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丙型肝炎病毒基因型与慢性丙型肝炎患者病情严重程度

之间关系的研究

乔　斌，汪　明，袁乐永，熊　格，李　艳△（武汉大学人民医院检验科，武汉　４３００６０）

　　【摘要】　目的　分析丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）基因型与慢性丙型肝炎患者病情严重程度之间关系，为慢性丙型肝

炎患者的临床诊断和治疗提供依据。方法　采用直接测序法对 ＨＣＶ进行基因分型，并测量患者未治疗前 ＨＣＶ

ＲＮＡ水平、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、清蛋白（ＡＬＢ）、血红蛋白（Ｈｂ）、血小板计数

（ＰＬＴ）水平。结果　共对３２１株 ＨＣＶ进行基因分型，其中１ａ型占１．２％，１ｂ型占７８．５％，２ａ型占８．７％，３ａ型占

２．２％，３ｂ型占４．７％，６ａ型占２．８％，６ｂ型占１．９％。ＨＣＶ１型患者ＡＬＴ、ＨＣＶＲＮＡ、ＡＳＴ／ＰＬＴ比值指数（ＡＰＲＩ）

水平明显高于非１型患者，差异有统计学意义（犘值分别为０．００９，＜０．０１，０．０３６）；而ＡＳＴ、ＡＬＢ、Ｈｂ、ＰＬＴ、ＡＳＴ／ＡＬＴ

水平两者并无明显差异。结论　ＨＣＶ１型患者ＨＣＶＲＮＡ水平高于非１型患者，肝脏功能损害较非１型患者严重。
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　　丙型肝炎是一种呈全球性分布的传染性疾病，２０１２年

ＷＨＯ统计大约有１．５亿人感染丙型肝炎病毒（ＨＣＶ），其中

７５％～８５％发展为慢性感染，每年有超过３５万人死于 ＨＣＶ

感染相关的肝脏疾病［１２］。我国慢性丙型肝炎感染患者大约有

（２０００～５０００）万，约占世界所有丙型肝炎患者的１５％～

３０％
［３］。研究发现，不同基因型的 ＨＣＶ感染患者病情严重程

度有所差异。本文对慢性丙型肝炎感染患者的病毒基因型及

相关指标进行检测分析，为慢性丙型肝炎患者的临床诊断和治

疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择２０１１～２０１３年武汉大学人民医院收治

的３２１例慢性丙型肝炎初治患者，其中男１８０例，平均年龄

（４３．９６±１８．４４）岁；女１４１例，平均年龄（５０．７７±１２．２０）岁。

慢性丙型肝炎的诊断符合２００４年《丙型肝炎防治指南》中的诊

断标准［４］，所有纳入患者入院之前均无系统的接受抗病毒治

疗，并且无其他疾病。

１．２　检测方法

１．２．１　ＨＣＶ基因分型检测　ＨＣＶＲＮＡ提取采用乙二胺四

乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝血浆ＴＲＩｚｏｌＬＳ提取法，提取后的ＲＮＡ使

用Ｔｈｅｒｍｏ公司的ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ?第一链ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒

进行反转录，反转录引物为随机引物；测序引物ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

５′ＴＴＡＡＣＣＡＣＡＴＣＭＲＣＴＣＣＧＴＧＴＧ３′，ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

５′ＧＴＡＣＣＴＧＧＴＣＡＴＡＧＣＹＴＣＣＧＴＲＡＡ３′，采用 ＡＢＩ

公司３１３０ＸＬ测序仪检测。测序结果与 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｆｏｒｍｐａｇｅ．ｃｇｉ）上的参

考序列 ＡＦ００９６０６、ＡＦ２７１６３２和 ＡＦ１３９５９４等进行比对分析，

确定 ＨＣＶ基因型。

１．２．２　ＨＣＶＲＮＡ定量检测　ＨＣＶＲＮＡ提取采用凯杰公司

的ＱＩＡｃｕｂｅ全自动核酸提取仪及配套试剂（凯杰ｃａｒｅＨＣＶ

ＲＴＰＣＲＡｓｓａｙＶ１试剂盒），使用罗氏ＬｉｇｈｔｅｒＣｙｃｌｅｒ４８０ＰＣＲ

仪及凯杰ｃａｒｅＨＣＶ ＲＴＰＣＲ ＡｓｓａｙＶ２试剂盒进行 ＨＣＶ

ＲＮＡ定量，线性范围为１×１０３～５×１０７；定量结果超过线性范

围（＞５×１０７）以５×１０７ 计算。

１．２．３　相关指标检测　丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ）、清蛋白（ＡＬＢ）、血红蛋白（Ｈｂ）、血小板计数

（ＰＬＴ）水平检测通过检验科常规生化仪（ＯｌｙｍｐｕｓＡＵ５４００；Ｓｉ
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ｍｅｎｓＡＤＶＩＡ２４００）和血细胞仪（ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００）测量。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析。

计量资料以狓±狊表示，比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　共对３２１例丙型肝炎患者的 ＨＣＶ进行基因分型，其中

１ａ型４例，占１．２％；１ｂ型２５２例，占７８．５％；２ａ型３０例，占

８．７％；３ａ型７例，占２．２％；３ｂ型１５例，占４．７％；６ａ型９例，

占２．８％；６ｂ型６例，占１．９％。见图１。

２．２　２５６例 ＨＣＶ基因型１型患者与６５例基因型非１型患者

相关指标的比较　两者在ＡＳＴ、ＡＬＢ、Ｈｂ、ＰＬＴ水平上差异无

统计学意义（犘 值分别为０．４７１、０．５９７、０．８３５、０．３７８）；在

ＡＬＴ、ＨＣＶＲＮＡ、ＡＳＴ／ＰＬＴ比值（ＡＰＲＩ）水平差异有统计学

意义（犘值分别为０．００９、＜０．０１、０．０３６）。见表１。

表１　ＨＣＶ基因型１型与非１型相关指标的比较（狓±狊）

ＨＣＶ基因型 狀
ＡＬＴ

（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ

（Ｕ／Ｌ）

ＡＬＢ

（ｇ／Ｌ）

Ｈｂ

（ｇ／Ｌ）

ＰＬＴ

（×１０９／Ｌ）

ＨＣＶＲＮＡ

（ＩＵ／ｍＬ）
ＡＳＴ／ＡＬＴ ＡＰＲＩ

基因型１型 ２５６１１２．７１±１０８．３４ ８０．２０±７５．５９ ４５．７４±１２．２０ １３３．２４±３１．５１ １７７．２１±７７．２９ ６．４１±１．００ ０．９０±５．８９ １．２４±１．０９

基因型非１型 ６５ ８４．２８±６６．９４ ７２．７６±６７．８６ ４６．６６±１０．９０ １３４．１２±２６．３７ １６７．６３±８１．５１ ５．８４±１．１２ １．０１±０．５７ １．２７±０．９６

狋 ２．６５ ０．７２３ －０．５５６ －０．２０９ ０．８８２ ４．０１ －１．４４ －２．１７

犘 ０．００９ ０．４７１ ０．５７９ ０．８３５ ０．３７８ ＜０．０１ ０．１５ ０．０３６

　　注：ＨＣＶＲＮＡ定量结果以对数值计算ｌｏｇ１０（ＨＣＶＲＮＡ）。ＡＰＲＩ：ＡＳＴ／ＰＬＴ比值。

图１　ＨＣＶ基因型分布

３　讨　　论

ＨＣＶ基因组呈现高度异质性，根据 ＨＣＶ基因组序列的

差异程度，目前可将 ＨＣＶ 分为６个主要基因型（３０％～

３５％）、６８个基因亚型（２０％～２５％）及若干分离株（５％～８％）

和准种（１％～５％）
［５６］。我国大部分地区主要流行的 ＨＣＶ基

因为１ｂ型，其次为２ａ型，南方城市１ｂ基因型感染率可达到

９０％以上，从南向北２ａ基因型逐渐增多。目前为止，我国尚未

发现ＨＣＶ基因型４或５型感染
［４］。本研究通过对３２１例慢性

丙型肝炎 ＨＣＶ基因分型发现，１ｂ型为主要感染基因型，占

７８．５％；其次为２ａ型，占８．７％；向下依次为３ｂ型占４．７％，６ａ

型占２．８％，３ａ型占２．２％，６ｂ型占１．９％，１ａ型占１．２％。由

于不同 ＨＣＶ基因型的核苷酸序列存在差异，因此 ＨＣＶ不同

基因型在感染性、致病力、对抗病毒治疗的反应性和地区群集

等方面有着明显的差异。本研究发现 ＨＣＶ１型患者 ＨＣＶ

ＲＮＡ水平明显高于非１型患者（犘＜０．０１），而两者的基础状

态无明显差别，ＡＬＢ水平、Ｈｂ水平、ＰＬＴ水平均无明显差异。

目前研究认为，ＨＣＶ１型病毒载量明显高于非１型患者，这可

能与 ＨＣＶ１型具有更强的复制能力相关
［７８］。而病毒载量又

与患者的抗病毒治疗效果相关，低病毒载量常常更易获得持续

性病毒应答（ＳＶＲ）
［９］。

肝脏代谢酶水平是反映肝脏组织损害的最灵敏指标之一，

其中ＡＬＴ、ＡＳＴ是应用最多的两个肝脏代谢酶，水平越高，肝

脏组织损害程度越严重。本研究通过对 ＨＣＶ基因型１型和

非１型患者血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平进行比较分析，发现 ＨＣＶ基

因型１型患者ＡＬＴ水平明显高于非１型患者，差异有统计学

意义（犘＝０．００９），而ＡＳＴ、ＡＳＴ／ＡＬＴ水平差异无统计学意义

（犘值分别为０．４７１、０．１５）。这可能由于 ＡＬＴ存在胞质内，肝

细胞受到破坏更易进入血循环中而检测到，而 ＡＳＴ位于线粒

体内，需要进一步的破坏尚可释放入血循环，并且慢性丙型肝

炎患者肝脏损伤是慢性持续性的，这也可能导致 ＡＬＴ水平升

高明显，而ＡＳＴ水平升高不明显。ＨＣＶ基因型１型感染与肝

炎的慢性化进程和严重的肝脏疾病有关，推测这与型特异性基

因编码的蛋白有较强的细胞毒作用有关。相关研究也表明，基

因型１ｂ在慢性肝炎、肝硬化和肝癌中占绝大多数，同时多表现

为血清ＡＬＴ升高，提示易导致肝细胞损伤
［１０１１］。

ＡＰＲＩ作为一个简单、非侵入性指标用来反映慢性丙型肝

炎患者肝脏纤维化及肝硬化程度。研究发现，ＡＰＲＩ＞１．５，肝

脏呈现严重的纤维化改变；ＡＰＲＩ＞２．０，肝脏呈现肝硬化改

变［１２］。本试验对发现 ＨＣＶ基因型１型患者 ＡＰＲＩ水平高于

非１型患者，也从侧面反映出基因型１型患者肝脏损害程度更

加严重。

另外，有研究表明，ＨＣＶ基因型１ａ、２ａ合并 ＨＢＶ感染的

发生率较高，大部分急性肝炎患者为基因型１ａ；基因型３ａ感染

与肝脏脂肪变的关系较为密切；基因型４感染易引起失代偿性

肝脏并发症［１３］。因此，丙型肝炎防治指南中推荐对丙型肝炎

患者治疗前，应进行 ＨＣＶ基因分型，评估患者的病情，为患者

制订合适的治疗方案，而且可以预测治疗效果［１４］。
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谱峰分离度差，影响准确定量且方法过程相对复杂［１０］。

本研究证明，ＨＰＬＣ法可检测坐骨神经中山梨醇的浓度。

糖和糖醇的柱前衍生化可增加 ＨＰＬＣ检测糖醇的灵敏度。其

中苯甲酰化法已被应用于 ＨＰＬＣ检测红细胞中山梨醇的浓

度［４］，故本研究采用苯甲酰化方法检测坐骨神经中山梨醇的

浓度。

高效液相色谱分析一般不要求复杂的样品预处理过程，但

对于生物样品，则要求它的预处理过程具有富集药物，降低干

扰物浓度的能力。因此，本研究采用蛋白沉淀法对坐骨神经进

行生物样品前处理，以达到净化样品的目的，蛋白沉淀法是在

满足分析条件的情况下的首选方法［１１］，其操作简单，并且本研

究采用的蛋白沉淀试剂三氯乙酸有利于山梨醇的定量回

收［１１］，确保了加样回收率的准确度。

本研究采用内标法对大鼠坐骨神经中山梨醇进行测定，可

以减少由仪器系统或操作过程产生的误差，提高分析的准确

度。由于使用 ＨＰＬＣ法测定山梨醇浓度的报道很少，曾有报

道用半乳糖醇为内标［１２１３］，应用 ＨＰＬＣ法检测坐骨神经和晶

体中的山梨醇浓度，故试验初期选择了半乳糖醇为内标物质，

但预试验结果显示山梨醇与半乳糖色谱峰分离度较差。本研

究选择动物体内不存在的Ｌ鼠李糖作为内标，经预试验发现

Ｌ鼠李糖与山梨醇达到很好的分离，且坐骨神经匀浆中内源性

物质不干扰测定。经过系统的方法学考察，本研究所建立的

ＨＰＬＣ测定方法灵敏度高、重复性好，方法简便易行，为坐骨神

经中山梨醇浓度的准确测定提供了依据，进而为糖尿病周围神

经病变的防治提供了较好的测定手段。
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［１４］ＧｈａｎｙＭＧ，ＳｔｒａｄｅｒＤＢ，ＤｉａｇｎｏｓｉｓＤＬ．Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔａｎｄ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ：ａｎｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００９，

４９（２）：１３３５１３７３．

（收稿日期：２０１４０３１３　　修回日期：２０１４０８０１）

·８· 检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１




