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·临床论著·

南京地区２１８例丙型肝炎患者
ＨＣＶ基因分型
常静霞　孟运运　吴亚光　汪茂荣

　　【摘要】　目的　了解南京地区丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）基因型的分布特点。方法　收集２１８份

抗ＨＣＶ阳性和ＨＣＶＲＮＡ阳性的血清标本，通过基因芯片法进行基因分型研究。结果　２１８例 ＨＣＶ
感染者血清中，检出１ｂ、２ａ、３ａ、３ｂ、６型单基因型（分别为８．７２％、２．２９％、５．５０％和１．８３％）和１ｂ＋
２ａ、１ｂ＋３ｂ、１ｂ＋６型、２ａ＋３ａ混合基因型共９种，其中以１ｂ型为主，占７７．０６％。结论　１ｂ型为南京

地区丙型肝炎患者感染ＨＣＶ的主要基因型，２ａ、３ａ、３ｂ、６型亦占相当比例，提示南京地区ＨＣＶ流行的

基因型呈现多样性。
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）属于黄病

毒科中一个独立种属，为单股正链 ＲＮＡ病毒，其基

因组全长约９．４ｋｂ［１］。ＨＣＶ感染可导致慢性丙型
肝炎、肝硬化及肝癌的发生。全世界丙型肝炎病毒

感染率约为３％，由此推算全球约有２亿人口为丙型

肝炎病毒感染者；我国ＨＣＶ感染率约为３．２％，感染
总人数约４０００万［２］。ＨＣＶ为 ＲＮＡ病毒，其 ＲＮＡ
聚合酶的低保真性及缺乏校正功能致使 ＨＣＶ的基
因组呈现高度异质性，根据ＨＣＶ基因组核苷酸序列

的差异，可将ＨＣＶ分为６种基因型及众多亚型［３］。

研究表明，不同 ＨＣＶ基因型的地区分布、致病性及
治疗应答均存在差异，可为ＨＣＶ感染者治疗和疗程

的确定提供重要依据［４］。本研究采用基因芯片技术
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对所收集的南京地区ＨＣＶ感染者血清中ＨＣＶ进行

基因分型研究，以分析南京地区 ＨＣＶ基因型的分布

特征，为丙型肝炎的科学化治疗提供指导。

资料与方法

一、研究对象
２１８份抗ＨＣＶ阳性和ＨＣＶＲＮＡ阳性血清标本

收集自２００９年３月 ～２０１１年７月本院门诊就诊和

住院的患者，其中男性１２７例，女性９１例，年龄１７～
７５岁，平均年龄３３．５岁。入组患者诊断均符合《丙

型肝炎防治指南》和《病毒性肝炎防治方案》中诊断

标准。每人抽取外周静脉血５ｍｌ，２ｈ内分离血清，

于－２０℃贮存备用。

二、试剂与仪器

抗ＨＣＶＥＬＩＳＡ试剂盒购自北京万泰药业股份

有限公司，由专业的实验室操作人员按操作说明进

行检测，阈值为阴性对照均值 ＋０．１２；ＨＣＶＲＮＡ定

量检测试剂购自上海科华生物工程公司，运用
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Ｒｏｃｈｅ公司的ＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅＰＣＲ扩增仪，按操作说明进

行检测，检测值 ＞５００拷贝／ｍｌ判断为阳性；丙型肝

炎病毒基因分型检测芯片购自中国科学院上海微系

统与信息技术研究所和瑞芯生物科技有限公司。

三、方法
１．ＨＣＶ基因分型检测芯片试剂盒基本原理：根

据ＨＣＶ基因核酸一级结构设计相应的探针，合成后

固定于特殊处理的玻璃载体上从而构成基因芯片，

荧光标记的ＰＣＲ产物与之特异结合，杂交后经过扫

描，在相应的基因型特异性探针位置上出现荧光点，

根据点位置确定ＨＣＶ的基因型和基因亚型。

２．ＨＣＶＲＮＡ分型检测步骤：（１）血清标本ＨＣＶ
ＲＮＡ的提取与逆转录：取血清５０μｌ与１５０μｌＴｒｉｚｏｌ
试剂旋涡混匀，加入５０μｌ氯仿（－２０℃预冷），振荡

混匀后，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；吸取上清，加入等

量异丙醇（－２０℃预冷），混匀后室温下放１０ｍｉｎ，然
后１３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ；弃上清，加入 ３００μｌ
７５％乙醇（－２０℃预冷），颠倒混匀数次后 １３０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；吸干上清，空气中干燥５ｍｉｎ；然
后加入１０μｌＲＴＭｉｘ、０．４μｌＲＴ酶于沉淀中，混合

均匀后，４２℃逆转录６０ｍｉｎ。
（２）巢式 ＰＣＲ扩增 ｃＤＮＡ：第 １次 ＰＣＲ反应：

１．５μｌｃＤＮＡ模板，１μｌＴａｑ酶，１３μｌＰＣＲＭｉｘ１，反
应条件为３７℃ １０ｍｉｎ，９４℃ ４ｍｉｎ，然后９４℃ ３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，循环３０次后７２℃延伸５ｍｉｎ；
第２次ＰＣＲ反应：１μｌ尿嘧啶Ｎ糖基化酶（ＵＮＧ）加
入２７．５μｌＭｉｘ２后经３７℃ １０ｍｉｎ，９７℃ １０ｍｉｎ，再
加入２μｌＴａｑ酶及０．５μｌ第１次ＰＣＲ的产物，反应

条件为 ９４℃ ４ｍｉｎ后，９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

（３）基因芯片进行基因分型：将２μｌ扩增产物

与１０μｌ杂交液充分混匀，置９８℃中变性５ｍｉｎ，然
后迅速转移至冰浴中放置５ｍｉｎ，充分混匀后滴于芯

片的点样区，盖上盖玻片，置于４２℃预热的杂交盒

中杂交３０ｍｉｎ（４２℃恒温箱）；洗涤２次，于芯片的点

样区滴加抗地高辛标记，盖上盖玻片，置湿盒中，于
３７℃恒温箱中静置３０ｍｉｎ；洗涤两次，显色１０～２０
ｍｉｎ，观察结果并进行扫描分析。

四、统计学处理

本研究数据采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分

析。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、ＨＣＶ基因分型的检测结果
２１８份抗ＨＣＶ阳性和ＨＣＶＲＮＡ阳性血清标本

中，基因芯片分型率为１００％。共检测出１ｂ、２ａ、３ａ、
３ｂ、６型、１ｂ＋６型、１ｂ＋２ａ、１ｂ＋３ｂ、２ａ＋３ａ共９种单

基因型和混合基因型。其中 １ｂ型患者 １６８例
（７７．０６％），为本组患者ＨＣＶ感染的主要基因型；其

次为２ａ型者１９例，占８．７２％；其余基因型则占较少

比例，分别为 ３ａ型 ５例（２．２９％），３ｂ型 １２例
（５．５０％），６型 ４例（１．８３％），１ｂ＋２ａ型 ４例
（１．８３％），１ｂ＋３ｂ型２例（０．９２％），１ｂ＋６型１例
（０．４６％），２ａ＋３ａ型３例（１．３８％），本组患者中未

检出１ａ和２ｂ基因型。单基因型酶显色结果见图１。

图１　ＨＣＶ基因分型杂交结果

注：Ａ：１ｂＢ：２ａＣ：３ａＤ：３ｂＥ：６型 Ｆ：阴性
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　　二、患者ＨＣＶ基因型与性别相关性
２０８例单基因型标本中，１ｂ型基因型为１６８例，

其中男性９９例，女性６９例，非１ｂ型基因型患者４０
例，其中男性２２例，女性１８例。卡方检验分析结果

显示，ＨＣＶ基因型与性别无显著相关性（χ２ ＝
０．８５７，Ｐ＞０．０５）。

讨　　论

丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）是严重影响人类健康的

常见病原，其中约８０％以上的急性患者转变为慢性

持续性感染，慢性丙型肝炎患者中约２０％进展为肝

硬化，而肝硬化患者中每年约１％～４％进展为原发

性肝癌［５］。而ＨＣＶ基因型与肝病严重程度、干扰素

应答等均密切相关，可为ＨＣＶ感染者的诊断和治疗

提供重要的科学依据［６］。目前根据 Ｓｉｍｍｏｎｄｓ分型

系统可分为６个基因型和６８个基因亚型［７］。

ＨＣＶ基因型分布呈现地区性差异，欧美各国流

行株大多数为１ａ型；亚洲地区以１ｂ型为主，其次为
２ａ型；ＨＣＶ３型基因型则在印度半岛、东南亚和印

度尼西亚较为突出，而中东、南非和香港地区常见的
ＨＣＶ基因亚型分别为４ａ、５ａ和６ａ型［８］。我国大部

分地区以 ＨＣＶ１ｂ和 ２ａ型最常见，其中 １ｂ型占
７０％～８０％，在南方城市其感染率达 ９０％以上，自

南向北２ａ型患者逐渐增多［９］。但近年来所报道的

基因型分布情况逐渐改变，我国 ＨＣＶ基因分型仍以
１ｂ为主，但无明显数据提示由南向北的改变，且可

测出的基因型及亚型类别增多和混合感染增多［１０］。

本研究结果与国内报道相似［１１］，南京地区 ＨＣＶ基

因型的流行优势株为１ｂ型，占７７．０６％，２ａ型次之，

占８．７２％；其次是 ３ａ、３ｂ和 ６型，并检出 １ｂ＋２ａ、
１ｂ＋３ｂ、１ｂ＋６和２ａ＋３ａ共４种混合型基因型。国

内研究报道在珠江三角洲地区，６ａ型已取代２ａ型成

为该地区流行株，为仅次于１ｂ型的基因型［１２］，在该

地区还检出了基因６型的新亚型，提示基因６型并

不仅限于港澳地区，且在我国南部也有检出。本研

究与胡婷等［１３］研究结果相比，另外检测出了３型、６
型以及多种混合基因型，提示南京地区的基因型呈

现多样化趋势，可能与目前人群流动性增加、静脉吸

毒人数增加以及血液透析等治疗措施的普及和现在

检测方法改善、灵敏度及特异性的提高等因素有关。

本研究结果显示，ＨＣＶ基因型性别分布差异无统计

学意义，与郭风彩等［１４］研究结果相符。

干扰素是目前丙型肝炎抗病毒治疗的首选药

物。临床研究发现干扰素的疗效与 ＨＣＶ基因型密

切相关，ＨＣＶ１ｂ型对干扰素的持续病毒学应答
（ｓｕｓｔａｉｎｅｄｖｉｒａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＳＶＲ）相对较低，约为２０％，
而２型和３型 ＳＶＲ率却可达６７％［１５］。因此，了解
ＨＣＶ基因分型具有重要的临床意义，有助于判定治

疗的难易程度及制定抗病毒治疗的个体化方案［６］。

今后研究中，本课题组将就 ＨＣＶ基因型、病毒载量

以及干扰素的疗效进行更深入的探讨。

参　考　文　献
１　中华医学会传染病与寄生虫病学会、肝病学分会．病毒性肝炎

防治方案．中华肝脏病杂志，２０００，８（６）：３２４３２９．
２　王青，梁晓峰，陈园生．丙型病毒性肝炎的研究近况．国际检验

医学杂志，２００６，２７（４）：３４９３５１．
３　ＳｉｍｍｏｎｄｓＰ，ＢｕｋｈＩ，ＣｏｍｂｅｔＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｐｒｏｐｏｓａｌｓｆｏｒａ
ｓｙｓｔｅｍ ｏｆｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅｏｆｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ ｖｉｒｕｓ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００５，４２（４）：９６２９７３．

４　徐少保，熊自忠，高人焘，等．丙型肝炎病毒基因型的研究进

展．安徽医药，２００９，１３（８）：８６９８７１．
５　李小宁，黄升海．丙型肝炎基因型研究新进展．国际检验医学

杂志，２００９，３０（５）：４７９４８０．
６　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．

丙型肝炎防治指南．中华预防医学杂志，２００４，３８（３）：２１０２１５．
７　谢莹，谢晨．丙型肝炎病毒基因分型的研究进展．大连医科大

学学报，２０１０，３２（４）：４７０４７４．
８　周君霞，梁宁．丙型肝炎病毒不同分型方法的分析及分型意义．

标记免疫分析与临床，２００７，１４（３）：１９０１９２．
９　王琳，徐东平，张玲霞．丙型肝炎病毒基因型分型及临床意义．

肝脏，２００６，１１（６）：４１６４１７．
１０　李伟琴，袁致海，徐光华，等．丙型肝炎基因分型进展及其临床

意义．世界华人消化杂志，２００９，１７（６）：５８９５９３．
１１　谢尧，徐道振，陆志檬，等．ＨＣＶ基因型对慢性丙型肝炎干扰

素疗效的影响．中华肝脏病杂志，２００４，１２（２）：７２７５．
１２　ＬｕＬ，ＮａｋａｎｏＴ，ＨｅＹ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣ ｖｉｒｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎＣｈｉｎａ：ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｃｅｏｆｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｔｙｐｅ１ｂ
ｉｓｏｌａｔｅｓａｎｄｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｎｅｗｇｅｎｏｔｙｐｅ６ｖａｒｉａｎｔｓ．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，２００５，
７５（４）：５３８５４９．

１３　胡婷，沈传来，郑杰．南京地区丙型肝炎病毒基因分型的研究．
现代检验医学杂志，２００９，２４（２）：７２７５．

１４　郭风彩，钱梅云，史建国，等．不同基因型慢性丙型肝炎患者血

清ＨＣＶＲＮＡ与载脂蛋白 Ｂ的关系．胃肠病学和肝病学杂志，

２００８，１７（１１）：９１４９１５．
１５　池肇春．新编实用肝病学．北京：中国医药科技出版社，１９９２：

１６８
（收稿日期：２０１１１１２８）

（本文编辑：孙荣华）

　　常静霞，孟运运，吴亚光，等．南京地区２１８例丙型肝炎患者ＨＣＶ基因分型［Ｊ／ＣＤ］．中华实验和临床感染病杂志：电子版，

２０１２，６（５）：３８１３８３．




