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丙型肝炎病毒逆向点杂交基因分型方法的
建立及初步应用

杨光 陈妹 崔金环 司建华 谭家驹

·实验研究·

【摘要】 目的 利用逆向点杂交技术建立丙型肝炎病毒(HcV)基因分型新方法。方法 在

HCv 5’端非编码区(5’UTR)设计引物与分型探针，将活性氨基标记的分型探针依次固定在尼龙膜

上，制成HCV基因分型逆向点杂交检测膜条。分离纯化血清中的HCV RNA，经逆转录反应和生物

素标记引物聚合酶链反应(PCR)巢式扩增后，将扩增产物与检测膜条杂交，过氧化物酶和四甲基联苯

胺显色，判断基因分型结果。最后，通过与基因测序结果比较确定新方法的有效性。从佛山地区丙型

肝炎患者中随机抽取60份经荧光定量PCR方法对HCV RNA进行过定量分析的血清，用新建方法

进行HCV基因分型检测。结果新建HCV逆向点杂交基因分型方法可对所有60份HCV RNA拷

贝数在102～106／ml之间的抽检血清进行基因分型，发现1b型50例，占83．3％；1a型2例，占3．3％；

2a型2例，占3．3％；la、lb混合型5例，占8．O％；1b、2a混合型1例，占1．7％；未发现2b、3a和3b型。

新方法基因分型结果与测序分型结果一致。结论 PcR一逆向点杂交技术可以准确有效和简便经济

地进行HCV基因分型，适用于I临床检测与流行病学研究。在佛山地区人群中感染的HcV以1b型

为主。

【关键词】丙型肝炎病毒；基因分型
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【Abstract】 objective using poIymerase chain reaction—reverse blot dot(PcR—RDB)technique to

eStablish a new method for hepatitis C vims(HCV)genotyping and to study the distribution of HCV

genotypeS in Foshan area． Methods HCV primers and probeS were designed in 5’一untranslated region

(nt一1一nt一299)of HCV．HCV RNA in serum was isolated and purified，and its cDNA was obtained by

reversed transcription．Nested PCR using biotin—labelled primers，was done．PCR products were hyb ridized

with immobilized specific probes(genotype 1a to 3b)on Biodyne C membrane to genotype HCV by color

development while adding PoD and TMB．A certain judgment could be made according to the position of

color reaction．The reliability of this new method was verified by sequencing．HCV RNA levels in serum

were deteHnined by real time fluorescent quantitative(FQ)一PCR． 60 FQ—PCR—positive HCV sera from

Foshan area were genotyped using this assay．Results A1l 60 sera could be successfuny genotyped by PCR—

RBD．50(83．3％)cases were found to be genotype 1b，2(3．3％)as genotype 1a and 2(3．3％)as

genotype2a while 5(8．0％)to be mixture of genotype 1a and 1b，and 1(1．7％)to be mixture of

genotypes 1b and 2a． No genotypes 2b，3a and 3b were found． The results of PCR—RDB genotyping

methods∞incided with sequence analysis． Conclusion Newly established HCV genotyping system was

proved to be sensitive，specific， precise and economic，thus suitable for clinical and epidemi0109ic studies．

The results of HCV genotyping showed that genotype 1 b was the predominant genotype in Foshan area．

【Key words】 Hepatitis c virus；Genotyping

丙型肝炎(丙肝)病毒(HCV)感染的慢性化率

与肝癌诱变率均高于其他各型肝炎病毒。其核苷酸

与氨基酸序列均可有显著的差别，根据HCV分离

株的基因组的变异程度，可将其分为不同的基因型；

作者单位：528000广东省佛山市第一人民医院临床医学研究所

其中simmonds等根据病毒基因组核苷酸序列的同

源性提出了HCv基因型分类命名系统⋯。研究表

明不同基因型的HCV与地区分布、感染的途径、致

病性、疾病进程、干扰素疗效及与肝癌的发生等都有

一定的相关性心’5-。由于基因测序分型方法较复杂，

目前尚缺乏适合于临床应用的HCv分型方法。本
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研究旨在采用聚合酶链反应．逆向点杂交技术

(PCR—RBD)，建立一种适合临床应用的HCV基因

分型新方法。

材料与方法

1．标本来源：①HCV RNA阳性血清：从2003

年3—12月在佛山市第一人民医院传染科住院及门

诊进行诊治的患者中，随机抽取60份经荧光定量

PCR(FQ—PCR)检测HCV RNA浓度在102～106拷

贝／m1之间的血清；②HCV RNA阴性血清：50份健

康人血清取自佛山市血站经FQ—PCR检测HCV

RNA阴性的自愿献血者。

2．主要试剂：Biodyne C膜为美国PALL公司产

品；EDC[1一乙基一3．(3一二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐

酸盐]和SDS为美国Sigma公司产品；氯化四甲胺

(Me。NCl)为上海化学试剂公司产品；Taq酶为华美

生物公司产品；FQ—PCR检测试剂、RNA提取液、逆

转录酶反应体系、逆转录酶、TMB(3，3’，5，5’一四甲

基联苯胺)、过氧化物酶(POD)由中山大学达安基因

诊断中心提供。

3．HCV定量测定：采用RT—FQ—PCR法，按操

作说明在PE5700自动荧光PCR仪(美国ABI公司

产品)上进行。

4．PCR—RBD HCV RNA基因分型：应用

PCR—RBD技术，将基因扩增、核酸杂交和酶联显色

技术结合，自行建立一种简便易行的HCV RNA基

因分型新方法。

(1)引物与探针：根据GenBank中已经发表的

25株HCV(包括1a、1b、2a、2b、3a、3b)的基因序列，

采用DNADIST软件和Tree view软件确定HCV的

基因型特点。选择HCV 5’非编码区(nt一299～

nt一1)，采用primer premier 5．0软件自行设计内外2

对引物、型特异性探针(1a～3b)和监测HCV RNA

PCR扩增与否的通用探针(S)。在下游引物

(Prime4)的5’端标记生物素，探针的5’端修饰活性

氨基。引物和探针均由上海生工生物工程有限公司

合成。PCR引物和各型探针序列见表1。

(2)膜条制备：用Hc卜陕速漂洗Biodyne C膜

条，并在20％EDC溶液中浸泡15 min，将1a～3b分

型探针及通用探针S(溶于碳酸盐缓冲液中)从左到

右依次点于膜上，室温孵育15 min，再用NaOH、双

蒸水漂洗，风干待用。

表1 引物和分型探针序列

注：W：A或T；R：A或G；Y：C或T

(3)标本处理与RT反应：使用中山大学达安基

因诊断中心提供的试剂盒，取RNA提取液A 10肚l，

加入待测血清50肛l，再加入200肚l提取液B，充分混

匀，室温放置5 min，6000 r／min离心1 min，去上清，

75％的预冷乙醇(DEPC水配制)洗沉淀2次，65℃

干燥沉淀10 min。向沉淀管内加入18”l RT反应液

及逆转录酶2扯l，震荡混匀，37℃放置45 min，95℃加

热3 min，离心后上清备用。

(4)PCR反应体系与巢式PCR基因扩增：第一

轮PCR：在50灶l反应体系中进行，在PCR缓冲液

中，加入MgCl，1．5 mmol／L、dNTP 0．2 mmol／L、引

物Primer 1和2各200 nmol／L、Taq酶1．5 u。加入

5肚l模板于反应管内上机扩增。预变性94℃3 min，

循环条件为94℃55 s、55℃55 s、72℃55 s，共循环

35次；最后72℃延伸5 min。设置无模板的空白对

照。第二轮PCR：在PCR缓冲液中加入引物Primer

3和4各200 nm01／L，其余PCR反应组分与第一轮

PCR相同。加入1扯I第一轮PcR的产物于反应管

内上机扩增，循环条件与第一轮相同。

(5)PCR产物电泳鉴定：产物经含5肚g／mI溴化

乙锭的2％琼脂糖凝胶中电泳，紫外透射仪下观察。

(6)逆向点杂交：把杂交液(2×SSC一1％SDS，

3 m01／L Me。NCl)、膜条、扩增产物加入杂交管内，

100℃变性10 min后置42℃杂交过夜。次日42℃洗

膜(0．5×SsC一0．1％SDS，3 mol／L Me4NCl)后，加

入POD作用15 min，洗涤后，膜条在含TMB显色液

中避光显色10 min后开始观察结果。结果判断：在

通用探针处出现蓝色斑点表明有HCV RNA阳性；

在通用探针位点及某基因型探针位点同时出现蓝色

斑点则为该类型HCV；在两种或以上基因型探针位

点同时出现蓝色斑点则为混合型。如在通用探针s
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与探针1b处同时出现蓝色斑点，则该血清标本为

1b型，在探针s、1b、2a处同时出现蓝色斑点，则为

1b、2a混合型。无蓝色斑点出现则判断为HCV

RNA阴性。

(7)重复性实验：从60份已经进行分型鉴定的

血清中随机挑选20份，重新进行基因分型鉴定，对

比前后分型结果。

5．PCR产物序列测定：随机挑选经膜条检测为

基因型1a、1b、2a的扩增产物各2份，经醋酸钠／乙

醇纯化后，以PCR引物为直接测序引物，由中山大

学达安基因诊断中心协助完成测序。将测得的序列

输入DNAstar分析软件中，与GenBank中已知

HCv各基因型序列进行同源性比较与序列排列对

比分析，明确其基因型。

6．不同基因型的混合血清的检测：将经过测序

确定单一基因型la、1b、2a感染的血清分别两两组

合按一定的拷贝数比例混合后，采用PCR—RBD方

法进行基因分型。

结 果

1．HCv RNA PCR定量测定：经荧光定量PCR

测定60份慢性丙肝患者的血清中HCV RNA的拷

贝数在102～106／ml范围之间；50份健康对照组血

清中的HBV RNA为阴性。

2．PCR产物琼脂糖电泳：50份健康对照血清未

见扩增条带。HCV阳性血清均可见到235 bp大小

左右的扩增片段，但条带强弱不同，片段迁移率也不

同。强阳性的片段迁移率<235 bp，弱阳性的片段

迁移率>235 bp，这可能是由于扩增片段中所带的

生物素对迁移率有影响所致(图1)。
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M：DNA标准分子量；1～3：HcV RNA扩增片段；4：阴性对照

图1 Hcv RNA的PcR扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果

3．HCV的PCR—RBD基因分型：应用自建方法

对60份定量测定拷贝数在102～106／ml范围之间的

HCV RNA阳性血清标本，均可以进行基因分型，其

中包括20份拷贝数为102／ml的低病毒量血清。分

型结果为1b型50份，占83．3％；la型2份，占

3．3％，；2a型2份，占3．3％；1a、1b混合型5份，占

8．0％；1b、2a混合型1份，占1．7％。混合型多数病

例出现一强一弱蓝色斑点。未见单独型2b、3a、3b

感染。50份健康体检者血清全部阴性。表明PCR—

RBD分型方法有较好的敏感和特异性(图2)。
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1a～3b：分型探针；s：HcV通用探针；1：基因型1a；2：基因型

1b；3：基因型2a；4：基因型1a+1b；5：基因型1b+2a；6：阴性对照

图2 HCV的PCR—RBD基因分型结果

4．重复性实验：对随机抽取的20份血清标本，

应用PCR—RBD方法再次分型，前后实验结果符合

率为100％。表明PCR—RBD分型结果有很好的一

致性。

5．测序结果：随机挑选PCR—RBD检测基因型

为1b、1a、2a的扩增产物各2份进行测序，用

DNAstar分析软件进行与GenBank中基因序列比

较，确定其基因型。PCR—RBD基因分型结果与测序

分型结果完全一致，表明PCR—RBD分型方法准确

可靠。

6．不同基因型混合血清的检测结果：PCR—RBD

基因分型法对不同基因型的混合血清进行检测，均

可以正确有效地检出混合血清中所含的各单一基因

型，当混合血清中的一种亚型的拷贝数低到102／ml，

仍然能很好的检出。表明PCR—RBD分型方法可有

效地检出各种混合感染。

讨 论

HCV是单链RNA病毒，利用RNA依赖的

RNA聚合酶进行复制，由于该酶缺乏碱基的错配校

正功能，导致HCV的变异率较高。按照Simmonds

基因分型的标准，当HCV全基因序列差异在30％

以上时，可界定为一种基因型，同一基因型HCV的

全基因序列差异在20％以上时，可界定为一种亚

型。HCV基因分型方法有多种¨’川，但均存在着价

格昂贵、操作繁琐或实验条件要求高等不同的缺陷，
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因此HCV基因分型国内尚无普遍推广应用的标准

诊断试剂盒。本项研究基于型特异性探针反向杂交

原理，选择比较保守且可区分HCv主要基因型的

5’端非编码区(5’NCR)为探针设计区域，采用

Simmonds基因分型的标准，设计出6条中国常见的

HCV 1a、1b、2a、2b、3a、3b的型和亚型特异性探针，

点于Biodyne C膜上，用生物素标记PCR引物进行

扩增，最后将PCR扩增产物与C膜上的分型探针进

行反向杂交，经酶联显色后即可裸眼判读结果。原

则上每个探针Tm值基本相同，各探针Tm值之间

的差异控制在2～3℃左右，为了最大程度的减少因

各探针中CG含量不同所导致的在同一杂交与洗膜

温度下复性不均的问题，我们在杂交体系中加入了

3 mol／L的Me4NCl，通过其选择性地与A：T对结合，

升高Tm值，可使A：T对和G：C对的解链温度趋于

相同，以保证不同Tm值的探针在同一温度下的敏

感性趋于一致。

采用本研究方法经一次杂交可对国内主要流行

的6个亚型的HCV进行基因分型，经过与HCV测

序分型结果进行比较，对1a、1b、2a基因型单独感染

的血清分型与测序分型结果具有很好的一致性。测

序方法因对不同基因型混合感染的血清很难进行分

型，我们便将经测序已经验证的2种不同单一基因

型感染的血清混合后再用本方法检测，检出的结果

也为这两种基因型的混合感染。当混合血清中一种

亚型的拷贝数低到102／ml，仍然能很好的检出，具有

较高的灵敏度。在病毒载量较高时，未出现明显的

非特异性杂交，特异性较好。表明本研究所建立的

逆向点杂交HCV基因分型方法，是一种高效、特异

和敏感，而且简单易行，成本较低的分型方法，便于

临床推广应用。

HcV基因分型对于流行病学调查和临床诊断、

治疗方案的选择和预后的判断以及丙肝发病机制的

研究都有重要意义。既往的流行病学调查表明

HCV基因型的分布具有一定的地域或种族特

征∽’9|。本研究通过对佛山地区60份经FQ—PCR

检测的HCV RNA阳性的随机抽样血清标本进行基

因分型，发现以1b型感染占83．3％，1a型占3．3％，

2a型占3．3％，1a、1b混合型占5．0％，1b、2a混合型

占1．7％，未见单独型2b、3a、3b感染。本研究结果

与安阳等¨刚采用型特异性引物PCR法报道的广州

地区HCV基因型的分布基本一致。研究还发现佛

山地区有少量国内报道较少的，既往认为仅仅分布

在新疆、西藏等地区的少数民族中的1a型H1I，且多

以1a与1b混合型的形式出现。我们发现的混合

型，多数病例的蓝色斑点呈现出一强一弱的特点，这

可能是因为其中一个为优势基因型，另一个为劣势

基因型。本研究所涉及的丙肝感染者多数接受过输

血或血浆制品，由于血液制品如血浆、丙种球蛋白或

白蛋白等，一般为多个献血员血液成分的混合制品，

可能易于造成混合亚型的感染；另外，目前国内人口

流动加快，佛山地区外来人口比例较高，可能也是一

些少见基因型和混合型出现的原因。应用本研究所

建立的逆向点杂交HCv基因分型方法研究发现，

佛山地区人群中感染的HCv以lb型为主。
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