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慢性乙型肝炎患者乙型肝炎病毒基因分型的临床意义
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　　摘　要：目的　探讨不同乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因型与相关生化指标和 ＨＢＶＤＮＡ定量水平的相关性。方法　采用ＤＮＡ

芯片技术，对２１６例 ＨＢＶ感染患者进行 ＨＢＶ基因型分型检测，同时检测血清 ＨＢＶＤＮＡ和肝功能指标。结果　２１６例患者中，

ＨＢＶＢ型１３８例（占６３．８９％，１３８／２１６），ＨＢＶＣ型６８例（占３１．４８％，６８／２１６），ＨＢＶＢ＋ＨＢＶＣ型混合感染８例（占３．７０％，８／

２１６），ＨＢＶＤ型２例（占０．９３％，２／２１６）。各基因型 ＨＢＶ感染者之间比较，ＨＢＶＤＮＡ水平和肝功能指标差异均无统计学意义

（犘＞０．０５）。结论　该院患者 ＨＢＶ感染以 ＨＢＶＢ型为主，ＨＢＶＣ型次之。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）是全球最普遍感染的病毒之一。世

界范围内大约有２０亿人（占世界人口的１／３）有血清学证据在

过去或持续感染 ＨＢＶ，我国 ＨＢＶ携带者超过１亿。ＨＢＶ感

染存在明显的地域差异，根据 ＨＢＶ全基因序列异质性大于等

于８％的特点，现已明确 ＨＢＶ 分为 Ａ～Ｈ８个基因型
［１］。

ＨＢＶ基因分型与疾病的发生、治疗和预后都有一定的关联，因

此 ＨＢＶ基因分型将有助于治疗药物的选择和疗效评价。本

研究采用ＰＣＲ体外扩增和ＤＮＡ反向点杂交相结合的 ＤＮＡ

芯片技术，对本院２１６例住院患者血清样本进行 ＨＢＶ基因分

型、ＨＢＶＤＮＡ定量以及丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和天门冬

酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、血清总胆红素（ＴＢＩＬ）、胆碱酯酶（ＣＨＥ）

检测，旨在了解不同 ＨＢＶ亚型在本院患者中的分布特征及

ＨＢＶ基因型与相关生化指标的相关性，为临床医生治疗 ＨＢＶ

感染提供参考依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２１６例患者血清均来自２０１２年１月至２０１３

年５月泸州医学院附属医院传染科慢性乙型肝炎住院患者，男

１４４例，女７２例，年龄１５～６９岁，平均（３６．３６±１３．０６）岁。患

者均排除其他类型的肝炎病毒感染和合并其他原因导致的肝

脏损伤。临床诊断符合 ２０００年《病毒性肝炎防治方案》

标准［２］。

１．２　仪器与试剂　深圳凯杰 ＨＢＶＤＮＡ定量检测试剂盒，深

圳亚能生物工程公司 ＨＢＶ基因分型检测试剂盒，ＡＢＩ７５００

ｆａｓｔ荧光定量ＰＣＲ扩增仪，ＦＹＹ３型分子杂交仪；所有试剂均

为配套试剂，并严格按照仪器说明规范操作和使用试剂。

１．３　方法

１．３．１　ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＣＨＥ、ＴＢＩＬ的检测　严格按照试剂盒说

明书进行。

１．３．２　ＨＢＶＤＮＡ定量　ＤＮＡ的提取按照试剂盒说明书操

作，ＰＣＲ扩增体系按照试剂说明书进行。

１．３．３　基因分型　ＤＮＡ的提取方法同ＤＮＡ定量检测，反应

条件为５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６８℃１ｍｉｎ，３０

个循环；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃５

ｍｉｎ。得到的扩增产物进行杂交和显色；结果的判读 ＨＢＶ膜

条上的探针排列顺序如下：膜条第 １ 行ｒｔ１８０Ｌ、ｒｔ２０４Ｍ、

ｒｔ２０７Ｍ、ｒｔ２０７Ｖ为拉米夫定敏感检测位点，ｒｔ１８１Ａ、ｒｔ２３６Ｎ为

阿德福韦酯敏感检测位点；膜条第 ２行ｒｔ１８０Ｍ、ｒｔ２０４Ｖ、

ｒｔ２０４Ｉ、ｒｔ２０７Ｉ为拉米夫定耐药检测位点，ｒｔ１８１Ｖ、ｒｔ２３６Ｔ为阿

德福韦酯耐药检测位点；ＨＢＶＢ、ＨＢＶＣ、ＨＢＶＤ分别表示

ＨＢＶ基因亚型Ｂ、Ｃ和Ｄ；ＰＣ为显色内控。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学处

理，计数资料用χ
２ 检验进行率的比较，计量资料用狋检验进行

计量资料进行统计，以狓±狊表示。犘＜０．０５表示差异具有统

计学意义。

２　结　　果

２１６例患者中，ＨＢＶＢ型１３８例，占６３．８９％（１３８／２１６）；

ＨＢＶＣ型６８例，占３１．４８％（６８／２１６）；ＨＢＶＢ＋ＨＢＶＣ型混

合感染８例，占３．７０％（８／２１６）；ＨＢＶＤ型２例，占０．９２％（２／

·５２０３·国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２



２１６）。ＨＢＶＢ型和 ＨＢＶＣ型感染者之间比较，ＡＬＴ、ＡＳＴ、

ＴＢＩＬ、ＣＨＥ和 ＨＢＶＤＮＡ水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＨＢＶＢ＋ＨＢＶＣ型混合感染和 ＨＢＶＤ型感染者例数较少，

不予比较。结果见表１。

表１　　２１６例患者 ＨＢＶ基因型和肝功能指标及 ＨＢＶＤＮＡ定量的关系（狓±狊）

基因型 狀 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ＣＨＥ（Ｕ／Ｌ） ＨＢＶＤＮＡ（×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＨＢＶＢ １３８ １４４．９７±２１７．５７ １０９．６３±１２１．３４ ３０．０７±６３．２９ ３１２３．５２±１５８６．３１ ６．０２±０．９５

ＨＢＶＣ ６８ １３７．２８±１８５．２６ １０６．５６±１１１．２９ ４０．５１±６９．８９ ３４５０．１９±１６２９．４４ ５．８９±０．６７

ＨＢＶＢ＋ＨＢＶＣ ８ １４６．８２±２１６．９９ ８９．６５±７５．１６ ３９．３３±１３．７４ ３３０７．１６±１５３４．３５ ５．７５±０．６１

ＨＢＶＤ ２ １４５．０７±１７５．６８ ９６．３２±６４．５６ ３４．２６±６４．５６ ３２４６．５４±１２４３．２７ ５．９２±０．２３

３　讨　　论

根据 ＨＢＶ膜蛋白的个别氨基酸改变将其分为ａｄｗ、ａｄｒ、

ａｙｗ和ａｙｒ４个主要血清亚型
［３］。这种基于外膜蛋白表现型的

ＨＢＶ亚型分类，并不能确切反映病毒的异质性。近年来根据

不同病毒株全基因序列间的差异在８％或以上，或Ｓ基因序列

差异在４％或以上的原则，ＨＢＶ被分为 Ａ～Ｈ８个基因型
［１］。

这种建立在基因测序基础上的分型方法能够更为准确地反映

病毒基因的异质性。由于ＨＢＶ逆转录酶缺乏３′→５′外切酶活

性，ＨＢＶ在复制过程中基因变异率较高，ＨＢＶ会在不同的地

区形成相对稳定的野生株，所以不同国家和地区存在不同的

ＨＢＶ基因型的分布特点，ＨＢＶ基因型呈一定的地域差异这一

论点基本得到学者们的认同。我国 ＨＢＶ的主要流行毒株为

ＨＢＶＢ型和 ＨＢＶＣ型，南方以ＨＢＶＢ型为主，北方以ＨＢＶ

Ｃ型为主，ＨＢＶＤ型仅见于少数民族地区，如西藏和新疆，

ＨＢＶＡ、ＨＢＶＦ型偶有发现
［４５］。

本研究分析了本院２１６例慢性 ＨＢＶ感染者的基因型分

布情况，结果显示本院慢性 ＨＢＶ感染以 ＨＢＶＢ型和 ＨＢＶＣ

型为主，ＨＢＶＢ型占６３．８９％（１３８／２１６），ＨＢＶＣ型占３１．４８％

（６８／２１６），ＨＢＶＢ＋ＨＢＶＣ型混合感染占３．７０％（８／２１６），

ＨＢＶＤ型占０．９２％（２／２１６），基本符合我国西南地区的特点。

ＨＢＶＢ型感染率比胡朝辉等
［６］研究报道的结果（５６．８％）要

高，但是低于任文娟等［７］报道的８６．７％，与谭文婷等
［８］报道重

庆地区 ＨＢＶ基因分布特点的有差异，ＨＢＶＢ型占４５．６％，

ＨＢＶＣ型占５３．９％。究其原因可能与研究者选测对象、范围

和样本量的多少以及试验方法等有关，另本院是川南最大的一

所三级甲等教学医院，地处云南、贵州、四川交界等复杂地理位

置因素有关。

ＡＬＴ在肝炎急性期升高明显，是判断肝脏损害程度的主

要指标。ＨＢＶＤＮＡ是诊断乙型肝炎、提示病毒复制活跃与否

的金标准。近年来，关于 ＨＢＶ基因型与肝功能及 ＨＢＶＤＮＡ

水平等相关性的研究很多，但是结果很不一致。部分研究结果

显示 ＨＢＶ基因型与肝脏受损程度及 ＨＢＶＤＮＡ水平有关，

ＨＢＶＣ型感染更容易发展为肝硬化与肝癌，ＨＢＶＣ型 ＨＢＶ

ＤＮＡ水平高于 ＨＢＶＢ型
［９１１］。但也有学者认为，ＨＢＶ基因

型与肝脏受损程度及 ＨＢＶＤＮＡ水平无关
［１２１３］。本研究结果

显示：任意２种 ＨＢＶ基因型之间 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ和 ＨＢＶ

ＤＮＡ定量水平的差异均无统计学意义（犘＞０．０５），可说明不

同基因型与病毒复制活跃情况及对肝脏的损害程度关系不大。

从患者的 ＨＢＶＤＮＡ定量结果可知，各种基因型的 ＨＢＶ复制

都非常活跃，而ＡＬＴ和ＡＳＴ水平波动范围很大，因此感染同

一基因型 ＨＢＶ的患者存在很大的个体差异。ＣＨＥ是反映肝

脏合成能力的一个灵敏指标，可间接反映患者的预后。董格峰

等［１４］报道不同基因型ＨＢＶ感染患者的ＣＨＥ水平差异有统计

学意义（犘＜０．０１），不同基因型 ＨＢＶ对肝脏的合成能力影响

不同，对疾病预后的影响存在差异。ＨＢＶＢ＋ＨＢＶＣ型混合

感染对肝脏的合成能力影响最大，预后最差，而 ＨＢＶＢ型感

染者预后最好，ＨＢＶＣ型感染者居中；认为 ＨＢＶ基因型对肝

脏疾病病情轻重有一定的影响。但是本研究结果显示，感染不

同基因型 ＨＢＶ 的患者 ＣＨＥ水平差异无统计学意义（犘＞

０．０５），这可能与本研究样本量相对较少有关。

对于不同地区 ＨＢＶ基因型与临床资料相关性研究结果

不一致的原因，可能与选择的实验对象、范围与样本量大小等

有关。所以，临床医生应综合分析各研究对当地 ＨＢＶ基因型

的报道，以便了解全国范围内 ＨＢＶ基因型与临床表现的相关

性。同时，ＨＢＶ感染后的临床表现不是仅与 ＨＢＶ基因型相

关，还与免疫状态、遗传因素及环境有关，ＨＢＶ基因型只是其

重要影响因素之一。随着对 ＨＢＶ研究的深入，ＨＢＶ基因型

在疾病发病机制、疾病进程及抗病毒治疗中扮演的角色也将被

逐一解开。

总之，本院慢性乙型肝炎患者以 ＨＢＶＢ型和 ＨＢＶＣ型

感染为主，ＨＢＶＢ型为优势基因型，各基因型 ＨＢＶ复制都相

当活跃。不同基因型与肝脏的合成能力及 ＨＢＶＤＮＡ定量无

关。越来越多的证据表明，ＨＢＶ基因型与乙型肝炎发病机制、

转归、抗病毒疗效均有密切关系。通过多中心、大样本量进行

更深入的研究，对了解我国 ＨＢＶ基因型的分布概况和乙型肝

炎的防治具有非常重要的意义。
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原体、病毒作用［９１０］。Ｇｈａｆｏｕｒｉ等
［６］发现吸烟患者鼻腔灌洗液

中ＰＬＵＮＣ蛋白水平较非吸烟者低。Ｌｉｎｄａｈｌ等
［１１］发现在职

业性刺激性化学物接触者，鼻分泌物中ＰＬＵＮＣ水平较健康人

低。本研究中，有８例ＡＲ患者在过敏原刺激后ＰＬＵＮＣ蛋白

表达下调（下调率８０％），这与Ｇｈａｆｏｕｒｉ等
［１２］的研究结果较一

致，具体机制有待进一步研究。ＡＰＯＡ１主要存在于血浆及乳

糜微粒中，参与脂代谢及信号传导作用，有研究发现 ＡＰＯＡ１

具有抑制ＩＬ１、ＩＬ８等因子抑制中性粒细胞功能的作用
［１３］，亦

有研究显示在学龄儿童体内 ＡＰＯＡ１水平升高与过敏性哮喘

关系密切［１４］。本研究发现，在接受变应原刺激后，ＡＲ患者鼻

液中ＡＰＯＡ１表达升高，说明 ＡＲ患者发病时血管通透性升

高，但ＡＰＯＡ１在ＡＲ中的作用尚不明确。

α抗胰蛋白酶是具有蛋白酶抑制作用的一种急性时相反

应蛋白，它不仅作用于胰蛋白酶，同时也作用于糜蛋白酶、尿激

酶、胶原酶、弹性蛋白酶、纤溶酶和凝血酶等，与这些酶结合，抑

制其活性，从而增加细胞生物膜稳定性，起到抗炎、防御作用。

本研究发现，在ＡＲ患者接受过敏原刺激后，其鼻腔灌洗液中

α抗胰蛋白酶表达上调，说明α抗胰蛋白酶在 ＡＲ患者鼻黏膜

中具有保护上皮细胞、减少黏膜损伤作用，是 ＡＲ急性发病的

一种自我防御、修复作用。

结合珠蛋白是肝脏合成的一种糖蛋白，分布在血清中，与

游离血红蛋白结合成稳定的复合物，被单核巨噬细胞系统吞

噬、降解，从而减少游离血红蛋白。结合珠蛋白同时又是一种

急性期时相反应蛋白。当机体处于应激状态时，血液中的结合

珠蛋白明显增多。本研究中，在受过敏原刺激后的ＡＲ患者鼻

液中，结合珠蛋白表达明显上调，但其具体机制及生物学功能

尚不明确，推测可能与急性反应及血管通透性增加有关。

本研究采用蛋白质组学技术方法筛选出 ＡＲ患者在受过

敏原刺激后鼻腔灌洗液的差异表达蛋白，初步探索了ＡＲ的生

物标记物，以期能为开发特异度高、快捷、经济的ＡＲ早期诊断

方法提供依据。
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