
·２１２　　 · 中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１１年５月第５卷第２期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｙ２０１１，Ｖｏｌ５，Ｎｏ．２

·临床论著·

漳州地区乙型肝炎病毒基因型分布

及其临床意义

郑瑞丹　高建平　卢燕辉　谢佳新　曹广文　朱青川　苏亚勇

　　【摘要】　目的　了解漳州地区乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因型分布情况并探讨
其临床意义。方法　采用特异性引物以巢式多重聚合酶链反应对２７１例乙型肝
炎患者的血清标本进行基因型检测，同时对部分 ＰＣＲ产物进行测序并确定其基
因型。结果　２７１例慢性乙型肝炎患者中，ＨＢＶ基因Ｂ型２２８例，占８４．１％；Ｃ型
３８例，占１４．０％；Ｄ型４例，占１．５％；Ｂ、Ｃ混合型１例，占０．４％。入选患者中未
检出Ａ、Ｅ、Ｆ基因型。Ｂ、Ｃ基因型在不同程度乙型肝炎患者中的分布无显著差
异，与肝炎程度无显著相关性。Ｂ、Ｃ型肝炎患者的年龄，性别，ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ、
ＤＢｉｌ、ＴＰ、ＡＬＢ水平，ＨＢＶＤＮＡ载量及ＨＢｅＡｇ阳性率均无显著性差异。结论　漳
州地区ＨＢＶ基因型以 Ｂ型为主，Ｃ型次之，有少量的 Ｄ型及 Ｂ、Ｃ混合型。Ｂ、Ｃ
基因型与乙型肝炎患者 ＡＬＴ水平、ＨＢＶＤＮＡ载量、ＨＢｅＡｇ阳性率等临床指标无
显著相关性。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）属于嗜肝 ＤＮＡ病毒科，其基因组约
３２００ｂｐ，是已知真核细胞中最小的 ＤＮＡ病毒。在我国 ＨＢＶ慢性感染是原发性
肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）最主要的危险因素，目前我国ＨＢＶ慢性感染
者约有１亿，占全球的１／３，其中３０００万是活动性乙型肝炎患者。据推测，２５％～
４０％的ＨＢＶ慢性感染者最终发展成为 ＨＣＣ，成为我国严重的公共卫生负担［１］。

目前，依据ＨＢＶ核苷酸全序列异质性≥８％或Ｓ基因核苷酸序列异质性≥４％，可
将其分成Ａ～Ｊ共１０种基因型，其中Ａ、Ｂ、Ｃ基因型又可进一步分为各基因亚型：
Ａａ／Ａ１（亚洲／非洲亚型）、Ａｅ／Ａ２（欧洲亚型）、Ｂｊ／Ｂ１（日本亚型）、Ｂａ／Ｂ２（亚洲亚
型）、Ｃｓ／Ｃ１（南亚亚型）、Ｃｅ／Ｃ２（东亚亚型）［２］。

ＨＢＶ基因型具有明显的地理分布特点，如Ａ型主要在北欧和非洲，Ｂ型和Ｃ
型主要在东亚，Ｄ型在中东、北欧和南非，Ｅ型在非洲，Ｆ型仅在南美［３］。在同一

国家内部也存在明显的差异，如在我国 ＨＢＶ主要基因型为 Ｃ（６８．３％）、Ｂ
（２５．５％）、Ｄ型（１．５％）和混合型（５．７％）。ＨＢＶＣ型分布于全国，但在长江以
南地区所占的比例显著低于长江以北地区；ＨＢＶＢ型分布与Ｃ型相反；ＨＢＶＤ型
主要分布在西北地区。ＨＢＶ基因亚型主要为Ｃ２（５８．０％）、Ｂ２型（２７．３％）和Ｃ１
型（１０．７％）。ＨＢＶＣ２型的比例自黄河以北（８２．５％）、黄河和长江之间
（６６．２％）、长江以南（４２．１％）地区逐渐降低；ＨＢＶＢ２型的分布与 ＨＢＶＣ２型相
反。ＨＢＶＢ型在＜２０岁人群中的比例明显高于２０岁以上的人群；ＨＢＶＣ型与Ｂ
型分布相反。除ＨＢＶＣ１、Ｂ２、Ｃ２型这３种主要亚型外，其他亚型在少数民族中的
比例显著高于汉族人群［４］。此外，不同基因型分布还与 ＨＢＶ感染后所致肝脏疾
病的严重程度、转归及药物疗效等密切相关［５］。但是，由于目前研究分析的样本

有限，其结果并不完全一致。本研究应用多对型特异性引物以巢式多重 ＰＣＲ方
法对漳州地区慢性乙型肝炎患者所感染ＨＢＶ基因型进行检测，旨在了解该地区
ＨＢＶ基因型分布情况及其临床意义。
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材料与方法

一、病例来源

以在漳州市１７５医院肝病治疗中心确诊的２７１例ＨＢＶＤＮＡ阳性住院和门诊
患者为本研究对象，采集外周血，血清存于 －４０℃备用。所有患者均进行肝组织
活检和ＧＳ评分，均排除甲、丙、丁、戊型肝炎病毒感染，诊断标准符合《病毒性肝
炎防治方案》和《慢性乙型肝炎防治指南》［６］。

二、试剂和主要仪器

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡＭａｒｋⅠ均购自上海生工生物工程技术服务有
限公司；引物由上海英俊生物技术有限公司合成，引物序列自行设计（表１）；ＰＣＲ
循环仪为美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品。

表１　巢式ＰＣＲ进行ＨＢＶ基因分型分析所用引物序列

引物 　　　　　　　　序列

第１轮ＰＣＲ（外引物）

Ｐ１Ｓ ５’ＴＴＴＧＣＧＧＧＴＣＡＣＣＡＴＡＴＴＣＴＴＧＧ３’

Ｐ１ＡＳ ５’ＣＧＡＡＣＣＡＣＴＧＡＡＣＡＡＡＴＧＧＣＡＣＴＡＧ３’

第２轮ＰＣＲ（内引物）

ＡＳ ５’ＡＡＡＣＴＡＣＴＧＴＴＧＴＴＡＧＡＣＧＡＣＧＲＧＡＣＣ３’

ＡＡＳ ５’ＣＴＧＧＡＴＴＧＴＴＴＧＡＲＴＴＧＧＣＴＣＣＧ３’

ＢＳ ５’ＣＣＡＡＡＣＴＣＴＴＣＡＡＧＡＴＣＣＣＡＧＡＧＴＣＡ３’

ＢＡＳ ５’ＡＣＡＲＧＴＴＧＧＴＧＡＧＴＧＡＣＴＧＧＡＧＡＴＴＴ３’

ＣＳ ５’ＣＴＣＣＣＡＴＣＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＴＡＡＧＡＧＡＣＡＧＴ３’

ＣＡＳ ５’ＣＡＧＧＧＧＴＣＣＴＡＧＧＡＡＴＣＣＴＧＡＴＧＴＫＧ３’

ＤＳ ５’ＣＡＧＡＣＧＣＣＡＡＣＡＡＧＧＴＡＧＧＡＧＣＴ３’

ＤＡＳ ５’ＧＡＧＴＧＴＹＴＣＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＡＣＡＧＭ３’

ＥＳ ５’ＡＴＡＣＣＣＴＡＴＧＧＡＡＧＧＣＧＧＧＣＡＴＣＴ３’

ＥＡＳ ５’ＣＣＣＡＴＴＣＧＡＧＡＧＧＧＡＣＣＧＴＣＣＡ３’

ＦＳ ５’ＴＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＡＴＣＣＡＴＴＴＧＡＡＴＡＣＹＴＣ３’

ＦＡＳ ５’ＣＧＡＧＣＧＡＡＡＣＡＲＧＣＴＧＣＷＡＧ３’

　　三、检测方法
１．血清ＨＢＶＤＮＡ提取：ＨＢＶＤＮＡ提取采用聚乙二醇（ＰＥＧ）沉淀法，即２００

μｌ血清加４００μｌＰＥＧ，漩涡振荡混匀后１２，０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清后加６０
μｌ裂解液，漩涡振荡至无沉淀后短暂离心，沸水浴１０ｍｉｎ，１２，０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清液即为ＨＢＶＤＮＡ模板。
２．ＨＢＶ基因型的巢式ＰＣＲ法检测：按照Ｃｈｅｎ等［７］报道的基因分型方法，首

先用１对外引物（Ｐ１Ｓ，Ｐ１ＡＳ）进行第１轮 ＰＣＲ，取待检 ＨＢＶＤＮＡ６μｌ为模板，
Ｐ１Ｓ、Ｐ１ＡＳ各１μｌ，ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μｌ，ｒＴａｑ聚合酶（５Ｕ／μｌ）０．６μｌ，１０×
ＰＣＲ缓冲液５μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ至５０μｌ，混匀。扩增条件为９５℃预变性３ｍｉｎ，９４℃
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变性１ｍｉｎ，５７℃退火５５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２８个循环后再７２℃延伸１０ｍｉｎ，然后
以第１轮产物为模板，６对内引物为引物检测 Ａ～Ｆ型 ＨＢＶ，反应体系为：模板２
μｌ，引物各１μｌ，底物１０μｌ，其余成分同第１轮，扩增条件为９５℃预变性３ｍｉｎ，
９４℃变性１ｍｉｎ，６２．５℃退火５５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环后再７２℃延伸１０
ｍｉｎ。
３．结果鉴定；反应结束后，取第２轮ＰＣＲ扩增产物５μｌ于１．５％琼脂糖凝胶

中进行电泳，溴化乙锭染色，在 ＢＩＯＲＡＤ凝胶成像仪中观察，并根据条带大小判
断基因型：Ａ型６４４ｂｐ、Ｂ型３３１ｂｐ、Ｃ型２４２ｂｐ、Ｄ型１８９ｂｐ、Ｅ型１３０ｂｐ、Ｆ型
４８７ｂｐ，同时出现３３１ｂｐ和２４２ｂｐ者为ＢＣ混合型（图１）。

图１　第２轮ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳结果
注：第１４道为ＤＮＡＭａｒｋⅠ；第１、３、８、９、１０、１１道为 Ｂ基因型，条带大小为３３１ｂｐ；第
２、５、７道为Ｃ基因型，条带大小为２４２ｂｐ；第６道为Ｄ基因型，条带大小为１８９ｂｐ

　　四、统计学处理
应用ＳＰＳＳ１６．０进行统计分析，所有计量资料均以 珋ｘ±ｓ表示，正态分布样本

采用ｔ检验，资料分布不明者进行非参数检验。计数资料的比较采用 χ２检验或
蒙特卡罗精确概率法。所有统计检验均采用双侧检验，以 Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义。

结　　果
一、一般资料

入组 ２７１例患者中，男性 ２３１例（８５．２％），女性 ４０例（１４．８％）；年龄
（３２．０３±９．９６）岁。包括轻度乙型病毒性肝炎患者１２２例（４５．０％）、中度１０５
例（３８．８％）、重度３５例（１２．９％）和肝炎后肝硬化９例（３．３％）。
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　　二、乙型肝炎患者所感染ＨＢＶ基因型分布
本研究２７１例样本中，Ｂ型２２８例，占８４．１％；Ｃ型３８例，占１４．０％；Ｄ型４

例，占１．５％；Ｂ、Ｃ混合型１例，占０．４％。入组患者中未检出Ａ、Ｅ、Ｆ基因型。
三、基因型与慢性乙型肝炎严重程度的关系

Ｂ、Ｃ基因型在轻度、中度、重度慢性乙型肝炎和肝炎后肝硬化患者中的分布
差异无统计学意义，与乙型肝炎严重程度无相关性。

表２　Ｂ、Ｃ基因型在各程度肝炎中的分布（例）

基因型
疾病程度

轻度 中度 重度 肝硬化
χ２ Ｐ

　Ｂ
　Ｃ

１０１
１７

９１
１４

２９
６

７
１

０．３３３４ ＞０．０５

　　四、Ｂ、Ｃ基因型患者临床资料的比较
由表３结果可以看到，感染 Ｂ、Ｃ基因型乙型肝炎病毒患者的年龄、性别、血

清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢｉｌ）、直
接胆红素（ＤＢｉｌ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白（ＡＬＢ）、病毒载量（ＨＢＶＤＮＡ）、ＨＢｅＡｇ阳
性率均无统计学差异，基因型分布与乙型肝炎患者临床资料水平无相关性（Ｐ＞
０．０５）。

表３　ＨＢＶＢ型与Ｃ型者临床资料的比较
年龄

（岁，珋ｘ±ｓ）
ＡＬＢ

（ｇ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）
ＡＬＴ

（Ｕ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）
ＡＳＴ

（Ｕ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）
ＴＢｉｌ

（μｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）
ＤＢｉｌ

（μｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）
ＴＰ

（ｇ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

Ｂ型 ３１．７８±９．９５ ４２．０１±４．９７ ３２０．０２±４５１．０５１９０．４４±３２０．２２ ４８．２２±７５．１５ １８．８１±３１．８３ ６９．３１±７．８７

Ｃ型 ３２．６３±１０．３９ ４２．２７±４．６１ ４１２．０３±５７７．２９１８４．１８±２６５．４５ ５５．５８±８８．１５ ２０．７５±３６．８４ ６８．７８±７．１８

ｔ ０．４８４５ ０．３０１５ １．１１５４ ０．１１４１ ０．５４４８ ０．３３９９ ０．３８９０

Ｐ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

性别［男（％）］） ＨＢＶＤＮＡ阳性率［例（％）］ ＨＢｅＡｇ阳性率［例（％）］

Ｂ型 １９３（８４．６５） １４１（６１．８４） １２４（５４．３９）

Ｃ型 ３４（８９．４７） ２５（６５．７９） ２４（６３．１６）

χ２ ０．６０５９ ０．２１６３ １．０１５４

Ｐ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

讨　　论
乙型肝炎病毒基因型是在漫长的岁月中点突变累积形成的，迄今为止，根据

ＨＢＶ核苷酸序列的差异，可将其分为 Ａ～Ｈ共８种基因型。基因型反映了 ＨＢＶ
感染自然史发生变异的特点，是病毒变异进化的结果，与疾病进展、预后有一定关

系，且存在一定的种族和地域差异［８］。最近研究认为，ＨＢＶ感染的不同后果可能
与其基因组序列差异有关［９］，根据ＨＢＶ全基因序列异质性≥８％的界线，可将其
分为不同基因型。Ｏｈｂａ等［１０］通过对ＨＢＶ全序列分析发现，在不同基因型之间Ｓ
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区段异质性最大，而型内Ｓ区段的异质性最小，从而可以根据Ｓ区基因序列异质
性≥４％的标准代替全序列进行分型。至今，已在世界各地发现了Ａ～Ｊ共１０种
ＨＢＶ基因型。研究某地区的 ＨＢＶ基因型分布特点对于 ＨＢＶ的基础研究、分子
流行病学调查、临床诊治过程中出现的基因变异、对抗病毒治疗反应与病情预后

评估均有重要意义。

全国乙型肝炎病毒基因组流行病学调查发现，ＨＢＶ基因型在我国北方以 Ｃ
型为主，南方以Ｂ型为主，Ｄ型多见于少数民族地区，如西藏、新疆，Ａ、Ｆ型偶见，
无Ｅ型［１１］。李雅娟等［１２］对北京、长春、汉川、深圳、清远和南京等６个城市的４４５
例ＨＢＶ感染者进行研究发现，５３．７％为 Ｃ型、３２．６％为 Ｂ型。１３．７％为 Ｂ和 Ｃ
型混合感染，未发现有Ｄ型。

本研究结果显示在所调查的漳州地区２７１例乙型肝炎患者中，ＨＢＶ基因 Ｂ
型２２８例，占８４．１％；Ｃ型３８例，占１４．０％；Ｄ型４例，占１．５％；Ｂ、Ｃ混合型１例，
占０．４％，表明漳州地区分布的主要 ＨＢＶ基因型为 Ｂ型，并且占据了绝对优势，
明显高于全国ＨＢＶＢ型的比例（２５．５％），而Ｃ型却明显低于全国平均比例。此
研究结果接近于Ｙａｎｇ等［１３］报道的台湾地区研究人群ＨＢＶ基因型分布情况。因
此，可能与漳州地区人口流动性比较低有关。同时，该地区在我国东南沿海，大量

台湾人祖籍在该地区可以解释两地ＨＢＶ基因型分布情况相似这一现象。
众多研究显示，基因型是影响 ＨＢＶ感染后疾病转归的主要决定因素之一。

不同基因型有致病性差异，如Ａ型ＨＢＶ急性感染后易导致慢性持续感染。肝癌
发生率也与基因型、年龄有关。Ｋａｏ等［１４］报道我国台湾地区以Ｂ、Ｃ型为优势株，
５０岁以上ＨＣＣ和ＬＣ患者中以Ｃ型为优势基因型，而５０岁以下则以 Ｂ型为主，
提示Ｃ型与严重肝病有关，而Ｂ型与年轻人肝癌有关。Ｗａｔａｎａｂｅ等［１５］发现Ｃ基
因型ＨＢＶ复制较活跃，易形成持续病毒血症，不易发生 ｅ系统血清转换，进一步
提示Ｃ型与严重肝病的相关性。但是本研究发现在轻度、中度、重度慢性乙型肝
炎和肝炎后肝硬化中，两种主要的 ＨＢＶ基因型 Ｂ和 Ｃ型的分布并无显著差异，
可能与本次研究样本量比较小，样本选择偏倚有关。

本研究比较了漳州地区 Ｂ、Ｃ型乙型肝炎病毒感染者的年龄，性别，ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＴＢｉｌ、ＤＢｉｌ、ＴＰ、ＡＬＢ水平及 ＨＢｅＡｇ阳性率，未发现显著性差异，尚不能认为
不同基因型与乙型肝炎患者的这些临床指标有相关性。

基因型和ＨＢＶＤＮＡ复制水平之间的关系目前仍存在争议，我国北方以Ｃ基
因型为主的地区，Ｃ基因型感染者 ＨＢＶＤＮＡ水平较高，复制能力强［１６］。但是本

研究发现在漳州地区的乙型肝炎患者中，Ｂ、Ｃ基因型的 ＨＢＶＤＮＡ水平间无差
异，与多项研究报道结果不一致，这可能与样本量及地区优势基因型不同有关。

不同ＨＢＶ基因型／亚型对应不同的变异谱，Ｌｉｕ等［１７］通过 Ｍｅｔａ分析确定了
与ＨＣＣ发生显著相关的变异位点，包括 ＨＢＶ前Ｓ区缺失、Ｃ１６５３Ｔ、Ｔ１７５３Ｖ和
Ａ１７６２Ｔ／Ｇ１７６４Ａ，并发现 ＨＢＶ变异频率在慢性 ＨＢＶ感染发展至 ＨＣＣ过程中逐
渐累加，这些变异及其联合可预测和早期监测 ＨＣＣ。同时，Ｙｉｎ等［１８，１９］首次应用
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ＨＢｅＡｇ阳性携带者序列确定了ＨＢＶＢ２和 Ｃ２基因型的野生序列，在此基础上研
究了ＨＢＶ前Ｓ区和核心启动子区的 ５４个热点变异，发现 ＨＢＶ的 Ｃ２９６４Ａ、
Ｃ３１１６Ｔ、Ｃ７Ａ、Ｔ１６７４Ｃ／Ｇ变异是ＨＣＣ的独立危险因素，首次应用单倍型分析证实
ＨＢＶ联合变异能够预测 ＨＣＣ的发生。因此，对确诊的乙型肝炎患者进行 ＨＢＶ
基因型和变异检测，对具有ＨＣＣ相关ＨＢＶ变异的乙型肝炎患者及早进行抗病毒
治疗，能够有效预防或延缓ＨＣＣ的发生，具有重要的临床价值。

综上所述，漳州地区乙型肝炎患者感染 ＨＢＶ以 Ｂ型为主，Ｃ型次之，还有极
少的Ｄ型及Ｂ、Ｃ混合型。主要基因型 Ｂ、Ｃ与其所致肝炎程度并无相关性。可
能由于样本量少及地区优势基因型不同。因此，今后还需要增加样本量进行深入

研究。
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