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中国4城市慢性乙型肝炎病毒感染者中
B基因亚型分布

王杰 高俊薇庄辉李杰 王佳李雅娟金晖

·实验室研究·

【摘要】 目的了解北京、石家庇、温卅『和深圳4城市慢性乙型川：炎(乙肝)病毒(Tmv)感染者巾

B基凶qt型(Ba和Bj)的分布情批。方法 应用聚合酶链反膻限制肄片段长度多态性分析(PCR

RFLP)，对J匕京(18例)、石家庄(22例)、温州(34倒)、深圳(27例)fUl ol例乙肝患者血清标本，经多

对型特异性Sf物巢式PcR鉴定为B基幽型慢性HHv感染者的札清标率进行B基因亚型分析，并对

部分|『|L清标木以PcR产物直接测序法确定其亚型，以验、址PCR RFLP的准确性。结果 择

PcR—RFLP分析】01例均为Ba亚型，束发现捌亚型，其中30例经测序分析也证实为Ha亚型。结论

4城l汀的HBv／B主要为na亚型。

I关键词】 已型肝炎病毒；基凼犁；聚合酶链反应．限制眭片段K度多态件
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目前，根据乙刑肝炎(乙肝)病毒(HBv)伞基因

组核苷酸序列差异≥8％或s基凶核苷酸序列差

异≥4％，将}IBv分为8个基因型(A～H)⋯。

HBV基因型不仅有明显的地域分枷特征，且与疾病

的临床表现、严蕈程度及对干扰素的疗效等密切相

关。东亚地区(包括中国)，土要为Ij型和c型感

染。与B基因型比较，c基因型感染与肝组织的炎

症坏死和纤维化严重程度有关，可引起更为严重的

肝脏疾病，对干扰素的疗效较差5。”1。近年束，对

HBV基因亚型的研究也逐步深入，如A基因刊可进

一步分为3个亚型“’“’；B型分为5个亚型，其中

基金项目：曰家“r五”科技攻关课题资助项目(2004BA718802)

作者单位：1 00083北京大学医学部病原生物学系

通讯作者：李杰，Emall：J㈨69@263 net；庄辉，Ernall：

zhuangbnlu@126∞m

Ba砸型与C型在prcC／c区存在重组，而『3j亚型与

c型间无置组发牛；c、D、F基因型均有亚型”川。

本文对4城市101例鉴定为HBv／B的慢性乙jH：患

者血清标本进行B基冈业刑分析。

材料与方法

1．血清标本：随机选取本研究室血清库中冻存

的101例慢性己肝患者血清标本，均为HBv DNA

阳性，并经多对型特异性引物聚合酶链反应(PcR)

鉴定为B基因型。其中北京18例，石家庄22例，温

州34例，深圳27例。

2引物设汁：引物BAHBF、BJHBF、HBAs一4v、

BJA。RV用于半巢式PcR扩增的内外引物“”，由上

海生物工程技术公司合成，序列见表1。

3．PCR—RFLP对HBv／B进行亚型分析：
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(1)血清HBV

DNA提取：将50“l待

检血清加人到60 ul

裂解液中．混匀，37℃

水浴10 min，加入

30叫Trb饱和酚和

30¨l氯仿：异戊酵

(49：1)溶液，充分馄

匀后，14 000 r／mirl离

表1 PcR RFLP鉴定Ba和目亚型所用}f物序列
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心10 min，取上清，加人等体积异丙醇和10一醋酸钠

(NaAc)溶液(2 rnol，pH值4．0)， 20℃沉淀2 h，

14 000 r／min离心15 min，弃上清，加入75％预冷乙

醇500“l，14 000 dmin离心10 mim弃上清，沉淀十

50℃干燥后，溶丁20“1灭菌双蒸水(DDw)中，

一20℃保存备用，作为PcR反应的模板。

(2)半巢式PCR：①Ba亚刑榆测：用BAHBF和

HBAs一4v分别作为卜游和下游引物(外引物)进行

第一轮I，cR扩增，PCR反应体系(20“1)如下：lO×

PCR缓冲液2 pl，dNTP(10 mm。l／L)0 4 p1，MgCb

(25 mmol／L)1 2 J』l，BAHBF(10 mmol／L)0．75 pl，

HBAs一4v(10mmol／L)0．75肛1，Taq聚合酶(1×

lO“u／L)O．2扛【，HBv DNA模板2脚，灭菌DDw

12 7■；按95℃预变性10 tnin，95℃30 s，55℃

45 s；72℃1 min，扩增40个循环；72℃7 min；然后

以第一轮PCR产物为模板，上jAHBF和】“A，RV分别

作为r游和下游引物(内引物)进行第二轮扩增，反

应体系(40脚)如下：lO×PCK缓冲液4脚，dNTP

(10 mtI】d儿)0 8础，Mgcb(25 mrn01／L)2 4 fJ，

BAHnF(10 mm01／I．)1 5“l，BJA—RV(10 mmoI／L)

1 5 Jtl，Taq聚合酶(1×106 u／L)0．4“1，第一轮

PCR产物1“l，火茼DDw 28．4肛1，按95℃预变性

10 mm；95℃30 s，55℃30 s，72℃30 s，扩增35个

循环；72℃7 1n111．4℃保存；取8 pl第二轮PcR产物

在100 v电压下，经15 g／T。琼脂糖凝胶电泳15 min

后，在凝胶成像仪下观察是否为儿0 bp大小的条带。

②Bj亚型的检测：以BJHBF和HBAS-4v分别作为

第一轮PcR反应的上游和下游引物(外引物)，以

BJHBF和BJ A_Rv分别作为第二轮PcR反应的上

游和下游引物(内引物)，反应体系及循环参数同Ba

亚型的检测。

(3)RFLP：①Ba亚型检测：采用限制性内切酶

^叽PI(107u／L)进行酶切，反应体系(20“)如下：

PcR产物10卢I，Io×缓冲液2肛I，100×BsA o 2脚，

M卵l(10’u／L)0 5扯l，DDw 7 3弘l，混匀后37℃水

浴2 5 h；取酶切产物16}cl在100 V下，丁30 g『L琼脂

糖凝胶中电泳25 min后，在凝胶成像仅下观察；如果

110 bp的PcR产物被切成89 bp大小的片段，则为

Ba业型。②Bj亚型检测：采用限制性内切酶s加l

(10 7u／L)进行酶切，反应体系(20肚1)如F：PcR产

物10一，10×缓冲液2肛l，s加J(10 7u／L)l弘l，DDw

7一，其余同Ba疆型的鉴定。

4 PcR产物自．接测序法分亚型以验证

PcR—RFLP的准确性：①PcR产物直接测序：从上述

101例样本中随机选取30例，将第一轮PcR产物

直接测序；PcR产物纯化年1『测序由北京华大中生科

技发展有限公司完成。②基因序列测定法分型：使

用NcBI的Blast功能和DNAstar软件将30例血清

标本的测序结果与GenTjank中已知的HBv Ba和

自亚型序列进行序列比对和同源性分析，蹦确定

HBv／B基因亚型。

结 果

1．半巢式PCR—RFI。P搽定Ba亚型结果：半巢

式PcR扩增的Ba亚划片段(110 bp)经限制性内臼J

酶MmI酶切后，可获得89 bp的酶切片段(图1)。

研究检测的北京、石家庄、温州和深圳市10l例

HBv／B血清样本，结果均为Ba亚型。

注：1～7：酶切前；8～14：酶切后；M：低分子量Markcr

图l Ba亚型的检测——第二轮PcR产物酶坍前后

(均被切开)

2．半巢式PcR—RFLP鉴定Bj亚剐结果：半巢式
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PcR扩增的均亚型片段(110 bp)经限制性内切酶

却e I酶切后，可获得89 bp的酶切片段，其他亚型则

不能被切开(图2)。本研究所检测的样本未发现Bj

亚型。

往1～7：鲜切耐；8～14酶切后；M：仳分子骨Markco

图2 Bj亚型的检测——第二轮PcR产物酶田前后

(均未被叼开)

3 PcR产物直接测序分析B基因亚型：从P述

101例样本中，随机选取30例，将第一轮PcR产物

直接测序。并使用NcBI的BlasL功能和DNAstar

软件将30例I|i：【清标本的测序结果与GenBank中已

知的HBv Ba和Bj亚型序列进行序列比对和同源

性分析，结果与PCR—RFLP检测B基因亚型的结果

一致，均为Ba亚型，未发现其他亚型。

讨 论

自从okaHmto等利用全基因测序对HBv DNA

进行基因分型以来，HBv基因型的研究不断深入，

大量的研究证实，不同的基因型在疾病的传播、发

生、发展和预后等方面存在着一定的差异。但长期

的临床观察发现，HBv同一基因型内的不同毒株之

间与临床疾病的关系也存在着一定的差异，除了患

者的个体差异之外，还可能与HBv的基因亚型有

关。以B基凶型为例，虽然HBv／B基因型已被分

为5个亚型，其巾BJ主要在F1本流行，Ba主要在巾

国、越南等亚洲国家流行，B3仅局限于印度尼西亚，

B4局限于越南，B5最近在菲律宾发现““，但主要为

Bi和Ba两个亚型。HBv Ba与Bj亚型相比，在

HBeAg阳性率、病毒载量、ALT水平以及PreC区的

变异差异均有统计学意义。通常认为，重组病毒具

有更高的致病性，这也可以部分解释，虽然大部分学

者认为B型感染者的预后较c型感染者好；而有研

究表明，B型与慢性肝病和进展性肝病有关，其预后

较差。提示HBv B亚型与临床进展可能有关。

本研究对4个城市101例感染HBv／B基因型

患者的血清标本，应用PcR．RFLP进行HBv Ba和

Bi基因亚型分析结果均为Ba亚型。关于不同

HBv，B基因亚型的致病性和免疫性特点有待进一

步深人研究。
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