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毒基因型和基因亚型&结果
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丙型肝炎病毒
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区段基因序列的系统进化树分析能对丙型肝炎病毒感染者样本进行很好的分
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丙型肝炎病毒$
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&是引起输血后慢

性肝炎的主要病原体'
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全球分布#估计感染率为
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有
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亿人为
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感染者(
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'近年来#
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在部分地

区的流行呈增长态势(
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'我国的
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估计感染率为
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#总感染人数超过
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万人(
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引起的肝炎约
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发展为慢性肝炎#其中约
+DV

发展为肝硬化*肝癌(
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已成为继乙型肝炎病毒后肝炎*肝硬化和肝癌等疾病的

第
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大病因'由于对
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至今尚无疫苗和可治愈的药物问

世#

!̂S

的危害性远大于其他类型的病毒性肝炎'
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属黄

病毒科#为单股正链
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病毒#基因组全长
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#由于病毒

复制过程中依赖
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的
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聚合酶缺乏校对功能#

!̂S

的

基因极易发生变异#根据核苷酸序列的同源性#

!̂S

可被分为
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个基因型和
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多个亚型'研究发现#

!̂S

基因型的变化和
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病毒复制速度#

!̂S

疾病进程#及药物治疗反应性直接

相关(
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'另外#

!̂S

基因型分布具有明显的地域差异和人群

差异'目前#
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基因分型的方法有多种#而根据
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区基因序列而进行的基因分型被公认为
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基因分型

的-金标准.
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'本研究建立了基于
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基因序列系统

进化树分析的基因分型方法#并对昆明地区
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例慢性
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感染者进行了基因分型#现将结果报道如下'
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排除甲*乙病毒性肝炎及自身免疫性肝炎'
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试剂盒$大连宝生物工程公司&*

]1TaC"#

柱式
=!0

产物纯化

试剂盒$上海生工&严格按说明书操作#有效期内使用'
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公司的丙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒$
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荧光探针

法&'操作步骤按试剂盒说明书进行'
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区序列测定与分析
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程均设置阴性及阳性对照'
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目的片段'
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产物纯化试剂盒$上海

生工&纯化后#由上海生工生物工程公司进行核酸序列测定'
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参照序列
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基因型的系统进化树的构建
!
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例
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测序结果与已明确基因型的参考株序列共同进

行系统进化树分析#结果见图
+

'用系统进化树分析
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的
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序列能得到准确的
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型和亚型'
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例
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阳性血清基因型和亚型的分型结果
!

用系统进化树对
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例
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感染者的基因分型结果#发现
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种
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基因型亚型!
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型*
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例'未发现其他基因型#分型成功率达
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'
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!表示未加样品'
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"
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号为
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感染者样品'

图
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区
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扩增电泳图

图
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测序结果与已明确基因型参考株

序列共同进行系统进化树分析
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据报道中国的
!̂S

基因型分布以
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和
+L

型较为常见#

其中以
";

型为主#

+L

型次之'某些地区有
"L

*

+;

和
/;

型报

道#

A

型主要见于香港和澳门地区#而在华南*西南等南方边境

省份基因型分布有一定的特殊性及复杂多样性'张帆等对重

庆地区
..

株
!̂S

进行分型#主要流行的基因型为
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$

/5V
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并检出基因型
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$

"/V
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$

"$V
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外各个型所占比例相近#没有发现
"L

与
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型'

?G

等(

.

)对中

国大陆
$

个城市的基因型分布进行了测定评估'分型结果显

示在珠江三角洲地区
AL

型已取代
+L

型成为该地区流行程度

仅次于
";

型的基因型#本研究显示昆明以
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型为主#呈现
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+L

*
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*

AL

和
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多种基因型分布'

本研究的
-#

例昆明地区丙型肝炎感染者基因型分布显示
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型为主要流行型占
-D,#V

$
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&#其次为
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型占
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型占
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&&#同时发

现
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型各
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&'这与
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在我国其他省份普

通人群中
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为主的基因分布明显不同'云南省与东南亚

多个国家毗邻#在这些国家中#泰国主要以
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型为主#其次为
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和
A
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)

#缅甸也具有基本相同的
!̂S

基因分布(
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)

#在越

南和中国香港地区
A

型
!̂S

病毒株有更多流行(
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)

'由于云

南省与这些国家山水相连#人员来往频繁的地缘关系#昆明

!̂S

感染者中
!̂S

基因型分布更接近于东南亚国家的

!̂S

基因分布情况'

!̂S

基因分型的方法有多种!$

"

&特异性引物扩增片段分

型法%$

+

&基因芯片法和型特异性探针杂交法%$

/

&限制性片段

长度多态性$

0X?=

&%$

-

&核苷酸序列分析法及遗传发育关系进

化树'其中最经典*最可靠的方法是核苷酸序列分析法及构建

遗传进化树'该方法通过
=!0

扩增有代表性的基因片段$如

Dg1!0

区*

!

区*

1>D\

区&#再进行核苷酸序列测定'进行核

酸序列分析法最关键的步骤便是对核酸序列分析区域的选择#

区域选择的好坏直接影响最后的分型结果'万祥辉等(

""

)对

!̂S

已有的
"D

条来源于不同国家和地区的
!̂S

全基因组

序列#分别用
Dg1!0

区*

!

区*

["

区*

[+

区*

1>D\

区构建系统

进化树#结果发现#

Dg1!0

区未能区分
+

条序列#存在分型错

误#其他区虽能正确分型#但同一基因型不同病毒株的核苷酸

演化距离不同#其中
1>D\

区进化树最能反映病毒株间的演化

距离#与全基因组序列分型结果完全一致'于静等(

"+

)的研究

表明#在基因型相同基因亚型不同的病毒株之间#

1>D\

区的

平均差异达到了
"A,DV

"

+#,"V

#

Dg1!0

区核苷酸组成的平

均差异仅为
"V

"

/,/V

#因而
1>D\

区更适用于
!̂S

分子流

行病学中基因亚型的区分#本实验采用的基于
1>D\

基因的系

统进化树分型方法#对本组所有标本进行正确的基因分型#证

明此方法是
!̂S

分型准确可靠的方法'
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