
·论　著·

慢性丙型肝炎患者病毒基因分型及ＨＣＶＲＮＡ相关性研究


张红梅１，张小玉１，李红艳２，马　莹
１，倪俊明１，王建芳１，王　雷

１（１．东南大学附属第二医院

临床科研中心，南京　２１０００３；２．江苏省南京市疾病预防控制中心　２１０００３）

　　【摘要】　目的　探讨江苏地区慢性丙型肝炎患者病毒基因分型特点及其与患者年龄、性别和丙型肝炎病毒

（ＨＣＶ）ＲＮＡ水平的关系。方法　收集抗 ＨＣＶ阳性血清１０３２份，采用荧光定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）法检测患者血清

ＨＣＶＲＮＡ水平，ＨＣＶ基因分型芯片进行基因分型检测，应用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行统计分析。结果　检测

出 ＨＣＶＲＮＡ阳性样本７０４份，其中 ＨＣＶ单基因型６７４份，１ｂ、２ａ、３ｂ、３ａ、１ａ和６型分别占７５．７１％、７．９５％、

７．９５％、１．９９％、０．９９％和１．１４％；混合基因型３０份，１ｂ／２ａ、１ｂ／３ｂ、１ｂ／３ａ和２ａ／３ｂ型分别占２．２７％、１．５６％、

０．２８％和０．１４％。不同基因型均以男性和青壮年居多，且病毒载量差异有统计学意义：１ｂ和３ａ相近，都高于２ａ和

１ｂ／２ａ病毒载量。结论　江苏地区 ＨＣＶ基因型以１ｂ型为主，其次是２ａ、３ｂ型。慢性丙型肝炎患者以中青年男性

居多，而且不同 ＨＣＶ基因型间病毒载量有差异。
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　　我国约３８００万人感染丙型肝炎病毒（ＨＣＶ），每年 ＨＣＶ

感染者人数急速上升，丙型肝炎（丙肝）已成为乙型肝炎之后我

国第二大类病毒性肝病，是发展为肝硬化和肝癌的主要因

素［１］。ＨＣＶ基因型与丙肝的病程和治疗效果密切相关，本文

旨在分析江苏地区 ＨＣＶ基因型分布特点及其与 ＨＣＶ病毒血

症水平之间的相关性，以期有助于判定治疗的难易程度及构建

合理的丙肝防治方案。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１０３２份 ＨＣＶ抗体阳性血清来自２００７年６

月至２０１３年１０月在东南大学附属第二医院肝病科门诊及住

院部就诊的江苏地区慢性丙肝患者，采血后２ｈ内分离血清，

－８０℃冰箱保存。所有病例排除了甲、乙、丁、戊型肝炎病毒

的感染，慢性丙肝诊断标准符合２００４年《丙型肝炎防治指南》。

１．２　主要试剂和仪器设备　ＨＣＶ 核酸定量检测试剂盒

（ＰＣＲ荧光探针法），购自上海科华生物工程股份有限公司。

ＨＣＶ基因分型检测芯片购自中科院上海微系统与信息技术研

究所，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定量ＰＣＲ系统，购自德国罗氏

诊断产品有限公司。核酸提取和反转录试剂购自德国 Ｑｉａｇｅｎ

公司。

１．３　ＨＣＶＲＮＡ定量检测　参照上海科华生物工程股份有限

公司试剂盒说明，采用荧光定量 ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）法，在罗氏

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ 系统上检测样本 ＨＣＶ

ＲＮＡ载量。

１．４　ＨＣＶ基因分型　采用 Ｑｉａｇｅｎ病毒ＲＮＡ提取试剂盒抽

提样本ＲＮＡ，置于恒温器上４２℃反转录１ｈ。套式ＰＣＲ扩增

条件：循环程序１采用３７℃１０ｍｉｎ，９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。循环程序

２采用９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循

环；７２℃ 延伸５ｍｉｎ。扩增产物变性后滴于芯片点样区，４２℃

恒温杂交３０ｍｉｎ，膜显色后采用光学扫描仪扫描，采用 ＨＣＶ

·５９３３·检验医学与临床２０１４年１２月第１１卷第２４期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２４

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１３００３２３）。

　　作者简介：张红梅，女，博士，助理研究员，主要从事分子遗传学研究。



基因分析软件进行结果判读。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件分析数据，计量

资料以狓±狊表示，两者均值比较采用独立样本狋检验。计数

资料比较采用χ
２ 检验。不同基因型间的 ＨＣＶＲＮＡ载量进

行对数转换后，计算均值，并采用单因素方差分析型间差异，其

两两均数间比较用ＬＳＤ法，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　患者性别、年龄分布及 ＨＣＶ基因分型结果　在１０３２份

ＨＣＶ抗体阳性血清中检测到 ＨＣＶＲＮＡ ≥５００ＩＵ／ｍＬ患者

样本７０４份，占 ＨＣＶ 阳性血清的６８．２２％。其中男３９８份

（５６．５３％），女３０６份（４３．４７％），患者年龄分布于７～８９岁。

对７０４份样本进行基因分型，５３３份是１ｂ型，５６份是２ａ型，５６

份是３ｂ型，１４份是３ａ型，８份是６型，７份是１ａ型；另外还有

混合型共３０份，包括１６份１ｂ／２ａ混合型，１１份１ｂ／３ｂ混合型，

２份１ｂ／３ａ混合型和１份２ａ／３ｂ混合型。各基因型所占百分

比例（％）及性别和年龄分布如表 １所示，其中 １ｂ／３ｂ型

（１．５６％），６型（１．１４％），１ａ型（０．９９％），１ｂ／３ａ型（０．２８％）和

２ａ／３ｂ型（０．１４％）因例数较少，将其合并为其他基因型进行统

计分析。

表１　慢性丙肝患者 ＨＣＶ基因型及性别、年龄分布［狀（％）］

ＨＣＶ

基因型

性别

男 女

年龄分布

＜５０岁 ≥５０岁
合计

１ｂ ３０２（５６．７） ２３１（４３．３） ３１６（５９．３） ２１７（４０．７） ５３３（７５．７１）

３ｂ ３３（５８．９） ２３（４１．１） ４９（８７．５） ７（１２．５） ５６（７．９５）

２ａ ２５（４４．６） ３１（５５．４） ３６（６４．３） ２０（３５．７） ５６（７．９５）

１ｂ／２ａ ９（５６．３） ７（４３．８） １０（６２．５） ６（３７．５） １６（２．２７）

３ａ １１（７８．６） ３（２１．４） １３（９２．９） １（７．１） １４（１．９９）

其他 １８（６２．１） １１（３７．９） １９（６５．５） １０（３４．５） ２９（４．１１）

合计 ３９８（５６．５） ３０６（４３．５） ４４３（６２．９） ２６１（３７．１）７０４（１００．００）

　　在患者性别分布上，男性患者明显多于女性患者，经卡方

检验，不同基因型患者性别构成比差异无统计学意义（χ
２＝

６．４８５，犘＝０．２６２）。另外，虽然１０种不同 ＨＣＶ基因型患者年

龄分布于７～８９岁，但是由表１可以看出，把患者分为两个年

龄组，＜５０岁年龄组人数明显多于大于或等于５０岁的年龄

组，基因型在两个年龄组中的分布差异有统计学意义（χ
２＝

２３．０２６，犘＝０．０００），３ａ型和３ｂ型更多见于小于５０岁的患者，

更趋向于年轻化。

２．２　不同 ＨＣＶ基因型患者占比变化　近７年来不同基因型

所占比例有所变化，１ｂ基因型占比５５．２６％～８６．０７％，２ａ型

占比４．１０％～１３．１１％，３ｂ型占比０～２３．６８％，１ｂ／２ａ混合基

因型占比０～６．３８％，３ａ型占比０％～１０％，１ｂ／３ｂ混合基因型

占比０％～６．３７％，６型占比０％～４．１２％，１ａ型占比０％～

６．１８％。与往年比，１ｂ基因型比例有所下降，而３ｂ基因型有

所上升，２０１２年占比约２４％，但１ｂ基因型仍具有不可替代的

优势，其余几种基因型的比例在不同年份，均在１５％以下低幅

波动（见图１，因１ｂ／３ａ和２ａ／３ｂ混合型例数太少，未列入）。

２．３　不同 ＨＣＶ基因型患者 ＨＣＶＲＮＡ定量检测结果比较

２．３．１　以对数形式表示 ＨＣＶＲＮＡ载量，不同基因型 ＨＣＶ

ＲＮＡ定量结果采用狓±狊表示，不同基因型之间ＨＣＶＲＮＡ定

量结果的比较采用单因素方差分析（２ａ／３ｂ混合基因型因例数

太少除外），见表２。

　　不同基因型患者 ＨＣＶＲＮＡ载量最小值介于２．９８～７．００

ＩＵ／ｍＬ（９．７０Ｅ＋２～１．００Ｅ＋７ＩＵ／ｍＬ），最大值介于７．４６～

９．１８ＩＵ／ｍＬ（２．９Ｅ＋７～１．５Ｅ＋９ＩＵ／ｍＬ），均值为（５．８１±

１．８３）～（６．９４±１．４６），不同基因型之间病毒载量均值比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图１　近７年 ＨＣＶ不同基因型百分比变化

表２　不同基因型 ＨＣＶＲＮＡ载量（ｌｇＩＵ／ｍＬ）比较

ＨＣＶ基因型 例数 病毒载量区间 病毒载量均值（狓±狊）

１ｂ ５３３ ２．９８～９．１８ ６．６１±１．２４

２ａ ５６ ３．１１～８．２０ ６．１５±１．３１

３ｂ ５６ ３．３６～８．６８ ６．５３±１．２２

３ａ １４ ５．７９～８．５３ ６．８９±０．８３

１ｂ／２ａ １６ ３．７６～７．９９ ５．８９±１．１２

１ｂ／３ｂ １１ ３．３８～７．９６ ５．９８±１．３９

６型 ８ ３．６５～８．５１ ６．９４±１．４６

１ａ ７ ３．２３～８．４８ ５．８１±１．８３

１ｂ／３ａ型 ２ ７．００～７．４６ ７．２３±０．３３

　　注：犉＝２．３２７，犘＝０．０１。

２．３．２　进一步对不同基因型病毒载量进行两两均数间比较，

结果１ｂ和２ａ之间（犘＝０．００９），１ｂ和１ｂ／２ａ之间（犘＝０．０２４），

２ａ和３ａ之间（犘＝０．０４８），１ｂ／２ａ和３ａ之间（犘＝０．０２９），差异

均有统计学意义（犘＜０．０５），因此１ｂ和３ａ型具有较高的病毒

载量，高于２ａ和１ｂ／２ａ混合基因型的病毒载量。

３　讨　　论

　　我国《丙型肝炎防治指南》中明确指出，在制订抗病毒治疗

个体化方案以及判定治疗难易程度时，ＨＣＶ基因分型有着重

要的意义。ＨＣＶ基因分型方法较多，国内外在抗病毒疗效考

核研究中，应用Ｓｉｍｍｏｎｄｓ１～６型分型法最为广泛。ＨＣＶ 基

因型、亚型的分布与流行具有明显地域特性：１型、２型呈全球

流行态势，３型主要流行于亚洲、北美及欧洲部分地区，４型主

要流行于中非、中东和欧洲地区，５型主要发现于非洲和欧洲

部分国家，６型则主要在东南亚和北美地区流行。我国存在丰

富的 ＨＣＶ基因型和亚型，ＨＣＶ 基因型分布有其自身演变的

特点［２］。近２０年来，流行的 ＨＣＶ 主要有１、２、３和６四种基

因型，其演变规律表现为仍然以１ｂ型为主，北方２ａ型为仅次

于１ｂ型的主要流行基因型，在南部地区３型和６型高于全国

平均［３］。

有研究发现，在我国江苏地区已有６种基因型 （１ｂ、２ａ、

３ａ、３ｂ、６ａ、６ｅ、６ｎ），主要流行基因型为１ｂ和３ａ
［４］。本研究中，

对７０４份慢性丙肝血清样本进行基因分型，发现有１０种 ＨＣＶ

基因型和亚型，其中１ｂ型５３３份（７５．７１％），为首要基因型，２ａ

型５６份（７．９５％），比北方城市２ａ比例低而比南方城市高，与

我国大部分地区以 ＨＣＶ１ｂ和２ａ型最常见，自南向北２ａ型患

者逐渐增多的国内外报道一致。本次研究还检测到３ｂ型５６

份（７．９５％），３ａ型１４份（１．９９％），６型８份（１．１４％），１ａ型７
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份（０．９９％），以及多种混合基因型３０份，１ｂ／２ａ、１ｂ／３ｂ、１ｂ／３ａ

和２ａ／３ｂ型分别占比２．２７％、１．５６％、０．２８％和０．１４％，这可

能与检测方法灵敏有关，同时也说明江苏地区的 ＨＣＶ基因型

分布既有和全国相一致的特征，又有其自身特点，与以往研究

相比基因型种类在增多，基因型更加多样和复杂。本研究检出

的１ａ型、１ｂ／３ａ型和２ａ／３ｂ型在江苏地区较为罕见，３型比例

呈上升趋势，３型和６型在我国华南、西南和港澳地区较为普

遍，也是静脉吸毒人群的主要流行基因型，说明静脉吸毒人群

所流行的 ＨＣＶ基因型正在向普通人群扩散
［５］。本研究中慢

性丙肝患者男性多于女性，年龄以小于５０岁的青、中年居多，

提示现代社会中青年人群流动增加、社会活动复杂性增加、

ＨＣＶ传播方式呈现多元化等多种因素导致了江苏地区基因

型的多样化和复杂化。

ＨＣＶＲＮＡ含量反映了病毒复制的活跃程度和患者的病

程变化，是衡量抗病毒疗效的病毒学应答指标，而基因分型检

测在决定疗程方面有特殊价值，因此监测 ＨＣＶ基因型和血清

病毒载量对慢性丙肝治疗有重要的临床意义。对不同基因型

病毒载量取对数值进行两两均数间比较，显示１ｂ和２ａ之间，

１ｂ和１ｂ／２ａ之间，３ａ和２ａ之间，３ａ和１ｂ／２ａ之间，差异均有统

计学意义（犘＜０．０５），１ｂ型病毒载量明显高于２ａ基因型和１ｂ／

２ａ混合基因型的病毒载量。聚乙二醇化干扰素联合利巴韦林

是目前慢性丙肝抗病毒治疗的标准方案。从我国流行的基因

型１ｂ和２ａ来看，１ｂ基因型属于难治型，对干扰素的应答率

低，易复发，疗程长，而基因２ａ型对干扰素的应答好，复发率

低，抗病毒疗效理想。基因１ｂ型的病毒含量水平明显高于２ａ

型，这可能是基因１ｂ型患者对干扰素应答不良的原因之一
［６］。

本研究通过对７０４例江苏地区慢性丙肝患者 ＨＣＶ进行

基因分型发现，目前江苏地区 ＨＣＶ分型呈多样化，以１ｂ型占

主导地位，其次是２ａ、３ｂ型等多种单基因型，并且存在多种混

合基因型。ＨＣＶ基因型和血清病毒载量之间存在相关性，１ｂ

型和３ａ型病毒载量明显高于２ａ型和１ｂ／２ａ混合基因型。

ＨＣＶ基因型与 ＨＣＶＲＮＡ载量是影响抗病毒疗效的最重要

的指标［７］。将继续深入研究，以期对本地区 ＨＣＶ的治疗策略

提供帮助。
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时，其检测的敏感度可达８４％，特异度可达８２％，均高于各单

项检测，但与文献［８，１０］报道的临界值有一定的差异，可能与

本实验测量误差及研究例数不足有关，有待于完善实验方法进

一步研究。

综上所述，联合检测为ＰＨＣ的早期诊断提供了参考，但

还需结合病理、ＣＴ等结果综合考虑，提高准确率。
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