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丙型肝炎病毒基因分型检测策略

赵
!
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#黄汉菊%综述#陈维贤/审校

!

%&
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!
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0
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重庆医科大学附属第二医院检验科
!

.###%#

$

!!

关键词!肝炎病毒属0

!

基因分型0

!

检测策略

!"#

#

%#&"'!'

$

(

&)**+&%!,"-.%"#&/#%/&#/&#/,

文献标识码!

0

文章编号!

%!,"-.%"#

!

/#%/

$

#/-#%'%-#.

!!

自
%'$'

年以来*

%

+

!丙型肝炎病毒感染已成为全世界最关

注的问题"据
fFP

报道!全世界有
%&,

亿感染者!其流行率

约
"]

*

/

+

"

F2S

感染后病情隐匿!

<#]

!

$#]

会转变成慢性

肝炎!如未经任何合理的治疗!在
%#

!

/#

年后!有
%#]

!

"#]

会发展成为肝硬化!

%]

!

<]

甚至会发展成原发性肝癌*

"

+

!严

重危害患者的健康和生命"

丙型肝炎病毒%

F2S

&是一类球形)单股正链
3T0

病毒!

其基因组序列具有高度变异性"根据不同区域的基因序列变

异情况!

F2S

分为
!

个基因型!

$#

多种基因亚型!最近在加拿

大还报道出
,C

这个新的亚型*

.

+

"由此可以看出!随着时间推

移和分子生物学技术的不断发展!越来越多新的基因亚型将被

人类所发现"而本文将根据近几年来对
F2S

基因分型的检

测经验!分别从以下几个方面来探讨
F2S

基因分型的检出

策略"

?

!

F2S

感染的确定

F2S

感染的确定!是基因分型的前提"目前!可以从三个

方面来确定机体是否感染了丙型肝炎病毒"

?&?

!

F2S

抗体的筛查
!

抗
-F2S

是非中和性的抗体!是

F2S

感染的标志"它的检测是临床上较为常用的诊断方法"

现今有两种方法来检测血清中
F2S

的抗体#%

%

&酶免疫法

%

ZM0

法&#市面上基于
ZM0

的抗
-F2SZGMJ0

诊断试剂盒众

多!分国产试剂和进口试剂两种"因厂商的不同其灵敏度和特

异性存在着一定的差异!在使用过程中一般会挑选
/

种不同厂

商的试剂同时进行检测"%

/

&免疫印迹法%

3MX0

法&#主要解

决
ZGMJ0

实验中出现的假阳性问题!在操作上较
ZM0

法困

难!费时!成本也很高!因此限制了此项技术在临床上的普遍使

用"目前!主要用于科研或参比实验室中"

?&@

!

F2S

抗原的检测
!

主要是
F2S

核心抗原的检测"目

前已开发出两种
F2S

核心抗原的
ZGMJ0

检测试剂!一种是

直接检测血清或血浆样本中的游离
F2S

核心抗原!主要用于

血液筛查(另一种是检测血清或血浆中的总
F2S

核心抗原!

不仅可用于血液的筛查!还可用于指导慢性丙型肝炎患者的治

疗*

<

+

"该试剂的价格较便宜!而且可实现对
F2S

早期感染的

发现!因而可以大力推广"

?&A

!

F2S3T0

检测
!

F2S3T0

检测能较直观地反映出病

毒的存在!常作为
F2S

感染的主要确诊手段"

3T0

检测可

分为定性与定量两种"定性检测#常采用逆转录套式聚合酶链

反应!此技术主要用于血液及相关的生物制品中
F2S

的筛

查!其灵敏度和特异性都比较高!但该技术复杂!受多种因素的

影响"定量检测#反映机体内病毒活跃程度及实际水平!此项

技术适合于临床样本的检测!具有快速)特异)高灵敏度等优

点!对
F2S

患者的早期确诊!感染人群的筛查)污染源的监测

以及预测和观察抗病毒药物的疗效具有较高的实用价值"目

前国内外
F2S

核酸定性)定量检测试剂较多!其性能参照

表
%

"

@

!

F2S

基因型的检测

F2S

基因分型及准确的亚型识别问题!对更好地了解

F2S

病毒进化)探讨传播途径)判定病情变化)评价抗病毒治

疗效果等具有重要的意义!下面将结合工作经验!探讨
F2S

基因型的检出策略"

@&?

!

F2S

基因分型方法的选择
!

F2S

基因分型方法是以

123

技术为基础的!主要有下列几种"

@&?&?

!

测序法
!

直接对
F2S

的核酸序列进行测序!是
F2S

基因分型的,金标准-"

@&?&@

!

型特异性引物扩增法
!

根据不同
F2S

基因型在某一

区段序列的差异!设计一系列型特异性引物!针对不同
F2S

基因型!可扩增出长度大小不同的片段!以此进行分型"

@&?&A

!

基因芯片和型特异性探针杂交法
!

F2S

基因分型芯

片法是将型特异性的寡核苷酸探针固定在经处理的玻片上!荧

光标记的
123

产物与之特异结合!杂交后!经过扫描!在相应

的型特异性探针位置上出现荧光点!根据点位置确定
F2S

的

基因型和基因亚型"

@&?&C

!

限制性片段长度多态性分析
!

根据
F2S

不同基因型

某一区段个别碱基的变异直接导致了某些酶切位点的改变而

进行基因分型的"

@&?&E

!

遗传发育关系进化树分析
!

是在测序法的基础上所建

立的"

@&?&P

!

异源分子迁移率法
!

但无论是哪种方法!一般都是围

绕
<OIH3

)

2-Z%

和
TJ<D

这三个区来进行的"单独扩增这三

个区域中的任何一个区的基因序列对
F2S

进行基因分型!都

存在着一些漏诊或误诊的可能性*

!

+

!因此!根据实验室现有条

件以及分型的主要目的!选择合适的方法来检测
F2S

的基因

型别"

@&@

!

F2S

基因分型区域的选择
!

检测
F2S

基因分型最准

'

%'%

'
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确的方法是对基因组的某个区进行
123

扩增)测序及进化树

分析"目前!国际上常用于基因分型的有下列几个基因区域"

@&@&?

!

<OIH3

区
!

<OIH3

区!即
<O-

非编码区!包含
F2S

基

因组
<O

端的
".%

个核苷酸!是
F2S

基因组中最保守的区域!

保守率在
'/&$]

!

''&!]

之间!临床上对
F2S

的核酸诊断及

病毒载量的检测试剂就是根据这段基因序列保守而易于扩增

的特性研制而成"此区域有一套良好的限制性片段长度多态

性%

3VG1

&的特征!常常作为
3VG1

基因分型选择特异性酶切

位点的靶基因部位*

,

+

"目前!为了评价抗病毒治疗效果及药物

剂量方案的选择!以
<OIH3

区为基础所建立的基因分型方法!

在很大程度上已被接受*

$-'

+

!但是把该区域作为整个
F2S

基

因分型或者区分不同亚型的手段还存在着下列许多问题#%

%

&

针对不同基因型的分型准确率有较大的差异!

FC@L>+

等*

%#

+研

究提示针对该区分型方法的总准确率仅有
,!]

!虽然对
/

!

"

型的分型准确率高!但几乎不能对一些
!

型的样本进行区分!

而是错把它分成
%C

或
%D

!主要由于它们之间基因序列差别太

少*

%%

+

"%

/

&同一型别的不同亚型的分型准确率有较大差

异*

%/

+

!对
%D

)

%C

)

/C

)

/D

)

/8

)

"C

亚型的分型准确率分别为
,!]

)

'%]

)

/#]

)

<#]

和
'!]

!几乎不能对
.C

)

.D

和
.8

亚型进行区

分!总准确率仅有
,!]

!这与此区域的差异度仅为
%]

!

"]

有

关*

%"

+

"%

"

&不能检测到基因重组或混合感染的现象*

%"

+

"%

.

&一

般情况下!由于
F2S

阳性样本病毒载量比较低!在进行基因

分型时!需采用套式
123

技术进行扩增"在第一轮
123

过程

中!引物的序列设计强调它的通用性!尽量使其与所有基因型

别匹配!而此区亚型间基因序列变异较大!不易找到共同的引

物结合位点!导致引物的敏感性低!故不常作为型特异性引物

设计的参考序列区"因此!由于
<OIH3

区核苷酸序列的保守

性较高!难于通过检测核酸序列变异达到区分亚型的目的!基

于此区所建立的基因分型方法具有一定的局限性"为了改变

这一局限!并提高
F2S3T0

的检出水平!在设计引物的过程

中!可以适当地把设计引物的区域扩大到核心区%

2

区&的范围

内!此方案的应用!已从实验中得到了验证"

表
%

!!

目前国内外常用的
F2S3T0

检测试剂及其性能

检测试剂盒名称%类型& 生产商 技术类型 最低检测限值%

MI

$

?G

&

0?

6

@)8>EF2S/&#

b

KC@)5)N;5;*5

%定性& 罗氏
123 <#

2>DC*0?

6

@)J8E;;+F2S/&#

%定性& 罗氏
123 /<

S;E*C+5F2S

b

KC@)5C5)N;0**C

B

%定性& 西门子
HR0 %#

24)E>+1E>8@;)AHR0FMS-%

$

F2SC**C

B

%定性&

24)E>+ HR0 <#

S;E*C+5F2S3T0"&#0**C

B

%定量& 拜耳
DYT0 !%<

!

%

,&,̂ %#

!

&

2PX0JHC

b

RC+F2S7)54F1J

%定量& 罗氏 实时定量
123 %<

2PX0JHC

b

RC+F2S7)542>DC*0?

6

@)

6

E;

6

%定量& 罗氏 实时定量
123 %<

0?

6

@)8>EF2S R>+)5>EN/&#

%定量& 罗氏 竞争性
123

<##

!

%

<̂ %#

!

&

0DD>55F2S3T0

b

KC+5)5C5)N;C**C

B

%定量& 美国雅培 实时定量
123 %/

深圳匹基
F2S

核酸定量检测试剂盒%定量& 深圳匹基 实时定量
123 <##

广州达安
F2S

核酸定量检测试剂盒%定量& 广州达安 实时定量
123 %###

上海科华
F2S

核酸定量检测试剂盒%定量& 上海科华 实时定量
123 <##

@&@&@

!

2-Z%

区
!

2-Z%

区!即核心区
-

包膜
Z%

区!核苷酸的位

点在
"./

!

%.'#+5

之间"此区是
F2S

基因组的高度变异区!

存在着许多有意义的位点!为了对
F2S

结构区基因变异进行

总体研究!很多学者都会把此
/

个区作为他们研究首选的区

域*

%.-%<

+

"但因高变区变异程度较大!

123

扩增时难以找到完

全匹配的引物而使得核酸检出率低下!进而影响分型效果"特

别是因既往采血或静脉注射毒品而感染的艾滋病病毒感染者!

F2S

合并感染率高!且由于
FMS

导致的机体免疫缺陷而使得

F2S

复制可能更活跃!因此
F2S

的基因变异率增大!分型更

加困难"目前一般采用简并突变点的方法提高引物通用

性*

%!

+

"

2-Z%

区用于基因分型的检测稳定性已达到
<OIH3

区

的水平!并且
2-Z%

区基因分型方法比
<OIH3

区分型方法更加

精确和灵敏!发现混合感染的能力也较强*

%,

+

!在作者这几年的

研究中也证实了这一观点!并且检测样本发现可重复性也达到

了
%##]

"

@&@&A

!

TJ<X

区
!

F2S

非结构蛋白
<X

%

TJ<X

&区!位于病毒

基因组的
,!#/

!

'",%

核苷酸位点之间!可编码
TJ<X

非结构

蛋白!具有
3T0

依赖性的
3T0

多聚酶活性"此区含有两个

重要的位点!活性位点#是抗
F2S

药物研究的重要靶位(识别

位点#能够识别具有
FG0

限制的杀伤性淋巴细胞!使
F2S

逃

避宿主淋巴细胞的攻击"

F2STJ<X

区的基因序列变异情况

也具有代表性!据研究显示!序列的差异度为
%!&<]

!

/#&%]

*

%$

+

!可以较好地反映
F2S

全基因组的变异情况"根据

对多株
F2STJ<X

区的序列分段发现!此区的变异足以区分

不同型和亚型!以及株"从生物信息学的角度来比较丙型肝炎

病毒五个区域%

<OIH3

区)

2>E;

区)

Z%

区)

Z/

区和
TJ<X

区&的

基因分型结果及演化距离!确定最能反映丙型肝炎病毒株的演

化关系的区域是
TJ<X

区*

%'

+

"虽然
F2S

基因分型方法有多

种!而根据
F2STJ<X

区基因序列进行的基因分型及序列的

系统进化树分析一直被公认为
F2S

基因分型的,金标准-!只

是在分亚型时!会出现
%#]

的失误*

/#

+

"

A

!

引物的选择

用于
F2S

基因分型的引物序列!其参照物基本上都有涉

及到
F2S

基因组中的每个区域!但最多的是
<O-IH3

)

2>E;

)

2-Z%

和
TJ<X

这几个区域*

.

!

/%

+

"见表
/

"表
/

列举一些引物

相关信息!分别在这几年的
F2S

基因分型研究工作中得到了

很好的证实!但不同区域所涉及到的引物!检出率有所不同!而

且与人群)感染的途径存在着一定的关联!根据近年来国内外

文献报道以及作者对不同人群的
F2S

基因分型研究结果!不

同区域的检出率!吸毒人群#

2-Z%

区
%

TJ<D

区
%

<OIH3-2

区*

%.

!

//

+

(肝病人群#

TJ<D

区
%

2-Z%

区
%

<OIH3-2

区*

/"

+

(

FMS

感染者人群#

<OIH3-2

区
%

2-Z%

区
%

TJ<D

区*

/.-/<

+

"

'

/'%

'
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表
/

!!

F2S

基因分型的扩增引物

区域 引物名称 引物序列 %

<O-"O

& 引物位点 片段大小%

D

6

&

<OIH3 F2S-V% [0202H220220H[00H202 /%

&

.# "$/

F2S-3% [H[2H20H[[H[202[[H2H ""#

-

".'

F2S-V/ 202[20[000[2[H2H0[22 !<

&

$. /.'

F2S-3/ [202H2[200[20222H0H2 /'<

-

"%.

2>E; J8/ [[[0[[H2H2[H0[022[H[20220H[ "%$

&

".. ..%

08/ [0[R[[e0H3H022220H[0[3H2[[2 ,"/

-

,<$

J, 0[022[H[20220H[0[202 ""#

&

".' ""<

0< H02[22[[[[[H20eH3[[[22220 !!#

-

!$.

2% 0[[22HH[H[[H02H[22H[0H0 /,!

&

/'$ .$%

2/ [H0H[H022220H[0[[H2[[2 ,"!

-

,<,

2" 2[[[0[[H2H2[H0[022[H "%,

&

""! .#%

2. 0[[[H0H2[0H[022HH02220 !'$

-

,%$

2

$

Z% .'"J-F,, [20020[[[0022HH22H[[HH[2H2 .'"

&

<%$ .'.

'$,3-F,, 2[H0[[[[0220[HH20H20H20H '!.

-

'$,

<#/J-F,, 0022HH22H[[HH[2H2HHH2H2H0H <#/

&

</, .,"

',<3-F,, [HH20H20H20H0H2220H[220H '</

-

',<

Z% HH[[[H00[[H20H2[0H0222 !',

&

,%' '%%

Z/ H[0H[H[22002H[22[HH[[H %<$,

-

%!#$

Z" HH2[22[022H20H[[[[H020H ,/'

&

,<, <'"

Z. [[0220[HH20H20H20H0H2220 %/''

-

%"//

TJ<D ZT#/ H[[[JHH̀ e2JH0H[0̀ 02̀ 2[RH[̀ HHH[0 $/.<

&

$/,< "'<

ZT#. 03H022H3[H20H0[22H22[H[00 $!%!

-

$!.#

TJ<J" H0H[0H0222[2H[2HHH[02H2202 $/<!

&

$/$% ",<

TJ<0< [H20H0[22H22[H[00[[2H2 $!%%

-

$!"/

PV H0H[02022R[̀ H[2HHH[0̀ H2 $/<!

&

$/,$ .<%

P3 HH[[0[[0[20Y[0H[HH0HJ0[2H2 $!$/

-

$,#,

M3 [03H022H[[H20H0[22H22[H $!%'

-

$!.% "$<

YR%#% HH2H23H0H[0̀ 0222[2H[̀ HHH[0 $/<#

&

$/,< "$'

YR%## H022HS[H20H0[22H22[H[00 $!%!

-

$!"$

YR%#, 22F0H[[[[HH̀ H22H0̀ [020220[ $/.%

&

$/!! .#,

YR%#! [[T[2̀ [0[H0̀ 2H[[H20H[[2 $!/<

-

$!.,

YR%#< HH2H22H0̀ [020220[3H[̀ HHH[0 $/<#

&

$/,< "$'

YR%#. H0̀ 2H[[H20H0[2TH22[H000 $!%!

-

$!"$

!!

因此!为了更好地了解
F2S

的感染情况以及基因型在一

个人群中的分布概况!一般采用以丙型肝炎病毒
2-Z%

)

TJ<D

)

<O-IH3

三个基因区域中任意两个区域作为分型依据*

/!

+

!设计

相应的引物应用套式
123

技术依次对其扩增!通过测序得到

相应的序列并辅以系统进化树的分析!最终分出
F2S

基因型

别是较理想的型别检出策略"
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糖化血红蛋白检测方法研究进展

蔡
!

瑜 综述#温
!

和 审校

!安徽省合肥市第一人民医院检验科
!

/"##!%
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关键词!血红蛋白
0

#糖基化0

!

FD0%8

0

!

离子交换层析0

!

亲和层析

!"#

#

%#&"'!'

$

(

&)**+&%!,"-.%"#&/#%/&#/&#/$

文献标识码!

0

文章编号!

%!,"-.%"#

!

/#%/

$

#/-#%'.-#"

!!

目前!糖化血红蛋白%

FD0%8

&可作为糖尿病筛选)诊断)长

期血糖控制)疗效评估的有效监测指标*

%

+

!在临床中广泛应用"

FD0%8

对总死亡率的预测价值超过胆固醇浓度)体质量指数

和血压!

FD0%8

下降
%]

导致微血管并发症危险性减少
"<]

!

严格控制血糖水平可使眼睛病变)神经病变)心血管病变和肾

脏病变降低*

/

+

"

?

!

糖化血红蛋白
FD0?8

的特性

%'!/

!

%'!<

年
3C4DCE

在电泳溶血产物时发现一条异常

快速泳带组分!后来证实此快速泳动的
FD

实际上与
FD0%8

的结构相同!在糖尿病患者血清中浓度增加
/

!

"

倍*

"

+

"健康

人出生后有
"

种血红蛋白!

FD0

%

$

/

%

/

!

%

'<]

&)

FD0/

%

$

/

2

/

!

/]

!

"]

&)

FDV

%

$

/

.

/

!

%]

&"血红蛋白根据所带电荷不同!利

用离子交换层析或电泳法分离
FD0

!组分被命名为
FD0#

)

FD0%C%

)

FD0%C/

)

FD0%D

和
FD0%8

"健康人体内!葡萄糖随

着血液自由扩散到红细胞内与血红蛋白发生反应!血红蛋白
%

链
T

末端的缬氨酸%

SC@

&是最常见的糖基化位点"糖化血红

蛋白就是红细胞中血红蛋白与葡萄糖不可逆的非酶促蛋白糖

基化反应的产物!寿命与红细胞的寿命一致"人体内红细胞的

寿命约为
%/#:

!因此糖化血红蛋白反映的是检测前
%/#:

平

均血糖水平!较
V1[

和
P[HH

有独特的优越性!并且与患者

是否空腹)抽血时间)是否使用胰岛素等因素无关"但是几乎

所有会改变红细胞寿命的因素都会导致
FD0%8

检测结果的不

准确!如再生障碍性贫血)溶血性贫血)活动性出血)慢性酒精

中毒)脾切除术后)镰刀状细胞贫血)红细胞清除障碍)遗传性

球形红细胞增多症*

.

+

"

%''!

年
.

月起在日本!

FD0%8

被纳入

老年人保健法中糖尿病筛选的检查项目"

/##/

年美国糖尿病

协会%

0Y0

&已将其作为监测糖尿病控制的金标准"

@

!

糖化血红蛋白
FD0?8

的检测方法

fFP

$

f13P

宣言建议!

FD0%8

作为评估长期血糖控制

情况的金标准应每
"

!

!

个月检测一次*

<

+

"

FD0%8

的测定方

法经过
"#

多年的发展已有
"#

多种!按其理化性质大致可以分
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