
表２　　以显微镜红细胞计数法作为标准的检测情况（狀）

显微镜红细胞

检测结果

分析仪结果

阳性 阴性
合计

阳性 ９ １ １０

阴性 ４ ２６ ３０

合计 １２ ２８ ４０

３　讨　　论

本文研究结果可以看出，尿液显微镜计数法虽然准确性

高，但是从尿液显微镜计数法的操作方法看出，工作人员的工

作量确实很大；而尿液分析仪检测法虽然方便、快捷、经济，但

是准确率略低于显微镜计数法。从这个方面看尿液检测仪适

用于初诊患者或者适用于各单位及机关的正常体检，体现尿液

检测仪的优越性，但是，若患者要复诊，和确诊的情况下，建议

使用两种方法联合起来，通过两种办法的联合检验才能有效的

确保检查中不会出现漏检的状况，这是对前来诊治患者的负

责，也是对医疗工作者自身的负责，若出现两种检验方法不能

够确诊的情况下，可采用颗粒自动计数、化学、尿理学等方面的

临床实际，通过全面的彻底的分析进行诊断鉴别。

在临床检验中发现，尿液分析仪会出现试条因素，尿标本

因素等一些外在因素的影响，特别是操作过程中一出现的操作

问题、环境问题，这些问题的出现会影响检测结果。因此在尿

液潜血检验中要以尿液显微镜红细胞计数法为标准。该标准

为尿液潜血检验中的最有效的标准，其检测结果的准确性是尿

液分析仪无法做到的［７９］。从本文中可以看出在以尿液显微镜

红细胞计数法为标准的情况下，尿液分析仪的检测结果出现了

１０．０％的假阳性率，１３．３％的假阴性率。同时通过表１结果观

察显微镜红细胞计数的阳性率要低于尿液分析仪，通过表２发

现尿液分析仪的假阳性率较高，这种结果的出现通过分析是由

以下原因导致的：（１）尿液分析仪的原理是通过血红蛋白中亚

铁血红素中的过氧化物发生反应从而判断的阳性，而患者尿液

样本中很有可能出现红细胞数量较少，或者红细胞被破坏使得

尿液分析仪检测出阳性。（２）尿液分析仪通过化学变化使得其

检测更加细微，患者由于自身的一些其他疾病导致分析仪检查

出阳性。（３）尿液分析仪对于那些尿路感染并伴有其他微生物

的患者尿液样本检测出阳性造成结果误差［１０］。

总而言之，尿液分析仪和显微镜红细胞计数法各有其特

点，临床中根据不同的情况酌情的使用检测方法，必要时可以

二者联合检测，这对提高临床的确诊率具有重要意义。
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·检验技术与方法·

ＰＣＲ反向斑点杂交技术在乙型肝炎病毒基因分型检测中的应用

李　明，刘　琴△，王　冠

（新疆医科大学附属中医医院检验科，新疆乌鲁木齐８３００００）

　　摘　要：目的　利用反向斑点杂交技术对乌鲁木齐汉族和少数民族人群血清中乙型肝炎病毒的进行快速基因分型，了解和分

析该地区人群感染 ＨＢＶ的基因型分布特征。方法　结合普通ＰＣＲ和反向斑点杂交技术对７３２例临床慢性乙型肝炎患者血清

ＨＢＶ基因分型。结果　在７３２例临床病例中，ＨＢＶ基因型检出率为１００．００％。发现６种基因型，其中Ｃ型为主占５３．８３％，其

次为Ｂ型占２５．２７％；Ｄ型占１６．１２％；ＣＤ混合型占３．０１％；ＢＣ混合型占０．８２％；ＢＤ混合型占０．９６％。其中３５例少数民族患者

血清乙肝ＤＮＡ以Ｄ型为主，占８２．８６％；其余Ｂ型、Ｃ型和ＣＤ混合型分别占８．５７％、５．７１％和２．８６％。结论　新疆乌鲁木齐地

区 ＨＢＶ基因型以Ｃ型为主，而少数民族 ＨＢＶ基因型以Ｄ型为主。深入研究不同乙肝ＤＮＡ各种基因型对不同人群侵袭力差

异，或许能为对乙肝感染防治提出新的思路。

关键词：肝炎病毒，乙型；　基因型；　反向斑点杂交

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１７．０４３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１７２３０００３

　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）为双链ＤＮＡ病毒，是传染性疾病乙 型病毒性肝炎的主要病因，感染 ＨＢＶ可引起肝硬化甚至肝细
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胞癌变。根据 ＨＢＶ全基因序列差异性大于或等于８％或Ｓ区

基因序列差异性大于或等于４％，可将 ＨＢＶ分为９种基因亚

型（Ａ～Ｉ）
［１］，其分布具有典型的地域差异。不同的基因型易

发生的突变类型不同，与病情转归也密切相关［２３］。本研究采

用ＰＣＲ反向斑点杂交技术对７３２例ＨＢＶ感染者血清ＨＢＶＤ

ＮＡ进行了基因分型研究，以期了解新疆乌鲁木齐地区 ＨＢＶ

基因型的分布特点，现将研究结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　７３２例慢性乙型肝炎患者其中３５例少数名

族均来自新疆医科大学附属中医医院，部分服用过或正在服用

拉米夫定和／或阿德福韦。其中男性４４３例，女性２８９例。年

龄１４～８６岁，平均（４０±１３）岁。根据不同年龄分为小于３０

岁、３０～＜４０岁、≥４０岁３个年龄组。全部病例均符合中华医

学会肝病学分会和中华医学会感染病学分会２０１０年修订的

《中国慢性乙型肝炎防治指南》中慢性乙型肝炎的诊断标准，收

集血清于－２０℃保存。

１．２　仪器与试剂　ＤＡ７６００ＰＣＲ扩增仪、孵育箱、生物安全

柜、离心机、乙型肝炎病毒基因分型试剂盒等均由中山大学达

安基因股份有限公司提供。

１．３　方法　待检样本的ＤＮＡ严格按照操作步骤使用乙型肝

炎病毒ＤＮＡ试剂盒提取；然后按照乙肝ＤＮＡ扩增操作程序

在达安ＤＡ７６００仪上进行扩增；最后使用乙型肝炎病毒基因分

型检测试剂盒杂交和显色来判读，膜条上探针排列顺序依次为

Ｃ３、Ｃ２、Ｃ１、Ｄ、Ｂ、ＰＣ、ＣＣ，其中Ｃ３、Ｃ２、Ｃ１为Ｃ型，Ｄ为Ｄ型，Ｂ

为Ｂ型，ＣＣ为显色反应质控点，ＰＣ为ＰＣＲ质控点。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量资料用狋检

验或者非参数检验，计数资料用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶ基因型在该地区的分布　见表１。

２．２　ＨＢＶ基因型在不同年龄组的分布　通过年龄组分层分

析可见，不同基因型在各年龄组中分布基本均衡，差异无统计

学意义（χ
２＝３．６９０，犘＝０．７１９）。其中４０岁以上组在所有基

因型中所占的数目都是最高的。见表２。

２．３　ＨＢＶ基因型在不同民族的分布　见表３。

表１　　ＨＢＶ基因型在男女之间的分布［狀（％）］

性别 Ｂ基因型 Ｃ基因型 Ｄ基因型 ＢＣ基因型 ＢＤ基因型 ＣＤ基因型 合计

男 １１６（１５．８５） ２３９（３２．６５） ７１（９．７０） ３（０．４１） ５（０．６８） １４（１．９１） ４４３（６０．５２）

女 ６９（９．５４） １５５（２１．１７） ４７（６．４２） ３（０．４１） ２（０．２７） ８（１．０９） ２８４（３８．８０）

合计 １８５（２５．２７） ３９４（５３．８３） １１８（１６．１２） ６（０．８２） ７（０．９６） ２２（３．０１） ７３２（１００．００）

　　：犘＞０．０５，与男性比较。

表２　　ＨＢＶ基因型在不同年龄组之间的分布（狀）

年龄组 Ｂ基因型 Ｃ基因型 Ｄ基因型 ＢＣ基因型 ＢＤ基因型 ＣＤ基因型 合计

＜３０组 ３９ ８４ ２５ １ １ ５ １５５

３０～＜４０岁组 ４９ １３２ ３５ ３ ２ ７ ２２８

≥４０组 ９７ １７８ ５８ ２ ４ １０ ３４９

合计 １８５ ３９４ １１８ ６ ７ ２２ ７３２

表３　　ＨＢＶ基因型在不同民族之间的分布［狀（％）］

民族 Ｂ基因型 Ｃ基因型 Ｄ基因型 ＢＣ基因型 ＢＤ基因型 ＣＤ基因型 合计

汉族 １８２（２６．１１） ３９２（５６．２４） ８９（１２．７７） ６（０．８６） ７（１．００） ２１（３．０１） ６９７（１００．００）

少数民族 ３（８．５７） ２（５．７１） ２９（８２．８６） ０（０．００） ０（０．００） １（２．８６） ３５（１００．００）

合计 １８５（２５．２７） ３９４（５３．８３） １１８（１６．１２） ６（０．８２） ７（０．９６） ２２（３．０１） ７３２（１００．００）

　　：犘＜０．０５，与汉族比较。

３　讨　　论

ＨＢＶ基因型是根据病毒基因组水平差异进行划分的
［４］。

不同基因型都有其各自明确的特点，更能从本质上反映病毒特

点及其异质性。人类感染 ＨＢＶ的基因型呈一定典型的地域

性分布。在我国目前流行的 ＨＢＶ基因型主要为Ｂ型和Ｃ型，

其中北方以Ｃ型为主，南方以Ｂ型为主，在新疆等边远地区可

有Ｄ基因型分布
［５６］。目前常用的基因型分析方法主要有：核

酸测序，聚合酶链反应限制性片段长度多态性，单克隆抗体酶

联免疫吸附试验，ＨＢＶ基因型特异性引物ＰＣＲ分型法等
［７］。

其中以基因序列测序视为“金标准”，但因费用昂贵以及测序耗

时，不适合进行大样本量的检测。

反向杂交（ＲＤＢ）是Ｓａｉｋｉ等
［８］提出的一种斑点杂交技术，

该技术具有快速、简便、敏感度和特异度高等特点，尤其是在基

因分型、基因突变检测、病原体检测等方面具有独特的优势实

验采用的ＰＣＲ反向斑点杂交技术试剂盒，选取人乙型肝炎病

毒基因组中编码表面抗原的Ｓ基因的编码区为扩增靶区域，设

计特异性引物及Ｂ、Ｃ、Ｄ型特异性探针，预先将特异性探针包

被在尼龙膜上，再利用生物素标记的引物对靶片段进行ＰＣＲ

扩增，ＰＣＲ产物和膜条上的特异性探针杂交，靶标中的型特异

性片段会和特异性探针结合，未结合的ＰＣＲ产物通过洗膜去
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除，最后进行显色和结果分析。检测结果可直接用肉眼分辨，

操作变得更为简便节省成本。

在７３２例临床病例中，ＨＢＶ基因型检出率为１００％。共

发现６种基因型，其中 Ｃ型为主占５３．８３％，其次为Ｂ型占

２５．２７％；Ｄ型占１６．１２％与李玉梅等
［９］报道的阿勒泰地区和

王复元等［１０］报道的克拉玛依地区的 ＨＢＶ基因型排序一致；其

他为ＣＤ、ＢＣ和ＢＤ混合型占４．７８％，与阿勒泰地区一致但低

于克拉玛依地区。ＨＢＶ基因型在不同性别和不同年龄段比较

差异均无统计学意义（犘＞０．０５），提示新疆乌鲁木齐地区慢性

乙肝病毒基因分型在不同性别和年龄分布均一性趋势。而在

３５例少数民族患者中，ＨＢＶ基因型以Ｄ型为主占８２．８６％；其

余Ｂ型、Ｃ型和ＣＤ混合型分别占８．５７％、５．７１％和２．８６％。

与汉族人群的基因型分布比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

这与其他研究结果相一致［１１１２］。

综上所述，新疆乌鲁木齐地区 ＨＢＶ基因型以Ｃ型为主，

而少数民族 ＨＢＶ基因型以Ｄ型为主。用ＰＣＲ反向斑点杂交

技术对乙型肝炎病毒基因分型检测，操作方便、快捷，能够在一

次实验中有效区分 ＨＢＶ基因型，对于慢性 ＨＢＶ感染的临床

诊疗非常适用。具有常规检测方法所不具备的突出优势和良

好的临床应用前景，适合各级医院大力开展。
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