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异源双链泳动分析法快速检测!!病毒基因型

何忠平 庄辉 姚均 董庆鸣 戴旺苏 宋淑静

【摘要】 目的 建立一种简单、敏感、特异和成本低的!!病毒（!!"）基因型测定方法。方法

采用巢式聚合酶链反应方法（#$%&）对’(名正常人和)*+例各型肝炎患者血清标本进行!!",-.
检测，然后采用异源双链泳动分析法（/0.）和序列测定分析法对!!",-.阳性标本进行基因分

型。结果 各型病毒性肝炎中!!",-.阳性率为11213（4+／)*+），正常人为)’2*3（)’／’(），两者

差异无显著性（!15+211+，!5+2(6’）。在甲、乙、丙、戊型肝炎和非甲"戊型肝炎患者中!!",-.
阳性率分别为1+2+3（(／6+）、)(273（8／6+）、16263（7／6+）、6(273（))／6+）和)*263（))／(+）。在4+例

!!",-.阳性标本中，经/0.法分型，9)型为8+2+3（1+／4+），91型为)7283（7／4+），混合型为

182+3（)+／4+），另有7283（6／4+）未能分型。)+例!!"混合型感染的标本经克隆测序及基因进化

树分析，8例为9)和91型，1例为9)和96型，)例为9)和94型，)例为91和96型，)例为9)、

91和96混合型感染。结论 /0.是一种简单、敏感、特异和经济的分型法，可用于!!"基因型分

型。
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自)’’7年 -;?:;U<N<等［)，1］发 现 !! 病 毒

（!!"）以 来，对 !!"的 研 究 日 益 深 入。!<#<V<
等［6］用限制性片段长度多态性分析法（&WX$）将

!!"分为(个基因组（9)"9(）。%=#L等［4］应用

基因进化树分类法，将!!"及其相关病毒分为4
个组)6个基因型（#"$）。!<#<V<等［8］用基因进

化树分类法，将已发表的!!"及其相关病毒的序

列进行比较，用!!"样微小病毒作为外参照，将
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!!"及其相关病毒分为4个组，这些病毒异源性较

高，碱基序列差异可高达6+3以上，关于其命名、分

类以及在人类致病中的作用仍未明了。目前，用于

!!"分型方法主要有序列测定法和&WX$法等。

,-.直接序列测定法特异、准确，但需要专门测序

仪，且技术较复杂，费用较高，对大量标本进行分析

不易普及；聚合酶链反应（$%&）I&WX$法需要进行

$%&酶切，条件较复杂，不易掌握。这些方法对混

合 感 染 不 易 检 出。 异 源 双 链 泳 动 分 析 法

（:>@>K=HMDB>QC=A;B;@J<??<J，/0.）是 由 0MBB;#?
等［(I*］在/Y"基因变异分析中建立的一种方法，操
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作简单、省时，可使用于大规模标本的分析，并对基

因变异大和混合感染的标本也可检出。由于!!"
变异大，不同基因型混合感染较为常见，因此，本研

究应 用 #$%法 对 从&’(例 肝 炎 患 者 中 分 离 的

!!"进行了基因分型，现将结果报道如下。

对象与方法

&)研究对象及标本来源：*(例临床诊断为“非

甲!戊型肝炎”患者的血清标本采自于&++,年-月

至&+++年-月在北京地坛医院住院和门诊病例，该

*(例患者具有肝炎的症状和体征，丙氨酸转氨酶

（%.!）异常（!/(0，赖氏法），经1次甲、乙、丙、丁

和戊型肝炎病毒（#%"、#2"、#3"、#4"、#5"）抗

原或抗体酶联免疫法（56%，美国%227!!公司产

品）及52病毒（52"）、巨细胞病毒（3$"）抗体56%
法（德国#89:;公司产品）检测均为阴性，并除外自

身免疫性肝病、药物性肝炎、酒精性肝炎和阻塞性黄

疸等。另有急性甲型肝炎-(例、慢性乙型肝炎（轻

度）-(例、慢性丙型肝炎（轻度）-(例、急性戊型肝炎

-(例，均为&++,年-月至&+++年-月在北京地坛

医院住院病例，按1(((年第十次全国病毒性肝炎与

肝病学术会议修订的“病毒性肝炎防治方案”中诊断

标准诊断。+*名正常人血清标本采自北京妇产医

院婚前检查者。

1)核酸提取及!!"4<%巢式=3>（;=3>）：

4<%提 取 及 !!"4<%;=3>法 参 照 参 考 文 献

［+，&(］。

-)用于!!"基因分型的目的基因扩增：血清

4<%提取法同前。用于!!"分型的目的基因扩增

采用半巢式=3>法［1］。第一轮=3>：!:?酶&0，

&(@扩 增 缓 冲 液-"A，1B9CA／.D<!=()&1"A，

B("9CA／.引物()&1"A，血清4<%提取物*"A，加

45=3水至-("A。第一轮引物为<EB+，正向引物：

B’F%3%E%3%E%EE%E%%EE3%%3%!EF-’、

<E*-，反 向 引 物：B’F3!EE3%!!!!%33%!
!!33%%%E!!F-’，=3>产物为1’*GH。第二轮

=3>：=3> 反 应 体 系 同 第 一 轮，唯 正 向 引 物 为

<E*&，B’FEE3%%3%!EI!>!EE%!%E%3
!EEF-’（IJ!／3；>J%／E），反向引物<E*-同第

一轮，模板为第一轮=3>产物-"A，加45=3水至

-("A。两轮=3>循环温度条件均为+/K-9L;预

变性，然后+/K/BM，*(K/BM，,1K/BM，共-B个

循环，然后,1K延伸,9L;。取第二轮=3>产 物

’"A，以1)(N琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色后于

紫外灯下观察结果，扩增产物为1,&GH。

/)#$%法：

（&）对照质粒的构建：目的基因扩增阳性的第二

轮=3>产物，经&N琼脂糖凝胶电泳，与标准对照

判定无误后，纯化=3>产物（=OC9PQ:公司纯化试

剂盒），连接至HE5$F!载体（=OC9PQ:公司产品），

转化R.F&2A8P细菌，挑选白色阳性克隆，=3>和酶

切鉴定。经克隆测序证实为!!"基因型&（!!"
E&）和基因型1（!!"E1）。用试剂盒提取重组质粒

（上海生工生物公司产品），置S1(K保存备用。

（1）异源双链的形成：在()B9A离心管中加入

/)B"A第二轮=3>反应产物，/)B"A对照质粒的第

二轮=3>产物（或45=3水）和&"A异源双链杂交液

（TPUPOCD8HAPV:;;P:AL;QG8WWPO，&((99CA／.<:3A，

&(99CA／.H#,)’!OLM，199CA／.54!%），+/K水

浴19L;，迅速置于冰浴中&(9L;，形成异源双链。

（-）聚丙烯酰胺凝胶电泳（=%E5）：加入&／B体

积的B@点样缓冲液（1BNXLYCAA，&N7O:;QPE），点

样至BN的非变性聚丙烯酰胺凝胶（1+Z&丙烯酰胺Z
双丙烯酰胺），胶厚&)B99，胶面为&,)BY9@&BY9
的"&*垂直冷凝电泳槽（北京六一厂），电泳液用

&@!25（’’99CA／.!OLMCO:UP，’+99CA／.硼酸盐，

199CA／.54!%）。电泳条件为&(("电压1T，电

泳后将凝胶浸入()B"Q／9A溴化乙锭中染色&T，在

紫外灯下观察结果。

（/）基因型确定：在一般情况下，!!"4<%阳

性样品与E&和E1标准对照质粒可分别形成1条

或以上异源双链带和&!1条同源双链带。如样品

与某基因型对照质粒形成的异源双链带位置一致，

则为该基因型。如在水对照孔，形成1条以上异源

双链带，同时与E&和／或E1标准对照质粒形成1
条以上异源双链带者为混合感染。与E&和／或E1
形成异源双链带较远者，为非E&和E1型。

B)=3>产物克隆测序及基因进化树分析：#
=3>产物纯化和克隆，同对照质粒的构建；$4<%
序列测定，由上海生物工程公司用双脱氧末端终止

法双向测序；%基因进化树分析采用"PYUCO<!6
M8LUP,和!OPP"LP[软件，将测序结果与EP;2:;\
收录的!!"序列进行核苷酸序列同源性比较，并

分析基因进化树关系。

*)统计学分析：应用]=]]&()(软件进行统计

学分析，率的比较采用&1检验。
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结 果

!"正常人和病毒性肝炎患者中##$%&’检出

及()’基因分型：*+名正常人采用,-./检测，!*
例##$%&’阳性，阳性率为!*"01；!02例病毒性

肝炎 患 者 中，32例 ##$ %&’ 阳 性，阳 性 率 为

44"41，两 者 差 异 无 显 著 性（!452"442，!5
2"+6*）。由表!可见，在甲、乙、丙、戊型肝炎和非

甲"戊型肝炎患者中分别检出##$阳性者为+例

（42"21）、7 例（!+"81）、8 例（46"61）、!! 例

（6+"81）和!!例（!0"61）。该32例##$%&’阳

性标 本 经 ()’法 基 因 分 型，结 果 9!型42例

（72"21），94 型 8 例（!8"71），混 合 型 !2 例

（47"21），6例未能分型（8"71）。与##$9!和

94型阳性质粒-./产物经()’分析见图!，4。

表! 病毒性肝炎患者中##$感染情况

肝炎型别 例数
##$%&’

9! 94混合型 未分型 合计 阳性率（1）

甲 62 3 ! ! 2 + 42"2
乙 62 4 ! 4 2 7 !+"8
丙 62 6 ! 4 ! 8 46"6
戊 62 7 4 6 ! !! 6+"8

非甲"戊 +2 + 4 4 ! !! !0"6
合计 !02 42 8 !2 6 32 44"4

!，6，7，8，*，!!，!6，!7，!8，!*分别为标本:%(!"!2与对照质

粒9!的杂交；4，3，+，0，!2，!4，!3，!+，!0，42分别为标本:%(!"!2
与水的杂交；4!为对照质粒9!与水杂交

图! 病毒性肝炎患者血标本:%(!"!2的

48!;<的()’结果

4"基因进化树分析结果：对42例9!型和8例

94型分别经克隆测序，然后用基因进化树分析均符

合。!2例混合型和6例未能分型标本经克隆测序

及基因进化树分析表明，7例为9!和94，6例为9!
和96，!例为9!和93，!例为94和96，!例为

9!、94和96混合感染；6例未能分型标本分别为

96、97和9+。

!"46分别为标本:%(!!"66与对照质粒94的杂交；43为对

照质粒94与水杂交

图" 病毒性肝炎患者血标本:%(!!"66的

48!;<的()’结果

通过基因进化树分析，从9=,:>,?中筛选!4
株 9! 有 代 表 性 分 离 株（’@284836，.AB!34，

.AB44，.AB40，.)/!4，C>:%!4，C>:%40，C>:%4*，

C’(..7*，C’(..77，)A&9*+*，D(-#!27）；*株

94有 代 表 性 分 离 株（.AB!7，.AB8，.)/02*，

.)/04*，’@2+2738，C>:%60，C>:%00，C’(..67，

)A&9437）；6株96有代表性分离株（’@28*73!，

’@28*734，’@28*736）；+株 93有 代 表 性 分 离 株

（.AB!6*，C>:%36，C>:%*0，C’.(.!*，C’)7*，

)A&94+0）；4株97有代表性分离株（C’&:&.!2，

C’)4!）；6株9+有代表性分离株（C’)!0，C’)4*，

C’)40），并与本次研究中分离的!7株（:#4，:#+，

:#0，:#!4，:#!6，:#4!，:#38，:#7*，:#!+，:#*2，

:#!26，:#7，:#!2!，:#!，:#8）基因进化树分析，结

果见图6。

:#为北京##$分离株

图# 76个##$A/@!区短片段基因进化树分析
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讨 论

!"##等［$$%$&］报道，’’(有较高的混合感染率，

同一 例 患 者 可 感 染)个 或 以 上 ’’( 基 因 型。

’"*"+","等［$-］报道，.例合并感染’’(的血友病

患者中，&例感染&种不同的’’(型，&例感染-种

不同 的 ’’(型，$例 感 染/种 不 同 的 ’’(型。

01234566等［$/］报道，在亚洲’’(感染率极高，且混

合感染率也高。同一例患者可先后感染多种’’(
型，提示一种’’(分离株的感染，并不能保护随后

的其他’’(株（包括不同型）感染。本研究结果也

证实这一点，在病毒性肝炎患者中’’(感染率为

))7)8（-9／$:9），混合感染占)/798（$9／-9）。

目前，’’(诊断主要依据0;<，通 常 从 =))
区、读码框架$区（><?$）和/’非编码区（=;<）设

计引物，前两区序列变异较大，检出率较低；后者较

保守，检出率较高。本文采用><?$区对正常人和

病毒性肝炎进行@0;<检测，阳性率分别为$A7:8
和))7)8，两 者 差 异 无 显 著 性（!)B97))9，!B
97C&A），与国外学者报道相符［$C］。

’"@"*"等［&］对泰国慢性肝炎感染’’(的:)
株序列分析表明，’’(可分为C个亚型（D$"DC），

同时对来自日本和韩国的血清标本采用0;<%<?E0
分型，在><?$区先用内切酶=F2#和036#进行酶

切分型，然后用内切酶=G"$或H32#进行酶切，可

将’’(分为C个亚型。I2等［$.］对来自中国大陆

的)A/份血清标本（包括献血员、爆发性肝炎、慢性

肝炎和I!3JK携带者）进行’’(0;<%<?E0分型，

证实我国存在’’(D$"DC等C个基因型。本次

实验根据国内外报道较多且较为确定的C个基因型

进行研究，经测序分析与国外报道分型结果较一致。

IHJ用于’’(分型的主要原理是基于L=J
分子的变性和复性过程。当双链L=J分子被加热

到$99M左右，两条互补链分离，此即变性作用；在

适当温度和盐离子浓度作用下，变性的L=J能够

通过碱基配对而重新形成双螺旋，此即复性作用。

如在溶液中存在两种或以上具有一定同源性的核酸

分子，在适当的盐离子浓度下，通过上述变性、复性

过程，不同来源的两条L=J链的同源区域可借碱

基配对形成双链，此即为异源双链。异源双链内由

于存在碱基错配或不配区域，在链内局部可形成凸

起（!N#K23）或泡（!NOO#2），其分子构象发生改变。而

在非变性0JDP中，L=J分子相对迁移率不仅与

L=J分子大小有关，而且与其构象有关。这样，在

0;<反应中采用同一对引物，从不同来源扩增得到

的L=J片段分子，通过变性、复性后，尽管可以形

成大小相同的同源双链与异源双链，但由于异源双

链中有构象改变，因此在非变性0JDP中，与同源

双链泳动速率相比，异源双链电泳速度慢，迁移距离

较短。异源双链泳动速度与其双链同源性成正比，

同源性越高，泳动越快。基因型的确定正是根据样

品与某一型形成的异源双链体的泳动率最快，确定

该样品为其相应的基因型。IHJ操作虽相对简

单，但为保证实验的稳定性、重复性和特异性，每次

实验应有严格的质量控制，包括设立样品自身杂交

作对照，0JDP电泳条件要相对恒定，电泳装置、凝

胶浓度及缓冲液、电泳时间、电压一致。同时，电泳

温度越高，异源双链体的泳动越慢，因此，需要在冰

浴条件下进行电泳。

IHJ法用于艾滋病基因分型研究较为成熟，

且有各基因亚型的标准质粒和商品试剂，而此法用

于肝炎研究刚刚起步，仅见少量文献报道。经序列

分析法证明，用IHJ法对’’(分型结果可靠。但

由于本项研究仅采用’’(D$和D)作为标准质粒

对照，因此，只能分为D$、D)、混合型和未分型-
种，其中混合型和未分型只有经克隆测序后才能进

一步定型。同时，由于检测’’(L=J的@0;<引

物为参考’’(原型株序列设计，因此，所检测到的

基因型大部分以D$和D)型，为了全面了解人群中

’’(感染的基因型，今后用’’(分型引物或兼并

引物，并增加其他型’’(的标准质粒对照，这样本

方法将更有实用价值。
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·疾病控制·

青海高原出生缺陷流行病学调查

李庆业 周景芳 黄素霞 陈建华

#,资料与方法：为!""#年#月#日至#!月%#日青海省

五州一地三市，共#*个县%个市N*家医院住院分娩的孕!$
周到生后+天的围产儿（包括死胎、死产和+天内死亡的新

生儿），以及计划内引产的围产儿。采用描述流行病学的方

法对资料进行回顾性分析研究，使用4H@./、6R66统计软件

进行统计学分析。

!,结果与分析：!出生缺陷发生率：!""#年共监测围产

儿#’N’+例，其中出生缺陷者#$+例。出生缺陷总发生率为

#!",($／万，高于全国水平（#"(,$+／万）。城市出生缺陷发生

率 为#"$,#N／万，高 于 全 国 水 平（#"!,’!／万 ）；农 村 为

#!(,+(／万，接近于全国水平（#!+,!!／万）。"人群分布：男

性围产儿出生缺陷发生率为###,+’／万，女性为#!’,*(／万。

%’#岁年龄段孕妇的出生缺陷发生率（!*+,N(／万）及!!"岁

年龄段孕妇的出生缺陷发生率（!"",*+／万），明显高于其他

年龄段孕妇，且差异有显著性（!!","’）。$出生缺陷类型

及其分 布：前 五 位 出 生 缺 陷 为 神 经 管 缺 陷、总 唇 裂、多 指

（趾）、先天性脑积水、肢体短缩。其发生率分别为%*,!%／万、

!%,(N／万、#N,$$／万、#N,!%／万、#!,!(／万，均明显高于全国水平

（分别为##,(’／万、#N,"+／万、#!,N’／万、+,#"／万、’,+(／万）。单发

畸形 占+$,*#̂ ，多 发 畸 形 占!#,%(̂ 。单 发 与 多 发 之 比 为

%,*$&#。神经管畸形的发生率在农村（’",#+／万）明显高于城市

（#’,("／万），为城市的%,#*倍，且差异有非常显著性（!!","#）。

多指（趾）畸形的发生率在城市（!%,$’／万）高于

作者单位：$#"""+西宁，青海省妇幼保健医院

农村（$,+%／万），为 农 村 的!,+%倍，且 差 异 有 显 著 性（!!
","’）。回 族 高 发（$*,+%／万），多 指（趾）在 汉 族 中 高 发

（#$,!"／万），且差异均有非常显著性（!!","#）。神经管畸

形在%’#岁年龄段的产妇中高发（!"’,+*／万），且差异有极

显著性（!!","#）；总唇裂在!!"岁年龄段的产妇中高发

（**,$(／万），且差异有显著性（!!","’）。%出生缺陷转归

情况：围产儿死亡率为%$,N_。其中玉树州（NN($C）高达

(’,*%_，黄 南 州（%*""C）其 次，为’!,N"_，海 西 州

（%"**C）第 三，为’#,"#_，西 宁 市（!#""C）最 低，为

!","+_。且不同海拔的围产儿死亡率差异有非常显著性

（!!","#）。出生缺陷死亡专率、病死率及占总围产儿死亡

的比 例 中 出 生 缺 陷 死 亡 占 围 产 儿 死 亡 的#+,#N̂ （城 市

#$,%$̂ ；农村#*,’(̂ ）。出生缺陷死亡专率为*,*"_，农村

高于城市，且差异有非常显著性（!!","#）。出生缺陷病死

率为’N,’’̂ 。&出生缺陷的 产 前 诊 断：产 前 诊 断 率 仅 占

#$,*’̂ 。内脏畸形的产前诊断率（%N,$%̂ ）高于体表畸形

的产前诊断率（N,$#̂ ）。’孕早期可能致畸因素：孕妇患病

占出生 缺 陷 原 因 的#’,’#̂ ，其 中 感 冒 占$,"!̂ 、发 烧 占

%,+N̂ ；孕妇服药占!#,(%̂ ，其中抗生素占(,*%̂ 、感冒对

症药占%,+N̂ 、镇痛剂占!,#N̂ ；孕妇接触过的可疑致畸因

素占#!,%"̂ ，其中接触牲畜史占%,+N̂ 、农药占%,!#̂ 、化

学药品占!,*+̂ 、酒精占#,"+̂ ；有!例有家族遗传史，有!
例为近亲结婚，共占致畸因素的!,#N̂ 。
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（本文编辑：尹廉）
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