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甘肃地区藏族丙型肝炎患者的
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基因分型研究
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要"目的
"

了解甘肃地区藏族丙型肝炎患者的
ZKP

基因分型特征'方法
"

对
ZKP

感染的患者样本用实时荧光定量

2KV

进行病毒载量的确定'对病毒载量大于
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的样本用多重
2KV

进行
ZKP

基因分型'结果
"

通过对甘肃地区藏

族
ZKP

感染者的样本进行基因分型!发现该民族
ZKP

感染以
"G

型"

&5%5M

%为主!

ZKP

感染
#@

型"

#$%$M

%次之!再次为
#-

型

"

")%)M

%和
"-

型"

$%$M

%!未检测到
$@

型'结论
"

甘肃藏族
ZKP

感染以
"G

型为主!该研究为临床针对不同基因型
ZKP

感染者

的治疗提供了依据'

关键词"肝炎!丙型$

"

肝炎病毒!丙型$

"

聚合酶链反应$

"

基因型
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ZKP

是经血液(体液传播的一种高度异质性的正义单链

VS1

病毒#

ZKP

感染是导致慢性肝炎(肝硬化及原发性肝癌

的重要原因之一'由于
VS1

复制酶的低保真性及缺乏校正

功能#

ZKP

呈高度异质性#并有明显的地区分布差异'研究发

现#

ZKP

基因分型在
ZKP

感染(传播(诊疗及预防等方面均

有重要意义#且我国不同地区
ZKP

基因型存在差异'

ZKP

基因型与干扰素抗病毒治疗的应答密切相关#是决定丙型肝炎

患者干扰素治疗效果的重要因素'

@

"

资料与方法

@%@

"

一般资料
"

由甘肃省临床检验中心(各地州市医院收集

的藏族
ZKP

感染者血清#

8̀)b

保存备检'

@%A

"

仪器与试剂
"

美国安捷伦
Re,$)))2

型荧光定量
2KV

扩

增仪'

L̂!I1

试剂由厦门新创公司提供#重组免疫印迹实验试

剂由新加坡
R2]79C:37-@=+1+7@2@-7A7-2?:=?9=

公司提供'核酸

纯化柱(实时荧光定量
2KV

试剂由凯杰生物工程$深圳&有限公

司提供'基因分型引物(

2KV

反应试剂(反转录试剂由达安生物

工程公司提供'不同基因型
ZKP

的引物见表
"

'

@%B

"

方法

@%B%@

"

样本的筛查
"

首先对获取的样本用
L̂!I1

试剂盒进

行抗
ZKP

抗体阳性筛查#用重组免疫印记实验进行确认'对

已确诊的
ZKP

感染者的样本用荧光定量
2KV

进行病毒载量

的确定$病毒载量大于
")

$
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&'具体步骤严格按照试

剂盒说明书进行'

表
"

""

不同基因型
ZKP

的
2KV

引物

反应 引物编号 引物序列$

&Y,$Y

&

第
"

次
2KV

反应
ZKP,I-# WWW1WW.K.KW.1W1KKW.WK1KK1.W

ZKP,1-# W1W RWW\1.V.1KKKK1.W1WV.KWWK

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I"" 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

"G ZKP,W"G KK.WKKK.KWWW..WWK.1V

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I"" 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

#G ZKP,W#G WWKKKK11..1WW1KW1W1K

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I"" 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

$G ZKP,W$G KWK.KWW11W.K..1KW.1K

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I"# 11K1K.11KKW.KWKKK1K11

#@ ZKP,W#@ K1KW.WWK.WWW1.KWK.KK

+
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续表
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不同基因型
ZKP

的
2KV

引物

反应 引物编号 引物序列$

&Y,$Y

&

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I# 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

"@ ZKP,W"@ WW1.1WWK.W1KW.K.1KK.

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I# 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

$@ ZKP,W$@ WKKK1WW1KKWWKK..KWK.

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I# 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

( ZKP,W( KKKWWW11K..11KW.KK1.

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I# 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

& ZKP,W&@ W11KK.KWWWWWW1W1WK11

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I# 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

5 ZKP,W5@ WW.K1..WWWWKKKK11.W.

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I$" 1W1KKW.WK1KK1.W1WK1K

"- ZKP,W"- W11.1WWK.WVKWKK..KKW

第
#

次
2KV

反应
ZKP,I$# 11K1K.11KKW.KWKKK1K11

#- ZKP,W#- 1W.WW.WKWKKWV.K...1WWW

@%B%A

"

利用多重
2KV

进行
ZKP

的基因分型
"

样本核酸

$

ZKPVS1

&纯化采用二氧化硅吸附分离技术#具体步骤严格

按照核酸纯化柱提取说明书进行'纯化后的核酸按以下程序

进行反转录反应!

$)b")C7/

#

(#b#)C7/

#

'&b&C7/

#

(b

&C7/

#反转录完成获得产物'取反转录产物
""

'

L

按以下条

件反应获得第
"

次
2KV

反应产物!

4(b$C7/

#

4(b"C7/

#

(&b"C7/

#

8#b"C7/

#

#)

个循环#

4(b"C7/

#

5)b"C7/

#

8#b"C7/

#

#)

个循环#

(b&C7/

'取第
"

次
2KV

反应产物

分
$

管进行第
#

次
2KV

扩增$每管
)%&

'

L

&#反应条件为
4(b

$C7/

#

4(b"C7/

#

5#b"C7/

#

8#b"C7/

#

$)

个循环#获得

第
#

次
2KV

反应产物'

@%B%B

"

第
#

次
2KV

反应产物用
$M

凝胶电泳观察结果
"

产物

长度如下!管
"

中
"G

型
#$(G

<

#

#@

型
"$4G

<

(

"4)G

<

$有一些
(

型也会出现
"4)G

<

条带&%

#G

型
$$8G

<

#

$G

型
"85G

<

%管
#

中

"@

型
#)'G

<

#

$@

型
#$#G

<

#

(

型
44G

<

#

&

型
$#)G

<

#

5

型
$$5

G

<

%管
$

中
"-

型
")(G

<

#

#-

型
#&"G

<

或
$))G

<

(

""8G

<

'

A

"

结
""

果

通过对甘肃地区藏族
ZKP

感染者利用多重
2KV

进行分

型#发现
ZKP

感染以
"G

型为主#占
&5%5M

$

*_"8

&#其次是
#@

型#占
#$%$M

$

*_8

&#未检测到
$@

型'除以上
#

个型别外#还

发现在中国其他地区少有的
"-

型#占
$%$M

$

*_"

&#以及
#-

型#占
")M

$

*_$

&#见图
"

'

""

R

!标记物%

"

!

$

!分别表示
"

号样本的第
"

(

#

(

$

管%

(

!

5

!分别表

示
#

号样本的第
"

(

#

(

$

管%

8

!

'

!分别表示
$

号标本的第
"

(

#

管'

图
"
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藏族
ZKP

分型凝胶电泳图

B

"

讨
""

论

ZKP

是一种由
ZKP

感染引起的肝脏急(慢性炎性疾病'

目前#全世界有
"%8

亿
!

#)

亿人为
ZKP

感染者)

"

*

#每年新增

感染者约
$&)

万人'在我国#

ZKP

主要通过输血传播)

#

*

#感染

总人数超过
&)))

万#属
ZKP

的中高度感染区'

ZKP

基因组

呈现高度异质性#根据
ZKP

基因组核苷酸序列的差异程度#

目前将
ZKP

分为
5

个基因型及不同的亚型)

$,(

*

'

ZKP

基因

型分布存在地理性差异'

"@

型是第
"

个被鉴定的
ZKP

基因

型#多见于美国#

"G

型广泛分布于亚洲各国#同时在美国(欧

洲(中国和日本的感染病例也较多'

#@

型和
#G

型占全球

ZKP

基因型的
")M

!

$)M

#主要分布在北美(欧洲(中国和日

本等地)

&,8

*

#

ZKP

在我国大陆
5

种基因型都有分布#但大部分

地区以
"G

(

#@

型最常见#其中
"G

型占
8)M

!

')M

#在南方城市

占
4)M

以上#

#@

型从南向北逐渐增多'近年来#由于国外移民

和人口流动#我国
ZKP

基因型分布情况也逐步发生改变'熊

瑜琳等)

'

*报道各
ZKP

基因型感染的患者比例和
ZKP

基因型

在患者中的分布#包括单基因型和混合基因型
ZKP

感染率#

在南北地区之间差异无显著性'这与本研究检测结果相吻合'

本研究通过对藏族的
ZKP

感染者进行基因分型#发现该民族

ZKP

感染者同样以
"G

型为主#其次是
#@

型#但未检测到
$@

型#可能与样本量较少有关'

ZKP

的混合基因型感染多见于

反复接受输血者和共用针头的静脉注射毒品者中#在我国最常

见为基因型
"G

"

#@

混合感染)

4

*

'从本研究结果看#没有检出有

混合基因型感染的患者#这可能与样本的来源有关$采集的样

本主要来源为献血者#而非固定人群&#但本次研究发现了在中

国其他地区较少发现的
"-

型和
#-

型#初步说明藏族
ZKP

基

因型呈现多样性'

ZKP

感染的临床症状较轻#但其极易演变

成慢性化)

")

*

'国内外研究表明#不同基因型和基因亚型的

ZKP

对肝脏损伤的程度不同'

ZKPVS1

载量反映了病毒复

制的活跃程度和病情变化#

"

(

#

型感染者血清
ZKPVS1

载量

显著高于
$

型感染者#病毒复制活跃#病情易为慢性化)

""

*

'本

研究所检测的结果是以
"G

型为主#

#@

型次之#而所采用的是

病毒载量大于
")

$

-9

<F

"

CL

的样本#这可能与
"

(

#

型常见于病

毒载量高的样本有关'

,

干扰素$

!US,

,

&是
ZKP

抗病毒治疗

的首选药物#在其临床应用过程中#人们发现
!US,

,

的临床疗

效与
ZKP

基因型有密切关系'

SZ#))#

研究组总结指出#确

定
ZKP

基因型对于选择治疗的方法和周期$下转第
#)'(

页&

+
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+
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A%A

"

""#

例验证组标本中#

$

例
ZG1#

检测结果低于参考范

围下限#经地贫基因分析确诊为
,

地贫%

"

例
ZG1#

检测结果

大于参考范围上限#经地贫基因分析确诊为
*

地贫%

")'

例

ZG1#

检测结果处于参考范围内#仅
"

例
ZG1#

检测结果正常

$

#%(M

&但地贫基因分析确诊为
,

地贫'

B

"

讨
""

论

血液成分检测参考范围受地域(民族(年龄等因素影响较

大#因此#建立不同地区参考范围十分必要)

",(

*

'

ZG

电泳是地

贫筛查手段之一#其中
ZG1#

检测结果最具有诊断价值)

&,8

*

'

建立合适的
ZG1#

参考范围对地贫的防治具有重要意义'毛

细管电泳分析仪
K@

<

7==@>

F

+#

可用于血液
ZG

成分分析#成人静

脉血和脐带血均可用于检测#且分辨率高#比高效液相色谱法

具有更多的优势)

',"#

*

'

本研究调查了广西南宁地区
'")

例健康成人
ZG

电泳检

测结果#证实
ZG1#

水平存在性别差异$

!

#

)%)"

&#

ZG1

水平

不存在性别差异$

!

$

)%)&

&#且
ZG1#

和
ZG1

水平均无年龄

差异$

!

$

)%)&

&'由于
K@

<

7==@>

F

+#

仅能定量至小数点后
"

位#

因此#笔者认为以
#%$M

!

$%$M

作为本地区
K@

<

7==@>

F

+#

检测

ZG1#

参考范围较为合适'以
ZG1

检测筛查地贫的灵敏度较

ZG1#

低#因此临床多以
ZG1#

作为地贫筛查的关键指标'结

合本研究结果#笔者建议以
45%(M

!

48%4M

作为本地区
K@

<

7=,

=@>

F

+#

检测
ZG1

的参考范围'验证试验中$结果未显示&#

44%"M

$

"""

"

""#

&的验证组受试对象适用于本研究建立的

ZG1

参考范围#有
"

例检测结果在该参考范围内#但地贫基因

筛查为阳性#考虑可能与以下因素有关!$

"

&受试者纳入样本量

不够大#可能会存在数据偏差%$

#

&血常规及
ZG

电泳检测均存

在漏诊静止型
,

地贫的可能#这与患者珠蛋白肽链功能存在异

质性有关'但即使存在漏诊风险#本研究所建立的参考范围仍

能筛查出绝大部分地贫基因携带者#具有一定的应用价值'
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