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·实验研究·

江苏省宜兴地区丙型肝炎病毒基因分型研究

许可邓小昭 丁伟良 高键喻荣彬 刁振宇谈永飞 张云

【摘要】 目的 了解江苏省宜兴地区丙型肝炎病毒(HcV)基因型分布特征和病毒变异情况。

方法对宜兴市人民医院收治的158例HcV抗体阳性患者血清进行HcVRNA检测，对阳性标本进

行simmonds分型，采用5’非编码区(5’NcR)l、2、3、1b型特异性引物进行PcR扩增，并对1b型和2

型各l株的PcR产物测序验证。分析不同性别、临床类型的丙型肝炎患者基因型分布差异。结果

158份血清中，有95份为HcvRNA阳性，其中lb型80份(84 2％)，2型5份(5 3％)，lb／2型的混

合感染5份(5．3％)，不能分型的5份(5．3％)，1b型的序列与G既Bank J一4株的同源性为99．2％，2型

与GenBank J一6株的同源性为97，7％。男性和女性在基因型总体分布上存在差异(P<0．05)，并且在

单一型感染和混合型感染的分布上差异亦有统计学意义，不同临床类型的丙型肝炎中Hcv基因型

分布未显示差异。结论江苏省宜兴地区Hcv以lb型为主，男女患者HCv基因型分布差异有统计

学意义，而不同临床类型的Hcv基因型分布无显著差异，基本反映了本地区HCv感染的特点。
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【Abstract】 obj托tive To investigate the dist乩ution 0f hepatitb c virus(HCV)genotypes in

Yixing，Jiar培su provInce．Methods(kn。types identificati。n on sera smples were obtalned fⅫn 158 d。n。rs
who had already been anti—HCV positive through P(’R method with type sped矗c primer designed according

to the sequence of 5’non—coding region(5’NcR) 5’NcR was als0 sequenced and cdmpared with publ诗hed

date．Genotypes dist—butlon waS inv鹤tigated in patiefIts with different sex and clinical typeS of h印atitis C

R鼯ults Of the totall58 patients，95 were HCV RNA p0画tive in which 80 patients having genotype 1b

(80／95；84 4％)，5 patients havlng geno‘ype 2(5／95；5 3％)，5 patlents with lb，2 mixed genotypeS(5／

95；5 3％)and another 5 patients whose genotype undetermlned．The difference on the distrlbution of

HcV genotypes was significant between femaIe and male patlents(P<0 05)but not in different kinds of

hepatitis C patients Co眦l啪i仰 Type 1b was the pred咖inant HCV genotype in Yixing area
【Key mrds】Hepatitis C vinIs；Genotype

丙型肝炎病毒(HCv)的基因型分布具有明显

的地区差别，而不同基因型对干扰素治疗的反应率

差异显著，2型和3型的干扰素治疗反应率达

70％～80％，而lb型的反应率仅为40％～50％“。。

国内外报道的Hcv基因分型方法众多，本研究采

用了simInonds等”1设计的5’NcR型特异性引物对

HcVRNA阳性标本进行分型。因国内报道我国
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Hcv以1b和2型为主，少数为3型‘”，故本次分型

采用了1、2、3、lb型特异性引物。研究江苏省宜兴

地区HcV的基因分型对本地区丙型肝炎的预防和

治疗有重要意义。

材料与方法

1．研究对象：158例Hcv抗体阳性患者。平均

年龄为49 13岁，其中男性104例，女性54例；结合

流行病学调查和f|缶床病史，根据“中华医学会传染病

与寄生虫分会和肝病分会2000年病毒性肝炎防治

方案”中诊断标准”一，并结合肝脏超声、cT和核磁

共振诊断，158例Hcv抗体阳性者中慢性丙型肝炎

患者113例，急性丙型肝炎患者26例，丙型肝炎肝
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硬化患者19例，其中有输血史丙型肝炎患者46例。

2．HCv RNA检测：

(1)Hcv RNA的提取及逆转录：RNA提取试

剂盒TRI reagent BD为MRc产品，逆转录试剂盒、

DNA聚合酶为MBI产品。取抗HCv阳性血清

250 m，采用异硫氰酸胍一步法提取总RNA，溶于

20肚1 DEPc处理过的双蒸水中，取5肛l RNA溶液，

采用随机引物，于20Ⅱl体系逆转录为cDNA。

(2)巢式PCR检测Hcv RNA：依据1、2、3、1b

型5’非编码区(5 7NcR)的碱基序列设计保守区通用

引物：外正义引物5 7一GCCATGGcGTTAGTA

YGAGT_37(82～10l nt)，外反义引物5’一TTTcGc

RACCCAACRCTACT_3’(257～276 nt)；内正义引

物 5’一AGTGTCRTRCAGCCTCCAGG一3’ (99～

118 nt)，内反义引物5’一ACCcAAcRCTAcTMG

GCTA03 7(250～269 nt)。取5弘l cDNA于50弘l体

系做第一轮PcR，反应为95℃预变性5 min、95℃

1 min、40℃1 min、72℃l min，35循环；取第一轮

PcR产物3 pl做第二轮PCR，采用25 pl体系，扩增

片段为(99～269 nt)171 bp。

3 HCv基因分型：选择HCv RNA阳性标本，

取巢式PCR外引物扩增产物，采用下列型特异性引

物再次扩增：内正义引物57一AGTGTcRTRcAG

CCTccAGG3’(99～118 nt)；内反义引物1 5 7一

GGGGCACGCCCAAATCTCCA一3’(220～239 nt)

141 bp；内反义引物2 5 7一cAAATGA(1cGGRcAT

AGAGT-37(210～229 nt)131 bp；内反义引物3

5 7．GCACGCCCAAATTTCTGGGT一3’(217～236 nt)

138 bp；内反义引物1b 5’一ACTACTcGGCTAGCA

GTCT03’(243～262 nt)164 bp；PCR方法同上。

4．PCR产物测序：将分型结果为1b型和2型

的样本，取阳性PcR产物，送上海博亚生物技术有

限公司测序。

5．统计学分析：用stata 7．O统计软件进行分

析，计数资料采用精确概率法分析HcV基因型分

布差异。

6基因序列比对：采用Multalin versi。n 5．4 l

版软件在线进行。

结 果

1．Hcv基因分型结果：检测158份抗HCv阳性

血清，其中HcV RNA阳性标本为95份，阳性率为

60．1％．1b型80份(84．2％)，2型5份(5．3％)，1b／2型

混合感染5份(5．3％)，分型不明确者5份(5 3％)。

I—A——一B—J
lb 3 2 l M 1b 3 2 l

64 bD
3l bD

A：1b和2型的混合感染；B：1b型感染

图l 基因分型PCR产物电泳图

2 Hcv基因型在不同性别患者中的分布：各型

在不同性别患者中的分布见表1，男性和女性基因

型总体分布差异有统计学意义(P<0．05)；1b(包括

1“2型混合感染)与非lb型的分布差异无统计学

意义(P>O．05)，男性和女性在单纯型感染与混合

型感染的分布差异有统计学意义(P<O．05)。

表1 HCv基因型不同性别患者中的分布

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比

3．Hcv基因型在不同f艋床类型丙型肝炎中的

分布：Hcv基因型在急、慢性丙型肝炎和肝硬化患

者中的分布差异没有统计学意义(P>0．05)(表2)。

表2 Hcv基因型在不同临床类型丙型肝炎中的分布

临床分类话翟；淤铃考 }嚣1}饶尹不黪8型

拄：l司表1

4有输血史及无明确输血史患者Hcv基因型

的分布：有明确输血史患者与无明确输血史患者

Hcv基因型分布差异无统计学意义(P>0．05)；这

两组单纯型感染和混合感染的分布差异亦无统计学

意义(表3)。

5．测序结果：本研究基因分型结果为1b型的样

本测得57NcR区扩增片段序列与GenBank上

HC—J4株相应序列同源性为99．2％，仅1个碱基不

同，即98G—T；分型结果为2型的样本与Hc—J6株相

呷呻印印叩O。。。●如∞鲫捌¨
-．一-
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应序列同源性为97 7％，有3个碱基不同，98G—T

107A—-G，223T—-C(图2)。

表3 有输血史及无明确输血史患者Hcv基因型的分布

鬣萄喾觜碍1豫尹不嬲型
有输血史者 40 32(80 0)4(10 0)2(5 O)2(5 0)

无明确输血史者 55 48(87 3)l(1 8)3(5 5)3(5 5)

注：同表1

讨 论

HCv基因型分布的差异在流行病学调查中有

着特殊意义，我们分析了不同基因型在人群中的分

布，发现Hcv基因型在男性和女性的总体分布差

异有统计学意义(P<O．05)；在单一型感染与混合

感染的分布上，差异亦有统计学意义(P<O 05)；而

在1b(包括混合感染)与2型的分布上无差异。

另外，我们分析了基因型在不同临床类型丙型肝

炎中的分布，差异无统计学意义。国内外众多文献报

道Hcv 1b型在中、重度慢性丙型肝炎、肝硬化中的

比例比急性、轻度慢性丙型肝炎要高，肝硬化中HCv

基因型以1b为主”3，这与我们的结果相一致，提示1b

型可能在丙型肝炎的不良预后中有一定作用。

我们分析了基因型分布在不同感染途径患者中

的分布，结果显示总体分布的差异无统计学意义，在
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单一型和混合型感染上也没有发现分布差异。有文

献报道，输血途径感染者发生混合感染较非输血途

径感染者比例高”-，但本研究并未发现，有文献报道

可能与输血次数有关”1。本研究的病例多因意外事

故或手术需要进行输血，输血次数为1～2次，病例

中没有血友病患者；患者中有l侧血液透析者，1例

肾移植者，均为1b型；不同传染途径与感染HCv

基因型的关系仍需进一步研究，以明确其相关性。

其余的患者中37例有手术或注射史，5例有献血

史，可能与丙型肝炎的医源性传播有关。尚有70例

不明确其感染途径，可能存在一定的回忆偏倚。

simmondS等”o所采用的核苷酸序列多元分析

法提供了较好的Hcv基因分型方案。根据基因变

异程度及核苷酸同源性分析比较结果，将核苷酸序

列同源性在88％～100％之间的归于同一型。我们

随机选择分型结果明确的标本，对PCR产物进行测

序，序列与GenBank上提供的标准株比较，结果发

现，标准株基因序列与本地区HcV RNA 5’NCR同

源性达97．6％～99．2％，符合此片段的保守性特点，

同时也证明分型结果比较可靠。对于分型不明确

者，可进一步通过其他分型方法加以确定，但也可能

本地区除1、2、3型以外，还存在其他的型别，这有待

于进一步研究。
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围2 lb，2型Hcv 57NcR区PcR产物测序结果比对
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