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乙型肝炎病毒基因分型与ＴａｑＭａｎＭＧＢ荧光探针方法改进

郑卫东，袁仕伟　　（４４２０００湖北 十堰，湖北医药学院附属人民医院检验部）

　　［摘要］　目的　改进对乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）Ｓ基因ＴａｑＭａｎＭＧＢ型特异性荧光探针设计，建立一种
快速、准确的实时ＰＣＲ检测乙型肝炎病毒基因型方法。方法　 根据ＨＢＶ基因型Ａ～Ｈ的全序列，在Ｓ基因区设计引物和
型特异性ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针，建立实时ＰＣＲ检测 ＨＢＶ基因型方法，并检测８８例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者的 ＨＢＶ基因
型，同时对扩增的ＰＣＲ产物，进行核苷酸序列测定，应用统计学方法对二者进行比对。结果　 ＣＨＢ血清样本中ＨＢＶ以基
因型Ｂ和Ｃ为主，基因型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｂ＋Ｃ、Ｄ样本比例分别为２．３％、４５．５％、３５．２％、１２．５％、２．３％，未检测出其他基因型，Ｓ
基因测序结果与本分型法完全一致。结论　 应用改进 ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针建立的实时荧光 ＰＣＲＨＢＶ基因分型法和目前
ＰＣＲ扩增后测序、限制性内切酶酶切后电泳或核酸杂交相比，更能简便、灵敏、快速、准确地鉴定 ＨＢＶ基因型。
　　［关键词］　乙型肝炎病毒；基因型；聚合酶链反应；ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针
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［通信作者］　袁仕伟，Ｅｍａｉｌ：ｙｓｗ６１５＠１６３．ｃｏｍ

　　ＨＢＶ在复制过程中由于缺乏校对酶的作用容易
发生核苷酸配对错误，以致基因突变频繁发生，产生不

同的ＨＢＶ基因型。目前根据ＨＢＶ核苷酸全序列异质
性≥８％或Ｓ基因序列核苷酸异质性≥４％，将ＨＢＶ分
为Ａ～Ｈ共８个基因型（Ａ～Ｈ）。ＨＢＶ基因型存在典
型的地域分布差异。我国 ＨＢＶ基因型主要为 Ｂ和 Ｃ
型，也存在少量的Ａ和Ｄ型，以及ＡＢ、ＢＣ等基因
型的混合感染［１］。目前的 ＨＢＶ基因分型主要是全基
因或Ｓ基因序列分析；聚合酶链反应，再使用电泳进行
限制性片段长度多态性分析；以及使用特异性引物

ＰＣＲ，再用 ＨＢＶ基因型特异性探针核酸杂交等方
法［２－３］，这些方法需在 ＰＣＲ扩增后测序、限制性内切
酶酶切后电泳或核酸杂交，在临床检验应用中存在准

确性和操作繁琐问题。为了避免这些问题，我们对

ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针设计作了改进，并以此建立的实时荧
光ＰＣＲ检测ＨＢＶ基因型方法，对ＣＨＢ患者血清样本中
的ＨＢＶ基因型进行了临床分析。

１　材料与方法

１．１　ＨＢＶ基因型Ａ～ＨＰＣＲ引物和荧光探针序列设
计和合成

　　查ＧｅｎｅＢａｎｋ，获得 ＨＢＶ基因型 Ａ～Ｈ完全核苷酸序列，
ＧｅｎｅＢａｎｋ编号分别为：ＡＡＰ００７２６３、ＡＢ６０２８１８．１、ＡＢ６４４２８７．１、
ＡＢ５５４０２３．１、ＡＰ００７２６２．１、ＡＢ１６６８５０．１、ＡＢ５１６３９３．１。依据 ＨＢＶ
核苷酸序列确定 Ｓ基因核苷酸序列范围：１～８４０，并应用
ＤＮＭＡＮ软件，输入 ＨＢＶ基因型 Ａ～Ｈ的 Ｓ基因核苷酸序列，
比较序列的同源性，根据比较结果，选择核苷酸序列１～２５０。为
了使ＴａｑＭａｎＭＧＢ型探针序列与相应靶基因序列更完全互补，
对非本型核苷酸序列有２～４碱基不互补，提高ＴａｑＭａｎＭＧＢ型

荧光探针特异性，在核苷酸序列两个区间设计和合成ＨＢＶ基因
型Ａ～ＨＰＣＲ引物和ＴａｑＭａｎＭＧＢ荧光探针，见表１。

表１　ＨＢＶ基因型Ａ～Ｈ的 ＰＣＲ引物和ＴａｑＭａｎＭＧＢ荧光探针序列

序号 名称 ＰＣＲ引物　　 ＰＣＲ引物和荧光探针序列　　　
１ ＨＢＶＳ１ 公用上游 ５′ＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡＧＴＴＣ３′
２ ＨＢＶＳ２ 公用下游 ５′ＡＡＴＴＧＡＧＡＧＡＡＧＴＣＣＡＣＣＡＣ３′
３ ＴＡ 基因型Ａ荧光探针 ５′ＦＡＭＡＴＡＴＴＧＣＣＴＣＴＣＡＣＭＧＢ３′
４ ＴＢ 基因型Ｂ荧光探针 ５′ＦＡＭＡＧＡＡＴＡＣＴＧＴＣＴＣＴＧＭＧＢ３′
５ ＴＣ 基因型Ｃ荧光探针 ５′ＦＡＭＴＡＣＴＧＣＣＴＣＴＣＣＴＡＭＧＢ３′
６ ＴＤ 基因型Ｄ荧光探针 ５′ＦＡＭＣＡＣＴＧＣＣＴＣＴＣＣＣＴＭＧＢ３′
７ ＴＥ 基因型Ｅ荧光探针 ５′ＦＡＭＴＡＣＴＧＣＣＴＣＡＣＴＣＡＭＧＢ３′
８ ＴＧ 基因型Ｇ荧光探针 ５′ＦＡＭＡＣＴＡＴＴＧＣＣＴＣＴＣＡＣＭＧＢ３′
９ ＨＢＶＳ３ 公用上游 ５′ＧＴＴＴＧＴＣＣＴＣＴＡＡＴＴＣＣＡＧＧＡ３′
１０ ＨＢＶＳ４ 公用下游 ５′ＣＡＴＣＡＴＣＴＴＧＧＧＣＴＴＴＣＧＧＡＡ３′
１１ ＴＦ 基因型Ｆ荧光探针 ５′ＦＡＭＡＴＧＣＡＡＡＡＣＣＴＧＣＡＣＡＭＧＢ３′
１２ ＴＨ 基因型Ｈ荧光探针 ５′ＦＡＭＧＧＴＧＣＡＧＧＴＴＧＣＡＧＭＧＢ３′

１．２　检测方法
　　应用公用上下游ＰＣＲ引物ＨＢＶＳ１和 ＨＢＶＳ２和 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ、Ｇ型荧光探针，对同一份血清样本ＰＣＲ扩增，并分型。因
在这一对引物扩增产物的核苷酸序列对于基因型Ｆ和Ｈ相同，
所以需用另一对公用上下游 ＰＣＲ引物 ＨＢＶＳ３和 ＨＢＶＳ４和
Ｆ、Ｈ型荧光探针进行基因型Ｆ和Ｈ扩增和分型。每一型特异
性荧光探针序列为 ｎｔ１４－１７长，对本基因型序列完全互补，对
其他基因型有２－４碱基不互补，因此仅对本基因型能测出阳
性有效ＣＴ值，对其他基因型只能是阴性 ＣＴ值，从而判定相关
基因型。

　　ＰＣＲ循环条件按以下设置：９４℃３ｍｉｎ预变性，然后９３℃
２０ｓ，６０℃ ２０ｓ循环１０次，９３℃ ２０ｓ，６０℃ ３０ｓ循环３０次。

１．３　材料来源
　　ＤＮＡ聚合酶等试剂，由大连宝生物公司提供与合成。引物
和探针，委托上海基康生物技术有限公司合成。

１．４　临床血清样本检测
　　选取２０１０年８月至２０１１年１２月本院肝病科住院患者确
诊的ＣＨＢ病例血清样本８８份，患者年龄３５～７５岁，男性５１
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例，女性３７例，平均４８岁，ＣＨＢ的诊断符合２００５年版《慢性乙
型肝炎防治指南》的诊断标准［４］。血清标本 ＨＢＶＤＮＡ定量均
阳性，并排除其他病毒感染。取血清样本加２倍 ＨＢＶＤＮＡ提
取液，提取ＨＢＶＤＮＡ，对同一份血清样本首先用公用上下游
ＰＣＲ引物 ＨＢＶＳ１和 ＨＢＶＳ２和 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ型荧光探针，
以显示有效阳性ＣＴ值分型，如果所有检测 ＣＴ值都为阴性，则
可能为Ｆ或Ｈ基因型，再用第二公用下上游ＰＣＲ引物ＨＢＶＳ３
和ＨＢＶＳ４和Ｆ、Ｈ、型荧光探针进行基因型Ｆ和Ｈ分型。

１．５　核苷酸序列测定
　　选取已测８８份血清样本，首先以第一公用上下游ＰＣＲ引
物ＨＢＶＳ１和ＨＢＶＳ２扩增，扩增的ＰＣＲ产物，进行核苷酸序列
测定，对照Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ有关Ｓ基因型核苷酸序列检查，判定
血清样本中ＨＢＶ基因型，对都不符合的血清样本，用第二公用
下上游ＰＣＲ引物 ＨＢＶＳ３和 ＨＢＶＳ４扩增，扩增的 ＰＣＲ产物，
进行核苷酸序列测定，对照Ｆ和Ｈ有关Ｓ基因型核苷酸序列检
查，判定血清样本中ＨＢＶ基因型。

１．６　统计学分析
　　样本核苷酸序列测定结果与本方法检测结果，经ＳＰＳＳ１３．０
软件处理，用χ２值测验差异性。

２　结果

２．１　临床血清样本分型检测
　　临床血清样本分型检测的 ＰＣＲ扩增曲线如图１所示，对
Ａ０３１样本，分别应用 ＰＣＲ引物 ＨＢＶＳ１和 ＨＢＶＳ２和各型荧
光探针进行ＰＣＲ扩增，分型检测结果Ｂ与 Ｃ混合型，图１显示
荧光探针有良好的型特异性。
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图１　血清样本分型检测的ＰＣＲ扩增曲线

　　８８份血清样本共检测出阳性８６份，未检测出阳性２份，检
测结果：ＣＨＢ病例的 ＨＢＶ基因型 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｂ＋Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ
的例数分别为：２、４０、３１、１１、２、０、０、０、０。可以看出，ＣＨＢ病例
的ＨＢＶ基因型以Ｂ和Ｃ为主、其中基因型Ｂ＞Ｃ，基因型Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｂ＋Ｃ、Ｄ样本构成比分别为２．３％、４５．５％、３５．２％、１２．５％、
２．３％。用第二公用下上游ＰＣＲ引物和 Ｆ、Ｈ、型荧光探针进行
基因型Ｆ和Ｈ分型，亦未检测出阳性 ＣＴ值，可能血清样本的
ＨＢＶ浓度很低，以至检出结果为阴性。

２．２　核苷酸序列测定
　　对８８份血清样本ＰＣＲ扩增产物，进行核苷酸序列测定，对
照Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ有关Ｓ基因型核苷酸序列比对，判定血

清样本中ＨＢＶ基因型，结果基因型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｂ＋Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ
的例数分别为：２、３９、３０、１２、２、０、０、０、０。核苷酸序列测定结果
与应用ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针的实时荧光定量 ＰＣＲ方法检测结果
一致（Ｐ＞００５）。

３　讨论

　　ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针在３′端增加了ＭＧＢ分子，这种
物质能够提高探针的退火温度（Ｔｍ值），文献［５］报
道，只要有一个碱基不匹配，就没有信号。但在我们试

验中发现 １个碱基的差别，其特异性还不足够达到
ＨＢＶ主要基因型分型的要求，但在 ＨＢＶ同一靶基因
序列内，对Ａ～Ｈ基因型，非本型核苷酸序列有２～４
碱基不互补是不可能做到禗，为了做到这一点在核苷

酸序列两个区间设计和合成 ＨＢＶ基因型 Ａ～ＨＰＣＲ
引物和ＴａｑＭａｎＭＧＢ荧光探针，分两组测定ＨＢＶ基因
型，另外我们对每一型特异性荧光探针序列控制在

ｎｔ１７以内，且有 ２～４碱基不互补，所以足够完成对
ＨＢＶ基因型的分型。
　　牟一坤等［３］按 ＩＮＮＯ－ＬｉＰＡＨＢＶ分型试剂盒说
明书，采用线性探针分析法，应用巢式扩增产物、２．０％
琼脂糖凝胶电泳、杂交与试剂盒提供的标准条带对比，

对不同临床类型慢性乙肝患者乙肝病毒基因型检测，

得到基因分型结果。我们建立禗 ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针
荧光ＰＣＲ方法与国内目前采用ＨＢＶ基因型鉴别方法
比较更简便、灵敏、快速。

　　基因型研究对疗效监测、病毒突发和复发的观察、
抗病毒疗效的差异等的病情评估以及在临床调整药物

治疗方案提供依据，有重要价值［１－２，６］，因此建立一种简

便、灵敏、快速地鉴别ＨＢＶ基因型的荧光定量ＰＣＲ联
合ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针的检测方法，同样有重要意义。
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