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基因型与临床特征相关性分析!
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"
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"
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#
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摘
"

要"目的
"

分析重庆地区乙型肝炎病毒"

Y!X

#感染人群中
Y!X

基因型的群体差异!以及不同的基因

型种类与患者临床特征之间的关系!为重庆地区乙型肝炎诊断'治疗和预防提供理论依据$方法
"

采集重庆
%

个地区
?=%

例
Y!X

感染者血清样本及其临床诊疗历史数据!

\̂ F

提取目的基因!采用直接测序法分析获得的

Y!X.

基因序列!运用
,̂ !9

在线软件及
2/U'=3$

软件分析每例
Y!X

样本的基因型种类!使用多种生物信

息分析软件对
.

基因突变位点进行分析!探讨基因型情况与临床特征及
.

基因突变三者间的相关性$结果
"

重庆地区
Y!X

感染者中!

!

和
^

基因型在年龄'性别'临床用药及
Y!X+,'

载量方面差异无统计学意义

"

N

&

$3$"

#%

Y!X

感染者中丙氨酸氨基转移酶"

'0G

#异常值"

&

E$Z

(

0

#比例方面
^

基因型明显高于
!

基因

型!

Y!H'

P

阳性率方面
^

基因型明显高于
!

基因型!差异均有统计学意义"

N

%

$3$"

#%肝硬化(肝细胞癌组中
^

基因型比例显著高于无症状
Y!X

携带者组和慢性乙型肝炎组!与之相应的
!

基因型在无症状
Y!X

携带者组

和慢性乙型肝炎组的比例高于肝硬化(肝细胞癌组!差异均有统计学意义"

N

%

$3$"

#$

!

和
^

基因型
Y!X.

基

因不同细胞表位均存在大量突变!

^

基因型的多突变率高于
!

基因型!差异有统计学意义"

N

%

$3$"

#$结论
"

重庆地区
!

基因型为优势基因型%

^

基因型比
!

基因型具有更强的致病力和更高的多突变率!且容易引起肝硬

化及肝细胞癌$

关键词"乙型肝炎病毒%

"

基因型%

"

临床相关性%

"

重庆

!"#

!

#$3;<=<

"

B

3C--D3#=?;>E#;$3&$#%3&$3$$=

中图法分类号"

F;<E

%

F"#&3=j&

文章编号"

#=?;>E#;$

"

&$#%

#

&$>&E%%>$E

文献标识码"

'

1+,&

@

/)/*.(;%'*44%'()*+7%(A%%+I6O

J

%+*(

@2

%/,+-'&)+)'.%,(=4%/)+>;*+

JQ

)+

J

!

'(I.7%

!

Q(FR.%

&

!

'(-CN+

#

"

@4)%

&T

.%

&

<$%$975#)?

L

.:75

!

@4)%

&T

.%

&

E$$$#E

!

@4.%7

#

17/(4,'(

&

"7

8

%'()9%

"

G6JDJ7

N

hH)LH

P

K6O

(

8C55HKHDIH-65Y!X

P

HD6)

N(

H-JD8)LHI6KKHI)C6D*H)QHHD8C5>

5HKHD)

P

HD6)

N(

H-JD8I7CDCIJ7ILJKJI)HKC-)CI-65

(

J)CHD)-QC)LLH

(

J)C)C-!RCKO-CD5HI)C6DCD L̂6D

PT

CD

P

!

JD8)6

(

K6RC8H)LH6KH)CIJ7*J-C-56K8CJ

P

D6-C-

!

)KHJ)4HD)JD8

(

KHRHD)C6D65Y!XCD5HI)C6DCD L̂6D

PT

CD

P

JKHJ3:%(;*-/

"

G6)J77

N

?=%Y!X>CD5HI)H8

(

J)CHD)-

"

Y!-'

P

>

(

6-C)CRH

#

5K64%KH

P

C6D-65 L̂6D

PT

CD

P

QHKH-H7HI)H8

!

JD8)LH

-HKO4-J4

(

7H-JD8I7CDCIJ78J)JQHKHI677HI)H83Y!X.

P

HDH-H

T

OHDIH-QHKHJILCHRH8*

N

\̂ FJD88CKHI)-H>

T

OHDICD

P

3GLHY!X

P

HD6)

N(

H-QHKHJDJ7

N

hH8*

N

)LH,̂ !96D7CDH-65)QJKHJD82/U'=3$

!

JD8)LH.

P

HDH4O>

)J)C6D-C)H-QHKHJDJ7

N

hH8*

N

)LH*C6CD56K4J)C6D-65)QJKH-3GLHD5OK)LHK-)O8

N

QHKHI6D8OI)H86D)LHKH7J)C6D>

-LC

(

*H)QHHD65

P

HD6)

N(

H-JD8I7CDCIJ75HJ)OKH6K)LH.

P

HDH4O)J)C6D-3<%/=&(/

"

'46D

P

)LHY!X>CD5HI)CD

P(

J>

)CHD)-CD L̂6D

PT

CD

P

!

)LHKHQHKHD6-)J)C-)CIJ77

N

-C

P

DC5CIJD)8C55HKHDIH*H)QHHD

P

HD6)

N(

H!JD8^QC)L

P

HD8HK

!

J

P

H

!

)LH76J865Y!X+,'JD8I7CDCIJ74H8CIJ)C6D

"

N

&

$3$"

#

3'0GJ*D6K4J7KJ)H

"

&

E$Z

(

0

#

JD8Y!H'

P

>

(

6-C)CRHKJ)HQC)L

P

HD6)

N(

H^QHKH-C

P

DC5CIJD)7

N

LC

P

LHK)LJD)L6-H65

P

HD6)

N(

H!

"

N

%

$3$"

#

3GLH

(

K6

(

6K)C6D65

P

HD6)

N(
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目前#全球乙型肝炎病毒)

Y!X

*感染广泛流行#

感染者共约
&3E%

亿人%

#

&

#它所产生的肝损伤最终将

会导致肝硬化)

0̂

*#甚至是肝细胞癌)

Ŷ ^

*#因此控

制其流行已然成为世界各国亟待解决的公共卫生问

题'我国慢性感染者大约
?E$$

万人%

&

&

#属于中
>

高度

流行国家%

;

&

'据0

&$#;

我国卫生统计年鉴1报道#

&$#&

年在重庆地区
Y!X

的发病率为
=;3=?:

)每
#$

万

人*#病死率为
$3$E:

)每
#$

万人*'分析重庆地区

Y!X

基因型分布特征#以及各基因型与
Y!X

感染者

临床特征的关系#为重庆地区乙型肝炎诊断$治疗和

预防提供理论依据'

B

"

材料与方法

B3B

"

材料
"

样本来源为重庆市
%

个地区)黔江区$万

州区$合川区$南川区$涪陵区$垫江县$北碚区和沙坪

坝区*#采集于
&$#E

年
#

月至
&$#E

年
"

月'纳入标

准!出生地为重庆或在重庆已经长期工作$生活多年#

Y!-'

P

检测为阳性者'排除标准!其他类型肝炎)如

酒精性肝炎等*或其他原因引起肝功能异常的疾病'

样本采集具体情况见表
#

'血清样本分离后保存于

A&$`

冰箱#使用干冰运送至实验室#保存于
A%$`

冰箱中'

表
#

""

重庆区域内收集标本分类数量及对应测序成功数#

%

$

区域 选取量 测序成功数

北碚区
"$ E=

沙坪坝区
?= =$

合川区
<= "%

涪陵区
##= ?E

南川区
<= <#

垫江县
<= "E

万州区
<= %"

黔江区
#E& =&

总计
?=% "&%

""

在血清样本收集的同时#收集患者的基本信息

)包括性别$年龄等*以及临床病史相关资料)包括

Y!X+,'

载量$临床免疫学检测结果$用药情况及

预后等*'按照诊断标准将纳入研究的患者分为
E

组!

Ŷ ^

组$

0̂

组$无症状
Y!X

携带者)

'.̂

*组$慢

性乙型肝炎)

Ŷ!

*组'

Ŷ ^

的诊断依据为0原发性

肝癌诊疗规范)

&$#?

年版*1#以病理学检测结果为确

认依据(

0̂

组的诊断依据为0慢性乙型肝炎防治指南

)

&$#"

年版*1#组织学或临床提示存在
0̂

的证据(

Ŷ!

的诊断依据为0慢性乙型肝炎防治指南)

&$#"

年

版*1#丙氨酸氨基转移酶)

'0G

*持续或反复异常#或

肝组织学检查有肝炎病变(

'.̂

组的诊断依据为0慢

性乙型肝炎防治指南)

&$#"

年版*1#

Y!-'

P

$

Y!H'

P

和
Y!X+,'

阳性#血清中
'0G

与天门冬氨酸氨基

转移酶)

'.G

*在正常范围内#肝组织学检查无病变或

病变轻微'

B3C

"

方法

B3C3B

"

仪器与试剂
"

北京博奥生物有限公司
/>̂

N

I>

7HK

G2

<=\̂ F

扩增仪'采用磁珠法)

\HK]CD/74HK

#中

国上海*提取
Y!X+,'

'核酸扩增用
&@GJ

T

\̂ F

2J-)HK2CM

试剂盒)

[CJ

P

HD

#德国*'扩增引物由华大

基因合成#引物序列!

"_>Û UUUUGGGGĜ GGUGG>

U'>;_

和
"_>UUU'̂ Ĝ ''U'GUGGUG'̂ 'U>;_

'

B3C3C

"

标本处理及检测
"

标本收集后#置
A%$`

冰

箱中保存'核酸提取采用磁珠法进行#按照上海铂金

埃尔默生物科技有限公司试剂盒说明书提取'

\̂ F

扩增条件!预变性
<"̀ #$4CD

#然后变性
>

复性
>

延伸

)

<"`

变性
;$-

#

"&`

复性
E"-

#

?&`

延伸
<$-

*

E$

个

循环#

?&`

延伸
#$4CD

'核酸扩增产物保存在
E`

#

送华大基因测序'

B3C3D

"

Y!X

基因分型
"

应用
,̂ !9

在线
UHD6)

N

>

(

CD

P

软件及
7̂O-)J7d&3$

软件对
.

基因序列及
'A

U

参考序列进行比对#确定其基因型'基因型
'#

参考

序列为
'!$?==?%

$

2"?==;

#

'&

参考序列为
'V$#&&$?

(

!#

参考 序 列 为
'!&$"#&

$

'&+&;=?%

#

!&

参 考 序 列 为

'S#&#&"$

#

!;

参考序列为
+$$;;#

#

!E

参考序列为

'!#??"<

(

#̂

参考序列为
'!##??"%

$

'!&$"#&"

#

&̂

参考

序列为
'!$E<=$<

$

'!&$"#&;

#

;̂

参考序列为
1?"="=

$

1?"=="

#

Ê

参考序列为
'!$E%?$"

#

"̂

参考序列为

'!&E##$<

(

+

参考序列为
'!#&==%#

(

/

参考序列为

'!&$"#<&

(

S

参考序列为
'!#==%"$

(

U

参考序列为

'!$"="#;

'

B3C3E

"

Y!X .

基因的多种 突变 分析
"

使 用

2/U'=3$

软件将
!

基因型及
^

基因型
Y!X.

基因

序列分别与参考序列比对#同时翻译成氨基酸序列'

使用
!C6/8C)?3$3<3$

软件分析
Y!-'

P

突变情况#包

括亲水区突变点数$突变频率及突变形式等'

B3D

"

统计学处理
"

将患者资料录入
2CIK6-65)/MIH7

文件中#包括
Y!X

基因型$突变情况$患者基本资料

及治疗资料等'使用
.\..#?3$

软件进行数据统计分

析#两组计量资料比较采用
:

检验#计数资料比较采用

!

& 检验#

N

%

$3$"

为差异有统计学意义'

C

"

结
""

果

C3B

"

Y!X.

基因序列分析
"

所有的血清标本共收

集有
?=%

份#其中
"&%

份样本扩增成功'将测序的
.

基因序列使用
,̂ !9

在线软件分析#结果显示
!

基因

型一共
;E=

例#占
="3";:

(

^

基因型
#%#

例#占

;E3&%:

(

+

基因型
#

例#占
$3#<:

'

+

<%E&

+
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C3C

"

Y!X

基因型与性别$年龄相关性分析
"

Y!X!

基因型患者平均年龄为)

E$3<i#=3E

*岁#与
^

基因型

的)

E$3%i#E3E

*岁比较#差异无统计学意义)

N

&

$3$"

*(

Y!X!

基因型患者男女占比分别为
"%3;;:

)

#<=

"

;;=

*$

E#3<?:

)

#E#

"

;;=

*#与
^

基 因 型 的

";3"<:

)

<?

"

#%#

*$

E=3E#:

)

%E

"

#%#

*比较#差异均无

统计学意义)

N

&

$3$"

*'

C3D

"

Y!X+,'

载量及
Y!H'

P

阳性率与
Y!X

基

因型的相关性分析
"

所收集样本中#共有
;==

份血清

标本具有
Y!X+,'

载量#

!

基因型
+,'

载量的对

数值为
"3%i#3%

#

^

基因型
+,'

载量的对数值为

"3<i#3=

#差异无统计学意义)

N

&

$3$"

*'所收集血

清样本中#

E;?

例有
Y!H'

P

信息#其中
^

基因型阳性

率 %

?#3=#:

)

###

"

#""

*&高 于
!

型 %

"<3&&:

)

#=?

"

&%&

*&#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*'

C3E

"

Y!X

基因型与
'0G

的相关性分析
"

所收集病

例样本中#把患者按照
'0G

值进行分为正常组)

'0G

'

E$Z

"

0

*和异常组)

'0G

&

E$Z

"

0

*'

^

基因型的

'0G

异常率为
"%3=?:

)

%%

"

#"$

*高于
!

基因型的

EE3"?:

)

##"

"

&"%

*#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*'

C3F

"

Y!X

基因与临床使用抗病毒药的相关性分

析
"

所收集病例样本中#共
##;

例患者使用抗病毒

药#主要为拉米夫定$恩替卡韦$阿德福韦酯及联合用

药#

Y!X

基因型与临床使用抗病毒药无明显相关性

)

N

&

$3$"

*'

C3G

"

Y!X

基因型与临床表型的相关性分析
"

由于

Ŷ ^

组患者较少)仅
#&

例*#因而与
0̂

组合并'结

果显示
Ŷ!

组患者最多占
=?3#?:

)

&;;

"

;;&

*#差异

有统计学意义)

N

%

$3$"

*'结果显示#

0̂

及
Ŷ ^

组

中
^

基因型的比例高于
'.̂

组及
Ŷ!

组(而
'.̂

组及
Ŷ!

组
!

基因型的比例高于
0̂

及
Ŷ ^

组#差

异均有统计学意义)

N

%

$3$"

*'见表
&

'

C3H

"

Y!X.

基因突变分析
"

软件
!C6/8C)

分析结果

显示#

!

和
^

基因型均存在不同表位的突变'

Y!-'

P

主要亲水区为
JJ#$$>#=$

#其中位于
JJ#&E>#E?

的-

J

.

抗原决定簇是发生变异的主要部位'结果显示#

!

基

因型突变主要包括
9##$0

$

G#E$,

$

g#&&F

$

G#&='

"

.

$

[#&<Y

"

F

$

\#&?G

$

2#;;0

$

\#&$G

(

^

基因型突变主

要包括
[#$#F

$

.##EG U#;$,

$

9#&=G

"

,

"

.

$

S#;E0

$

.#E;G

$

U#;#,

$

b#$$̂

$

G##;.

'

g#&&F

与
\#&$G

突

变仅在
!

基因型中被发现#

G##;.

仅在
^

基因型被发

现'

b#$$̂

$

9##$0

$

S#;E0

$

2#;;0

$

[#$#F

$

.##EG

$

\#&?G

$

[#&<Y

"

F

这些突变在两种基因型中差别较

大'

Y!X!

基因型共
#E$

例突变#

Y!X^

基因型共

%E

例突变#两种基因型的突变率差异无统计学意义

)

!

&

c#3?#<

#

Nc$3#<$

*'在突变株中#

^

基因型多突

变株 的 比 例 %

;%3#$:

)

;&

"

%E

*&显 著 高 于
!

型

%

#?3%=:

)

&"

"

#E$

*&#差 异 有 统 计 学 意 义 )

!

&

c

##3;;"

#

Nc$3$$#

*'

表
&

""

Y!X

基因型与临床特征相关性分析

项目
% !

基因型
^

基因型
:

"

!

&

N

性别%

%

)

:

*&

#3$"? $3;$E

"

男
&<E #<?

)

=?3$#

*

<?

)

;;3$$

*

"

女
&&" #E#

)

=&3=?

*

%E

)

;?3;;

*

年龄)

Pi?

#岁*

E$3<$i#=3;% E$3??i#E3E$ #3"&< $3&$%

Y!X+,'

)

Pi?

#

76

P

*

"3%&i#3?" "3<$i#3=; #3"E? $3&#E

Y!H'

P

%

%

)

:

*&

=3=;? $3$#$

"

阳性
&?% #=?

)

=$3$?

*

###

)

;<3<;

*

"

阴性
#"< ##"

)

?&3;;

*

EE

)

&?3=?

*

'0G

%

%

)

:

*&

"3;<$ $3$&$

"

正常
&$" #E;

)

=<3?=

*

=&

)

;$3&E

*

"

异常
&$; ##"

)

"=3="

*

%%

)

E;3;"

*

用药情况%

%

)

:

*&

E3EE< $3%#E

"

0'2 ;" #<

)

"E3&<

*

#=

)

E"3?#

*

"

'+X &# ##

)

"&3;%

*

#$

)

E?3=&

*

"

/+G ;" #"

)

E&3%=

*

&$

)

"?3#E

*

"

联合用药
#& %

)

==3=?

*

E

)

;;3;;

*

"

其他
#$ =

)

=$3$$

*

E

)

E$3$$

*

临床表型%

%

)

:

*&

#;3"EE$3$$#

"

'.̂ &; #=

)

=<3"?

*

J

?

)

;$3E;

*

J

"

Ŷ! &;; #"%

)

=?3%#

*

J

?"

)

;&3#<

*

J

"

0̂

"

Ŷ ^ ?= ;E

)

EE3?E

*

E&

)

""3&=

*

""

注!与
0̂

"

Ŷ ^

组比较#

J

N

%

$3$"

D

"

讨
""

论

""

大量的研究证实
Y!X

的基因亚型分布具有明显

的地理差异%

E

&

#

'

基因型主要分布在美国南部$欧洲

北部国家$非洲少部分地区及印度地区(

!

基因型和

型多分布于亚洲地区(

+

基因型分布广泛#欧洲中部

大多数国家$非洲撒哈拉以南$地中海地区及印度地

区等(

/

基因型仅在西非被发现(

S

基因型主要分布于

美洲(

U

基因型主要分布于法国$德国及美洲(

Y

基因

型分布于中美洲和墨西哥(

9

基因型在越南和老挝#以

及中国西安和云南%

">=

&分布的较多(

V

基因型主要在日

本被发现'目前#中国主要以
!

$

^

基因型为多见#偶

有
'

$

+

和
9

基因型发现的报告#秦岭以南地区以
!

基

因型为主#秦岭以北地区以
^

基因型为主#这些研究

报告都与本研究一致#也与本课题组前期的研究一致

)重庆垫江县*

%

?

&

'但谭文婷等%

%

&的研究中#重庆的
!

基因型占
E"3=:

#

^

型占
";3<:

#与本研究存在差异#

可能与实验方法及人口流动性影响有关'

Y!X

基因型与感染后临床表现$疾病进程$治疗

方案等密切相关%

<>#$

&

'相对于
!

基因型#

Y!X^

基因

型感染者肝脏病变更为严重#表现为
'0G

水平和

Y!X+,'

载量较高$

Y!H'

P

血清转换等#因而更容

易导致
0̂

和
Ŷ ^

'

Y!H'

P

是
Y!X

活动复制的标

志#

'0G

是肝脏炎症活动的标志'本研究中#

^

基因

+

$<E&

+

国际检验医学杂志
&$#%

年
#$

月第
;<

卷第
&$

期
"

9D)V0J*2H8

!

WI)6*HK&$#%

!

X673;<

!

,63&$



型
'0G

异常率和
Y!H'

P

阳性率明显高于
!

基因型#

这些可能与
!

型
Y!H'

P

更易转换成
Y!H'*

阻止了

乙肝的进一步发展有关'本研究中
Y!X

基因型与

Y!X+,'

载量无明显相关性#与之前报道的
Y!X

+,'

在
^

基因型感染者的载量显著高于
!

基因型不

一样'马幼丽等%

##

&研究发现#

Y!X

基因型与患者年

龄具有相关性#

!

基因型患者的平均年龄明显小于
^

基因型#并且随年龄增加
!

基因型患者所占比例下

降#而与此同时随年龄增加
^

基因型患者所占比例升

高'本研究中#笔者发现
Y!X

基因型与年龄相关性

不显著#这与许家璋等%

#&

&研究结果一致'本研究显

示#

0̂

"

Ŷ ^

组中
^

基因型比例显著高于
'.̂

组和

Ŷ!

组#而在
'.̂

组和
Ŷ!

组中
!

基因型比例高

于
^

基因型#表明基因型与肝脏的不同损害可能相

关#

^

基因型或更容易诱发
0̂

及
Ŷ ^

#这与一篇

Y!X

基因型与肝脏疾病相关
4H)J

分析结论一致%

#;

&

'

近年来的研究表明
Y!X

基因型与抗病毒治疗效果有

关'本研究中所用药物有拉米夫定$恩替卡韦$阿德

福韦酯及联合用药#但研究结果显示
Y!X

基因型与

用药没有相关性#有报道认为在干扰素治疗中
!

基因

型感染者的预后要明显高于
^

基因型感染者%

#E

&

#而

核苷酸类药物治疗效果与基因型没有相关性%

#"

&

'

E

"

结
""

论

""

本研究中
Y!X

基因与感染者本身属性)年龄*$

临床指标)

Y!X+,'

载量$肝细胞损伤程度$

Y!H'

P

阳性率等*及抗病毒治疗效果等临床特点的相关结论

与先前报道并不一致#其原因可能为研究方法的差异

和研究不同地区人群的差异'同时#本研究也表明#

重庆地区
!

基因型为优势基因型(

^

基因型比
!

基因

型具有更强的致病力#且容易引起肝硬化及肝细胞

癌(

^

基因型的多突变率比例高于
!

基因型#而多突

变可能会影响
Y!X

的致病性#预示着患有
^

基因型

的感染者治疗及预后会更加难以控制'
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