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　　摘　要：目的　了解贵州地区丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）基因型的分布特点及其与感染途径、性别、年龄因素的关系。方法　在

１９８份抗 ＨＣＶ抗体和 ＨＣＶＲＮＡ均阳性的血清标本中，分别提取 ＨＣＶＲＮＡ，通过逆转录巢式ＰＣＲ（ＲＴｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）扩增Ｃ基

因的羧基端至Ｅ１基因的氨基端长度为４７４ｂｐ的片段，测定其核苷酸序列，与ＧｅｎＢａｎｋ中已知的 ＨＣＶ序列进行系谱分析，确定

ＨＣＶ基因亚型。结果　１９８例患者中，ＨＣＶ１ａ型４例（２．０％）；１ｂ型例７１例（３５．９％）；２ａ型９例（４．６％）；３ａ型２９例（１４．７％），

３ｂ型４７例（２３．７％），６ａ型３７例（１８．７％），６ｄ型１例（０．５％）。各基因型在男女性别分布比较，差异无统计学意义（χ
２＝６．５１８，

犘＝０．８８５）；不同年龄人群 ＨＣＶ基因型分布比较，差异有统计学意义（χ
２＝４９．０５６，犘＝０．００５）；不同感染途径人群 ＨＣＶ基因型

分布比较，差异有统计学意义（χ
２＝９９．２４５，犘＝０．００５）。结论　贵州地区 ＨＣＶ基因型主要为１ｂ型，其次为３ｂ、６ａ、３ａ型，同时还

存在１ａ、２ａ和６ｄ等基因型。ＨＣＶ基因型与其感染途径有关，基因亚型呈现多样性。
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染呈全球性分

布，是引起慢性肝病的主要原因之一，还可引起肝硬化和肝癌，

最终导致死亡，严重危害人类健康。ＨＣＶ 为单链核糖核酸

（ＲＮＡ）病毒，２００５年提出了 ＨＣＶ基因型命名共识，建立了国

际标准化检测方法和开放检索的一致性数据库［１］。目前，

ＨＣＶ至少可分为６种基因型，超过１００种基因亚型，基因型和

亚型分别以阿拉伯数字和小写英文字母表示［２］。国内外研究

发现，ＨＣＶ不同基因型感染者在地区分布、临床表现、抗病毒

治疗及预后上均有差异，基因分型应是 ＨＣＶ研究的一个重

点，本实验应用反转录巢式聚合酶链反应（ＲＴｎｅｓｔＰＣＲ）产物

直接测序方法对贵州地区 ＨＣＶ进行基因分型，并对基因型的

分布状况进行分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　贵阳市第五人民医院医院２０１１年１０月至

２０１３年７月传染科门诊和住院患者中 ＨＣＶＲＮＡ为阳性的患

者１９８例，男１０９例，女８９例，年龄２０～７４岁；其中慢性丙型

肝炎１９４例，患丙型肝炎后肝硬化４例，诊断标准符合２００４年

中华医学会肝病学分会中华医学会传染病与寄生虫病学分会

《丙型肝炎防治方案》，于抗病毒治疗前抽取静脉血３ｍＬ，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血清，置－２０℃冻存备用。

１．２　方法

１．２．１　ＨＣＶＲＮＡ定量检测　采用实时荧光定量（ＲＱＰＣＲ）

法，由上海科华股份有限公司生产的 ＨＣＶ 荧光定量 ＰＣＲ 试

剂盒检测，灵敏度为５×１０２ＩＵ／ｍＬ。

１．２．２　血清 ＨＣＶＲＮＡ提取　１．５ｍＬ离心管，每管加血清

１００μＬ后，加入３００μＬ的 ＲＮＡ 提取液 Ｔｒｉｚｏｌ，室温静置５

ｍｉｎ；每管加入８０μＬ氯仿，混匀后，室温静置１０ｍｉｎ；在１３０００

ｒ／ｍｉｎ，４℃下离心１５ｍｉｎ，吸取上清液１８０μＬ置入高压灭菌
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的１．５ｍＬ离心管中，加入异丙醇２００μＬ；混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，用７５％的乙醇４００μＬ洗涤 ＲＮＡ沉淀１次，混

匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，干燥５ｍｉｎ；再１３０００ｒ／ｍｉｎ，

４℃下离心８ｍｉｎ，弃上清液，ＲＮＡ沉淀在空气中自然干燥；１５

μＬＤＥＰＣ水溶解核酸后－７０℃保存或立即冰浴备用。

１．２．３　ＨＣＶ基因分型引物设计　设计原则采用引物序列位

于 ＨＣＶ所有基因型的相对保守区，尽量减少引物对某种基因

型扩增的偏倚。引物序列依据 ＨＣＶＣｏｒｅＥ１区核苷酸序列合

成４条引物，引物序列见表１。引物由上海生工生物技术有限

公司合成。

表１　　ＨＣＶ基因分型引物的序列和位置

引物 引物序列 位置（ｎｔ）

ＣＥＩＥＳＰ ５′ＧＣＡＡＣＡＧＧＧＡＡＣＣＴＴＣＣＴＧＧＴＴＧＣＴＣ３′ ８３４～８５９

ＣＥＩＥＡＰ ５′ＣＧＴＡＧＧＧＧＡＣＣＡＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴ３′ １３２８～１３０５

ＣＥＩＩＳＰ ５′ＡＡＣＣＴＴＣＣＴＧＧＴＴＧＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＴ３′ ５０２～５２７

ＣＥＩＩＡＰ ５′ＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＡＴＣＣＣＡＴＧＣＣＡＴ３′ １３１６～１２９３

　　引物的起始是其在 ＨＣＶ 参考株 Ｊ（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

Ｄ９０２０８）上的位置

１．２．４　逆转录巢式ＰＣＲ扩增（ＲＴｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）　逆转录及首

轮ＰＣＲ同时进行，配制５０μＬ反应体系：１０×ＰＣＲ反应液

５．００μＬ，ＭｇＣｌ２１．５０μＬ，引物ＣＥＩＥＳＰ和ＣＥＩＥＡＰ各２．００

μＬ，ｄＮＴＰ１．００μＬ，Ｒｎａｓｉｎ０．２５μＬ，ＭＭＬＶ０．４０μＬ，Ｔａｑ聚

合酶０．３μＬ，模板ＲＮＡ１０．００μＬ，加ＤＥＰＣ水补充至５０μＬ

后置ＰＣＲ仪。逆转录反应条件为：４２℃４０ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，６０

℃１５ｓ，７２℃３０ｓ，共扩增３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ，得到外

扩增ＰＣＲ产物。取２μＬ为模板，进行第二轮ＰＣＲ反应：１０×

ＰＣＲ反应液５．００μＬ，ＭｇＣｌ２１．５０μＬ，引物ＣＥＩＩＳＰ和ＣＥＩ

ＩＡＰ各２．００μＬ，ｄＮＴＰ１．００μＬ，Ｔａｑ聚合酶０．３０μＬ，加

ＤＥＰＣ水补充至５０μＬ后置ＰＣＲ仪。ＰＣＲ循环参数与首轮相

同，得到内扩增ＰＣＲ产物，扩增片段为４７４ｂｐ。ＰＣＲ产物置

１．５％的琼脂糖电泳３０ｍｉｎ，凝胶成像分析仪观察结果。取阳

性ＰＣＲ产物，用Ｐｒｏｍｅｇａ的ＰＣＲＤＮＡ纯化体系进行纯化，送

北京诺赛基因组研究中心有限公司测序，ＣＥｌＩＳＰ作为测序

引物。

１．２．５　ＨＣＶ基因分型　获得测序结果后通过将序列输入美

国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）中的基因分型软件进行

对比。

１．３　统计学处理　采用ＳＳＰＳ１０．０软件进行数据分析，计数

资料采用狓±狊表示，组间比较进行方差分析，计数资料采用

χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＶ基因型结果检测　对１９８例 ＨＣＶＲＮＡ阳性样本

进行基因分型检测，结果显示，１ａ型４例（２．０％），１ｂ型７１例

（３５．９％），２ａ型９例（４．６％），３ａ型２９例（１４．６％），３ｂ型４７例

（２３．７％），６ａ型３７例（１８．７％），６ｄ型１例（０．５％）。其中１型

（１ａ＋１ｂ）共７５例，而非１型的１２３例，非１型的更多。

２．２　基因型与性别的关系　１９８例患者基因型在男女性中的

分布见（表２），男性和女性基因型分布比较，差异无统计学意

义（χ
２＝６．５１８，犘＝０．８８５）。在男性和女性的１型（１ａ＋１ｂ）和

非１型分布比较，差异也无统计学意义（χ
２ ＝０．４５４，犘＝

０．８０１）。

２．３　基因型与年龄的关系　ＨＣＶ基因型在不同年龄段中的

分布见表３，不同年龄段各基因分布比较，差异有统计学意义

（χ
２＝４９．０５６，犘＝０．００５）。在５０岁及以下患者均以３ａ、３ｂ、

６ａ、６ｄ、１ｂ型为主，各型均有分布；而在大于５０岁患者主要为

１ｂ型。

表２　　ＨＣＶ基因型在不同性别患者的分布［狀（％）］

基因型 男性 女性 合计

１ａ ３（２．７５） １（１．１２） ４（２．０２）

１ｂ ３６（３３．０３） ３５（３９．３３） ７１（３５．８６）

２ａ ７（６．４２） ２（２．２５） ９（４．５５）

３ａ １７（１５．６０） １２（１３．４８） ２９（１４．６５）

３ｂ ２９（２６．６１） １８（２０．２２） ４７（２３．７４）

６ａ １７（１５．６０） ２０（２２．４７） ３７（１８．６９）

６ｄ ０ １（１．１２） １（０．５１）

合计 １０９（１００） ８９（１００） １９８（１００）

２．４　基因型与感染途径的关系　不同感染途径患者 ＨＣＶ基

因型分布情况见表４，不同感染途径人群基因型分布比较，差

异有统计学意义（χ
２＝９９．２４５，犘＝０．００５）。经输血、透析感染

途径人群均１ｂ型为主，基因分布较为单一，吸毒及其他感染

（纹身、纹眉、性接触、拔牙等）人群以１ｂ、３ａ、３ｂ、６ａ为主，各型

均有分布。感染途径未明的患者以ｌｂ型为主要基因型，有３ａ、

３ｂ、６ａ、１ａ分布。

表３　　不同年龄段丙型肝炎患者的 ＨＣＶ基因型分布情况［狀（％）］

年龄 狀
ＨＣＶ基因型

１ａ １ｂ ２ａ ３ａ ３ｂ ６ａ ６ｄ

≤３０ ３８ １（２．６） ７（１８．４） ４（１０．５） ９（２３．７） １０（２６．３） ７（１８．４） ０

３１～４０ １０２ ２（２．０） ２８（２７．５） ３（２．９） １２（１１．８） ３１（３０．４） ２５（２４．５） １（１．０）

４１～５０ ２８ １（３．６） １１（３９．３） １（３．６） ６（２１．４） ６（２１．４） ３（１０．７） ０

＞５０ ３０ ０ ２５（８３．３） １（３．３） ２（６．７） ０ ２（６．７） ０

合计 １９８ ４（２．０） ７１（３５．９） ９（４．６） ２９（１４．７） ４７（２３．７） ３７（１８．７） １（０．５）

表４　　ＨＣＶ不同基因型在不同感染途径分布状况［狀（％）］

感染途径 狀
ＨＣＶ基因型

１ａ １ｂ ２ａ ３ａ ３ｂ ６ａ ６ｄ

输血 ２１ ０ １９（９０．５） ０ ０ ２（９．５） ０ ０
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续表４　　ＨＣＶ不同基因型在不同感染途径分布状况［ｎ（％）］

感染途径 狀
ＨＣＶ基因型

１ａ １ｂ ２ａ ３ａ ３ｂ ６ａ ６ｄ

透析 １８ ０ １８（１００） ０ ０ ０ ０ ０

吸毒 ８６ １（１．２） ９（１０．５） ５（５．８） １８（２０．９） ２６（３０．２） ２７（３１．４） ０

其他 ４６ ２（４．３） １０（２１．７） ４（８．７） ８（１７．４） １４（３０．４） ７（１５．２） １（２．２）

感染未明 ２７ １（３．７） １５（５５．６） ０ ３（１１．１） ５（１８．５） ３（１１．１） ０

合计 １９８ ４（２．０） ７１（３５．９） ９（４．５） ２９（１４．６） ４７（２３．７） ３７（１８．７） １（０．５）

３　讨　　论

ＨＣＶ感染呈全球分布，丙型肝炎是一种主要由血液传播

的疾病，ＨＣＶ慢性感染可导致肝脏慢性炎症坏死和纤维化，部

分患者可发展为肝硬化甚至肝细胞癌。对患者的健康和生命

危害极大，已成为严重的社会和公共卫生问题。近年来，中国

丙型肝炎的诊断率在不断地提高，丙型肝炎新报告病例也不断

增加［３］。ＨＣＶ感染后病情隐匿，５０％～８０％会转变成慢性炎，

如未经合理治疗，其中１０％～３０％经１０～２０年后会发展成肝

硬化，１％～３％会发展成原发性肝癌，严重危害患者的健康和

生命。ＨＣＶ具有高度异质性，不同地区、不同患者，甚至同一

患者在不同病程中 ＨＣＶ分离株，无论是核苷酸序列，还是氨

基酸序列均有显著差异［４］。根据Ｓｉｍｍｏｎｄｓ等
［１］方法，ＨＣＶ

基因可分为１～６型，基因型或基因亚型不同的丙型肝炎患者，

其临床表现以及抗病毒治疗的疗效及疗程均有差异，因此，

ＨＣＶ基因分型结果有助于判定治疗难易程度及制定抗病毒治

疗的个体化方案。

ＨＣＶ基因型分布存在地区性差异。基因１ａ型主要分布

在美国和欧洲；１ｂ型遍布世界各地，是当今最主要的基因型；

２ａ和２ｂ型多见于北美、欧洲和日本等地；３型主要分布在印度

次大陆地区、东南亚以及印度尼西亚，在欧美地区静脉注射毒

品者间流行的３ａ型，大多表现为与１ａ型混合感染；基因４型

在中东及北非地区多见，尤其是埃及；基因５型在南非占主导

地位；基因６型则主要分布于越南、老挝、泰国、缅甸等东南亚

国家［５６］。ＨＣＶ１ｂ和２ａ基因型在我国较为常见，其中以１ｂ

型为主，６ａ型主要见于我国港澳地区及南方边境省份
［７８］。本

研究显示，ＨＣＶ１ｂ、３ａ、３ｂ和６ａ型是贵州地区 ＨＣＶ主要基因

型，而本次统计的情况与以往报道有所不同［９］，１ｂ型感染者的

比例较以前报道的比例降低，此外基因型分布较广，呈多样化

的趋势。对不同感染途径的 ＨＣＶ 基因型分析结果显示，

ＨＣＶ３ａ、３ｂ、６ａ型主要流行于静脉药瘾者中，而 ＨＣＶ１ｂ型则

在非静脉药瘾者患者中流行；而对不同年龄段的 ＨＣＶ基因型

分析结果显示，ＨＣＶ３ａ、３ｂ、６ａ型主要见于４０岁以下患者。上

述结果提示本地区 ＨＣＶ基因型分布呈现逐渐变化的趋势。

关于这种变化，可能是由于４０岁以下的年轻患者中静脉药瘾

者较多。而 ＨＣＶ６ａ型在非静脉药瘾者中的分布频率远高于

其他类型的患者，而静脉药瘾者可能通过其他途径将６ａ型传

播到非静脉药瘾人群中［１０］。而在以往报道中大连地区１ｂ型

患者占５１％
［１１］，２ａ占４９％，太原、南京地区ＨＣＶ均以１ｂ基因

型为主［１２１３］。沈阳、新疆地区 ＨＣＶ基因型也以１ｂ基因型为

主，２ａ基因型次之
［１４１５］，可见不同地区基因型分布不同；贵州

地区的基因型更为多样化，且优势基因型不太突出。分析其原

因可能有：（１）ＨＣＶ输血传播途径呈减少趋势；（２）人口流动增

加，致使传播形式向多样化发展；（３）目前献血者群体增大，来

源增多，从职业献血者发展到全民献血；（４）静脉药瘾者、性传

播等方式呈上升趋势。近年来研究显示，我国吸毒人数呈上升

趋势，静脉药瘾者已成为 ＨＣＶ感染的主要人群。部分患者有

穿耳、纹身、中医放血等经历，都是 ＨＣＶ潜在的经血传播感染

途径。此外还有较大比例的不明传播途径，且在各个基因型分

散分布，有可能是因为患者有意隐瞒性乱史、静脉药瘾者史或

同性恋等。

总之，慢性丙型肝炎及其并发症日益受到人们的关注。

ＨＣＶ基因型作为重要的流行病学指标，具有重要的临床意义。

本研究对本地区 ＨＣＶ基因型分布特点进行了初步分析，说明

该地区基因型复杂，还需要收集更多标本进一步的深入研究，

为本地区感染者疾病防治提供更强有力的依据。
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例（３．２％），ＣＩＮⅡ２２例（１．５％），这一结果与全国范围内的平

均水平基本持平［１１］。但在研究过程中，本研究发现部分育龄

期女性对于宫颈癌的预防知识尚且较为薄弱，其对于疾病的基

本认识与筛查认知尚且不足，主要表现在超过半数研究对象的

调查问卷结果没有达到合格。由于西宁地区的人口结构较为

复杂，存在着一部分少数民族，部分妇女的传统妇道观念与羞

涩心理较为严重，且近４０％的女性无法接受检查所产生的费

用，故没有及时前往医院进行检查与治疗［１２１３］。此外，虽然大

部分患者听说过宫颈癌，但对宫颈癌发生的主要原因、临床表

现及早期筛查并没有较为全面及正确的认识。故无论是政府

或是医疗单位在进行宣教时，应针对上述方面加强宣教，使得

妇女对该病有更为正确、深刻的认识［１４］。

本次研究中，多因素分析结果显示年龄、婚姻状况、文化程

度、居住地、职业及家庭收入与西宁地区育龄期女性对于宫颈

病变的认知情况密切相关。认知较差组中，２５岁以下的女性

占据了较大的部分，这部分有性生活的女性由于尚未结婚，故

还没有主动去了解妇科疾病的意识。此外，文化水平低、无业

或退休及经济欠发达地区如农村的女性也是需要普及宫颈癌

及相关筛查知识的重点对象。日常宣教工作中的许多环节应

得到加强，宣教的范围不应该局限于交通与经济条件较为发达

的大城市中的企事业单位，应考虑到我国尚有许多低收入、低

文化程度居住在边远山区及农村的患者［１５］。这部分患者不仅

自身对于疾病的认知情况较差，且大多数没有医疗保险。故在

日常工作中，宣传的渠道应得到拓宽，每一个基层医疗单位的

保健医生与新闻媒体都应该加入到宣教的队伍中来，这样才能

使尽可能多的妇女了解更多的宫颈癌及其筛查的知识，并增强

其参与到其中的意识。
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