
编码的特异大环内酯类外排机制增强是ＧＢＳ对大环内酯类抗

菌药物耐药的两大主要原因［８］。如要选用该药，一定要经过药

敏结果证实该菌株对此药敏感，否则很可能治疗无效。对氯霉

素虽然敏感率大于７０％，该药会引起灰婴综合征，所以并不适

用于孕妇身上。对左氧氟沙星的敏感率尚可，但其对婴儿影响

较大，故一般不推荐使用。万古霉素敏感率是１００％，但不易

通过胎盘屏障，且不良反应较大，所以用在孕妇身上并不合

适［９］；但若是新生儿发生ＧＢＳ感染，在青霉素及头孢菌素均过

敏时，万古霉素将是一个最终的治疗方法。

产妇很难明确什么时候分娩，如能在产妇分娩前就能明确

ＧＢＳ培养结果阳性，就可以预防用药，避免产生感染的后果；

而产妇若没有先做过 ＧＢＳ的培养，而分娩后怀疑新生儿有

ＧＢＳ感染可能，则尽早应用抗菌药物前留取新生儿血标本进

行血培养检查，经２～３ｄ初步知道培养结果，可指导临床

诊治。

参考文献

［１］ 时春艳，曲首辉，杨磊，等．妊娠晚期孕妇Ｂ族链球菌带菌状况的

检测及带菌对妊娠结局的影响［Ｊ］．中华妇产科杂志，２０１０，４５

（１）：１２１６．

［２］ 孙秀莉．吉林地区非妊娠妇女阴道Ｂ族链球菌带菌情况调查［Ｊ］．

中国临床研究，２０１２，２５（９）：８９２８９３．

［３］ 李永红，赵期菊，容春凤，等．生殖道Ｂ族溶血性链球菌感染与稽

留流产的关系探讨［Ｊ］．齐齐哈尔医学院学报，２０１１，３２（６）：８７４

８７５．

［４］ ＫａｒａｔＣ，ＭａｄｈｉｖａｎａｎＰ，ＫｒｕｐｐＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｍｉｃｒｏｂｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｅｒｕｐｔｕｒｅｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｓ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪ

ＭｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００６，２４（４）：２８３２８５．

［５］ 陈惠玲，叶惠芬，邓家德，等．Ｂ族链球菌皮肤软组织及创伤感染

分离株的耐药基因检测［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１０，３１（１０）：

１０５７１０５８，１０６１．

［６］ 汤洁，马向薇，张宁．孕妇生殖道Ｂ族链球菌及其他病原微生物感

染情况调查［Ｊ］．中国微生态学杂志，２０１０，２２（１０）：９４２９４３．

［７］ＳｃｈｒａｇＳ，ＧｏｒｗｉｔｚＲ，ＦｕｌｔｚＢｕｔｔｓＫ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｐｅｒｉｎａｔａｌ

ｇｒｏｕｐＢｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌｄｉｓｅａｓｅ：ＲｅｖｉｓｅｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｒｏｍＣＤＣ［Ｊ］．

ＭＭＷＲＲｅｃｏｍｍＲｅｐ，２００２，５１（ＲＲ１１）：１２２．

［８］ 周义正，李高莲，邱晓燕，等．Ｂ群链球菌耐药性及红霉素耐药机

制的研究［Ｊ］．中国微生态学杂志，２０１１，２３（１）：６６６８．

［９］ 鲁炳怀，李雪清，时琰丽．４７７例孕晚期妇女宫颈分泌物携带细菌

的分布和耐药分析［Ｊ］．临床检验杂志，２０１１，２９（２）：１５５１５６．

（收稿日期：２０１３０３０８）

·检验技术与方法·

５′端非翻译区和ＮＳ５Ｂ区在丙型肝炎病毒基因分型中意义的再评价


俞　杨，邬　兰，焦　杰，杜同信，王自正

（南京医科大学附属南京医院核医学科分子诊断室，江苏南京２１０００６）

　　摘　要：目的　研究丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）的５′端非翻译区（５′ＵＴＲ）和ＮＳ５Ｂ区对中国人群感染的 ＨＣＶ基因分型的确切意

义。方法　选择ＮＣＢＩ核苷酸数据库中来源于中国人的 ＨＣＶ全基因组，利用 ＮＣＢＩ基因分型工具，对同一条 ＨＣＶ序列中５′

ＵＴＲ区、ＮＳ５Ｂ区和全长基因组进行基因分型，确定５′ＵＴＲ区和ＮＳ５Ｂ区在 ＨＣＶ基因分型中的全基因组代表性。在此基础上，

选择ＮＳ５Ｂ区对１２５例临床 ＨＣＶＲＮＡ大于１．０Ｅ３的标本进行了基因分型。结果　与全长基因组的分型结果相比，５′ＵＴＲ区

基因分型在基因型判断上存在差异，仅有４５％的符合率，特别是其无法精确判断基因亚型；而ＮＳ５Ｂ区基因分型结果与全长基因

组的分型结果无论在基因型还是在基因亚型的判断上都具有良好的一致性，符合率可达９５％；利用ＮＳ５Ｂ区对临床１２５例标本成

功进行了基因分型，结果显示以１ｂ和２ａ两种亚型为主。结论　ＮＳ５Ｂ区在 ＨＣＶ基因分型中具有良好的全基因组序列的代表

性，能够有效用于临床常规的 ＨＣＶ基因分型检测。

关键词：丙型肝炎病毒；　基因分型；　５′ＵＴＲ；　ＮＳ５Ｂ

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１５．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１５２００７０３

　　全世界有超过２亿人是慢性丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）的感染

者，慢性 ＨＣＶ感染是慢性肝脏疾病的主要病因之一，尤其是

其造成的肝硬化和原发性肝癌是严重的公共卫生负担［１］。

ＨＣＶ目前可分为６种基因型，每种又分为不同的亚型。ＨＣＶ

基因分型结果有助于抗病毒治疗个体化方案的制定和感染流

行病学调查的实施，因此有效的 ＨＣＶ基因分型方法的使用十

分重要［２］。国外的研究显示，和基因组中 ＮＳ５Ｂ区相比，基于

５′端非翻译区（５′ＵＴＲ）的基因分型方法尽管对基因型的区分

较为有效，但是不能精确地区分亚型［３５］。本研究对 ＮＣＢＩ核

苷酸数据库中来源于中国人的 ＨＣＶ全长基因组序列（仅限于

中国人群中常见的１ｂ亚型和２ａ亚型）进行了分析，并在此基

础上选择在分型上更有代表性的 ＮＳ５Ｂ区域对１２５例临床患

者的 ＨＣＶ基因组进行了基因分型检测。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年１月至２０１２年１２月间在南京

医科大学附属南京医院进行丙肝病毒基因分型检测的１２５例

丙型肝炎患者作为研究人群，所有患者静脉采集２ｍＬＥＤＴＡ

抗凝的全血，采集２ｈ内分离血浆，所有标本经 ＨＣＶＲＮＡ的

定量证实滴度均大于１．０Ｅ３。本研究中所涉及的研究流程均

符合南京医科大学伦理委员会伦理审查标准并取得患者的知

情同意。

１．２　仪器与试剂　ＨＣＶ基因组提取试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｖｉｒａｌ

ＲＮＡＫｉｔ和切胶纯化试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ来

自ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ公司；逆转录酶 ＭＭＬＶ来自天根生化科技

公司；ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶来自 ＴａＫａＲａ公司；Ｓ１０００ＰＣＲ仪和

·７００２·国际检验医学杂志２０１３年８月第３４卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１５
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ＧｅｌＤｏｃＥＺＩｍａｇｅｒ凝胶成像系统来自ＢｉｏＲａｄ公司。

１．３　方法

１．３．１　ＮＣＢＩ数据库中 ＨＣＶ全基因组、５′ＵＴＲ区和 ＮＳ５Ｂ

区基因分型的结果比较　在 ＮＣＢＩ的核苷酸数据库中检索

“ＨＣＶＡＮＤｃｏｍｐｌｅｔｅＡＮＤＣｈｉｎａ”，共显示２１６条记录，其中

中国人中最常见的１ｂ亚型２０条，２ａ亚型５条。２０条１ｂ亚型

的序列中，有４条序列因未包括５′ＵＴＲ而被排除，有１条序

列只包括了基因组的小部分也被排除，因此共有来源于中国人

的１５条全长 ＨＣＶ１ｂ亚型的基因组序列入选本研究，Ｇｅｎｂａｎｋ

登录 号 分 别 为：ＡＹ４６０２０４．１、ＤＱ０７１８８５．１、ＥＦ６３８０８１．１、

ＥＵ８５７４３１．１、ＧＵ４５１２１８．１、ＧＵ４５１２１９．１、ＧＵ４５１２２０．１、

ＧＵ４５１２２１．１、ＧＵ４５１２２２．１、ＧＵ４５１２２３．１、ＧＵ４５１２２４．１、

ＨＱ６３９９４０．１、ＨＱ６３９９４６．１、ＨＱ６３９９４７．１和Ｌ０２８３６．１。５条

２ａ亚型的序列均符合本研究的要求，Ｇｅｎｂａｎｋ登录号分别为：

ＨＱ６３９９３８．１、ＨＱ６３９９３９．１、ＨＱ６３９９４３．１、ＨＱ６３９９４４．１ 和

ＨＱ６３９９４５．１。若将检索词换为“ＨＣＶ ＡＮＤｃｏｍｐｌｅｔｅＡＮＤ

Ｃｈｉｎｅｓｅ”，结果未得到２ａ亚型序列，而所得到的１２条１ｂ亚型

的序列均在以上序列中。将１ｂ和２ａ亚型共２０条序列的５′

ＵＴＲ和ＮＳ５Ｂ两个区域的全长序列分别在 ＮＣＢＩ基因分型工

具 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／

ｆｏｒｍｐａｇｅ．ｃｇｉ，在“Ｓｅｌｅｃｔ”中选择 ＨＣＶ）中通过序列比对进行基

因分型，比较同一条 ＨＣＶＲＮＡ序列中５′ＵＴＲ区、ＮＳ５Ｂ区

和全长基因组的基因分型结果是否存在差异。

１．３．２　临床标本的 ＨＣＶ基因分型　根据Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｖｉｒａｌ

ＲＮＡＫｉｔ的说明书提取１２５例血浆标本的 ＨＣＶ 基因组

ＲＮＡ，最终用２５μＬ洗脱液洗脱。用引物 ＨＣＶＮＳ５ＢＲ（５′

ＧＧＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＧＧＴＣＡＴＡＧＣＣＴＣＣＧＴＧＡＡ３′，１ｂ

亚型约为８６４２８６１３，２ａ亚型约为８７１０８６８１）进行逆转录，加

入１０μＭ的ＨＣＶＮＳ５ＢＲ２μＬ，１０μＬＨＣＶ基因组洗脱液，２

μＬｄＮＴＰ（１０ｍＭ），补灭菌蒸馏水至１５μＬ，７０℃加热５ｍｉｎ

后迅速在冰上冷却２ｍｉｎ，瞬时离心后加入４μＬ５×Ｆｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄＢｕｆｆｅｒ，最后加入１μＬＭＭＬＶ，２５℃１０ｍｉｎ，４２℃５０

ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ终止反应，得到ｃＤＮＡ产物。以ｃＤＮＡ为模

板进行ＰＣＲ，扩增 ＨＣＶ基因组的ＮＳ５Ｂ区域，反应体系为１００

μＬ，ＰＣＲ组分为：１０μＭ 的 ＨＣＶＮＳ５ＢＦ（５′ＴＧＧＧＧＡＴＣＣ

ＣＧＴＡＴＧ ＡＴＡ ＣＣＣ ＧＣＴ ＧＣＴ ＴＴＧ Ａ３′，１ｂ亚型约为

８２４２８２７２，２ａ亚型约为８３１０８３４３）２μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含

Ｍｇ
２＋）１０μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）４μＬ，ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶５Ｕ，ｃＤ

ＮＡ模板２０μＬ。ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃

变性４０ｓ，５８℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次。用

１．５％琼脂糖电泳检测ＰＣＲ产物，并根据Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘ

ｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ的说明书将４０１ｂｐ处的ＮＳ５Ｂ区扩增条带进行切

胶纯化。将切胶纯化的产物送南京金斯瑞公司进行测序，测序

引物为 ＨＣＶＮＳ５ＢＦ。将测序结果在 ＮＣＢＩ基因分型工具

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｆｏｒｍ

ｐａｇｅ．ｃｇｉ，在“Ｓｅｌｅｃｔ”中选择 ＨＣＶ）中通过序列比对进行基因分

型。

２　结　　果

２．１　ＨＣＶ全基因组、５′ＵＴＲ区和 ＮＳ５Ｂ区基因分型的结果

比较　来源于中国人的１５条 ＨＣＶ１ｂ亚型全长序列和５条

ＨＣＶ２ａ亚型全长序列分别用全基因组序列、全长５′ＵＴＲ区

和ＮＳ５Ｂ区进行基因分型的结果提示通过５′ＵＴＲ区序列比

对进行分型的结果和全基因组的分型结果存在很大差异，仅有

４５％的符合率，见表１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。无论是在１ｂ亚型还是在２ａ亚型中，这种差异主要表

现在亚型的判断上，如将１ｂ亚型判断为１ａ或１ｃ；同时也存在

基因型之间的差异，如将１型判断为２型或６型。但ＮＳ５Ｂ区

的分型结果与全长基因组分型的符合率可达９５％，除了将

ＥＦ６３８０８１．１判断为１ｂ／１ａ重组的情况，其余结果均与全长基

因组的分型结果一致。

２．２　临床标本的 ＨＣＶ基因分型　１２５例临床标本中部分标

本ＮＳ５Ｂ区ＰＣＲ扩增的结果显示：在４０１ｂｐ目的条带处均有

特异性的扩增产物。基因分型的结果显示出现了１ｂ、２ａ、２ｂ、

３ａ、３ｂ五种亚型，其中以１ｂ和２ａ两种亚型为主，见表２。

表２　　１２５例 ＨＣＶ临床患者中ＮＳ５Ｂ区的基因分型结果

出现的基因亚型 不同基因亚型的例数

１ｂ亚型 ６３

２ａ亚型 ５５

２ｂ亚型 １

３ａ亚型 ５

３ｂ亚型 １

３　讨　　论

ＨＣＶ基因分型在临床个体化医疗方案的确定和分子流行

病学研究中具有十分重要的意义，对其基因分型技术的研究是

广为关注的热点。５′ＵＴＲ区是国外使用的几种具有代表性

的商业化基因分型试剂所选择的区域。但是在与 ＮＳ５Ｂ直接

测序的分型结果比较之后，好几个研究小组发现，５′ＵＴＲ区

在区分基因亚型的精确性上有待提高，而最新的国外研究也显

示５′ＵＴＲ区在 ＨＣＶ基因分型中的意义需要被重新评价
［６］。

本研究对 ＮＣＢＩ的核苷酸数据库中出现的来源于中国人

的ＨＣＶ基因组（仅限于中国人群中常见的１ｂ亚型和２ａ亚型）

进行了不同区域 ＨＣＶ分型结果的比较，发现 ＮＳ５Ｂ区的全基

因组代表性明显优于５′ＵＴＲ区域，这一点和国外人群中感染

ＨＣＶ的研究结果相似
［３５］。５′ＵＴＲ区域除了无法精确地区分

基因亚型之外，在某些标本中还出现了基因型判断的错误。因

此可以进一步明确，尽管５′ＵＴＲ区是 ＨＣＶ基因组结构中最

保守的区域之一，但是在基因分型方面其全基因组的代表性不

如ＮＳ５Ｂ区。ＮＳ５Ｂ区在中国人中 ＨＣＶ基因分型方面的意义

已被近来的一些研究所证实［７８］。在本研究中，通过 ＮＳ５Ｂ区

对１２５例临床标本成功进行了 ＨＣＶ基因分型，分型结果提示

中国人中以１ｂ和２ａ两种亚型为主，这与之前的研究结果吻

合［９］。

本研究中使用的ＮＣＢＩ基因分型工具
［１０］是在线的病毒基

因分型程序，可以完成几种重要医学病毒（如 ＨＩＶ、ＨＢＶ和

ＨＣＶ）的基因分型。以 ＨＣＶ为例，该程序进行基因分型时将

检测序列与程序中包含的各个基因亚型的参考序列（各个亚型

的参考序列见ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏ

ｔｙｐｉｎｇ／ｖｉｅｗ．ｃｇｉ？ｄｂ＝３）进行比对，若判断为不同亚型的重组

情况，则将序列分为不同区段显示，分别以不同颜色指示不同

的基因亚型，结果直观易读。

本研究结果表明，与５′ＵＴＲ区相比，ＮＳ５Ｂ区在 ＨＣＶ基

因分型中具有良好的全基因组代表性，能够有效用于临床常规

的 ＨＣＶ基因分型检测。
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·检验技术与方法·

酶联免疫吸附法检测丙型肝炎病毒

唐　彦
１，李云霞２△

（１．重庆市中医骨科医院检验科，重庆　４０００１２；２．重庆医科大学附属第二医院病案统计科，重庆　４０００１０）

　　摘　要：目的　利用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）进行丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）的检测，同时考察病毒感染患者生化指标的变化。

方法　对从２０１０年６月至２０１２年６月在重庆市中医骨科医院门诊和住院患者中的临床检验结果进行回顾性分析，采用酶联免

疫吸附法检测患者血清中 ＨＣＶ抗体，同时对患者进行生化检测。结果　本组接受临床检验的患者共２８２６例，其中抗ＨＣＶ阳

性者为８２例，阳性率为２．９０％，生化检测结果表明丙型肝炎患者血清中的ＧＬＵ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ均值都在正常范围内，Ｋ＋和 ＡＬＢ

的均值偏低。结论　本组酶联免疫检测肝炎病毒阳性率与文献记载一致，表明该手段诊断 ＨＣＶ感染较为可靠。Ｋ＋和 ＡＬＢ的

降低主要是由于大量使用利尿剂和肝细胞坏死有关。

关键词：肝炎，丙型；　酶联免疫吸附测定；　实验室技术和方法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１５．０４２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１５２００９０２

　　在中国，ＨＣＶ感染率约为３．２％，其中４０％～６０％患者会

发展为慢性丙型肝炎，部分发展为肝硬化［１］。感染途径主要是

献血、维持性血透、母婴传播和吸毒传播，有报道称仅四川地区

吸毒人群中丙型肝炎病毒感染率就高达７１％
［２］。目前，甲型

肝炎的治愈率接近１００％，乙型肝炎治愈率在３８％以上，而丙

型肝炎治愈率仅在１０％左右
［３］。因此，早期诊断 ＨＣＶ感染和

及时有效的治疗，是目前肝脏疾病研究的重要课题。手术前、

输血前对患者进行血清 ＨＣＶ抗体筛查，早期诊断，还有利于

医患双方采取有效的预防措施，避免医疗纠纷［４］。笔者对从

２０１０年６月至２０１２年６月重庆市中医骨科医院门诊和住院

的患者中的临床检验结果进行回顾性分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年６月至２０１２年６月笔者所在医院住

院及就诊的患者共２８２６例，其中男１５２３例，女１３０３例，年

龄５～９１岁，平均（３５．７±２．９）岁。患者临床表现主要为恶心、

食欲下降、腹胀、疲劳、全身无力、尿黄、眼黄等。

１．２　诊断方法　常规采取的静脉血，离心取血清备用。采用

酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测患者血清中 ＨＣＶ抗体。丙型

肝炎病毒抗体诊断试剂盒为英科新创（厦门）科技有限公司提

供，严格按说明书操作，计算Ｃｕｔｏｆｆ值，并对结果进行判断。

结果判定标准为：阴性：样本 Ａ值小于Ｃｕｔｏｆｆ值；阳性：样本

Ａ值大于或等于Ｃｕｔｏｆｆ值。同时对患者进行生化检测，检测

指标包括葡萄糖（ＧＬＵ）、Ｋ＋、清蛋白（ＡＬＢ）、转氨酶（ＡＬＴ、

ＡＳＴ），指标正常值参考范围为：ＧＬＵ 为３．９～６．１ｍｍｏｌ／Ｌ；

Ｋ＋为３．５～５．５ｍｍｏｌ／Ｌ；ＡＬＢ为３５～５５ｇ／Ｌ；ＡＬＴ和ＡＳＴ为

０～４０Ｕ／Ｌ。

２　结　　果

２．１　酶联免疫检测结果　本组接受临床检验的患者共２８２６

例，其中抗ＨＣＶ阳性者为８２例，其中男４４例，女３８例，阳性

率为２．９０％。

２．２　生化检测结果　丙型肝炎病毒感染者血清生化检测结果

为ＧＬＵ（４．６±１．２）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｋ＋ （３．９±０．５）ｍｍｏｌ／Ｌ，ＡＬＢ

（３５．１±０．８）ｇ／Ｌ，ＡＬＴ（１９．２±１．７）Ｕ／Ｌ，ＡＳＴ（２３．６±３．４）Ｕ／

Ｌ。丙型肝炎病毒感染患者血清中的ＧＬＵ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ均值

都在正常范围内，Ｋ＋和ＡＬＢ的均值偏低。

３　讨　　论

有学者利用分子生物学方法找到了病毒的基因序列并克

隆出了丙肝病毒，命名为丙型肝炎和丙型肝炎病毒［５］。ＨＣＶ

基因分型还无统一标准，常见的有Ⅰ～Ⅵ型。欧美国家多数

ＨＣＶⅠ型感染，而亚洲国家以Ⅱ型为主，Ⅲ型次之。中国以
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