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乙型肝炎病毒基因型和血清亚型在我国

部分地区的分布及其特点
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【摘要】 目的研究乙型肝炎病毒(h印atitis BvinB，HBV)基因型和血清亚型的分布特点及其基

目的相关性。方法湖南、，“西、河南和河北4省(区)25十县(市)280例慢性HBv携带者，应用聚台

酶链反应(PCR)扩增和脱氧核糖核酸(DNA)序列分析，确定HBV基因型和血清亚型。结果}口了v

基囡型B、C和L)均有分布，分别占29 3％、67 9％和2 9％，其中B和C为优势基因型。adr、adw2、

avr、aywl、8yw2和ayw3等6种血清亚型均有分布，其中adr和adw2为优势血清亚型，分别占64 3％

和3l 4％。基因型B与adw2血清亚型，基因型c与adr血清亚型有非常密切的基因相关性。280倒

HBv携带者表面抗原基因序列每100个棱苷酸的平均置换频数为2 94。基因型B(adw2血清亚型)

毒株核苷酸置换频数为5 63(5 48)，而基因型C(a出血清亚型)仅为l 6(1．51)。结论唧基因型
和血清亚型的分布均有明硅的地区性；基因型B驶相对应的adw2血清亚型毒株的基因可变性明显

高于基因型C及相应的adr血清亚型。

【关键词1旰炎病毒，乙型；流行病学，分于；基因型；血清亚型
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乙型肝炎病毒(hepatitls B vi nls，HBV)感染在

世界各地均有不同程度的流行，但地区差异非常明

显⋯。国家间和国内地区间流行程度的差异，除与

卫生状况、生活习惯、人体免疫遗传特征等因素明显
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·论著·

相关外，无疑与病毒本身生物学特性(基因型、血清

亚型、基因变异等)也有关。应用免疫学试验，按表

面抗原共同抗原决定簇a和另外二组相互排斥的抗

原决定簇d／v和w／r，可将删表面抗味分为4个
血清亚型(adr，adw，ayr，ayw)。70年代中期以来，

按主要抗原决定簇亚型的组合，可将HBV细分为9

个血清亚型(aywl，ayw2，ayw3，ayw4，ayr，adw2，

adw4，adrq+，adrq一)L2。5I。依照感染人类HBv全

基因系统进化的分析结果，又可将HBv分为6个基

因型(A～F)。船v基因组序列分析现已成为描述
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病毒学特征的重要方法。可应用HBv基因序列数

据来寻找和追踪传染源、分析病毒进化史，也可进行

血清分型分析拉1⋯。初步研究发现卜玎W基因型与
血清亚型间有一定的基因相关性，但9个血清亚型

与6个基因型间内在的关系目前并不太清楚；剐
基因型和血清亚型分布的地区性非常明显，但对国

内地区间mv基因型和血清亚型分布特点的了解
尚少。我国阳3v感染流行强度的地区差别是否与

嘟V基因型和血清亚型等病原生物学因素相关也
有待凋查。

对象与方法

1．聊携带者标本：280例慢性ⅧⅣ携带者
的血清标本均为独立的个体，来自湖南(92倒)、广

西(60例)、河南(48例)和河北(80例)4省(区)共

15个乙型肝炎疫苗试点区和疾病监测点(县、市)。

其中97例系在新生儿完成全程免疫后，l～14年的

随访观察中收集的乙型肝炎疫苗免疫后携带者(国

家“七五”至“九五”重点科技攻关项目——乙型肝炎

疫苗预防效果的随访者)，年龄2～15岁(平均7．8

岁，男、女分别为52例和45例)。其余183例为未

免疫携带者，均来自1992年全国肝炎流行病学调查

时低温保藏的携带者血清标本⋯，其中95例为未免

疫的儿童携带者(2～15岁，平均7 8岁，男、女分剐

为5l例和44例)，免疫后携带者的年龄和性别构成

与未免疫携带者可相配比；另88例为未免疫的育龄

妇女(2l～35岁，平均年龄31．5岁)。

2、}皿v表面抗原基因的聚合酶链反应扩增和

脱氧核糖核酸序列分析：按文献【7 J报告的巢式聚合

酶链反应(net—PcR)方法扩增携带者血清标本的表

面抗原基因。外寡核苷酸扩增引物为：础V409：
5。CAT CC丁GCT GCT ATG CCT CAT CT(HBV

nt 409～431)和HRV703A：5’一CGA A(：C ACT GAA

(：AA ATG GCA CT(nt 680～703)。net—PCR扩增

的内引物为：mW58：5’一(如T A“；TT(；(：(℃
GTT TGT CCT Cr(nt 458_4踟)和HBV686A：5’一

GGC ACT AGT AAA CTG AGC CA(nt 667～

686)。

血清船V DNA提取的操作步骤简介如下：
40 pl血清加人20川3倍裂解缓冲液(420 mmoI／1．

NaCl，30 mm01／L T^s_Ha DH 8 O，45 mmol几

Mga2，1．5％N0nidet P_40)37℃30 min，室温1 h，

然后95℃加热lO min后，将混合物在lO 000 r／min
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离心5 min。取7．5Ⅱl上清作为PCR扩增的模板，

PcR扩增反应按文献⋯报告的方法进行。

应用QIAuuick P(、R纯化试剂盒纯化PCR产

物，应用ABI Prism dRhodamine测序反应试剂盒进

行测序循环反应，应用ABI 377自动序列测定仪进

行测序。

3．数据分析：所有mv携带者HBsAg基因
DNA序列数据(HBv nt494～679)，1999年已录入

美国GenBank数据库，数据检索号从AFl98683至

AFl98963。应用(m软件分析确定HBv基因型
和基因特点。根据mv msAg I)NA序列推导的
氨基酸序列，按122、127、J34、159和160位氨基酸

组成确定HBsAg的抗原决定簇和亚决定簇。应用

SPSs软件分析整理分子流行病学数据。

结 果

1．卜ⅢV基因型和血清亚型在我国4省(区)的

分布：将我们测定的咄v船sAg基因序列与美国
(knBank中唧标准株相比较，确定H吖基因
型。以HBv船sA窖基因序列推导的氨基酸序列确
定血清亚型。表1显示HBv基因型和血清亚型在

我国4省(区)的分布。280例HBv携带者，共检测

到B、c和D等3种HBv基因型，其中B和C是优

势基因型，分别占29．3％(82／280)和67．9％(190／

280)，基因型D比例较少，仅占2 9％。HBV基因型

在4省(区)的分布，经卡方检验和似然比检验

(1ikeli}100d mtio)，基因型的构成在4省(区)问差别

有非常显著性(似然比为104 2，P<0．叭)，基因型

B和c在广西和湖南均常见，而河南和河北主要为

基因型C。adr、adw2、ayr、aⅣl、aⅣ2和ayw3等6
种血清亚型均有分布，adr和adw2为优势血清亚

型，分别占64 3％(180／280)和3l 4％(88／280)，其

他血清亚型所占比例较小(仅4．3％)。经卡方检验

和似然比检验分析，mv血清亚型在4省(区)的构
成差别有非常显著性(似然比为92．9，尸<0．叭)。

adr和adw2在广西和湖南均常见，而河南和河北主

要为adr血清亚型。

2．FⅢV基因型与血清亚型间的基因相关性：经

配比分析，180例adr血清亚型样本100％归类为基

因型c；88例adw2血清亚型样本77例(87 5％)归

类为基因型B，8例(9．1％)为基因型c，3例

(3．4％)为基因型D。经卡方检验和似然比检验分

析，HBv基因型与血清亚型间基因相关关系非常显
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表1 mv基因型和血清亚型在我国4省(区)的分布

洼：括号外数字为例数．括号内数字为百分翠；*mv基因型分布似然比为104 2．P<0 01；**唧血清亚型分布似然比为92 9．P<O 01
著(，=300 5，似然比3叭．8，P<0．01)。adr血清 进行血清分型，不但分析精确，也毋需进行免疫学检

亚型与基因型C有非常明确的基因相关性，基因型 测，是进行mvmsAg血清分型的新途径【3．4J。我
B与adw2血清亚型问基因相关性也很强。 们发现adr、adw2、ayr、aywl、ayw2和ayw3等6种

3聊msAg基因核苷酸置换的频数：表2显 血清亚型均有分布，adr和adw2为优势血清亚型，

示280例慢性}毋V携带者}ⅢsAg基因序列(HBV 地区间血清亚型分布有明显差别，与1979年全国肝

nt494～679)，每100个核苷酸置换的平均频数为 炎流行病学调查应用免疫检测进行血清分型的结果

2．94。按基因型和血清亚型分层分析，基因型B毒 相一致。

株的核昔酸置换频数显著高于基因型c，分别为 经配比分析研究发现：adr血清亚型与基因型C

5．63和1．6(f=29．5，P<O．01)；adw2血清亚型毒 相对应；adw2血清亚型主要与基因型B相对应。由

株核苷酸置换频数显著高于adr血清亚型，分别为 此提示，可根据其中一种分型结果初步推导另一种

5．48和1．5l(F28．3，P<O．01)。基因型D及ayr／ 分型结果【4|。

w血清亚型病例太少，不是优势毒株，投有进行组间 280例HBv携带者msAg基因平均每100个
分析比较。

’

核苷酸置换频数仅为2．94，提示ⅧⅣHBsAg基因
表2 280例慢性HBV携带者Ⅷ培Ag基因 相当保守【5，6·9I。基因型B及相应的adw2血清亚

核苷酸置换的频数

*咀280个}ⅡⅣ表面抗原基因序列(n1494～679)的共同序列

为参照，样本每100个棱苷酸被置换的频数

讨 论

}Ⅲv感染的流行强度在我国有明显的地区

性⋯，其原因目前尚不完全清楚。应用现代分子流

行病学研究方法来描述船v感染在我国的分布，
可进一步掌握乙型肝炎的流行规律，并更有针对性

地开展预防和控制工作L2’8J。我们分析了部分地区

船v基因型和血清亚型的分布及其特点。结果显
示：基因型B和C在湖南等4省(区)为优势基因

型，分别占29．3％和67．9％，其分布有明显地区性，

广西和湖南基因型B和C均常见，而河南和河北主

要是基因型C。

应用}mv}Ⅱ如堍基因扩增产物基因序列直接

型毒株基因可变性明显高于基因型C及相应的adr

血清亚型，这是否是我国南方地区乙型肝炎流行更

为严重的病原生物学基础，有待进一步研究。

(本文实验研究由美国疾病控制中心资助，并在该中心

肝炎实验室完成)
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甲型肝炎减毒活疫苗与麻疹减毒活疫苗

联合免疫的实验研究

张世勇 高秋菊张勇侯通夏建玲刘新立 R‘5

甲型肝炎减毒活疫苗(甲肝疫苗)与死疫苗如乙型肝炎

(乙肝)疫苗、免疫球蛋白联合免疫的研究已有报道fl-，但与

麻疹减毒活疫苗(麻疹疫苗)的联合免疫尚未见报道．为此，

对甲肝疫苗与麻疹疫苗联合免疫的血清学效果进行了观察，

报告如下。

1．材料与方法：(1)接种对象及分组：从石家庄市郊区筛

选HAv抗体(抗．}nv)阴性的5一10岁健康儿童160人，分

别接种杭州及昆明产甲肝疫苗，接种杭州苗踟人，其中20

人同时接种麻疹疫苗；接种昆明苗80人，其中30人同时接

种麻疹疫苗。接种后1年对所有接种者又加强了l针甲肝

疫苗，初免后1年半采集接种者血，检测抗一HAv。(2)接种

方法及副反应观察：在每名接种对象上臂三角肌附着处外缘

皮下接种一剂甲肝疫苗(1 0“)．部分人同时在另侧上臂相

应位置接种l剂麻疹疫苗(0．2 m1)。于每次接种24、48、72 h

后观察局部及全身副反应。(3)疫苗来源：初免甲肝疫苗均

购自疫苗批发单位．分别由杭州(H2株)和昆明(H2株)两厂

家生产，批号分别为950830和9508ll，滴度均在106
5

TcID钔／丌d以上，每剂I瑚。加强免疫用甲肝疫苗由杭州生

产(批号：9606i5)=麻疹疫苗由卫生部北京生物制品研究所

生产(批号：95017．1)。(4)抗一HAV检测：使用浙江医学科学

院酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂进行抗体检测，试剂批
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号：9512，cutoff=(氏+Nx)／2，用∞／s表示结果，c。^≥l 0

为阳性[叫toff(∞)为临界值，R为阳性对照光密度均值，雨x

为阴性对照光密度均值．s为样本光密度值]．

2．结果：(1)副反应观察：接种后24、48、72 h未见局部和

全身严重副反应．少数仅有注射部位的红肿热痛，但均在2 d

后消失。(2)甲肝疫苗及甲肝与麻疹疫苗联合免疫t年半后

的血清学效果见表l。

两厂家生产的甲肝疫苗加强免疫后抗一}认v阳性率均达

到100％。杭州苗组其单纯甲肝疫苗免疫与联合免疫的抗

HAVGMT差异无显著性(r=0 32，P=0．74)，而在昆明苗

组，联合免疫后的GMT要显著高于单纯甲肝疫苗免疫(f=

0 17，P=O 03)；杭州苗组与昆明苗组其联合免疫及单纯免

疫后的GMT间差异无显著性(‘《e=L87，P=0．07；‘单纯=

0．00，P=I)。

3讨论：甲肝疫苗与麻疹疫苗的联合免疫研究中，联合

免疫后的副反应发生率未见明显上升，一般仅为注射部位红

肿热痛。从本研究来看，麻疹疫苗与甲肝疫苗一起接种，至

少两种疫苗之间不存在相互抑制，从联合免疫后抗，HAv的

GMl~要高于甲肝疫苗单纯免疫来看，甚至可以认为两种疫

苗间还存在相互促进现象，具体机制有待进一步研究。

表1 甲肝疫苗与麻疹疫苗联合免疫后的抗一HAV检测结果

注：GMr为抗HAv几何平均滴度(1：)
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