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荧光定量分型ＰＣＲ法在ＨＢＶＤＮＡ检测中的应用
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　　摘　要：目的　探讨荧光定量分型ＰＣＲ法在乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ检测中的作用，为ＨＢＶ基因的分型提供参考。方法

　对１２０份 ＨＢＶＤＮＡ阳性样本分别采用荧光定量分型ＰＣＲ法和直接测序法检测，比较两种方法的检测效果。结果　１２０份样

本均被荧光定量分型ＰＣＲ法和直接测序法成功分型，荧光定量分型ＰＣＲ检出２９（２４．１７％）例混合感染样本，直接测序法检出７

（５．８３％）例，前者检出率高于后者（χ
２＝１５．８１７，犘＝０．０００）；两种方法的一致性较好（Ｋａｐｐａ值为８１．６７％）；检测结果不一致的样

本经ＴＡ克隆后，证实与荧光定量分型ＰＣＲ法的检测结果一致。结论　荧光定量分型ＰＣＲ法是一种简便、快速高效的 ＨＢＶ基

因分型法，对基因型混合感染样本的检出率高于直接测序法，且正确率高。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）可引起慢性、急性

肝炎，甚至肝癌，对人体健康危害非常大［１］。根据 ＨＢＶ全基

因组序列差异大于或等于８％，或者Ｓ基因序列大于或等于

４％，临床上通常将 ＨＢＶ分为Ａ～Ｈ型，共８个基因型
［２］。我

国主要分布的基因型有：Ｂ型、Ｃ型，以及Ｂ、Ｃ混合型。因此，

对 ＨＢＶ感染进行正确分型，对于指导诊断和治疗有重要意

义。ＨＢＶＤＮＡ是 ＨＢＶ感染最直接，灵敏性最高的指标。本

院以１２０份 ＨＢＶＤＮＡ阳性样本为研究对象，探讨荧光定量

分型ＰＣＲ在 ＨＢＶＤＮＡ检测中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年９月至２０１３年９月本院感染科

住院部收治的乙肝患者作为研究对象。纳入标准：（１）符合

２０００年病毒性肝炎防治方案的诊断标准
［１］；（２）ＨＢＶ表面抗

原（ＨＢｓＡｇ）均为阳性；（３）获得患者知情同意。排除标准：（１）

孕产妇、哺乳期妇女；（２）合并有心、肝、肾功能障碍者；（３）合并

有其他可能影响实验结果的疾病。符合纳入排除标准的共

１２０例，其中男性６９例，女性５１例；年龄２３～７８岁，平均

（４７．６±１２．８）岁；病程０．５～５年，平均（１．２±０．４）年。

１．２　仪器与试剂　仪器：ＣＦＸ９６ＴＭ 实时定量ＰＣＲ仪、凝胶

成像仪为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。ＡＢＩ３１００ＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｚｅｒ

为美国ＡＢＩ公司产品。试剂：ＰＣＲ试剂由中山大学达安基因

股份有限公司提供，试剂盒ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为日本ＴａＫａＲａ公司

产品。

１．３　方法　空腹采血，离心后用煮沸裂解法从血清中提取

ＨＢＶＤＮＡ，于－２０ ℃的环境下保存待检。荧光定量分型

ＰＣＲ基因分型：ＰＣＲ反应总体积大约为２０μＬ，其中包括２μＬ

ＤＮＡ模板，１０μＬ反映混合液，另外还有３种不同分型的探针

和引物，包括２μＬ（０．３μｍｏｌ／Ｌ）Ｂ型探针、２μＬ（０．３μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ型探针以及 ２μＬ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）Ｂ、Ｃ 型引物。然后由

ＣＦＸ９６ＴＭＰＣＲ扩增仪进行扩增检测，并采用 ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ

ＴＭ１．１软件进行数据分析
［４］。直接测序基因分型：将Ｓ基因

区域进行扩增，扩增的条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，５５℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ。接着采用双脱氧链末端终止法对测序片段进行扩

增纯化变性，并对序列进行分析，统计数据［３］。最后用 ＮＣＢＩ

工具进行基因分型，比如双峰则被认为是Ｂ、Ｃ型混合感染。

ＴＡ克隆：对两种检测方法检测结果不一致时进行 ＴＡ克隆，

挑取大约２０～４０个阳性克隆之后，对单菌落测序检测其基

因型。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件录入并进行统计

学分析。一致性计算采用一致性计算公式，定性资料的描述采

用χ
２ 检验和秩和检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法的基因分型结果　共对１２０例样本进行检测，

且均被荧光定量分型ＰＣＲ法和直接测序法成功分型；两种方

法检测结果显示基因中只存在３种类型的基因型，分别为Ｂ

型、Ｃ型以及Ｂ、Ｃ型混合感染，Ｂ型在这些基因型中所占的比

例最大。荧光定量分型ＰＣＲ检出２９例（２４．１７％）混合感染样

本，直接测序法检出７（５．８３％）例，荧光定量分型ＰＣＲ法检出
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率高于直接检测法（χ
２＝１５．８１７，犘＝０．０００）。见表１。

表１　　两种方法基因分型的结果比较［狀（％）］

检测方法 Ｂ型 Ｃ型 Ｂ、Ｃ型混合感染

荧光定量分型ＰＣＲ法 ８１（６７．５０）１０（８．３３） ２９（２４．１７）

直接测序法 ９５（７９．１７）１８（１５．００） ７（５．８３）

　　：犘＜０．０５，与直接测序法比较。

２．２　两种检测方法基因分型结果一致性检验　两种检测方法

对１２０例样本成功分型，对两种方法的一致性进行检测，得

Ｋａｐｐａ值系数为８１．６７％，大于７５％，说明一致性较好。见

表２。

表２　　两种检测方法基因分型结果一致性检验（狀）

直接测序法
荧光定量分型ＰＣＲ

Ｂ型 Ｃ型 Ｂ、Ｃ型混合感染
合计

Ｂ型 ８１ ０ １４ ９５

Ｃ型 ０ １０ ８ １８

Ｂ、Ｃ型混合感染 ０ ０ ７ ７

合计 ８１ １０ ２９ １２０

２．３　ＴＡ克隆基因分型结果　经过两种方法检测得到总共２２

份检测结果不一致的样本，从其中随机选出由荧光定量分型

ＰＣＲ法检测为混合感染，而直接测序法检测为单一型感染的

１０份样本进行ＴＡ克隆，分别挑选出５０个克隆后测序检测基

因型，结果发现１０份样本均存在Ｂ型和Ｃ型基因，说明样本

为混合感染，与荧光定量分型ＰＣＲ法的检测结果相同。

３　讨　　论

ＨＢＶ是一种与ＤＮＡ有关的病毒，它是引起人类急、慢性

肝炎的 ＤＮＡ 病毒，也被称为丹氏颗粒
［５］。临床上通常将

ＨＢＶ根据其全基因组序列差异或者Ｓ基因序列分为８个基因

分型［６］。这８个基因分型主要是由长期病毒突变以及宿主的

筛选累积形成的，因此它不仅能反映出病毒种系发生关系以及

核算变异程度，而且与感染者的临床表现、抗病毒疗效以及预

后情况息息相关［７］。

ＨＢＶＤＮＡ是 ＨＢＶ感染最为直接、特异和敏感的指标，

ＨＢＶＤＮＡ阳性则表示 ＨＢＶ复制且有传染性
［８］。ＨＢＶＤＮＡ

定量检查是检查 ＨＢＶ在人体血液中的含量，这对于指导医务

工作者了解患者的病情发展状况，并采取更好的治疗方式有重

要意义。

研究显示我国分布的主要基因型是Ｂ型、Ｃ型，以及Ｂ、Ｃ

型混合感染。对于基因型检测方法主要包括序列分析法、ＰＣＲ

分型法、聚合酶反应法、杂交法以及酶联免疫法［９］。以往临床

上通常将序列分析法作为 ＨＢＶ基因分型的金标准，但该方法

的操作过程复杂，且耗时、耗力［１０１２］。荧光定量分型ＰＣＲ法作

为一种新兴的方法被用于临床，为了研究荧光定量分型ＰＣＲ

法在 ＨＢＶＤＮＡ阳性检测中的应用，本院展了本次研究。本

次研究中作者选用的探针为ＴａｑＭａｎ，该探针是一种寡核苷酸

探针，其５′末端连有荧光基团，３′末端连有淬灭基团。探针配

对靶序列时，荧光接近淬灭基团就会被淬灭；而延伸反应中，聚

合酶５′端外切酶活性切断探针，致使荧光、淬灭两基团分离，

荧光可发射。随着扩增循环数的不断增加，荧光基团的释放量

也就得到了不断积累。

本研究发现，两种方法检测结果显示基因中只存在３种类

型的基因型，分别为Ｂ型、Ｃ型，以及Ｂ、Ｃ型混合感染，Ｂ型基

因在这些基因型中所占的比例最大。荧光定量分型ＰＣＲ检出

了２９例（２４．１７％）混合感染样本，直接测序法检出 ７例

（５．８３％），荧光定量分型ＰＣＲ法检出率高于直接检测法（χ
２＝

１５．８１７，犘＝０．０００）。两种方法进行一致性检测，得 Ｋａｐｐａ值

为８１．６７％，大于７５％，说明一致性较好。两种方法检测得到

总共２２份检测结果不一致的样本，从其中随机选出由荧光定

量分型ＰＣＲ法检测为混合感染，而直接测序法检测为单一型

感染的１０份样本进行ＴＡ克隆，分别挑选出５０个克隆后测序

检测基因型，结果发现１０份样本均存在Ｂ型和Ｃ型基因，说

明样本为混合感染，与荧光定量分型ＰＣＲ法的检测结果相同。

从本次研究结果中可以看出，荧光定量分型ＰＣＲ法是一种以

特异性探针法为主的检测方法，尤其对于混合感染的检测敏感

度较高。而且该方法操作简便、特异度高，且降低了检测过程

中的污染的可能性，使整个检测的速度得到提升。

综上所述，荧光定量分型ＰＣＲ法是一种简便、快速、高效

的 ＨＢＶ基因分型法，对基因型混合感染样本的检出率高于直

接测序法，且正确率高，适合针对我国分布的主要 ＨＢＶ基因

型进行分型检测，值得在临床上推广应用。
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