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长春地区乙型肝炎病毒基因分型
与肝病发病关系的研究

黄海燕盂祥伟 张玲玲

·实验研究·

【摘要】 目的 了解长春地区乙型肝炎(乙肝)患者基因型特点及与肝炎严重程度、疾病转归的

关系，以指导临床对疾病进展的判断和指导临床用药。方法选择216例乙肝病毒(船V)阳性肝炎
患者，年龄33～87岁，平均(60．5±11．4)岁。病变程度的判断根据2000年《病毒性肝炎防治方案》中

的诊断标准。应用巢式聚合酶链反应方法(nPCR)扩增}玎3V S基因组序列，用第二轮PCR产物直接

进行限制性片段长度多态性(RFLP)分析；然后用mV S基因扩增产物采用sanger双脱氧链终止法

进行DNA测序，将所得到的核苷酸序列及推测的相应氨基酸序列通过DNAsIS软件处理，并与

GenBank中已发表的船V中国株及国外株进行同源性比较以确定船V的基因型，证明用S基因序
列的RFLP法mV分型结果与用全基因组序列的基因分析是一致的。表明S基因序列RFLP法的
基因分型结果与S基因测序分型结果是一致的。结果216例邶v DNA阳性标本中单基因型分别

检测出A、B、C、D四种，其中单基因型中A型有1例(0．46％)，B型有19例(8．8％)，c型有175例

(81．02％)，D型有21例(9．72％)。86例船V DNA阳性住院患者标本中，C型为感染的主要基因

型，69例(80．23％)。B型次之，9例(10．47％)。6例原发性肝癌均为C型；20例肝炎后肝硬化的患

者中有17例(85．0％)为C型。结论 长春地区HBV基因型仍以C型为主(81．02％)，B、D型次之

(分别是8．8％和9．72％)。同时结果显示长春地区HBV感染有基因多样性趋势，表现在检测出了A

单基因型。肝癌、肝硬化与C基因型HBv的相关性最大。C基因型船v DNA拷贝数较非C基因型

高，提示与船VDNA在C型患者体内长期存在有关。船V病毒载量与肝脏病变严重程度的关系无
统计学意义。

【关键词】 乙型肝炎病毒；基因分型；限制性片段长度多态性
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【Abstmct】 objective To study the hepatitis B virus(HBV)genotype and its relation to clinical

degree and responsivenesS to antiviral therapy on hepatitis in order to guide the clinical therapy． Methods

We amplified船V S gene by polymerase chain reaction(PCR)，using the s咖d—mund PCR pr(duct，

which was digested by restriction fragment length polymorphi咖(RFLP)．This genotype method was

designed under the analysis of the reStriction fragment length polymorphism and using the restriction

enzymes that identified the genotype—specific sequences．Five restrictian enzymes，Hph I，Nci工，Alw I，

Ear工 and NlaⅣ，were identified in genotype—specific RFLP fIDm the S gene region．Representative

sequences from the S genome region of each HBV genotype were aligned to show the restriction siteS by the

five restriction enzyInes．The amplified S gene nucleotide se(1uences were sequenced by did∞xy—chain—

termination method and the corresponding amino acid Sequence was deduced using DNASIS S0ftware．Later，

they were genotyped by oomparing to representative S gene sequenceS obtained frorn GedBank．This

confimed the results 0f RFLP HBV genotyping methods，coincident with that of S gene Sequ朗ce．Results

Genotypes A，B，C，D were classified in 216 patients with HBV andDNA poSitive．The results showed that：

1 case(0．46％)of genotype A，19 cases genotype B(8．8％)，175 genotype C(81．02％)and 21 genotype

D(9．72％)．A total of 86 patients in the hospital were divided into either genotype C cases(69)or non—

genotype C cases(17)． C蛐clusion Genotype C was the major genotype in Changchun．‰ng HBV

patients，type C was 80．95％，followed by genotypes B and D．Both hepatoceUular carcinoma and liver

cirrhosis showed relations with genotype C．

【Key words】 H印atitis B virus；Genotype；Restriction fragment length polymorphism
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乙型肝炎(乙肝)病毒(HBV)基因分型与预测

乙肝病情、预后、转归及治疗效果，世界不同地区报

道各有差异。在我国，还没有大样本量进行HBV

基因型的测定。本研究旨在了解长春地区乙肝患者

基因型特点及与肝炎严重程度、疾病转归的关系，以

指导临床对疾病进展的判断和指导临床用药。

对象与方法

1。对象：选择2004年3—9月来自长春市传染

病院和吉林大学第一临床医院门诊和病房就诊的

216例HBV阳性肝炎患者。患者来自地区分别为

长春(167例)、九台(23例)、农安(17例)和榆树(9

例)。其中女性71例，男性145例，平均年龄

(48．5±11．36)岁。病变程度的判断根据2000年中

华医学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分会联

合修订的《病毒性肝炎防治方案》中关于肝脏炎症和

纤维化分级、分期的诊断标准。

2．方法：①采用酚一氯仿法提取患者血清中的

HBV DNA。②巢式PCR(nPcR)方法扩增基因型

特异的HBV S基因保守序列：依次加入一对外引

物P3(5’一YCC TGC TGG TGG CTC CAG TTC一3 7c)

(10 pmol／p1)、E1(57一AAG CCA NAC ART GGG

GGA从GC一3’，反义)(10 pm01／L)各1 p1，进行第一

轮PCR。扩增25个循环。然后以1"l第一轮扩增

产物、E2(57一GTC TAG ACT CGT GGT GGA CTT

CTC TC一3 7，正义)、E1(5 7一AAG CCA NAC ART

GGG GGA AAG C一3 7，反义)为内引物，进行第二轮

PCR。扩增产物在含溴化乙锭的琼脂糖凝胶上电

泳，于紫外光下观察。每轮PCR均设阳性、阴性对

照与空白对照。图1为阳性PCR产物的电泳图(标

本号为119、120、121、122、123)。③用RFLP分析

进行HBV酶切分型：以第二轮PCR产物进行限制

性消化3 h。反应在37℃下用10 U的舢w I、

HphI、Nci工、NlaⅣ或Ear工进行。5种限制性内切

酶Hph I、Nci I、Alw I、Ear I和NlaⅣ，使来自每个

HBV基因型的S基因组区域典型序列成线性排

列，并显示限制性位点。通过S基因片段不能被

Ear I切断，基因型B被区分(图2)；而基因型C中

S基因序列无A1w工位点(图3)。只有基因型E在

461位点上有Nci工限制性内切位点；而且只有基因

型F在82位点上有NphI限制性内切位点(图4)。

对于基因型A，在299位点上未发现NlaⅣ特异限制

性内切酶位点，但是基因型D在256和299位点上

被NlaⅣ消化(图5)。消化PCR产物在琼脂糖凝胶

上电泳。RFLP模式在紫外灯下核定。④基因测

序：采用nPCR方法进行靶序列的扩增。用一对外

引物P1(5 7．(；GG m认CCA m玎TI玎TGG GAA

Q诅(冰睨、A C3 7，正义)、P2(57一G蚣TWC KYT

GACANA明了TCC AAT CAR矾B G．3 7，反义)进

行第一轮PCR。扩增进行25个循环。然后以P3(5 7一

YCC TGC TGG TGG CTC CAG m37，正义)、P2

(57一CAA TWC KYT GAC ANA CTT TCC AAT

C根TWG G一3 7，反义)为内引物，进行第二轮PCR。

第二轮扩增产物在含溴化乙锭的琼脂糖凝胶上电

泳，于紫外光下观察。采用Ultraclean 12100—300试

剂盒(硅珠吸附法胶回收纯化)进行PCR产物纯化，

HBV S基因扩增产物送上海联众基因公司用ABI

公司的3700型全自动DNA测序仪测序。

3．统计学分析：采用SPSS 10．0统计学软件，用

x2检验和独立样本￡检验分别对基因型与肝病程

度、体内病毒DNA拷贝数的关系进行统计学分析。

图l 阳性PCR产物电泳图

图2 不能被EarI切断的为基因型B

图3 未被～wI消化的为基因型C

 



史堡煎鱼痘堂盘查!!壁!至!!旦笙!!鲞箜!!塑￡垒i!』兰Ei!!翌绝!!旦!望坐堕!!!!!!y!!：!!!盟!：!!

图4 未被Nph I在82位点切开的基因，故无基因型F

图5 未被N1a州在299位点上切开的为基因型A；

在256和299位点上被NlaⅣ消化的为基因型D

结 果

1．HBV阳性患者的基因分型：216例HBV

DNA阳性标本中单基因型分别检测出了A、B、C、D

四种，其中单基因型中A型有1例(0．46％)，B型有

19例(8．8％)，C型有175例(81．02％)，D型有21

例(9．72％)。其中86例住院患者中，C型仍然为感

染的主要基因型，69例，占全部基因型的80．23％；B

型次之，9例(10．47％)。按病情轻重程度分类，6例

原发性肝癌均为C型，但其中1例合并有酒精性肝

硬化；肝炎后肝硬化的患者组，20例中有17例

(85．0％)为C型，只有2例(10．0％)为B型，1例为

D型。相比而言，54例慢性肝炎中C型41例占

75．93％，1例A型(1．85％)，6例B型(11．1％)，6

例D型(表1)。

表1 86例}IBv阳性患者的基因分型

注：表内数据为例数

2．基因型与肝病程度的关系：将基因C型(69

例)和非基因C型(17例)患者按照肝病严重程度分

为慢性肝炎(54例)、肝炎后肝硬化(20例)和肝癌三

组，在慢性肝炎、肝硬化及肝癌患者中C型多见，其

中肝癌、肝硬化与C基因型HBV的相关性最大。

用Y2检验慢性肝炎、肝硬化和肝癌患者的基因型有

无差异，结果显示，各基因型间与肝病的严重程度间

差异无统计学意义(Y2=1．434，P>0．01)。

3．基因型和HBV DNA载量：将86例住院患者

分为基因型C型(69例)和非基因C型(17例)两

组，对其入院后的首次病毒DNA进行定量测定，基

因C型的均数±标准差为106 22“25拷贝／ml，高于

非基因C型105 20+1‘84拷贝／ml，取其对数值用来做

独立样本￡分析，结果显示两组差异无统计学意义

(￡=2．73，P>O．05)。

4．HBV DNA载量与肝病严重程度的关系：

HBV病毒载量(拷贝／m1)急性肝炎患者为

105
76+0

82，慢性肝炎患者为104 13¨31，肝硬化患者

为104
02+1

02，肝癌患者为103
97+0

92，结果显示各组

差异无统计学意义(f，=0．34，￡2=10．75，￡，=

0．97，P值均>0．05；其中￡，为慢性肝炎与肝硬化

组比较，￡：为肝硬化与肝癌组比较，￡，为急性肝炎

与慢性肝炎组比较)。

5．S基因序列RFLP法的基因分型结果与S

基因测序分型结果一致。

讨 论

HBV的基因型分布复杂，分型方法也在不断的

发展和完善，使得基因型的报道日益增多。在我国，

还没有大样本量进行HBV基因型的测定。本实验

证明用S基因序列的RFLP法HBv分型结果与用

全基因组序列的基因分析结果一致，从而进一步证

实应用RFLP法进行基因测定简便而准确，为大样

本量进行HBV基因测定提供了依据。

有研究表明n J，通过测序发现我国南北两城市

基因型主要以B型、C型为主。结合文献发现一种

趋势，B型在我国由北向南逐渐增多，而C型逐渐减

少旧1。本次研究对长春地区216例HBV DNA阳性

患者进行基因分型结果显示，长春地区HBV基因

型仍以C型为主(81．02％)，B、D型次之(分别是

8．8％和9．72％)。本研究结果与赵振国等b。在

2004年用进行的基因分型的结果报道B型8．9％、C

型60．4％相比，C型稍有上升趋势。同时结果显示

长春地区HBV感染的基因多样性趋势，表现在检

测出了A单基因型。本结果提示在长春市HBV

DNA阳性的肝炎患者存在以上几种HBV基因型。
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C型为优势基因型，与国外及我国南方一些地区报

道不尽相同旧-。

本研究对肝硬化和慢性肝炎患者进行的基因分

型比较结果表明，尚未发现肝病严重程度因HBV

基因型而有所不同。以前的研究提示Ho，在台湾地

区，绝大部分肝癌患者感染的HBV为基因型B或

C，基因型C与发展为肝硬化、肝癌有关。基因型B

可能和年轻人发展为肝癌有关，其中50岁以下的肝

癌与B基因型HBV相关性最大；而60岁以上且伴

有肝硬化的肝癌与C基因型HBV有关。有研究表

明，我国大陆HBV相关性肝癌的HBV基因型大都

为B或C【5】。本实验肝癌患者均为C型，可能与C

型为主要基因型有关。此结果与以前的报道结果一

致。HBV基因型与肝癌的关系有待进一步研究。

本研究中，C基因型HBV DNA拷贝数较非C

基因型高，但P>0．05，提示治疗前HBV基因型与

体内病毒的含量有一定关系，但不一定是其主要影

响因素；但提示HBV DNA在C型患者体内长期存

在有关。HBV DNA载量与肝病严重程度的关系有

待进一步研究，可能与其是否进行抗病毒治疗及其

疗程等因素有关。
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青海省玉树县果青牧场藏系绵羊鼠疫疫情调查

于晓涛 崔百忠 赵小龙 幕有 王梅

2005年青海省玉树县果青牧场有旱獭鼠疫发生并引起

藏系绵羊鼠疫的暴发，极易引发人间鼠疫，为了监测该地区

鼠疫疫情动态及流行强度，进行了鼠疫血清学调查。藏系绵

羊血清2056份于2005年和2006年分别采集于玉树县果青

牧场。F1抗原致敏血球；鼠疫F1抗原，均由全国鼠疫布病

基地提供。鼠疫间接血凝试验按常规方法进行，阳性判定标

准参照国标GB 15991—1995，血清滴度≥l：20为阳性。

结果：2005年6月下旬，玉树县果青牧场牧民报告当地有

自毙旱獭，但未收集到可检材料。7月7日再次发现自毙旱獭

并采集到残骨，经鼠疫细菌学检验分离到鼠疫菌，确定有动物

间鼠疫流行。7月下旬部分藏系绵羊出现精神不振，不吃草，

行动迟缓等现象。8月2日发现有藏系绵羊和山羊死亡，并从

其体内分离到鼠疫菌。此次疫情一直持续至8月23日，共死

亡藏系绵羊13只；山羊1只，分离鼠疫菌6株。调查表明，在

藏系绵羊鼠疫流行期间伴有狐狸、狼、家猫等食肉动物的死

亡。通过对2005年玉树县果青牧场1051份藏系绵羊血清的

检测，发现鼠疫F1抗体阳性血清64份，阳性率6．08％，滴度

介于1：20～1280。2006年再次对玉树县果青牧场藏系绵羊进

行调查，共采集血清1005份，检出阳性血清7份，阳性率

0．70％。此次藏系绵羊鼠疫的流行中，当年血清抗体的检出

作者单位：811602西宁，青海省地方病预防控制所

·疾病控制·

阳性率远高于次年，经统计学分析，两个年份的鼠疫F1抗体

的阳性率差异有统计学意义(Y2=44．79，P<0．001)。

结论：鼠疫是在啮齿动物问传播的一种自然疫源性疾

病，在青藏高原鼠疫自然疫源地，喜马拉雅旱獭为主要储存

宿主，但一些食肉动物和食草动物偶尔也被波及，成为人间

鼠疫的重要传染源，在鼠疫流行病学有着十分重要的意

义⋯。藏系绵羊自然感染鼠疫于1975年被证实，研究表明，

藏系绵羊在自然条件下能感染鼠疫并对鼠疫大约有4．17‰

的相对自然感染率心_1。2005年果青牧场藏系绵羊鼠疫的

流行，阳性率高达6．08％，可以看出，局部地区藏系绵羊鼠疫

的暴发时，其阳性率远远高于藏系绵羊分布区。而且流行期

的阳性率较高，至次年后随着鼠疫F1抗体水平的下降，阳性

率也随之下降(0．70％)。关于藏系绵羊感染鼠疫的途径问

题有待进一步研究。
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