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型特异引物 PCR法分析 238株乙肝病毒基因型 
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【摘 要】目的：研究乙肝病毒(HBV)感染者HBV基因型分布状况，并建立一套HBV病毒株分型的简便可靠的分析法。方法：设 

计型特异引物，采用基因型特异引物聚合酶链反应(PCR)法分型。结果：238株 HBV中 218株得到分型。其中 B型 149例 (男 

l15例、女 34例)；C型 63例(男 47例、女 16例)；B+C混合型 6例(男 4例、女 2例)。B型、c型和 B+C混合型检出率分别为 

68_3％(男 69-3％、女 65_3％)、28．9％(男 28_3％、女 30．8％)和 2．8％(男 2．4％、女 3．8％)。未检出A、D、E、F、G、H基因型。结论 ： 

HBV感染者以B基因型为主。基因型 B检出率显著高于其它基因型，其差异具有统计学意义(P． 0．O1 oHBV各基因型分布与性 

别无关( ，0．01)。 
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type-specific primers PCR 
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【Abstract】Objective：To establish a set of suitable and reliable methods and to study the distribution of HBV genotypes． 

Methods：Type-specific pfmem were designed， and type—specific pfime~ PCR was used to genotype the HBV strains． 

Resu／ts：A total of 218 out of the 238 strains were genotyped．Among them，49(68_3％)cases were genotype B(male 69_3％， 

female 65_3％)，63(28．9％)cases were genotype C(male 28_3％，female 30．8％)，6(2．8％)cases were mixtures of geno~pe B 

and C (male 2．4％，female 3．8％)．No genotype A，D，E，F，G and H were found．Conclusion：Genotype B is the most dominant 

type for HBV strains and there is no relationship between the gender and HBV genotypes． 

【Key words】Hepatitis B virus；Genotype；Type—specific nucleotides；Polymerase chain reaction(PCR) 

乙型肝炎(下称乙肝)是严重危害人类身体健 

康的常见传染病。由于乙肝病毒(HBV)DNA聚合酶 

缺乏 3’一5’外切核酸酶活性 ，导致 HBV基因变异 

率较高，根据 HBV—DNA全序列的差异将其分为A、 

B、C、D、E、F、G、H8个基因型n。HBV基因型呈一定 

的地域性分布，人类感染 HBV后的疾病谱、肝脏病 

变程度 、愈后转归以及治疗效应与 HBV基因型存 

在着一定的相关性【2，31。HBV基因分型是 HBV分子 

病毒学和临床研究的基础。本文结合基因库中新增 

加的HBV12株 G型、11株 H型序列设计型特异引 
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物 ，运用型特异引物 PCR法，分析 238例慢性乙型 

肝炎患者 HBV基因型。现将结果分析报道如下。 

1 资料与方法 

1．1 标本来源 

从 2004年 l1月 ～2007年 7月在重庆医科大学附属第 

一 医院感染科门诊和住院部送检的慢性乙肝患者空腹血清， 

共计 238份，其中男性 179例，女性 59例，年龄 19～60岁 ，平 

均年龄为(36．1±8．6)岁。诊断符合 2000年“病毒性肝炎防治 

方案”的标准[41。待检血清标本于一80％冰箱存放，集中检测。 

1．2 仪 器设备及试剂 

Eppendoff Mastercycler基因扩增仪(德国)，Eppendoff高 

速台式离心机(德国)，Eppendorf 5301真空干燥仪(德国 )， 

Hermle Z 233 MK一2高速低温台式离心机 (德国 o Gene 
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~nius Bio Imaging System凝胶成像仪(美国基因公司)。蛋 

白酶 K、酚氯仿(PD0419—1)购 自上海生工生物技术公司， 

dNTP和 Taq DNA聚合酶、50bp DNA N~ker购 自Ta~RA 

宝生物工程(大连)有限公司)，琼脂糖(OXOID LPOO28A 英 

国)，ABI PRISN 3lo0~netic An~yzer(HITACH1日本) 

1．3 方法 

1．3．1 血清标本 HBV—DNA提取 采用蛋白酶 K一酚氯仿法 

提取病毒 DNA，参照 Naito等【引的方法并改进。溶于 50 l rIE 

中一80℃保存备用。 

1．3．2 采用巢式 一多重 PCR扩增 Pres及 S区基因 A～H 

型型特异引物参见 Nait0等l引，根据对 GenB~k中 l2株 HBV 

G型 、11株 HBV H型核苷酸序列 自行设计扩增 HBV G 

型、H型内引物。见表 1。 

第 1轮 PCR反应液体积 25 l中含 ：10 x PCR burr 

(Mg plus)2．5 l、2．5mmo~ dNrrPs(2．5retoo1)2 l、5mmo~ 

外引物 Pl和 P2各 1．0 l、模板 2 l、Taq酶 0．125U、灭菌 

ddHzO 16．5 l。反应条件：95℃ lOmin，然后 94℃ 20s、54℃ 

20s、72℃ 6os，共 40个循环。第 2轮 PCR反应以第 l轮 PCR 

产物 l l作为模板 、引物各 l l。反应条件：95℃ lOmin，然 

后 94℃ 20s、57℃ 20s、72℃ 30s，20个循环 ，再 94℃ 20s、 

59℃ 20s、72℃ 30s，20个循环。第 2轮 PCR产物用 3％琼脂 

糖凝胶 电泳 ，溴化乙锭染色 ，紫外 灯下观察 。A组 ：出现 

68bpDNA条带者为A型，281bpDNA条带者为 B型，122bpDNA 

条带者为 c型，438bp条带者为 G型；B组：出现 l19bp条带 

者为 D型、167bp为 E型、97bp为 F型、252bp为 H型。 

2 结 果 

2．1 HBV各基因型男、女性别分布 

238例慢性乙肝患者 HBV基因分型结果：基因 

型 B 149例(男 ll5例、女 34例)、基因型 C 63例 

(男 47例、女 l6例)、基因混合型(B+C)6例(男 4 

例、女2例)。未检出A、D、E、F、G、H基因型。各基因 

表 l 巢式一多重 PCR HBV基因分型引物序列 

引物 核苷酸序列(位置) 

第 1轮 PCR 

Pl 5’一TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA 一3’ 

P2 5’一CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC 一3’ 

第 2轮 PCR 

A组 

P3 5’一GGC TCM AGT TCM GGA ACA GT一3’ 

P4 5’一CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T 一3’ 

P5 5’一CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A 一3’ 

P6 5’一GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G 一3’ 

P7 5’一 CAG GAT CCT CGA CCA CCA GT 一3’ 

B组 

P8 5’一GGAGGC GGA TYT GCT GGC AA一3’ 

P9 5’一GCC AAC AAG GTA GGA GCT 一3’ 

PIO 5’一 CAC CAG AAA TCC AGA TTG GGA CCA 一3’ 

Pll 5’一GYT ACG GTC CAG GGT TAC CA 一3 

(nt2 823～2 845正义通用引物) 

(nt685～704反义通用引物) 

(nt67～86 ABCG型正义通用引物) 

(ntl 13～134 A型反义引物 ) 

(nt324～345 B型反义引物) 

(nt165～186 C型反义引物) 

(nt486～505 G型反义引物) 

(nt3 078～3 097 DEFH反义通用引物) 

(nt2 979～2 996 D型正义引物) 

(nt2 955～2978 E型正义引物) 

(nt3 032～3 05l F型正义引物 ) 

PI2 5’一TAC AGC ATG GGA GCA CCT CTC一3’ (nt2 845～2 865 H型正义引物) 

基因型B与其它基因型比较P<O．O1 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 l1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅷ IX 106 119 I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅷ IX 106 l19 

1、24 Marker 2 12(I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅷ IX 106 119) Mix B； 

13～23(I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅷ IX 106 119)．Mix A； B型 281bp； C型 122 bp 

图 1 巢式～多重型特异 PCR扩增 HBV S区基因产物 

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4O 41 42 43 44 45 46 47 48 

1 A P Q R S T U V w X Y A P Q R S T U V w X Y 1 

25、48 Marker 25—36(A 

36—48(A P Q R S T 

P Q R S T U V w 

U V W X Y Mix A) 

X Y Mix B) 

B 型 281bp C型 122 bp 

图2 巢式一多重型特异 PCR扩增 HBV B、C型 S区基因产物 

型男、女性别检出率比较差异无统计学意义(P>0．05)。 

基因型 B与其它基因型 比较差异有统计学意义 

(P<0．01)。238例慢性乙肝患者 HBV基因型在不同 

性别检出率比较见表 2。 

2．2 巢式一多重 PCR HBV基 因分型 

巢式 一多重 PCR 产物经 3％琼脂糖凝胶电泳， 

溴化乙锭染色，紫外灯下观察 ，只观察到 3种类型 

条带，均出现在 A组：出现 281bp条带者为 B型，出 

现 122bp条带者为 C型，出现 281bp和 122bp 2种 

条带者为B+C混合型。出现混合型条带者均经第 2 

次 PCR重复扩增以证实。未见其它类型条带出现。 

分型判断结果见图 1、图2。 

3 讨 论 

现行 HBV基因分型方法有：(1)基因测序分型 

法；(2)聚合酶链反应 一限制性片段长度多态性分 

型法(PCR—RFIJP)；(3)PCR微板核酸杂交酶联免疫 

分型法；(4)基因型特异性表位单克隆抗体酶联免 

疫分型法(ELISA)；(5)线型探针分析法(INNO—Li— 

PA)；(6)型特异引物聚合酶链反应法(PCR)。基因 

序列测定法基因序列测定是最直接、最可信的HBV 

基因分型方法，是 HBV基因分型的金标准。但不管 

是全序列还是 s基因序列测定，均不可避免面临大量 
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序列测定的实际困难，且费用较高，不适合大规模的 

临床和流行病学调查。PCR—RFLP分型方法不需对 

酶切产物进行杂交和测序，是一种有效、简便的分型 

方法 ，适用于流行病学调查研究。但它也有以下缺 

点：(1)只有恰好在限制酶识别序列内的突变才能被 

识别；(2)如果限制酶消化待测序列不彻底或 HBV 

各基因型混合感染时就会出现复杂条带，导致结果不 

好解释；(3)参考序列少，图谱较复杂。单克隆抗体酶 

联免疫法的特点是操作简便，可用于大样本的检测。 

但要求所检测的必须是乙型肝炎病毒表面抗原阳性 

血清，对有些混合型感染和 HBsAg低水平表达的标 

本可能无法鉴别，并且建立一套抗前 s2区基因特 

异性表位的单抗较为困难。INNO—LiPA基因分型法 

是一种可信便利、快速的方法 ，能检测所有基因型 

A～H，其最大优点是对混合基因型检测非常敏感，可 

鉴别某些用直接测序不能区分的混合型感染。缺点 

是只能对已建立的基因型进行分型，且检测成本 

高，不利于推广。HBV基因型特异性引物 一PCR分 

型法是一种简单、快速、特异的分型方法，可应用于 

临床感染诊断和大规模的流行病学调查。在 Naitot~ 

研究基础上，根据对 GenBank中 12株 HBV G型、 

11株 HBV H型核苷酸序列 自行设计扩增 HBV G 

型、H型内引物以了解本地 HBV基因型构成并探 

讨有无 HBV G型、H型存在。 

应用 A～H基因型特异性引物 一PCR分型法 

我们成功对 218株 HBV进行分型。其中 B型 149 

例 (男 115例、女 34例)；C型 61例(男 47例 、 

女 16例)；B+C混合型 6例(男 4例 、女 2例)。B 

型、C型和 B+C混合型检 出率分别为 68．3％(男 

69-3％、女 65-3％)、27．9％(男 28-3％、女 30．8％)和 

2．8％(男 2．4％、女 3．8％)。未检出 A、D、E、F、G、H 

基因型。研究表明重庆地区慢性 HBV感染者以 B 

基因型为主，基因型B检出率显著高于其它基因型， 

其差异具有统计学意义(P<O．O1)。HBV各基因型 

分布与性别无关(尸>0．01)。另外 20株未能分型，一 

方面可能是基因型内个别核苷酸变异所致，这可能 

是型特异性引物 一PCR分型法和 PCR—RFLP所面 

临的共同问题，目前还没有一种引物能够检测所有 

基因型，引物的设计也需要进一步优化；另一方面 

可能与病毒滴度偏低，HBV—DNA提取效率不稳定 

有关。 

国内对 HBV基因型检出率报道不一 ：深圳 

地 区基 因型分布 C型 68．0％、B型 10．0％、D型 

6．0％、F型 2％、混合型(B+C)／(B+C+D)8％；兰州地 

区C型67．0％、B型 12．5％、混合型(B+C)18．2％、(A+D) 

型 2．3％；温州地区 C型 66．46％、B型20．49％、D型 

1．97％、混合型(B+C)／(C+B)11．08％；浙江仙居地 

区C型 80．2％、B型 14．4％。这些地区基因型以 C型 

为主，基因型检出率高低顺序是 C>B>D。青岛报道 

基因型 C型 1．5％、B型 89．7％、A型 8．82％；湖南省 

报道基因型检出率 B型 73．5％、C型 26．5％。这些地 

区以基因型B型为主。东莞地区基因型 C型为主要 

检出型，同时检出3种混合型(B+C、C+D、B+D)，其 

种类多，检出率偏高这一特点提示，慢性 乙肝漫长 

的病毒感染过程中，病毒群体中不同毒株的变迁或 

者重叠感染不同的基因型 HBV所致。 

型特异性引物 一PCR分型法具有快速、准确及 

费用低廉等特点，能对绝大多数HBV进行分型。关 

于 HBV基因型的研究将是我国 HBV资料库的一 

个重要补充，对指导临床治疗、流行病学分析都具 

有重要意义。 
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