA7: Molecular
evolutionary genetics analysis version 7.0 for bigger datasets.
Mol Biol Evol. 2016 Jul; 33(7): 1870-74. doi: 10.1093/
molbev/msw054

9. Librado P, Rozas J. DnaSP v5: a software for comprehensive
analysis of DNA polymorphism data. Bioinformatics. 2009
Jun; 25(11): 1451-52. doi: 10.1093/bioinformatics/btp187



109/همکارانویمحبرضایعل

)63پیدر(پی3شماره/19دوره/1396پاییز /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

10. Zhand S, Karami C, Hosseinzadeh Adli A, Tabarraei A,
Khodabakhshi B, Moradi A. Correlation between hepatitis B
G1896A precore mutations and HBeAg in chronic HBV
patients. Jundishapur J Microbiol. 2015 Feb; 8(2): e17126. doi:
10.5812/jjm.17126

11. Karami C, Adli AH, Zhand S, Tabarraei A, Talei R, Saeidi
M, et al. Study of genotype, subtype and mutation in the S gene
in hepatitis B patients Co-infected with HIV in Iran.
Jundishapur J Microbiol. 2016; 9(12): 1-5.

12. Untergasser A, Cutcutache I, Koressaar T, Ye J, Faircloth
BC, Remm M, et al. Primer3--new capabilities and interfaces.
Nucleic Acids Res. 2012 Aug; 40(15): e115. doi: 10.1093/nar/
gks596

13. Ye J, Coulouris G, Zaretskaya I, Cutcutache I, Rozen S,
Madden TL. Primer-BLAST: A tool to design target-specific
primers for polymerase chain reaction. BMC Bioinformatics.
2012; 13: 134. doi: 10.1186/1471-2105-13-134

14. Hall TA. BioEdit: a user-friendly biological sequence
alignment editor and analysis program for Windows
95/98/NT. Nucleic acids symposium series. 1999; 41(2): 95-98.

15. Boc A, Diallo AB, Makarenkov V. T-REX: a web server for

inferring, validating and visualizing phylogenetic trees and
networks. Nucleic Acids Res. 2012 Jul; 40(Web Server issue):
W573–W579. doi: 10.1093/nar/gks485

16. Saitou N, Nei M. The neighbor-joining method: a new
method for reconstructing phylogenetic trees. Mol Biol Evol.
1987 Jul; 4(4): 406-25.

17. Rogers AR, Harpending H. Population growth makes
waves in the distribution of pairwise genetic differences. Mol
Biol Evol. 1992 May; 9(3): 552-69.

18. Tajima F. Statistical method for testing the neutral mutation
hypothesis by DNA polymorphism. Genetics. 1989 Nov;
123(3): 585-95.

19. Moradi A, Zhand S, Ghaemi A, Javid N, Tabarraei A.
Mutations in the S gene region of hepatitis B virus genotype D
in Golestan Province-Iran. Virus Genes. 2012 Jun; 44(3): 382-
87. doi: 10.1007/s11262-012-0715-z

20. Mohebbi SR, Amini-Bavil-Olyaee S, Zali N, Noorinayer B,
Derakhshan F, Chiani M, et al. Molecular epidemiology of
hepatitis B virus in Iran. Clin Microbiol Infect. 2008 Sep; 14(9):
858-66. doi: 10.1111/j.1469-0691.2008.02053.x



Journal of Gorgan University of Medical Sciences / 110
Autumn 2017 / vol 19 / no 3

Cite this article as: Mohebbi A, Shakeri-Moghaddam A, Doudazndegan Y, Lorestani N, Mir-Arab A, Moradi AV, Tabarraei A. [Hepatitis

B virus x protein coding sequence variation in chronically infected patient]. J Gorgan Univ Med Sci. Autumn 2017; 19(3): 105-110.

[Article in Persian]

Original Paper

Hepatitis B virus x protein coding sequence variation
in chronically infected patient

Mohebbi A (B.Sc)1, Shakeri-Moghaddam A (B.Sc)2, Doudazndegan Y (B.Sc)1

Lorestani N (B.Sc)1, Mir-Arab A (B.Sc)1, Moradi AV (Ph.D)3, Tabarraei A (Ph.D)*4

1M.Sc Student in Virology, Student Research Committee, Golstan University of Medical Sciences, Gorgan, Iran.
2M.Sc Student in Microbiology, Student Research Committee, Golstan University of Medical Sciences, Gorgan, Iran.

3Professor, Infectious Diseases Research Center, Golstan University of Medical Sciences, Gorgan, Iran. 4Associate
Professor, Infectious Diseases Research Center, Golstan University of Medical Sciences, Gorgan, Iran.

_______________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Chronic infection with Hepatitis B virus (HBV) is one of the main
causes of cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). The pathogenicity of the virus is
determined by the multi-functional protein x (HBx). Changing the sequence of the gene encoding
this protein causes the regulation of transcription and pathogenicity factors. This study was done to
analyze the genetic dynamics of the HBx coding gene in a person with chronic HBV.

Methods: In this descriptive laboratory study, an infected person with chronic hepatitis B virus
infection was first amplified and cloned into complete sequence of HBx encoder. Then, the reference
sequences of genotypes, serotypes and different virus subtypes of the GenBank database were
matched by CLC Sequence Viewer software. The comparative result was used to plot the phylogenic
tree by T-rex server and population genetic analysis using DnaSP software. Natural selection at the
nucleotide and protein level was performed by the Tajima's D test.

Results: No known mutation at the level of the protein was found in the chronic sequence of the
HBx encoder. The results of natural selection indicated neutral mutations in the HBx gene. The
phylogenetic results showed that the HBx encoding sequences in the chronic infected individual had
a genetic affinity with genotype D and ayw2 subtype.

Conclusion: Neutrality polymorphism takes place in HBx coding region. Also, the phylogenetic
results of the present study are consistent with the previous findings of Golestan province and Iran
which have reported the prevalence of genotype D and subspecies ayw2.

Keywords: Hepatitis B virus, HBx, Population genetics, DnaSP, Genotype D, Serotype ayw2
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