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乙型肝炎病毒基因分型的临床意义及基因分型方法
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　　我国是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的大国，据研究表明全

球有３．５亿 ＨＢＶ 携带者，我国占三分之一，每年发病率达

６０００万人次以上。不同 ＨＢＶＤＮＡ基因型之间存在着致病性

的差异，因此，ＨＢＶ基因分型对快速了解患者感染病毒状况具

有十分重要的作用。ＨＢＶ属于嗜肝ＤＮＡ病毒科，部分双链

环形ＤＮＡ病毒，基因组长约３．２ｋｂ，基因组中包含４个开放

区：前Ｓ／Ｓ、前 Ｃ／Ｃ、Ｘ和 Ｐ区
［１］。由于缺乏校对功能的酶，

ＨＢＶＤＮＡ复制过程容易发生碱基错配，从而发生基因突变形

成不同基因型。

１　ＨＢＶ基因多态性

１．１　地域分布　目前根据全基因序列异质性大于或等于

８％，将 ＨＢＶ基因型分为Ａ～Ｊ１０种不同类型，并且每种基因

型分布存在地域差异现象［２］。基因型Ａ包含Ａ１～Ａ７七种亚

型；Ｂ型有Ｂ１～Ｂ９九种亚型；基因型Ｃ有１２种亚型Ｃ１～Ｃ１２；

Ｄ型有８种亚型Ｄ１～Ｄ８；基因型Ｆ只有４种亚型Ｆ１～Ｆ４；其

他基因型目前还未发现亚型存在。有关 ＨＢＶ基因型研究表

明，Ｂ和Ｃ基因型主要分布在亚洲；而欧洲最常见的基因型是

Ａ和Ｄ型
［３］。雷延昌等［４］研究湖北省１９０例 ＨＢＶＤＮＡ阳性

血清标本研究发现，Ｂ基因型１４０例（７３．７％），Ｃ基因型４２例

（２２．１％），ＢＣ混合型８例（４．２％），未发现 Ａ、Ｄ和Ｅ基因型；

新疆地区Ｂ型占５．５６％，Ｃ基因型也占据５．５６％，ＢＣ杂合型

有２２．２２％，而Ｄ基因型高达６６．６７％。说明 ＨＢＶ基因型在

我国的地域分布存在明显差异，见表１。

１．２　ＨＢＶ基因型与肝病演化的关系　研究表明基因Ｂ型通

常引发轻微肝纤维化；Ｃ型易引起侵害性的严重肝脏疾病，可

发展为肝硬化和肝癌；Ａ基因型携带者比Ｄ基因型更易发展

为慢性肝炎，Ｄ基因容易诱导急性肝炎
［５］。因此，临床治疗前

ＨＢＶＤＮＡ基因型检测具有十分重要的作用，对临床抗病毒治

疗方法的选择、预后判断都有指导意义。

１．３　慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）　ＣＨＢ表现出明显的地域分布多

态性，在亚洲和非洲发病概率较高，而在北美和欧洲发病概率

相对较低。目前，世界上超过３．５亿人是 ＨＢＶ慢性感染者，

６０％肝癌患者通过ＣＨＢ演化而来。ＣＨＢ感染者乙型肝炎表

面抗原（ＨＢｓＡｇ）比健康个体含量高１．５％。ＨＢＶ存在多种传

播途径，包括输血、子宫内、性关系、家族之间和医院内传播

等［６］。ＨＢＶ感染后的临床治疗结果高度可变，遗传和环境因

素对肝脏疾病的进展起着重要的调节作用。人口统计学变量

阐述了感染者的年龄、性别、生活习惯、伴随疾病（如慢性酒精

疾病、其他肝病毒感染等）都会影响 ＨＢＶ 持续性感染
［７９］。

ＣＨＢ会发展为其他肝脏疾病，像肝纤维化、肝硬化和肝癌等，

紧密依赖于与疾病相关基因型。

表１　中国部分省份 ＨＢＶ基因型分布差异

省份
基因型（％）

Ｂ Ｃ Ｂ＋Ｃ杂合 Ｄ 其他

新疆 ５．５６ ５．５６ ２２．２２ ６６．６７ －

吉林 ８．２０ ８８．７０ ３．１０ － －

山西 ８．９０ ８２．６０ ８．５０ － －

陕西 １３．６０ ７９．２０ ７．２０ － －

宁夏 － ８６．７０ － １０．００ ３．３０

青海 － ３．７０ － － ９６．３０（Ｃ＋Ｄ）

山东 ９．３０ ８４．５０ ６．２０ － －

西藏 １７．８０ ２４．７０ ４．１０ ５３．４０ －

河南 ２８．６０ ７０．２０ － １．２０ －

江苏 ３３．５０ ６１．４０ ５．１０ － －

安徽 ６４．３０ ３０．１０ ５．６０ － －

四川 ８６．７０ １２．６０ － ０．７０ －

重庆 ４５．６０ ５３．９０ － － ０．５０

浙江 ３６．００ ４７．００ １１．００ － ６．００

湖南 ５７．４６ ２．９９ ２．９９ － ３６．５７

江西 ７３．１０ １０．４０ ２．３０ ３．１０ １１．１０

云南 ４１．００ ５４．７０ １．７１ ０．８６ １．７１

贵州 ６４．７９ ３３．６２ － ０．７２ ０．８７

福建 ６３．８０ ２３．２０ － １１．８０ １．２０

广东 ５２．５０ ４７．００ － ０．５０ －

内蒙古 ２．１７ ９３．４８ － ４．３５ －

海南 ２５．４８ ６０．１９ ５．１０ ６．０２ ３．１９

湖北 ７３．７０ ２２．１０ ４．２０ － －

　　注：－表示未发现基因型分布。

１．４　ＨＢＶ基因型对药物使用的影响　ＨＢＶ基因突变会产生

病毒耐药现象，比如：拉米呋定是抗 ＨＢＶ治疗的一线药物，耐

药的主要机制是 ＨＢＶＤＮＡ聚合酶基因突变引发病毒ＤＮＡ

与药物的结合力减弱，主要是ｒｔＬ１８０Ｍ＋ｒｔＭ２０４Ｖ和ｒｔＭ２０４Ｉ

突变。另外一个研究说明，阿德福韦耐药菌株的位点是

ｒｔＮ２３６ＴａｎｄｒｔＡ１８１
［１０］。ＨＢＶ基因Ｃ型患者比Ｂ型基因突变

更易产生耐药性，但是其机制并没有完全阐明。可能是由于不

同 ＨＢＶ基因型结构差异编码出不同蛋白质，以至于对拉米呋

定产生了不同耐药反应。另一原因也许是在服用拉米呋定后，

基因Ｃ型相对基因Ｄ型更容易出现ＹＭＤＤ突变
［１１］。所以更
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应注意对基因Ｃ型乙型肝炎患者的关注，无论在抗病毒治疗

过程还是对常见耐药位点的监测。对长期服用核苷酸类似药

物的患者，对耐药突变和基因检测显得尤为重要，有助于了解

不同基因型乙型肝炎患者相关耐药基因，帮助选择抗病毒药

物、对个体化抗病毒治疗提供科学依据［１２］。ＨＢＶ基因型差异

对干扰素的反应也存在区别，干扰素对基因Ｂ型和Ｃ型的患

者治疗效果更好；基因Ｄ型比混合基因型有更好的治疗效果。

主要是因为 ＨＢＶ基因Ｃ区启动子Ｃ遗传变异的分子特征决

定。携带基因Ａ型患者对干扰素治疗效果较好，因为 ＨＢＶ基

因Ｃ区容易发生启动子突变和更少核衣壳蛋白变异。而且前

Ｃ区终止密码子突变会导致干扰素疗效的下降。

２　ＨＢＶＤＮＡ基因型检测

ＨＢＶ耐药基因突变和基因型检测对指导临床治疗具有潜

在价值，寻找一种适合临床检测的方法非常必要。研究表明，

近年来许多方法用于检测 ＨＢＶ耐药基因和进行基因分型。

比如基于测序的方法［克隆测序和聚合酶链反应（ＰＣＲ）产物直

接测序］；限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）
［１３１４］；ＰＣＲ特异性引

物测序；基于杂交的方法［寡核苷酸芯片、ＩＮＮＯＬｉＰＡ分型和

ＰＣＲ微型板块杂交酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）技术］等。

２．１　ＰＣＲ产物直接测序方法　此方法主要包括 ＨＢＶＤＮＡ

全基因测序和Ｓ基因测序，直接测序方法是目前临床上最常见

的检测方法，通过测序来检测病毒基因型和直观的变异，是

ＨＢＶ基因型检测的金标准，但是存在许多缺陷，如操作繁琐、

耗时、高成本和较难改进等，而且只能检测出突变大于或等于

２０％的基因型。有关研究说明，Ｓ基因测序与全基因测序有着

同样的准确性，ＨＢＶＮＡＳ基因区由Ｓ基因、前Ｓ１基因和前

Ｓ２基因组成，它们能够分别编码 ＨＢｓＡｇ的小蛋白、大蛋白和

中间蛋白。但是Ｓ基因测序也是种昂贵、耗劳动力的方法，不

适合大范围临床和流行病学研究工作。

２．２　ＰＣＲＲＦＬＰ　此方法是结合ＰＣＲ技术和ＲＦＬＰ技术，使

来源于ＰＣＲ扩增的目的片段在合适的限制性内切酶水解作用

后，通过琼脂糖凝胶电泳，不同的基因型片段呈现出不同长度

的条带［１５］，从而加以区分，是临床上一种有效的检测方法。

２．３　ＩＮＮＯＬｉＰＡ分型和寡核苷酸芯片法

２．３．１　ＩＮＮＯＬｉＰＡ分型　作用原理为生物素标记的 ＨＢＶ

ＤＮＡ扩增产物与以平行方式固定在尼龙膜上的寡核苷酸探针

杂交，未杂交的ＤＮＡ被冲洗掉；然后，加入的碱性磷酸酶标记

的链霉菌亲和素与生物素标记的杂交产物结合；最后，将

ＢＣＩＰ／ＮＢＴ加入到尼龙膜上观察颜色的变化。

２．３．２　寡核苷酸芯片法　此法是基于反相杂交的原理，使

Ｃｙ５标记的扩增子与固定在微板上的特异性类型寡核苷酸

杂交。

２．４　ＰＣＲ微型板块杂交ＥＬＩＳＡ技术　ＰＣＲ提取血清样品中

ＨＢＶＤＮＡ，然后与两个特异性探针杂交。其中一个探针用于

捕获 ＨＢＶＤＮＡ，另一种是５′端生物素标记的基因分型探针。

此技术灵敏性和特异性和Ｓ基因直接测序法相同，可适用于大

范围的临床检测和流行病学研究。

２．５　微阵列　它是基于杂交的一种方法，能同时检测多个样

品。但是其灵敏性并不高，因此相关研究通过增强信号的方法

解决此问题。采用两种信号增强的办法来增加微阵列 ＤＮＡ

的荧光信号强度，即多标记侧链引物和多检测点引物。前种方

法是同时增加特异性扩增的靶标产物荧光标记分子的数量；后

者是增加每个杂交位置可检测的荧光分子。

２．６　ＨｉＳｅｑ测序　上述方法在操作过程都存在各种缺陷，因

此 Ｈａｎ等
［１６］改进成新技术 ＨｉＳｅｑ测序。此测序首先将经过

剪切的ＤＮＡ片段两端加上接头并通过碱基互补结合固定在

芯片表面，使用引物扩增后将双链变性为单链后该单链的一端

就固定在芯片上，另一游离端可随机与附近另外一个引物互补

结合，也被固定形成一个桥。用引物ＰＣＲ后每个ＤＮＡ片段大

约获得１０００倍扩增，形成单克隆的ＤＮＡ簇群。ＨｉＳｅｑ测序对

ＨＢＶ基因型的检测有较高的灵敏性、精确性、高通量和自动

化，是检测 ＨＢＶＤＮＡ基因突变和分型的好方法。桥式ＰＣＲ

的设计采用一个引物连接标记序列的末端。在ＰＣＲ循环反应

中，桥式引物将标记片段串联起来，是一种能高通量的将标记

序列进行简单、有效的扩增。

３　结　　论

ＨＢＶ基因型呈现出明显的域分布差异，研究不同基因型

间的不同致病性对疾病演进、传播方法和抗病毒的治疗有着重

要的意义。即使现在 ＨＢＶＤＮＡ检测技术和分型方法得到了

改进，但是一种更适合大样本基因型分析和低成本、低耗时的

方法还有待探索。希望通过不断探索，将这些成果运用到

ＨＢＶ预防、治疗和乙型肝炎患者临床类型检测，实现真正的个

体化用药。
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保温措施，有效提高患者手指温度，并提前做好手术探查的准

备。如患者出现皮肤呈深紫色、毛细血管充盈和肿胀等静脉回

流受阻的表现，应当首先排除患者手指受压的因素，如血痂或

纱布过紧等，其次对患者进行指端向心方向的按摩运动。一旦

患者出现血管危象，应当立即对患者补液，防止患者出现电解

质、水和酸碱平衡紊乱等现象［１３］。（５）静脉滴注护理。断指再

植患者术后７ｄ需２４ｈ静脉滴注以减轻患者疼痛及促进再植

指血管扩张，静脉滴注速度应控制在每分钟３０滴，还可对患者

皮肤进行热敷以促进血管扩张，从而减少患者血管危象的发生

率。由于断指再植老年患者在药物吸收、分布及体内代谢等方

面与年轻患者有较大差异，因而，在对老年患者给予药物治疗

时，应遵循个体化、小剂量化、慎多药联用的原则，从而避免不

良反应的发生。此外，应加强对患者病情的评估工作，给予不

同患者有针对性的个体治疗，可适当使用维生素Ｃ和糖皮质

激素防止脂肪血栓的形成。（６）康复训练。患者在断指再植手

术３周后，可在医护人员的指导下进行康复训练。首先可进行

一些简单的屈伸练习，逐步增加锻炼时间，３～６周时可进行一

些指关节的活动，７～１２周时，可以适当进行一些抗阻锻炼，逐

步恢复手部功能。此外，在康复锻炼过程中为减少患者对疼痛

的恐惧，促进患者积极配合康复锻炼，可采用播放患者喜欢的

音乐以分散患者注意力，指导患者做好疼痛管理等方式，提高

患者配合度［１４］。（７）出院指导。为巩固治疗效果，应在患者出

院时发放手指功能训练手册，并予以适当讲解和演示，使患者

把握康复训练的要领。术后第２周至第３周进行“放置保持”

训练；第４周，若创口愈合，则可行瘢痕按摩，并进行保护性关

节活动度和被动关节活动度训练；第５周，可行屈曲练习，并予

弹性自粘带和向心性按摩，促进肿胀部位恢复。经一系列功能

训练后，可进行模拟工作训练，并结合感觉测试对训练方案进

行适当调整。积极动员患者家属督促患者进行手指功能锻炼，

提高自理能力，减少对他人的依赖性。医护人员对出院患者进

行定期随访。

本研究自２０１２年３月对断指再植老年患者采取有针对性

的护理以来，对患者的再植指康复起到了积极的作用，其经验

值得其他临床工作者借鉴。
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