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摘　要：目的　应用基因测序技术检测分析湖北地区慢性丙型肝炎患者的 ＨＣＶ基因型及其分布特点。方法　收集２０１３

年２月～２０１５年７月武汉大学人民医院感染科４４７例ＨＣＶＲＮＡ阳性的慢性丙型肝炎患者血浆标本，通过Ｓａｎｇｅｒ测序法

测定 ＨＣＶ基因的ＮＳ５Ｂ区基因序列，然后与 ＮＣＢＩｇｅｎｅｂａｎｋ数据库中 ＨＣＶ基因型数据进行比对，分析患者 ＨＣＶ基因

型。结果　研究检测的慢性丙型肝炎患者血浆中，共检测出１１种 ＨＣＶ基因型，分别是１ａ，１ｂ，２ａ，３ａ，３ｂ，６ａ，６ｂ，１ｂ／２ａ混

合型，１ｂ／２ｋ混合型，６ａ／１ｂ混合型和６ｄ／６ｋ混合型。其中，ＨＣＶ１ａ型为７例（１．５７％），１ｂ型３２５例（７２．７１％），２ａ型６７例

（１４．９９％），３ａ型７例（１．５７％），３ｂ型２０例（４．４７％），６ａ型１４例（３．１３％），６ｂ型２例（０．４５％），１ｂ／２ａ混合型２例

（０．４５％），１ｂ／２ｋ型１例（０．２２％），６ａ／１ｂ混合型１例（０．２２％）和６ｄ／６ｋ混合型１例（０．２２％）。结论　湖北地区慢性丙型

肝炎患者的 ＨＣＶＲＮＡ基因型以１ｂ型为主，其次为２ａ型，亦可见其他型别，提示湖北地区 ＨＣＶ流行的基因型呈多样性。
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　　丙型肝炎病毒（ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染

是一个全球性的健康问题，目前全世界有超过

１．１５亿人感染 ＨＣＶ
［１］，感染率约１％～３％，并且

有增高的趋势。ＨＣＶ感染与慢性肝炎、肝硬化、肝

癌等疾病密切相关［２］，ＨＣＶ感染已成为世界性的

公共卫生难题之一。欧洲肝脏研究学会发布的最

新丙型肝炎病毒感染诊治指南中提到［３］，ＨＣＶ基

因型对治疗方案的选择、药物的剂量和治疗的持续

时间有指导意义，ＨＣＶ治疗前必须首先检测ＨＣＶ

的基因型。因此，本研究通过基因直接测序法对

４４７例 ＨＣＶ感染患者的 ＨＣＶＲＮＡ基因序列进

行分析，以探讨湖北地区慢性丙型肝炎患者的

ＨＣＶ基因型分布特点，为临床制定治疗方案提供

一定的支持依据。

１　材料与方法

１．１　研究对象　本研究的实验对象为２０１３年２

月～２０１５年７月间来我院就诊的慢性丙型肝炎

ＨＣＶＲＮＡ阳性患者４４７例，其中男性２９４例，女

性１５３例，年龄１５～７２岁。入院后采集外周静脉

血２～３ｍｌ（采血管为ＥＤＴＡＫ２ 抗凝管），４ｈ内离

心分离血浆，于－２０℃保存备用。检测前患者均签

署了知情同意书。入选患者慢性丙型肝炎的诊断

符合《中国丙型病毒性肝炎医院感染防控指南》［４］

的诊断标准。
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１．２　 试 剂与仪器 　 ＨＣＶＲＮＡ 提 取 试 剂 盒

ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡ ＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ 公司），

ＲＴＰＣＲ逆转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），

凝胶成像系统（ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ 公司），ＤＮＡ凝胶回

收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公司），ＳｕｂＣｅｌｌＧＴＣｅｌｌ型水

平电泳系统（ＢＩＯＢＡＤ公司），９７００型ＰＣＲ仪和

３５００ｄｘ型测序仪（ＡＢＩ公司）。

１．３　方法

１．３．１　引物设计：本研究针对 ＨＣＶＲＮＡ非结构

蛋白５Ｂ（ＮＳ５Ｂ）区和 ＮＣＲ保守区域设计了２对

ＰＣＲ引物，所用软件为Ｐｒｉｍｅｒ５．６。针对ＮＳ５Ｂ区

的引物用于确定 ＨＣＶ基因型别，针对 ＮＣＲ保守

区域的引物用于保证扩增片段为ＨＣＶ，见表１。

　表１ 　ＨＣＶＲＮＡＮＳ５Ｂ区和ＮＣＲ保守区引物

引物名称 　　　引物序列（５’３’） 扩增子长度（ｂｐ）

ＮＳ５Ｂ

　

ＮＣＲ

　

Ｆ：ＴＴＡＡＣＣＡＣＡＴＣＭＲＣＴＣＣＧＴＧＴＧ

Ｒ：ＧＴＡＣＣＴＧＧＴＣＡＴＡＧＣＹＴＣＣＧＴＲＡＡ

Ｆ：ＧＣＧＧＡＡＣＣＧＧＴＧＡＧＴＡＣＡ

Ｒ：ＣＣＴＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡＡＧＧ

６９３

　

１５１

　

　　注：Ｆ为上游引物，Ｒ为下游引物。

１．３．２　ＨＣＶＲＮＡ提取：用ＨＣＶＲＮＡ提取试剂

盒ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ从待测血浆标本

中提取 ＲＮＡ，－２０℃保存备用，严格按说明书操

作。

１．３．３　逆转录：样本５μｌ，无ＲＮＡ酶水６μｌ，１μｌ

ｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ放入ＰＣＲ扩增仪内６５℃５ｍｉｎ，然

后立即冰浴５ｍｉｎ；再加入ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ４μｌ，逆

转录酶ＲＴ１μｌ，逆转录酶抑制剂ＲＩ１μｌ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘ２μｌ，反应总体积为２０μｌ，在ＰＣＲ扩增仪内进

行扩增；扩增循环条件：２５℃５ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，

７０℃１０ｍｉｎ，结束后４℃保存。

１．３．４　目的基因片段扩增及验证：目的基因片段

ＰＣＲ扩增的反应体系为：Ｐｒｅｍｉｘ１０μｌ，引物１μｌ，

ｃＤＮＡ２μｌ，灭菌去离子水补至体积为２０μｌ。扩增

循环条件：４２℃５ｍｉｎ，９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃

５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ，扩增结

束后置４℃保温。ＰＣＲ扩增产物经２ｇ／ｄｌ琼脂糖

凝胶电泳后，采用凝胶成像系统拍照成像，验证

ＰＣＲ扩增产物是否含有 ＮＳ５Ｂ区和 ＮＣＲ保守区

目的片段。

１．３．５　回收扩增后目的片段：切下目的ＤＮＡ条

带，采用ＡｘｙｇｅｎＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收ＤＮＡ

后，－２０℃保存备用，严格按说明书操作。

１．３．６　测序反应及产物纯化：取ＢｉｇＤｙｅ缓冲液

１．１５μｌ，ＢｉｇＤｙｅ０．３μｌ，待测ＤＮＡ１μｌ，正反向引

物各１μｌ，灭菌去离子水补体积为６μｌ。扩增条

件：９８℃变性２ｍｉｎ后；９６℃１０ｓ，５０℃５ｓ，６０℃４

ｍｉｎ，２５个循环，结束后置４℃保温。将测序反应

产物加１６μｌ醋酸钠／乙醇混合液，充分振荡，４℃

离心后弃上清液；加７０％（ｖ／ｖ）的乙醇７０μｌ洗涤

沉淀２次。室温干燥沉淀后加１０μｌ的甲酰胺充分

溶解ＤＮＡ，在ＰＣＲ仪上９５℃热变性２ｍｉｎ，冰中

骤冷，待用。

１．３．７　上机测序：将纯化后的测序反应产物在

ＡＢＩ３５００ｄｘ型测序仪上进行测序，按仪器说明书操

作。电泳结束后仪器自动分析彩色测序图谱，其

ＤＮＡ最低检出浓度为２０～４０ｎｇ／Ｌ。

１．３．８　测序结果的处理：将 ＨＣＶＲＮＡ序列分析

的结果与ＮＣＢＩｇｅｎｅｂａｎｋ数据库中 ＨＣＶ基因型

数据进行比对，得到每位受检者的ＨＣＶ基因型。

１．４　统计学分析　根据序列分析的结果在 Ｍｉ

ｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ计算本研究中得到的各种基因型的

比例。

２　结果

２．１　凝胶电泳法检测 ＰＣＲ 产物　ＮＳ５Ｂ区和

ＮＣＲ保守区序列基因目的片段结果见图１。

注：Ｍ为标准带；２为空白孔；１，３分别为ＮＣＲ保守区和ＮＳ５Ｂ区；

图１　ＮＳ５Ｂ区和ＮＣＲ保守区序列基因扩增后凝胶电泳图

２．２　ＨＣＶ靶基因片段测序结果　ＡＢＩ３５００ｄｘ基

因测序仪测定的ＨＣＶＲＮＡ逆转录后的靶基因片

段序列结果见图２。

图２　不同颜色的波形峰分别代表Ａ，Ｔ，Ｇ，Ｃ４种不同的碱基
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２．３　基因分型检测结果　４４７例慢性丙型肝炎患

者中共检测出１１种基因型，各种基因型的检出例

数和检出率：１ａ型为７例（１．５７％），１ｂ型３２５例

（７２．７１％），２ａ 型 ６７ 例 （１４．９９％），３ａ 型 ７ 例

（１．５７％），３ｂ 型 ２０ 例 （４．４７％），６ａ 型 １４ 例

（３．１３％），６ｂ型２例（０．４５％），１ｂ／２ａ混合型２例

（０．４５％），１ｂ／２ｋ型１例（０．２２％），６ｄ／６ｋ型１例

（０．２２％），６ａ／１ｂ型１例（０．２２％）。

３　讨论　丙型病毒性肝炎（ＨＣＶ）是一种对患者

的健康及生命危害较大的疾病，５０％～８０％的

ＨＣＶ感染者进展为慢性状态，其中２０％～３０％的

患者发展为肝硬化或肝癌［４］。目前，干扰素联合利

巴韦林是目前公认治疗慢性丙型肝炎有效的治疗

方案，能有效抑制患者 ＨＣＶ复制，减轻肝脏炎症

坏死和肝纤维化。美国肝病学会２０１５年的指南中

指出［５］，所有计划给予以干扰素为基础的抗病毒治

疗患者，治疗前均应检测 ＨＣＶ基因型，以确定患

者的药物剂量以及疗程，并且预测应答。ＨＣＶ基

因分型对丙型肝炎患者的治疗方案选择及预测应

答意义重大，因此，临床医生在治疗前均需要检测

患者的ＨＣＶ基因型。

　　本研究中，由于同一基因型、不同亚型ＨＣＶ５’

非编码区序列的差异度仅为１％～３．３％，而ＮＳ５Ｂ

基因序列的差异度为１６．５％～２０．１％，ＮＳ５Ｂ基因

更适合用于 ＨＣＶ 的基因分型
［６］。根据 ＨＣＶ

ＮＳ５Ｂ区基因序列而进行的基因分型被公认为

ＨＣＶ基因分型的“金标准”。因此，本研究通过基

因直接测序法检测ＮＳ５Ｂ和ＮＣＲ区的靶片段序列

来分析ＨＣＶ患者的基因型。目前已确定的基因

型有１～７型共７种基因型别，其基因亚型确定的

有６７种，另外还有２０种具有完整序列未确定的亚

型［７］。ＨＣＶ基因型分布复杂，不同的地区型别分

布不同，我国以及东南亚地区主要以１和２型为

主［８］。本研究的结果表明湖北地区慢性丙型肝炎

患者的分布特点主要为１ｂ型（７２．７１％），其次为

２ａ型（１４．９９％），与江苏地区Ｑｉ等
［９］的报道相似。

但另外也有与本研究报道不一致的，Ｚｈａｎｇ等
［１０］

人报道的云南地区主要为６ｎ型，可能与地区以及

人员的流动性差异有关，另外注射毒品成为影响亚

型分布的重要原因之一［９］。此外，本研究的结果显

示湖北地区ＨＣＶ感染的基因型有多样性趋势，一

些常见的单基因型被检测出，另外也有１ｂ／２ａ混合

型，１ｂ／２ｋ混合型，６ａ／１ｂ混合型，６ｄ／６ｋ混合型基

因型，这可能与近年来中部地区发展加速，人口流

动性加大以及注射毒品有关。

　　随着国内外研究的不断深入，对 ＨＣＶ基因型

的认识在慢性丙型肝炎感染的临床类型、疾病过

程、治疗方法及预后判断等方面将发挥越来越重要

的作用。临床医生应该把 ＨＣＶ基因型检测列为

慢性丙型肝炎患者治疗前的常规检测项目之一。

本研究通过基因测序法可明确检测出 ＨＣＶ基因

型，对临床治疗及预后提供了依据。
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