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山东地区１５３例汉族丙型肝炎患者ＨＣＶ基因分型研究
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　　【摘要】　目的　了解近年来山东地区汉族丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染者基因型的分布特点及与 ＨＣＶＲＮＡ病

毒载量的相关性。方法　抽取山东省立医院门诊及住院汉族丙型肝炎患者实时荧光定量聚合酶链反应检测ＲＮＡ

阳性标本１５３例，用焦磷酸测序法进行基因分型。结果　共检出５种基因亚型，１ｂ、２ａ、１ａ、３ａ、３ｂ比例依次为

６５．３６％、２８．７６％、３．９２％、１．３２％、０．６５％。１ｂ亚型病毒载量高于２ａ，其他亚型病毒载量之间比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。结论　山东地区汉族 ＨＣＶ基因型以１ｂ为主，其次为２ａ，且１ｂ亚型病毒载量高于２ａ。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染是一个世界性的传染病，全球

大约有１．７亿人被感染，我国 ＨＣＶ感染者约４２００万人
［１］。

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、肝癌等终末期肝脏疾病，严重威胁人类健康。

ＨＣＶ是单股正链ＲＮＡ病毒，极易发生基因变异，根据其核苷

酸序列的差异，可分为６种 ＨＣＶ 基因型及不同亚型，根据

２００５年新的 ＨＣＶ基因型命名规则，以阿拉伯数字表示 ＨＣＶ

基因型，以小写英文字母表示基因亚型。ＨＣＶ基因分型方法

主要包括直接测序法、限制性片段长度多态性分析法（ＲＦＬＰ）、

特异性引物聚合酶链反应（ＰＣＲ）法、特异性探针荧光ＰＣＲ法、

基因芯片法等［２］。ＨＣＶ基因组的Ｅ１、ＮＳ５ｂ、Ｃ区直接测序和

树分析是最准确、最经典的检测方法，为 ＨＣＶ基因分型的“金

标准”［３］。为了解近年来山东地区汉族丙型肝炎患者 ＨＣＶ基

因型分布情况，本研究通过焦磷酸测序法对１５３例山东地区汉

族丙型肝炎患者进行 ＨＣＶ基因分型，以期为山东地区汉族人

群丙型肝炎的诊治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　一般资料　选择２０１３年５月至２０１３年１０月山东省立

医院门诊及住院的１５３例丙型肝炎患者，均为山东地区汉族且

均未接受过抗病毒治疗。其中男７１例，女８２例，年龄１６～９３

岁，平均年龄（４６．１７±１８．３７）岁。

１．２　方法　无菌采集外周静脉血５ｍＬ，乙二胺四乙酸二钠

（ＥＤＴＡＫ２）抗凝，在收集后２ｈ内，室温下３０００ｒ／ｍｉｎ离心８

ｍｉｎ，将血浆转移到无菌离心管中，－７０ ℃保存留做 ＨＣＶ

ＲＮＡ检测。ＲＮＡ检测结果大于１０３ＩＵ／ｍＬ的标本进一步做

焦磷酸测序并做 ＨＣＶ基因分型。

１．２．１　ＨＣＶＲＮＡ 检测　采用实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ

（ＦＱＲＴＰＣＲ）技术，ＨＣＶ核酸定量检测试剂盒由罗氏诊断产

品有限公司（上海）提供，仪器为 ＣＯＢＡＳＡｍｐｌｉＰｒｅｐＣＯＢＡＳ

ＴａｑＭａｎ４８。由基因扩增实验室工作人员严格按照说明书操
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作，每次实验中均设置临界阳性、强阳性对照和质控，ＨＣＶ

ＲＮＡ检测的线性反应范围为４３～６．９×１０
７ＩＵ／ｍＬ，检测下限

为１５ＩＵ／ｍＬ。

１．２．２　ＨＣＶ基因测序和分型　采用德国 Ｑｉａｇｅｎ公司Ｐｙｒｏ

ＭａｒｋＱ２４型焦磷酸测序－遗传分析系统对ＲＮＡ检测结果大

于１０３ＩＵ／ｍＬ的标本进行基因测序和分型，该系统包括序列

分析仪ＰｙｒｏＭａｒｋＱ２４、用于制备单链ＤＮＡ的ＰｙｒｏＭａｒｋＱ２４

真空工作站、分析用的ＰｙｒｏＭａｒｋＱ２４软件以及相关试剂，严

格按照说明书进行操作。

１．３　统计学处理　首先对 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量数据进行对

数转换（ｌｏｇ１０），再用ＳＰＳＳ２１．０软件对数据进行统计分析处

理，运用单因素方差分析比较 ＨＣＶ各亚型之间病毒载量是否

有统计学差异；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＶ基因分型结果　本次研究共检出５种 ＨＣＶ基因

亚型，分别为１ａ、１ｂ、２ａ、３ａ、３ｂ，所占比例依次为３．９２％（６／

１５３）、６５．３６％（１００／１５３）、２８．７６％（４４／１５３）、１．３１％（２／１５３）、

０．６５％（１／１５３）。以１ｂ为主，其次为２ａ，１ａ、３ａ、３ｂ少见，未检

出其他基因亚型。

２．２　ＨＣＶ基因亚型病毒载量分析　运用单因素方差分析，对

ＨＣＶ基因亚型之间病毒载量是否存在差异进行统计学分析，

结果Ｆ＝４．３７６，犘＝０．００６，即各 ＨＣＶ基因亚型之间病毒载量

不全相同。多重比较（ＬＳＤ方法）表明１ｂ亚型病毒载量明显

高于２ａ亚型，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。而１ａ与１ｂ、２ａ、

３ａ之间，１ｂ与３ａ之间，２ａ与３ａ之间病毒载量比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５），详见表１。

表１　　各 ＨＣＶ基因亚型病毒载量水平（狓±狊）

分型
ＨＣＶＲＮＡ

单因素方差分析（ＩＵ／ｍＬ，×１０６） ＬＳＤ法（ｌｏｇ１０）

１ａ ２．５４±３．０６ ５．９１±０．８６

１ｂ ３．０８±４．７９ ５．９１±０．９８ａ

２ａ ７．４８±９．５４ ５．２８±０．９６

３ａ ２．０５±２．６９ ５．８９±１．００

３ｂ － －

　　注：－表示无数据；与２ａ亚型比较，ａ犘＜０．０５。

３　讨　　论

ＨＣＶ感染主要通过输血或血液制品传播，目前 ＨＣＶ在

全世界的感染率约为２％，我国约为３．２％。对于 ＨＣＶ感染

目前还无有效的疫苗和治疗方法，不同的 ＨＣＶ基因型生物活

性不同，病情进展和抗病毒治疗时间和疗效也不尽相同。

ＨＣＶ基因分型检测有助于了解地域分布，探讨其传播途径和

发展。

由于人群遗传背景、人员流动性等不同，ＨＣＶ基因型分布

呈明显的国籍和地域差异［４］。美国、巴西和欧洲西北部以１ａ

型占绝大多数；亚洲、远东、欧洲东西部以１ｂ型为主；２ａ和２ｂ

型多分布于亚洲和欧洲；新加坡、泰国３ａ型多见；４ａ多见于中

东和北非；５ａ局限于南非；６ａ常见于香港、越南等亚洲南部。

中国大陆大部分地区 ＨＣＶ基因型以１ｂ和２ａ型为主，其中１ｂ

型占７０％～８０％，在部分南方城市甚至高达９０％，自南向北２ａ

型所占的比例逐渐增多。本研究表明，近年来山东地区汉族丙

型肝炎患者 ＨＣＶ基因分型以１ｂ为主，２ａ型次之，与吉林、上

海、福建等中国大部分地区报道相似［５７］，与甘肃地区２ａ型较

１ｂ型更常见不同
［８］，也与广东地区６ａ型高于２ａ型成为仅次于

１ｂ型的常见亚型不同
［９１０］，说明中国大陆地区的 ＨＣＶ基因型

存在区域性分布。

现有研究表明 ＨＣＶ基因型与疾病进展、干扰素治疗效果

密切相关［１１］。本文研究发现１ｂ亚型组病毒载量明显高于２ａ

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），这与前期研究结论一致。

１ｂ型病毒复制能力较强，对干扰素的持续病毒学应答（ＳＶＲ）

较低，仅为２０％左右，更易发展为慢性肝炎、肝硬化和肝细胞

癌。干扰素对２ａ型治疗效果要明显好于１ｂ型，其ＳＶＲ率可

达６７％
［５］。可以看出，ＨＣＶ基因分型有利于临床医师针对患

者感染的基因型制定个体化治疗方案，提高治疗效果。本研究

中其他亚型之间病毒载量未发现统计学差异，可能与其他亚型

例数较少有关。

本文采用焦磷酸测序法对山东地区１５３例汉族丙型肝炎

患者进行 ＨＣＶ基因分型，并对不同基因型之间的病毒载量进

行了分析，发现山东地区汉族丙型肝炎患者基因型以１ｂ和２ａ

为主，且病毒载量１ｂ明显高于２ａ，这为山东地区汉族人群丙

型肝炎的预防、诊断和治疗提供理论依据和帮助。
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