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·乙肝疫苗免疫策略研究·

中国11城市乙型肝炎病毒慢性感染者中

乙型肝炎病毒基因型分布

高俊薇 李雅娟 庄辉 李杰 王佳 董庆呜 陈雅洁 牛俊奇

马为民 赵伟 赵保安钟金群

【摘要】 目的 了解中国乙型肝炎病毒(HBV)慢性感染者中HBv基因型的分布情况。方法

收集北京、清远、深圳、石家庄、汉川、南京、长春、济南、聊城、宁波和温州市共1214份HBV DNA阳性

的慢性HBV感染者血清样本，用型特异性引物聚合酶链反应法(PCR)进行基因型测定，并对其中部

分样本以PCR产物直接测序验证。结果 在1214份血清中，检测到A基因型9例，占0．7％；B基因

型345例，占28．4％；c基因型709例，占58．4％；B、C混合基因型(B+C)151例，占12．4％。未检测到

其他基因型。北方地区(长春、北京、石家庄市等)慢性HBv感染者中，C基因型比例较高，分别为

58．2％、67．5％和63．6％，山东省聊城和济南市的c基因型比例分别高达90．2％和87．9％。随地理位

置南移，B基因型比例逐渐增加，广东省清远和深圳市的B基因型比例分别为71．4％和63．6％。结论

HBV基因型分布有明显地区差异。在中国慢性HBv感染者中，HBV C和B基因型为主要流行株。

北方地区以C基因型为优势株，而南方地区则B基因型较为多见。
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【Abstract】 objective To investigate the distribution。f hepatitis B virus(HBV)genotypes in

patients with chronic HBV infection among 11 cities of China．Methods A total of 1214 serum samples

from patients with chr。nic HBV infection were collected in 1 1 cities of China，including Be巧ing，Qingyuan，

Shenzhen，Sh巧iazhuang，Hanchuan，Nanjing，Changchun，Liaocheng，Jinan，Ningbo and Wenzhou．

GenotypeS of the 1214 HBV strains were identified by PCR method with type specific primers．Parts of the

results were confirmed by direct sequencing analysis of PCR products．Results Among the 1214 patients

with chronic HBV infection，0．7％(9／1214)were genotype A，28．4％(345／1214)genotype B，58．4％(709／

1214)genotype C，and 12．4％(151／1214)genotype B and genotype C mixed infecti。n．No。ther genotypes
were found． Genotype C was predominant in the northern part of China，such as Changchun，Be巧ing，

S嫡jazhuang，while genotype B was more commonly seen in south of China．71．4％(20／28)f。r patients
from Qingyuan and 63．6％(70／110)fr。m shenzhen were infected with genotype B．conclusion HBV

genotypes had distinct geographic distributi。n．Genotype B and C the predominant strains in patients with

chr。nic HBV infecti。n in China． Genotype C was pred。minantly identified in the northern part of China

versus genotype B the south．
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乙型肝炎病毒(HBv)的慢性感染是一个严重

的公共卫生问题。目前，根据HBV的基因多态性，

来自不同国家和地区的所有HBV可分为A～H等8

个基因型m4。。研究表明，HBv基因型呈明显的地

域分布，各国家和地区差异明显，甚至同一国家不同

地区的HBv基因型分布也有差异；感染不同HBV

基因型的患者，其临床表现及病毒学特征明显不

同”。1 0I。我国慢性HBV感染者中，以B和C基因型

为主，也存在B+C混合型感染；北方地区主要以C

基因型为主，南方则以B型较为多见。9。1 5I。本研究

应用型特异性引物PCR法，检测我国11城市1214

份慢性HBV感染者的HBV基因型，以进一步了解

我国HBV基因型分布情况。

材料与方法

1．血清标本：所有血清标本均由11市各家医院

采自慢性HBV感染者，共1214份，男性903份，女

性311份。其中长春67份、北京120份、石家庄99

份、聊城133份、济南132份、宁波105份、温州386

份、南京12份、汉川22份、清远28份及深圳110

份。慢性HBV感染诊断符合2005年发布的《慢性

乙型肝炎防治指南》¨6。。所有患者均排除HAV、

HCv、HDv及HEv感染及自身免疫性肝病、药物

性肝炎、酒精性肝炎和阻塞性黄疸等其他因素引起

的肝脏损伤。血清标本采集后于一20℃冻存备检。

2．仪器和试剂： RNAgents@T。tal RNA

Is01ation System试剂盒、DNA分子量标志G316A

购自美国Promega公司，琼脂糖、dNTP购自华美生

物工程公司。Gold Taq DNA聚合酶(5 U／肚1)、10×

反应buffer、25 mm01／L MgCl：购自AB公司。

AB一9700型PCR热循环仪，台式高速离心机为

Sigma 1—15K型，紫外检测为美国Bio—Rad公司

Mini—Transilluminator， Standard Electrophoreses

Hood快照成像。PCR反应引物由上海基康生物技

术有限公司合成，引物序列见表1。

3．型特异性引物PCR法对HBV DNA进行基

因型分型：应用改进的RNAgents@Total RNA

Isolation System试剂盒提取HBV DNA。10。。HBV

基因分型用多对引物巢式PCR法：采用40“l的反应

体系(10×反应buffer 4_￡上l，dNTP 4肛l，MgCl2

2．4肛I，P1 0．8肛1，S4R 0．8肛1，HBV DNA模板

10肛1，G01d TaqE 0．2弘1，H20 17．8肛1)，按95℃，

10 min；95℃，20 s；55℃，20 s；72℃，1 min，进行40

个循环，72℃，7 min。取第一轮PCR产物作为模板

进行第二轮扩增：40“l反应体系(10×反应buffer

4肛l，dNTP 4肛1，MgCl2 2．4弘l，B2 0．8肛l，BAlR

0．8肛l，BBlR 0．8肛I，BClR 0．8肛l，或B2R 0．8肛l，

BDl 0．8肛1，BEl 0．8扯l，BFl 0．8肛1，第一轮PCR产

物5肛1，G01d TaqE 0．4弘I，H20 21肛1)，按95℃，

10 min；95℃，20 s；65℃，20 s；72℃，30 s，进行40个

循环，72℃，7 min，然后取2“l的第二轮PCR产物在

100 v电压下，经3％琼脂糖凝胶电泳20 min，紫外

检测仪观察电泳条带的大小，以确定其基因型。A

型为68 bp，B型为281 bp，C型为122 bp，D型为

119 bp，E型为167 bp，F型为97 bp。9’10 o。

4．PCR产物直接测序法分型以验证PCR分型

法的准确性：随机选取上述基因分型结果为B型的

样本5例，C型5例。将第二轮PCR分型产物进行

直接测序。PCR产物纯化和测序由北京华大中生

科技发展有限公司完成。用Clustal w和Blast软件

进行序列比对和同源性分析，验证其基因型。

5．统计学分析：应用统计分析软件SPSS 11．0

进行Y2检验及统计分析。

结 果

1．HBV基因型分型：根据PCR产物电泳后，观

察电泳条带的大小确定基因型。HBV基因型

PCR产物大小分别为：A型68 bp，B型281 bp，C型

表1 HBV基因分型引物及序列
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122 bp(图1)。如表2所示，1214份血清中A型占

0．7％(9例)，B型占28．4％(345例)，C型占58．4％

(709例)，B+C占12．4％(15l例)。在湖北省汉川

市和江苏省南京市未检测到B+C混合感染。仅在

温州市的386例样本中发现9例A型，其他城市未

发现A基因型。

M：DNA分子量标准；l：B+C混合型(281 bp，122 bp)；2、3、7

B型(281 bp)；4～6、8：C型(122 bp)；9：阴性对照

图1 HBv基因分型PCR产物电泳图谱

表2 11城市HBv慢性感染者中船v基因型分布

合计28．4(345／1214)58．4(709／1214)12．4(151／1214)0．7(9／1214)

注：括号外数据为构成比(％)；括号内数据为例数／，总例数

2．测序分型：随机选择5例用型特异性引物

PCR法检测为B基因型的样品，其PCR产物直接

测序后进行B1ast比对，所有5例序列与GenBank

中已知B基因型相同。随机选择5例用型特异性引

物PCR法检测为C基因型的样品，其PCR产物直

接测序后进行Blast比对，序列和GenBank中已知C

基因型相同。结果显示，型特异性引物PCR法分型

结果与核酸测序结果一致。进一步验证了型特异性

引物PCR法可用于鉴定HBV基因型。

3．不同地区HBv基因型分布：长春、北京、石

家庄、聊城、济南、宁波、温州、清远和深圳等市的慢

性HBV感染者中，HBV基因型分布的差异有统计

学意义(P<0．05)。北方地区以C基因型为优势

株，而南方地区以B基因型相对较多。如表2所示，

北方地区如长春、北京、石家庄市以C基因型为主，

分别占58．2％(39／67)、67．5％(81／120)和63．6％

(63／99)。山东省聊城和济南市，其C基因型比例高

达90．2％(120／133)和87．9％(116／132)。随地理位

置南移，B基因型的比例逐渐增加，广东省清远和深

圳市则以B基因型为主，分别为71．4％(20／28)和

63．6％(70／110)。

4．慢性HBV感染者中不同性别的基因型分

布：男性感染者中，B、C基因型及B+C混合型分别

为25．0％(226／903)、65．4％(590／903)和9．6％(87／

903)；女性感染者中，B、C基因型及B+C混合型分

别为34．3％(107／311)、56．7％(176／311)和9．0％

(28／311)。HBV基因型在不同性别中的分布其差

异无统计学意义(P>0．05)。

讨 论

近年来的研究表明，HBV基因型不仅有重要的

流行病学意义，而且与疾病进程、药物疗效及预后等

有一定相关性。因此，HBV基因型比血清型具有更

重要的临床意义。另外，HBV基因分型研究还有助

于了解HBV在人群中基因变异和进化趋势。

快速、准确地鉴定HBV基因型不仅可预示疾

病的发展，而且还可监测临床治疗效果。大量研究

表明，HBV C基因型与慢性HBV感染者临床病程

的严重程度密切相关。在台湾，HBV感染所导致的

肝硬化(LC)及50岁以上的肝细胞癌(HCC)患者

中，以C基因型为主；50岁以下HCC患者中，B基

因型比例高于无症状携带者(ASC)；而35岁以下的

HCC患者中，以B基因型为主。提示C基因型与严

重的肝损害有关。6。。Sugauchi等u¨发现，C基因型

与丙氨酸氨基转移酶(ALT)持续升高的慢性肝病相

关性高于B基因型。近年来的研究还发现，HBV基

因型与干扰素疗效密切相关。Kao等’1 81分别对感

染B和C基因型的慢性乙肝患者，用干扰素一a

(IFN—a)治疗，发现B基因型对IFN—a应答明显优于

C基因型。因此，在治疗前明确患者基因型有助于

对药物疗效的评估。

型特异性引物PCR法检测HBV基因型不仅快

速简便，而且准确灵敏归’10 o。本文HBV基因分型结

果与以往研究基本一致。夏国良等H州对湖南、河

南、河北及广西等4省(区)共280例HBV感染者，

以HBV HBsAg基因扩增产物直接测序法进行基因
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分型研究发现，以B和C基因型占优势，而河南和

河北省则主要以C基因型多见，广西和湖南省B和

C基因型均常见。范金水等”11 1对我国8城市95例

的HBV基因型分布进行分析，发现长春、大同、青

岛、西安和昆明5城市的HBv以C型为主，杭州以

B型为主，深圳则B和C基因型比例相当。但在本

研究所检测的1214份血清样本中，B+C混合型所

占的比例为12．4％，高于上述报道，提示与直接序列

法及PCR—RFLP法比较，型特异性引物PCR法对

不同基因型混合感染检测可能更灵敏。

以往对HBV基因型的研究涉及地区有限，而

且使用的分型方法各异，各地数据无法进行比较。

本研究使用型特异引物PCR法进行检验，表明

HBV基因型在“城市慢性HBV感染者中的分布

存在一定的地区差异(P<0．001)。北方地区以C

基因型为优势株，而南方以B基因型多见。
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