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某县２０４例乙型肝炎病毒基因型及其临床相关性分析
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（１．重庆市垫江县人民医院检验科　４０８３００；２．重庆市临床检验中心　４０００１４）

　　摘　要：目的　了解重庆垫江县地区乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因型的分布及其与临床的相关性。方法　选取垫江县 ＨＢＶ

ＤＮＡ阳性的 ＨＢＶ感染者２０４例，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）和直接测序法检测 ＨＢＶ基因型并分析其与临床的相关性。结果　

２０４例 ＨＢＶＤＮＡ阳性血清标本中，测序成功为１４６例。其中Ｂ型９８例（６７．１２％），Ｃ型４７例（３２．１９％），Ｄ型１例（０．６９％），Ｃ

基因型丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）指标高于Ｂ基因型（犘＜０．０５）；Ｃ基因型患肝硬化和肝细胞癌的比例高于Ｂ

基因型（犘＜０．０５）。结论　Ｂ型为本地区的优势基因型，并且Ｃ型 ＨＢＶ感染者易引起肝脏的严重损伤。
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　　ＨＢＶ感染呈全球性分布，各地区不同程度的流行性与生

活习惯、经济条件、人种等因素有关外，与病毒本身的生物学特

点更加密切相关［１］。从１９８８年开始，根据 ＨＢＶ全基因序列

异质性大于等于８％的界限，对 ＨＢＶ核苷酸进行序列分析，

ＨＢＶ被分为８个基因型：即Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ和 Ｈ
［２］。ＨＢＶ

基因型呈地域分布，不同基因型在致病性、对药物的敏感性及

基因变异等方面均有差异［３］。现将垫江县２０４例乙型肝炎病

毒基因型及其临床相关性分析报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取重庆市垫江县人民医院门诊及住院的

ＨＢＶＤＮＡ阳性的 ＨＢＶ感染者２０４例，其中，慢性乙型肝炎

１８３例，肝硬化１５例，肝细胞癌６例；疾病的诊断依据参照

２０００年全国肝炎会议拟订方案。所有标本经乙型肝炎５项检

测，其中１１５例表面抗原、ｅ抗原、核心抗体为阳性，８５例表面

抗原、ｅ抗体、核心抗体为阳性，３例表面抗原、ｅ抗原为阳性，

仅１例表面抗原阳性。标本（血清）保存于－８０℃冰箱。

１．２　方法

１．２．１　仪器与试剂　微量样品基因组ＤＮＡ提取试剂盒（离

心柱型）、２×ＰｆｕＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、１０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ购自

德国Ｑｉａｇｅｎ公司；ＨＢＶ血清学标志物检测试剂盒、ＨＢＶＤＮＡ

荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自广州达安有限公司，琼脂糖购自美

国Ｇｉｂｃｏ公司，引物由ＴａＫａＲａ有限公司合成。ＰＣＲ扩增仪为

北京生物有限公司产品，ＨＣ３０１８Ｒ型高速冷冻离心机为科大

创新公司产品，凝胶图像分析系统ＤｏｃＧｅｌ２０００为美国ＢｉｏＲａｄ

公司产品，荧光定量ＰＣＲ仪为美国ＡＢＩ公司产品。

１．２．２　ＨＢＶＳ基因扩增和测序　按照 Ｑｉａｇｅｎ微量样品基因

组ＤＮＡ提取试剂盒说明书处理标本，获得模板 ＤＮＡ。ＰＣＲ

扩增 ＨＢＶＳ基因：正义链：５′ＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＴＣＴＴＧＴＴ

ＧＡ３′反义链：５′ＧＧＧＡＣＴＣＡＡＧＡＴＧＴＴＧＴＡＣＡＧ３′，

引物由ＴａＫａＲａ有限公司合成。ＰＣＲ反应体系（总量２５μＬ）：

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１３μＬ；模板ＤＮＡ３μＬ；正义链引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ；反义链引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ；双蒸水７μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃３０ｓ；５２℃４５ｓ；７２℃９０

ｓ；７２℃１０ｍｉｎ；３５个循环。将２０４份ＰＣＲ扩增产物（２５μＬ）

送北京华大基因公司测序。将测得基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ进行

同源性比较，以确定 ＨＢＶ基因型。

１．２．３　ＨＢＶＤＮＡ、肝功能及乙型肝炎标志检测　运用

ＡＢＩ７３００荧光定量ＰＣＲ仪检测 ＨＢＶＤＮＡ；采用 ＡＵ２７００全自

动生化分析仪检测丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，

ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）；应用

酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｓ、ＨｂｅＡｇ、抗

Ｈｂｅ、抗ＨＢｃ等乙型肝炎标志物，按产品说明书操作。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，计数资料采用χ
２ 检验和狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

测序成功１４６例，其中，慢性乙型肝炎１２５例，肝硬化１５

例，肝细胞癌６例；Ｂ型９８例（６７．１２％），Ｃ型４７例（３２．１９％），
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Ｄ型１例（０．６９％）；Ｂ型男６６例，女３２例，年龄（３３±１６．５）岁；

Ｃ型男３２例，女１５例，年龄（３５±１３．６）岁；Ｄ型男０例，女１

例，年龄２２岁。ＨＢＶ基因型与患者血清学标志物及 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量的关系、患者临床表现及预后的关系及不同 ＨＢＶ

基因型与病情比较见表１～３。

表１　　Ｂ、Ｃ基因型 ＨＢＶＤＮＡ水平及 ＨＢｅＡｇ

　　　　　阳性率比较

基因型 狀（％） ＨＢＶＤＮＡ（狓±狊，Ｌｏｇ值） ＨＢｅＡｇ阳性率（％）

Ｂ型 ９８（６７．１２） ６．６２±１．４３ ６９．３９

Ｃ型 ４７（３２．１９） ６．０５±１．４６ ７０．２１

表２　　Ｂ、Ｃ型ＡＬＴ、ＡＳＴ比较

基因型 狀（％） ＡＬＴ（狓±狊，Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

Ｂ型 ９８（６７．１２） １６８．２３±４２．１０ １５３．８２±４８．９４

Ｃ型 ４７（３２．１９） ３０１．２２±８４．０７ ３３８．５４±７６．７１

　　：犘＜０．０５，与Ｂ型相比较。

表３　　Ｂ、Ｃ型病情比较［狀（％）］

基因型 慢性乙型肝炎 肝硬化 肝细胞癌

Ｂ型 ９３（９４．９） ４（４．０８） １（１．０２）

Ｃ型 ３１（６５．９６） １１（２３．４０） ５（１０．６４）

Ｄ型 １ ０ ０

　　：犘＜０．０５，与Ｂ型相比较。

３　讨　　论

ＨＢＶ基因型是长期点突变累积形成的，由于 ＨＢＶ在逆

转录过程中的不对称转录和缺乏校对酶的作用，ＨＢＶ突变率

较高。最近有报道在越南发现新的 ＨＢＶ 基因型Ｉ
［４］，使得

ＨＢＶ基因型增至９个。随着进一步深入研究，发现同一种基

因型，病毒的序列特点及临床表现也存在一定的差异，根据全

基因组序列异质性大于４％而小于８％的原则，ＨＢＶ基因型进

一步可分为不同的基因亚型，如：Ａ基因型可分为Ａ１（Ａａ）、Ａ２

（Ａｅ）、Ａ３（Ａｃ）亚型；Ｂ基因型可分为Ｂ１（Ｂｊ）、Ｂ２（Ｂａ）、Ｂ３、Ｂ４

亚型；Ｃ基因型可分为Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４亚型等。近年的研究表

明，ＨＢＶ分型在 ＨＢＶ基因型之间存在一定的流行病学与临

床特征差异［５］。Ｚｅｎｇ等
［６］研究表明，中国 ＨＢＶ感染者的基因

型主要是Ｂ和Ｃ型，南方地区主要以Ｂ型为主，北方地区则以

Ｃ型较多。本文应用 ＨＢＶＳ区基因直接测序法来进行分型，

该方法准确度高，结果可靠；检测出垫江县 ＨＢＶ感染者的基

因型以Ｂ型居多，与文献报道结果一致；但本调查结果也显

示，ＨＢＶ基因型与性别及年龄之间没有相关性。

ＨＢＶ感染人体后，由于感染者的 ＨＢＶ基因型、年龄、机

体免疫力、及 ＨＢＶＤＮＡ载量等的不同，他们的临床表现及预

后也有差异。可表现为：一过性病毒血症、急性肝炎、无症状的

病毒携带状态、慢性肝炎、肝衰竭、肝硬化及肝癌。本研究显

示，Ｃ型感染者血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平均高于Ｂ型，且基因Ｃ型

感染者较Ｂ型感染者更易发生肝硬化以及肝细胞癌；这与钟

崇芳等［７］报道，基因Ｃ型感染者其肝脏炎症坏死评分高于基

因Ｂ型感染者，和基因Ｃ型 ＨＢＶ感染者较Ｂ型感染者更易发

展为肝硬化和肝癌［８］的报道一致。提示 ＨＢＶ基因型与疾病

的活动性可能存在一定关系。

本调查对垫江县 ＨＢＶ感染者不同基因型的临床特征分

析提示，基因Ｂ型和基因Ｃ型感染者 ＨＢｅＡｇ阳性率和 ＨＢＶ

ＤＮＡ水平的差异无统计学意义。对于不同基因型 ＨＢＶＤＮＡ

水平及 ＨＢｅＡｇ阳性率之间关系的报道众说纷纭
［９１０］。有研究

报道，基因Ｃ型较Ｂ型的 ＨＢＶＤＮＡ水平更高；也有报道称，

在 ＨＢｅＡｇ阳性患者中 ＨＢＶＤＮＡ病毒载量较高的是：基因Ｃ

型，而ＨＢｅＡｇ的阴性患者中基因Ｄ型者病毒载量更高
［１１］。也

有报道称，不同基因型间的 ＨＢｅＡｇ阳性率及 ＨＢＶＤＮＡ没有

关系。因此，不同 ＨＢＶ 基因型间 ＨＢｅＡｇ阳性率和 ＨＢＶ

ＤＮＡ含量的关系有待进一步研究。

还有研究表明，ＨＢＶ基因型与抗病毒治疗有关
［１２］，但由

于目前缺乏大量 ＨＢＶ基因型分型与治疗关系的前瞻性研究，

国际上还没将 ＨＢＶ基因型分型作为用药指标和治疗标准，然

而对基因型的研究却仍然势在必行，希望通过大家的共同努力

能使其成为乙型肝炎病毒个性化治疗的一个重要指标。

通过本研究了解到垫江县 ＨＢＶ基因型的分布情况及其

与临床表现及预后的关系，有利于指导临床医生选择合理的治

疗方案及个体性指导用药，为有效控制本县乙型肝炎病情提供

了实验依据。
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