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1.計畫之新發現或新發明 
本計畫有以下方面的發現： 

(1) pre-S突變與肝癌的關係 

(2) pre-S突變與 HBeAg的關係 

(3) pre-S突變與病毒 DNA titer的關係 

(4) pre-S突變與病毒基因型的關係 

 

這些發縣具有相當的臨床診斷與追蹤的價值，也可提供未來一個新的治療 B

型肝炎患者的新藥物 target。 

 

2. 計畫對民眾具教育宣導之成果 

 

本計畫成果題供大眾對於慢性 B型肝炎與肝癌的相關性。對於 B型肝炎患

者更提供追蹤治療的參考。 

 
 
 
3.計畫對醫藥衛生政策之具體建議 
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中文摘要  

 

B型肝炎帶原者轉變成肝癌的機率是一般人的100倍。因此肝癌的早期

發現與早期治療是一個很重要的課題。B型肝炎病毒的表面抗原是篩檢帶原

者的最重要指標。在慢性 B型肝炎病人中，有些的 B型肝炎病毒表面抗原

有發生突變在 Pre-S的區域。這個表面抗原突變種與肝癌的發生有密切關

係。在此計畫中，我們以 Pre-S突變種來預估病人由慢性 B型肝炎轉變為

肝癌的危險性。我們從93年開始著手收集中央健康保險局「全民健康保險

加強慢性Ｂ型及Ｃ型肝炎治療試辦計畫」的 B型肝炎帶原者，希望藉由檢

測這個 Pre-S表面抗原突變種來作為肝癌發生的預測因子。在第三年的計

畫中將如期完成 pre-S突變型的分析。也追蹤這些病人的相關病史，治療

狀況，以及疾病演化的現況。 

在本計畫兩年執行中，我們針對中央健康保險局「加強肝炎防治第五期

計畫」及加強慢性Ｂ型肝炎病患藥物治療中來收集血清檢體，抽取血清中

病毒 DNA，利用 PCR將病毒表面基因放大，將 PCR產物分別轉殖於質體

中並進行定序分析 pre-S區域的突變情形。目前收集了共1426個血清檢體，

年齡與性別分佈見附表一。大部份的受檢者在開始服用抗病毒藥物

lamivudine及 interferon干擾素之前接受抽血。由於肝癌好發於40到60歲

的男性。因此我們根據年齡選擇pre-S突變的分析對象(詳見附表二)，共
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分析了540位男性。其中已有77人在治療後陸續回診並接受抽血。因此，

我們將持續追蹤這些患者，來了解服用 lamivudine及 interferon後對於 B型

肝炎病毒表面抗原 pre-S突變種的影響。在已分析的 540位患者中，有 pre-S

突變的佔有 26.48%，其中 40到 60歲的男性更高達 31% (附表三)，顯示肝

癌高危險性族群的 pre-S突變機率甚高。 

 

 

 

中文關鍵詞(至少三個)：B型肝炎病毒，肝癌，B型肝炎病毒表面抗原，Pre-S

突變種 
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English Abstract 
 

The HBV carrier presents 100-fold increase in risk to develop into HCC. 

Therefore, it is an important public health issue to early diagnose and treat HBV 

infection. The HBV surface antigen is an important marker for estimating HBV 

infection. In the late or nonreplicative stage of HBV infection, a novel type of 

HBS mutation, the pre-S mutation, has been identified. Such mutations have 

shown high correlation with HCC progression. This study aims to develop a 

screening test to predict HCC risk in the chronic HBV carriers.  

  In this study, we collected sera from the patients that enrolled in the “Hepatitis 

Protection Health Insurance Program”. The HBV surface gene in these sera was 

analyzed by nested PCR. The PCR products of HBV surface genes were cloned  

into TA plasmid cloning vectors and fully sequenced. In total, 1428 serum 

specimens have been investigated. The age and sex distributions are summarized 

in Table 1. Most of the participants had blood drawn before receiving the 

treatments with anti-viral drugs lamivudine and interferon. Given that the 

HBV-related HCC is predominant in males in the ages of 40 to 60 years old, we 

focused on the analysis of this population. In total, 540 males in the ages of 40 

to 60 were analyzed. Among them, the prevalence rate for pre-S mutations is as 

high as 31% (Table 3), indicating that the pre-S mutation is a common effect in  

patients with chronic HBV infection. 

 

 
Keyword: hepatitis B virus, HBsAg, pre-S mutant HBsAg, hepatocellular 
carcinoma 
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壹、前言 

  

慢性肝炎、肝硬化及肝細胞癌為國人重要死亡原因，根據民國九十年

衛生統計資料顯示，慢性肝病及肝硬化高居台灣地區十大死因第六位，而

肝癌更高居台灣地區癌症死亡原因的第二位，其中有很大部分是由 B型、

C型肝炎病毒所引起，造成台灣每年有超過一萬人為此喪失寶貴生命，其

影響至為巨大。根據全民健康保險九十一年醫療費用統計資料顯示，因慢

性肝炎、肝硬化及肝癌三種疾病就醫人數總計有 69萬餘人，較九十年成長

2.77﹪，醫療費用總計約 55.7億餘元，占總醫療費用之 1.6﹪，較九十年成

長 9.58﹪。依據年齡性別分布佈統計，慢性肝炎就醫人數約 60餘萬人，較

九十年成長 3﹪，其中女性以 40-50歲最高，占慢性肝炎就醫人數之 9.39

﹪，男性以 40-50歲最高，占 14.40﹪；肝硬化就醫人數約 5.3萬餘人，與

九十年人數相當未成長，其中女性以 60-70歲最高，占肝硬化就醫人數之

10.59﹪，男性以 40-50歲最高，占 16.92﹪；肝癌就醫人數約 3.2萬餘人，

較九十年成長 3.32﹪，其中女性男性均以 60-70歲最高，分別占肝癌就醫

人數之 9.47﹪與 17.26﹪。 

慢性肝炎診斷就醫者，以 40-50歲壯年期居多，肝硬化或肝細胞癌則以

60-70歲老年期居多，而醫學研究亦已證實，肝炎病毒感染與慢性肝炎、肝
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硬化及肝細胞癌有密切關係。為加強肝炎防治，行政院衛生署延續過去近

二十年來肝炎防治經驗，持續不斷的實施加強措施，以擴大防治成效，繼

續進行Ｂ型肝炎預防注射、加強肝炎防治衛生教育、提高輸血安全及加強

檢測品質管制外，並進行各項肝炎防治研究，以期減少肝炎病毒感染，降

低肝硬化及肝細胞癌罹患率，有效治療慢性肝炎患者，以保護國人健康及

延長肝炎患者之生命。 

在中央健康保險局「加強肝炎防治第五期計畫」及加強慢性Ｂ型及Ｃ型肝

炎病患藥物治療中，透過與行政院衛生署肝炎防治委員會、疾病管制局、

醫藥專家等共同討論及合作，自九十二年十月一日起推動「全民健康保險

加強慢性Ｂ型及Ｃ型肝炎治療試辦計畫」，計畫中將治療慢性Ｂ型及Ｃ型肝

炎之藥品，納入新藥給付。希望預防勝於治療，使高危險群（B型肝炎帶

原者或家族中有肝癌病史）的群眾作定期追蹤檢查。另健保之成人預防保

健有肝功能檢查項目，孕婦產前健康檢查亦包含 B型肝炎表面抗原及 E抗

原檢查（HBsAg、HBeAg），以早期發現，早期接受治療。對於 B型肝炎病

毒帶原者，B型肝炎的檢測與肝癌的指標因子是很重要的課題。利用適當

而敏感的篩檢方法，才能達到早期發現早期治療的效果。 

B型肝炎病毒是含有 DNA的病毒，基因體呈現部分雙股的情形。長度

為 3.2 kb，包含四個基因：S，表面基因；C，核心基因；P，複製脢基因；
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以及 X基因 (Feitelson 1985)。目前有幾個假說已被提出來解釋 B型肝炎感

染引起肝癌的原因。而表面抗原一直是檢驗 B型肝炎病毒帶原者最重要的

指標。B型肝炎表面抗原的表現型式隨著病毒複製情形不同而有所差異。

在急性感染期，由主要抗原，也就是小抗原(major/small HBsAg)來表現。這

些表面抗原構成病毒粒子的外包鞘，而使個病毒大量複製產生並分泌至肝

細胞外。然而，當轉變成慢性感染期時，B型肝炎病毒的基因基本上會嵌

入宿主的染色體中。以表面抗原而言，將會轉變成大抗原(large HBsAg)的

表現。大抗原與小抗原之間的差異在於起始點的不同。大抗原蛋白包含pre-S

序列，原為小抗原的上游啟動子區域。我們在先前的研究中發現，慢性 B

型肝炎的後期有些表面抗原基因會在 pre-S區域發生突變，而產生了突變型

的大抗原蛋白。這些 pre-S突變種 B型肝炎病毒表面抗原較易發生在肝硬

化及肝癌的組織，似乎意味著這些 pre-S表面抗原突變種與 B型肝炎所引

發的肝癌之間有著密切的關係。 

除了表面抗原外，套膜抗原 HBeAg也是一個重要指標。套膜抗原代表

著 B型肝炎病毒是否正在進行複製繁殖。也是偵測抗病毒藥物如 lamivudine

及 interferon干擾素治療效果的重要指標。最近由陳建仁教授所帶領的研究

中發現，套膜抗原也是很重要的肝癌預測因子(Yang et al. 2002)。表面抗原

陽性者具有比一般人高 9.6倍的機率發展成肝癌，而表面抗原與套膜抗原都
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陽性者則有高達 60.2倍的機率發展成肝癌。因此合併表面抗原與套膜抗原

的偵測是目前最有效對 B型肝炎帶原者的追蹤。 

B型肝炎病毒近來由慢性 B型肝炎患者之肝臟細胞分離出 Pre-S2的突 

變 B型肝炎表面抗原。這種突變形的 B型肝炎表面抗原僅存在於晚期或是

非複製期的慢性 B型肝炎感染。此種 B型肝炎表面抗原的突變型是在表面

抗原基因的 Pre-S2區域的 2-55個核苷酸被刪除以及在表面抗基因的中間起

始碼發生單點突變, 因此導致了中間型表面抗原(middle surface protein)以

及主要型的表面抗原(major surface protein)的合成量減少。近來我們發現肝

細胞若持續大量的表現這種突變型的表面抗原, 會使得週邊的組織得到較

多的生長利益(growth advantage)而造成 clonal expansion。這種 pre-S突變型

的表面抗原蛋白在 B型肝炎所誘發的肝小節硬化、肝癌早期以及肝癌中大

量表現 (Fan et al. 2000, Fan et al. 2001)。因此 B型肝炎發展成肝癌的過程中

Pre-S2突變型的表面抗原蛋白在之中扮演著一個重要的角色。 
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貳、材料及方法 

 

1. 檢體的收集 

本次計畫的檢體來源乃是取自於健保局「全民健康保險加強慢性Ｂ型肝炎

治療試辦計畫」中所收集到的慢性 B 型肝炎病毒感染的病人血清。這些病

人篩檢的原則為： 

（一） HBsAg(+)超過六個月。 

（二） HBeAg(+)超過三個月。 

（三） 無C型肝炎病毒感染。 

經由健保局的慢性Ｂ型肝炎治療試辦計畫，這些病人將先經由各大醫院消

化科門診醫師診斷出已患有慢性 B型肝炎病毒感染並符合以上標準，並收

集病患病史，病程演變追蹤，以及家族史等相關資料，同時病人的血清定

期收集後集中在疾病管制局。粗估Ｂ肝患者將有將近一萬五仟人適用於這

個計畫。我們將利用這些檢體來採樣，並加以下幾點考慮標準： 

（一） 由於慢性肝癌患者發生肝癌得機會為每年0.8%，因此本計畫將收集

1500 名的病患。以三年的前瞻性研究 (prospective study)的方式，來

追蹤這些患者發生肝硬化或肝癌的機率。 

（二） 只收取無感染C型肝炎病毒者。如此，才能避免 HCV感染對肝癌
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的影響。 

（三） 經由「全民健康保險加強慢性Ｂ型肝炎治療試辦計畫」，將記錄每

位病人其它的肝癌危險因子暴露情形， 

 

2. DNA萃取與聚合酵素連鎖反應 (PCR) 

將採集到的血清, 其中取出200µl的檢體體積以專門萃取 DNA 之實驗

套組來進行萃取 B型肝炎病毒的 DNA, 萃取後的檢體DNA將集中管理保

存在零下20度, 以維持檢體本身的品質。根據B型肝炎病毒的基因序列, 我

們設計出可以涵蓋整個 pre-S區域的引子序列, pre-S區域序列包含了 pre-S1

與 pre-S2。聚合酵素連鎖的反應總體積為 50µl, 其中含有1倍體積聚合酵素

緩衝液, 0.15mM dNTP, 正向引子及反向引子各為0.2µM濃度, 1 單位(unit)

的聚合酵素(Taq), 檢體DNA的體積為 2µl。聚合酵素連鎖反應的反應條件

大略設計為: 第一階段於94℃作用 40秒, 然後降至 57℃黏合反應 40秒後, 

再升溫至 72℃作用 40秒, 此一階段進行40個循環, 第二階段於72℃作用

7分鐘。在這只有一次聚合酵素連鎖反應是不夠的, 我們必須在利用第一次

的聚合酵素連鎖反應所產生的產物, 繼續進行第二次的聚合酵素連鎖反應 

(nested PCR)，使 HBV濃度低的檢體也能分離出表面抗原 DNA。 
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3.表面抗原基因定序及分類 

在經過第二次聚合酵素連鎖反應後的產物, 我們將表面抗原DNA接合到

TA載體上, 製備成客隆;, 將質體DNA萃取出後接著進行基因定序的步

驟。每個病人檢體都將經過基因定序的步驟來檢測是否含有 pre-S1或 pre-S2

的突變。定序將由成大醫學中心臨醫部負責。我們將集中分析 pre-S區域的

部位，並將基因序列依照不同類型的序列專一性作分類。 
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參、結果 

 (1) 檢體收集:目前收集了共1426個血清檢體，年齡與性別分佈見附表

一。大部份的受檢者在開始服用抗病毒藥物 lamivudine及 interferon干擾素

之前接受抽血。由於肝癌好發於 40到 60歲的男性。因此我們根據年齡選

擇 pre-S突變的分析對象(詳見附表二)，共分析了540位男性。其中已有

77人在治療後陸續回診並接受抽血。因此，我們將持續追蹤這些患者，來

了解服用 lamivudine及 interferon後對於 B型肝炎病毒表面抗原 pre-S突變

種的影響。 

 

(2) pre-S突變機率: 在已分析的 540位患者中，有 pre-S突變的佔有

26.48%，其中 40到 60歲的男性更高達 31% (附表三)，顯示肝癌高危險性

族群的 pre-S突變機率甚高。 
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肆、討論 

 

1. 本研究發現，慢性 B型肝炎病毒帶原者的病毒表面抗原呈現相當高的

pre-S突變機率，尤其以 40到 60歲的男性為主。此發現代表著 pre-S突

變種將是慢性 B型肝炎病毒帶原者轉化為肝癌的重要指標。應該廣為推

廣。 

2. 我們將以前瞻性研究的方式定期追蹤每個個案，並作以下統計分析： 

(1) pre-S1/S2突變種與血清 B型肝炎病毒 DNA濃度的相關性。 

(2) lamivudine及 interferon治療對於 pre-S1/S2突變發生與轉化之影響。 

(3) pre-S1/S2突變種的發生對於 lamivudine 及 interferon 治療效果是否

有所影響。 

(4) pre-S1/S2突變種與肝硬化或肝癌發生率的相關性。 
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伍、結論與建議 

建議對於血清檢體的收集與郵寄能夠更加有效率，以確保實驗進

行順暢。 
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柒、圖表 

 

表一 本計劃收集之血清檢體 

 

年齡 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 > 70 總計 

 
男 

 
25 

 
257 

 
277 

 
268 

 
148 

 
63 

 
24 

 
1062 

女 3 79 90 81 65 25 21 364 

總計 28 336 367 349 213 88 45 1426 

 
 
 
 
 
 

表二 本計劃已分析之男性治療前血清檢體 

 
年齡 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 > 70 總計 

人數 16 50 100 188 117 52 17 540 

 
 

 

 

 

 

 21



 

 

 

表三 pre-S突變種之發生機率 

 
 野生型 Pre-S1

突變 
Pre-S2
突變 

Pre-S1 
+ 
pre-S2 
突變 

未知

* 
總計 發生率 

(%) 

年齡 
10-19 

 
13 

 
0 

 
1 

 
0 

 
2 

 
16 

 
6.25 

20-29 39 3 1 5 2 50 18 
30-39 69 6 4 10 11 100 20 
40-49 104 8 33 18 25 188 31.38 
50-59 69 4 28 5 11 117 31.62 
60-69 34 2 11 0 5 52 25 
> 70 11 0 3 1 2 17 23.53 
總計 339 23 81 39 58 540 26.48 

*: B型肝炎病毒濃度在血清中過低，在PCR偵測敏感度以下，因此無法

得知。 
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