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分析磁珠法与煮沸法检测乙型肝炎病毒"

OdW

%基因分型的优势!进一步分析基因型检出率

与
OdWZX9

定量的关系&方法
!

选取
"'!#

年
!'

月至
"'!(

年
+

月'

"'!+

年
!

月至
"'!-

年
!

月该院感染病

科就诊的
!,$#

例慢性乙型肝炎患者作为研究对象&其中
"'!#

年
!'

月至
"'!(

年
+

月采用提取
OdWZX9

!

进一步采用荧光探针聚合酶链反应"

MJ8

%检测乙型肝炎基因分型&

"'!+

年
!

月至
"'!-

年
!

月采用
9;;4?

1"'''

提取的
OdWZX9

"磁珠法%!进一步采用荧光探针
MJ8

检测乙型肝炎基因分型&比较两种检测方法的

结果差异&根据基因分型结果分析基因分型的检出率与
OdWZX9

定量水平的关系&结果
!

磁珠法提取的

OdW

基因型检出率显著提高"

"

$

'&'%

%!但是磁珠法检测
J

型检出率降低!

d

'

Z

型检出率更高"

"

$

'&'%

%&

OdW

基因型检出率随着
OdWZX9

水平的升高而升高"

"

$

'&'%

%&结论
!

相对于煮沸法提取的
OdWZX9

!

磁珠法更能够提高乙型肝炎基因分型阳性率!并且能够提高非
J

型以及低病毒载量的患者检出率!更值得应用

于临床&

关键词"乙型肝炎病毒$

!

基因分型$
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磁珠法$
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煮沸法
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慢性乙型肝炎病毒$

OdW

&感染是最严重的感染

性疾病之一#也是肝硬化和肝癌死亡的主要危险因素

之一*

!:#

+

(

OdW

根据全基因序列核苷酸差异
%

-_

以

及
U

区基因核苷酸差异
%

$_

将
OdW

分为
9

!

O-

个基因型(

OdW

基因型呈地域分布特征#并且不同

的基因型病毒的复制能力不同*

$:%

+

(近年来的研究发

'
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检验医学与临床
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现其基因分型与乙型肝炎流行病学特点)乙型肝炎标

志物的表达)乙型肝炎的致病性)肝脏疾病的进展)肝

硬化与肝癌的风险)治疗药物敏感性)治疗疗效等有

密切的关系*

(:,

+

(

建立一种简便)有效的基因型检测方法有重要的

临床意义和参考价值(其中核酸提取是
OdWZX9

检测过程中的重要环节#不同的提取方法可直接影响

试验结果*

!'

+

(模板的提取效率直接影响下一步基因

分型检测的敏感度#模板的纯度和质量与检测效果密

切相关(现在普遍采用的沉淀离心提取法不但提取

效率较低$模板的相对丢失率达
+'_

&#而且操作繁琐

难以实现自动化#成为制约
OdW

基因分型检测的瓶

颈(除此之外#沉淀离心提取法需要标本的
OdW

ZX9

定量水平在
"''' Q̂

"

12

以上才能检测到基因

分型#给临床带来很多不便(有研究表明#磁珠法的

提取效率明显提高$模板的相对丢失量低于
%'_

&#而

且为自动化操作#在低拷贝病毒载量时提取效果好(

本院
"'!(

年自主研发#利用
9;;4?1"'''

全自动核

酸提取仪$

1"'''6

/

#磁珠法&对提取的
OdWZX9

进

行
OdW

基因型别检测#提高了基因型别的检出率#现

报道如下(

$
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资料与方法

$&$

!

一般资料
!

选取来本院感染病科就诊的
!,$#

例慢性乙型肝炎患者#其中
"'!#

年
!'

月至
"'!(

年
+

月
!$!!

例$煮沸法&#

"'!+

年
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月至
"'!-

年
!

月
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例$磁珠法&(
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仪器与试剂
!

"'!#

年
!'

月至
"'!(

年
+

月

OdWZX9

提取$煮沸法&和聚合酶链反应$

MJ8

&荧

光探针法检测基因分型均采用泰普生物科技$中国&

有限公司的
OdW

基因分型检测试剂盒(基因分型检

测仪器采用美国
9d̂

公司的
+%''MJ8

仪(

"'!+

年

!

月至
"'!-

年
!

月
OdW ZX9

提取$磁珠法&采用

9;;4?51"'''UM

核酸提取试剂#仪器采用
9;;4?

1"'''

全自动核酸提取仪(基因分型检测仪器采用

美国
9d̂

公司的
+%''MJ8

仪(

$&'

!

方法
!

血样采集!采集
%12

的血液$用紫色的

乙二胺四乙酸二钾采血管&(转速
#(''=

"

1C3

#离心

时间
%

%1C3

分离血清与血细胞(放于
T$e

冰箱中

待检(

"'!#

年
!'

月至
"'!(

年
+

月采用煮沸裂解法

$煮沸法&提取
OdWZX9

#进一步采用
MJ8

荧光探

针法检测基因分型(

"'!(

年
-

月至
"'!-

年
!

月#血

样采集成功后#利用
1"'''UM

提取
OdWZX9

$磁珠

法&#进一步采用
MJ8

荧光探针法检测基因分型(

$&1

!

统计学处理
!

采用
UMUU!-&'

统计软件对研究

数据进行统计分析#计数资料以率表示#组间比较采

用
!

" 检验(以
"

$

'&'%

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/&$

!

两种检测方法结果差异
!

沸煮法的
OdW

基因

型检出率为
-!&(_

%基因
d

)

J

)

Z

型检出率分别为

"&!_

)

++&+_

)

!&-_

%基因
d

)

J

)

Z

型分别占全部

OdW

感染者的
"&%_

)

,%&"_

)

"&#_

(磁珠法
OdW

基因型检出率为
-$&$_

%

d

)

J

)

Z

型检出率分别为

$&#_

)

+%&-_

)

$&#_

%基因
d

)

J

)

Z

型分别占全部

OdW

感染者的
-,&,_

)

%&!_

)

%&!_

(磁珠法检测基

因型的检出率更高$

"

$

'&'%

&#其中
J

型检出率降低

$

"

$

'&'%

&#

d

)

Z

型检出率更高$

"

$

'&'%

&(见表
!

(

表
!
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两种检测方法检测
OdW

基因型结果比较(

)

#

_

$)

检测方法
)

总检出率
d

型
J

型
Z

型

煮沸法
!$!! !!%!

$

-!&(

&

",

$

"&!

&
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$

++&+
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!&-
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磁珠法
%#" $$,

$
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&
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基因型检出率与
OdWZX9

定量的关系
!

选取

"'!+

年
-

月至
"'!-

年
!

月
"-'

份标本采用磁珠法同

时检测
OdWZX9

和乙型肝炎基因分型(由表
"

可

以看出
OdW

基因型检出率随着
OdWZX9

水平的

升高而升高$

"

$

'&'%

&(

OdWZX9

水平在
&

!''

!

%'' Q̂

"

12

#

OdW

基因型检出率为
%'&'_

%

OdW

ZX9

水平在
&

%''

!

!''' Q̂

"

12

#

OdW

基因型检

出率为
-(&+_

%

OdWZX9

水平在
!''' Q̂

"

12

以

上#

OdW

基因型检出率为
,(&$_

(

OdWZX9

水平

在
!''

!

!''' Q̂

"

12

#检出率为
('&#_

(以往的临

床工作中标本的
OdW ZX9

定量水平在
"'''

Q̂

"

12

才能检测到基因分型#磁珠法提高了基因分型

的检出率(

表
"

!!

基因型检出率与
OdWZX9

定量的关系(

)

#
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$)
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$
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OdW

基因型分布存在一定的地域性差异(国外

学者研究表明#随着纬度的增加#呈现
d

型分布逐渐

减少#而
J

型分布逐渐增加的趋势(在我国以长江为

界#长江以南地区
OdW

基因型以
d

型为主#长江以北

地区以
J

型为主(陕北地区地处我国北方#按照以上

规律以
J

型分布为主(

临床研究表明
OdW

基因
J

型感染的患者其肝脏

疾病进展较快#且患肝硬化和肝细胞癌的风险增加(

J

型复制较活跃#不易发生
<

抗原血清转换(耐药性

方面#

d

"

J

型极易产生拉夫米定耐药突变#

Z

型感染

者更易发生阿德福韦酯耐药(不同基因型的乙型肝

炎感染者对药物敏感性也不一致#拉夫米定抗病毒治

疗时
d

型较
J

型有更好的应答#干扰素治疗时
J

型比

d

型有更好的应答率(国内研究报道显示
d

)

J

)

Z#

'

$%'#
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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种基因型的慢性乙型肝炎患者临床表现差异明显(

慢性乙型肝炎患者中
d

型比例明显高于其他两种型

别*

!!

+

(目前大多数的临床医师已经将
OdW

基因型

的检测纳入乙型肝炎患者肝细胞性肝癌发生和治疗

预后的观测指标#以帮助其在工作中选择最佳的治疗

方案#指导预防肝癌(

OdW

基因型的检测显得尤为

重要(

OdW

基因型检测的方法采用基因型特异性引物

MJ8

法(根据不同
OdW

基因型存在的差异序列设

计一系列特异性引物(

MJ8

扩增后可得到不同长度

的片段#以此进行分型(在此过程中#

OdWZX9

的

提取是关键步骤(如何成功提取
OdWZX9

成为检

测基因分型中起决定性作用的一步(磁珠是一种壳"

核结构的微球#核由铁)钴)镍的氧化物组成#壳由高

分子材料组成#并根据需要在磁性纳米壳外包被不同

的高分子材料(用于血中
OdWZX9

检测的磁珠在

化学合成中利用专利技术进行了特殊的表面修饰#使

其具有对
ZX9

的高特异性吸附能力(此外磁珠吸附

免去了传统浓缩提取中核酸沉淀步骤#减少了
ZX9

的丢失(

本文就磁珠法提取的
OdWZX9

结合
MJ8

荧光

探针法检测
OdW

基因分型与传统煮沸法提取的

OdWZX9

进行比较#包括基因型检出率)各型的比

例#以及与
OdWZX9

水平的关系等(从以上数据可

以看出#磁珠法提取的
OdWZX9

表现出良好的检测

性能#更符合临床的要求(
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