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某地区丙型病毒性肝炎患者
a!4

基因分型研究
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要"目的
"

了解该地区丙型病毒性肝炎"以下简称丙型肝炎$患者丙型肝炎病毒"

a!4

$基因分型情况%方法
"

分别以

#\6G/

和重组免疫印迹试进行血清标本抗
a!4

抗体筛查和确认!对抗
a!4

抗体阳性标本用实时荧光定量
V!U

进行病毒载量

检测%对病毒载量大于
',(I>

RH

&

P\

的标本用多重
V!U

进行
a!4

基因分型%结果
"

'%*

例抗
a!4

抗体阳性标本中!

a!4

基

因型主要为
'<

'

%M

'

(M

'

'I

'

%I

的检出率分别为
*+)@D

'

%')FD

'

()%D

'

@),D

和
+),D

%结论
"

该地区
a!4

感染主要以
'<

型为主!

其次是
%M

和
(M

型!检出其他地区少见的
'I

和
%I

型!说明该地区丙型肝炎流行的基因型呈多样性%
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丙型肝炎病毒$

a!4

&是经血液和$或&体液传播的一种单

股正链
U"/

病毒#由于
U"/

复制酶的低保真性及缺乏校正

功能#

a!4

呈高度异质性)

a!4

基因分型在
a!4

感染*传

播*诊疗及预防等方面均有重要意义#且中国不同地区
a!4

基因型存在差异)

a!4

基因型与干扰素抗病毒治疗的应答密

切相关#是决定丙型病毒性肝炎$以下简称丙型肝炎&患者干扰

素治疗效果的重要因素)

E

"

资料与方法

E)E

"

一般资料
"

由甘肃省临床检验中心及各地*州*市级医院

收集的
a!4

感染患者血清标本#

gA,Y

以下保存备用)

E)F

"

仪器与试剂
"

Wf$(,,,V

型荧光定量
V!U

扩增仪$美国

安捷伦&)抗
a!4

抗体
#\6G/

检测试剂盒$厦门新创&#重组

免疫印迹试剂$美国
WV-3>P1Q3IM=9

&#核酸纯化柱*实时荧光

定量
V!U

试剂$深圳凯杰&#

V!U

试剂*逆转录试剂$深圳达

安&)基因分型引物由深圳达安公司合成)不同基因型扩增引

物见表
'

)

表
'

""

不同基因型扩增引物

V!U

扩增 引物名称 引物序列$

*h$(h

&

第
'

次
a!4$GI% .../..7!7!.7/./!!.7.!/!!/7.

a!4$/I% ./.W..e/7U7/!!!!/7./.U7!..!

第
%

次$

'<

&

a!4$G'' /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.'< !!7.!!!7!...77..!7/U

第
%

次$

%<

&

a!4$G'' /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.%< ..!!!!//77/../!././!

第
%

次$

(<

&

a!4$G'' /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.(< !.!7!..//.7!77/!.7/!

第
%

次$

%M

&

a!4$G'% //!/!7//!!.7!.!!!/!//

续表
'
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不同基因型扩增引物

V!U

扩增 引物名称 引物序列$

*h$(h

&

a!4$.%M !/!.7..!7.../7!.!7!!

第
%

次$

'M

&

a!4$G% /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.'M ../7/..!7./!.7!7/!!7

第
%

次$

(M

&

a!4$G% /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.(M .!!!/../!!..!!77!.!7

第
%

次$

@

&

a!4$G% /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.@ !!!...//!77//!.7!!/7

第
%

次$

*

&

a!4$G% /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.*M .//!!7!.....././.!//

第
%

次$

F

&

a!4$G% /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.FM ..7!/77....!!!!//7.7

第
%

次$

'I

&

a!4$G(' /./!!.7.!/!!/7./.!/!

a!4$.'I .//7/..!7.U!.!!77!!.

第
%

次$

%I

&

a!4$G(% //!/!7//!!.7!.!!!/!//

a!4$.%I /.7..7.!.!!.U7!777/...

E)G

"

方法

E)G)E

"

标本确认
"

以
#\6G/

试剂对所收集标本进行抗
a!4

抗体筛查#用重组免疫印迹试验进行确认)对抗
a!4

抗体确

认阳性标本用荧光定量
V!U

进行病毒载量检测)具体步骤严

格按试剂盒说明书操作)

E)G)F

"

a!4

基因分型
"

采用二氧化硅吸附分离技术纯化

a!4U"/

#具体步骤严格按核酸纯化柱试剂盒说明书操作)

纯化后的核酸按以下程序进行逆转录反应!
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)取
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&

\

逆转录产物按以下反应

条件获得第
'

次
V!U

反应产物!
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A%Y'P30

#

%,

个循环#

C@Y'P30

*

F,Y'P30

*

A%Y'P30

#

%,

个循环)取第
'

次
V!U

反应产物分
(

管进行

第
%

次
V!U

扩增#每管第
'

次
V!U

产物均为
,)*

&

\

#反应条

件为!

C@Y(P30

#

C@Y'P30

*

F%Y'P30

*

A%Y'P30

#

(,

个

循环)以
(D

凝胶对第
%

次
V!U

反应产物进行电泳#管
'

产物

为
'<

$

%(@<

R

&*
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$

'(C<

R

*

'C,<

R

#部分
@

型也出现
'C,<

R

条

带&*

%<

$

((A<

R

&和
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$

'AF<

R

&%管
%

产物为
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$
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&%管
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果

共确认抗
a!4

抗体阳性标本
'%*

例#

'<

*

%M

*

(M

*

%I

*

'I

基

因型
a!4

检出率分别为
*+)@D

$

A(
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&)不同
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产

物凝胶电泳图见图
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%
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a!4

分型凝胶电泳图

G
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讨
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论

丙肝是
a!4

经血液和$或&体液感染而引起的肝脏急*慢

性炎症性疾病)目前#全球约有
')A

亿至
%,

亿
a!4

感染患

者#每年新增约
(*,

万感染患者'

'

(

)在中国#

a!4

主要通过输

血传播#感染患者总数超过
*,,,

万#属
a!4

中高度感染地

区'

%$(

(

)

a!4

基因组呈高度异质性)根据
a!4

基因组核苷

酸序列的差异程度#可将
a!4

分为基因型$

(,D

'

(*D

&*基

因亚型$

%,D

'

%*D

&*分离株$

*D

'

CD

&和准种$

'D

'

*D

&

'

@

(

#其中基因型及不同亚型共计
F

种'

*

(

)

a!4

基因型的

分布存在地理性差异)最早确定基因序列的是基因型
'M

#多

见于美国)基因型
'<

则广泛分布于亚洲*欧洲及美国)基因

型
%M

和
%<

占全球
a!4

基因型的
',D

'

(,D

#分布以北美*

欧洲*中国和日本等地区为主'

F

(

#中国大陆地区
a!4'

'

F

型

均有分布#但以
'<

*

%M

型最常见#其中
'<

型占
A,D

'

+,D

#在

南方城市占
C,D

以上#

%M

型从南向北逐渐增多)随着国外移

民增多和人口流动日益频繁#中国
a!4

基因型分布正逐步发

生改变)熊瑜琳等'

A

(的研究显示#不同
a!4

基因型感染患者

比例*

a!4

基因型在患者中的分布及单基因型和混合基因型

a!4

感染率#在南北地区间的差异无统计学意义#即
a!4

基

因型在中国南北地区的分布和流行无差异)这与本研究的结

果一致)本研究显示#甘肃地区丙型肝炎患者同样以
'<

型感

染为主#其次是
%M

型)混合基因型
a!4

感染多见于反复接

受输血治疗者和共用针头的静脉注射毒品者#中国以
'<

"

%M

基

因型混合感染为主'

+

(

)本研究未检出混合基因型感染患者#可

能与标本来源有关$本研究收集的标本主要来源于献血者#且

非固定人群&#但检出了中国其他地区较少见的
'I

和
%I

型#说

明甘肃地区流行的
a!4

基因型呈多样性)

a!4

感染的重要

特点是发病初期临床病情较轻#然而具有极易慢性化的趋势#

约
*,D

'

+,D

的患者可发展至慢性#其中约
%,D

发展至肝硬

化#而肝硬化患者中#每年约
'D

'

@D

可发展至肝癌'

C$',

(

)不

同基因型和基因亚型
a!4

对肝脏的损伤程度不同)

a!4

U"/

含量反应病毒复制的活跃程度和病情变化#其血清水平

与肝脏炎症活动程度明显相关)有研究表明#

a!4

基因型与

a!4U"/

含量有明显相关性#基因型
'

*

%

感染者血清
a!4

U"/

水平显著高于基因型
(

感染者#前者病毒复制活跃#病情

易慢性化'

''$'%

(

)因本次检测结果以
'<

型为主#

%M

型次之#而

且研究标本的病毒含量均大于
',(I>

RH

"

P\

#这可能与
'

*

%

型

常见于病毒含量高的标本有关)不同
a!4

基因型对治疗的

反应也有明显差异'

'(

(

)

a!4

基因型是可用于抗病毒治效判

断的强有力的独立的预测因子)

n

干扰素$

65"$n

&是治疗

a!4

感染的首选药物#而
65"$n

的临床疗效与
a!4

基因型

有密切关系#确定
a!4

基因型对于治疗方案的选择极为重

要)因此#

a!4

基因分型具有重要的临床意义#研究
a!4

各

基因型的临床差别及其相关机制#能够为丙型肝炎的诊断*治

疗和预防以及预后判断提供强有力的依据)
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