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荧光定量 PCR法分析乙肝病毒基因型及载量 
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【摘 要】目的：了解重庆地区乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus，HBV)基因型的分布情况并进行精确定量分析。方法：采用荧光 

分型定量聚合酶链反应法(Real—time genotyping and quantitative PCR，GQ—PCR)对收集的血清标本进行HBV基因分型并定量。 

结果：152株血清标本成功分型 148株(97．37％)，其中B基因型 109例(男 88例、女21例)[定量值范围4-12 log。0copies／ml、 

均值和标准差(7．94+1．44)log：ocopies／m1]、C基因型 10例(男 6例、女 4例)【定量值范围5～10 log ocopies／ml、均值和标准差 

(8．12~1．64)log。0copies／ml】、基因B+C混合型 29例(男 24例、女 5例)[定量值范围4 10 log 0copies／ml、均值和标准差(7．45~1．59) 

logl0copies／m1]。检出率分别为73．65％(男 74．58％、女 70．00％)、6．76％(男 5．08％、女 13．30％)、19．59％(男 20．34％、女 16．70％)。 

结论：重庆地区HBV优势基因型以B型和B+C混合型为主，与前几年相比较，C型有下降趋势。基因型的分布与陛别无关( 0．05)。 

HBV载量在B、c型及B+C混合型三者之间无统计学差异(P>0．05)。荧光分型定量PCR(GQ—PCR)法灵敏度和特异性高，能够 

同时准确的对临床标本进行HBV基因分型及定量检测，并有望替代传统的基因分型方法。 
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【Abstract]Objective：To make precise quantitation and distribution analysis of hepatitis B virus(HBV)genotypes in Chongqing． 

Methods：Real—time genotyping and quantitative PCR(GQ—PCR)was used to genotype and quantitate the HBV strains．Results：A 

total of 148(97．37％)out of the 152 strains were successfully genotyped．Among them，109 patients(88 males and 21 females)had 

genotype B with quantity ranging from 4-12 loglocopies／ml，and mean and standard deviation of(7．94~1．44)logIoeopies／ml，10 pa— 

tients(6 males and 4 females)had genotype C with quantity ranging from 5-10 logl0copies／ml，and mean and standard deviation of 

(8．12~1．64)log10copies／ml，29 patients(24 males and 5 females)had mixtures of genotype B and C with quantity ranging from 

4~10 loglocopies／ml，and mean and standard deviation of(7．45~1．59)logl0copies／m1．The detecting rates of genotype B，genotype C， 

and genotype B and C were 73．65％(74．58％ in males，70．00％ in females)，6．76％(5．08％ in males，13．30％ in females)，and 

19．59％ (20．34％in males，16．70％ in females)，respectively．Conclusion：Genotype B is the most dominant type for HBV strains， 

followed by mixed genotype B and C infection． Genotype C decreased compared with the previous years． There is no relationship be- 

tween the gender and HBV genotypes．No significant difference was found between HBV genotype and HBV DNA leve1．GQ-PCR has 

a higher sensitivity and specificity for precise simultaneous genotyping and quantifing HBV clinical samples and can replace the tra- 

ditional genotyping assays． 
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疾病进展，预后也更差。A、B型较 C、D型对干扰素抗病毒治 

疗有更好的应答。Kao等『I2认为 B基因型 HBV感染可能与年 

轻患者的肝癌发生有关。而Yin等报道_1]1 B+C混合基因型在 

病毒载量和肝病进展方面较 B型和C型更重。为了研究重 

庆地区目前基因型的分布．我们采用了可以同时检测B型、C 

型并且对 B+C混合型灵敏度和特异性更高的 GQ—PCR法对 

患者血清乙肝病毒进行检测。结果发现，基因型B型检出率 

显著高于其它基因型，其差异具有统计学意义(P<O．05)，HBV 

各基因型分布与性别无关“ O．05)，结果与文献n q报道一致。 

表明重庆地区慢性乙肝患者以B基因型为主．B型为优势基 

因型，其次为 B+C混合型，C型检出最少。 

本组数据中B+C混合型检测率低于 B型．但显著高于 c 

型(JJ<0．05)。我们发现 B+C混合型的检出率跟以往的研究结 

果有所不同，用此方法检 出 B+C混合型 比率高于其他文献 

的报道㈣。考虑可能有以下几个方面的原因：第一 、目前 HBV 

基因分型的方法有多种，但都有各自的优缺点。直接测序法 

是 目前对基因分型的金标准 ．但对混合型敏感性低．只有当 

某一型在混合型中所占比例大于20％才能被检出。型特异引 

物法和 INNO—LiPA线性探针法都有一定的敏感性检测到混 

合型基因，但检测步骤繁琐，检测成本高。而 GQ—PCR法的优 

点是不仅可同时对血清中的 HBV基因分型及 DNA定量．并 

且对B+C}昆合基因型检测较传统方法敏感性和精确性高 ， 

可鉴别某些用直接测序不能区分的}昆合型 HBV感染。我们 

考虑以往的方法对混合型检出欠敏感的情况下 ，有可能将部 

分混合基因型误检为单基因型，从而增加 了单基因型在疾病 

中的比例。第二、由于HBV的高复制活性以及高变异性，经 

过几年的突变和重组，HBV种群发生了转变。或者由于抗病 

毒治疗出现了临床变迁，使优势种群由以前的B型、c型变 

为B型、B+C混合种群。第三、HBV在体内是以准种的形式 

存在，我国大部分地区是以B、C型为主要基因型，但南北分 

布有地域差异n，北方以 C型为优势基因，东部和中部主要是 

B型基因，而在南部(云南、广东等)B、c型比例接近。流行病 

学分析表明在人El的流动和交叉感染后．可能导致混合型感 

染比例的增加 

本实验不仅能分析 HBV基因型，而且能对其绝对值进 

行定量，灵敏度可达到每毫升 100个拷贝 ，明显优于 目前临 

床所采用的方法(其灵敏度为 1 000个拷贝／m1)。我们研究结 

果显示：HBV DNA水平在 HBV基因型中的分布没有统计学 

差异，与文献[91报道一致。说明HBV基因B、C型在感染者体 

内复制能力无差别 由于混合感染所致患者体内基因型种类 

增加，HBV混合型可能对抗病毒药的应答不佳，并且还可能 

出现耐药的病毒株 ，从而造成抗病毒治疗的失败。有报道㈣ 

HBV混合型感染对干扰素治疗应答更差，而目前此类对混 

合基因型的抗病毒治疗研究还较少，因此建立一套对}昆合基 

因型敏感的监测手段尤为重要。 

GQ—PCR法具有很高的灵敏度和准确度，并通过与直接 

测序法和临床定量方法相比较而得到验证[51。GQ—PCR法不 

仅可以大幅提高B+C混合型的检出，还能对混合型中各型 

分别定量，极大的方便了对病情的发展和抗病毒治疗的监测， 

尤其适合对混合基因型中各比例的消减情况的观察。 

本研究的不足之处是不能鉴别其他基因型及 B、C亚型， 

目前 B基因型已被分出 9个亚型，C型也被分出6个亚型 】。 

有报道fI句称 ，Bj亚型是肝病病情严重的独立预测因素之一 ， 

前 C区或者核心启动子区的变异也是导致病情加重的因素， 

因此我们准备进一步对B、C型进行亚型分类，并测序分析有 

无前 c区和启动子区的变异。 
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