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ＨＢＶＤＮＡ基因分型研究进展

汪　媛
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染在世界各地均有不同程度的流

行，地区差异非常明显。近年来，随着分子生物学技术的迅猛

发展和对 ＨＢＶ认识的不断深入，国内外许多学者对 ＨＢＶ基

因分型及其与临床的相关性开展了大量的研究，发现 ＨＢＶ基

因分型比血清亚型更能准确地反映原型病毒株之间的自然异

质性，ＨＢＶ基因型与乙型肝炎病情的进展、临床表现、治疗、预

后有密切的关系。为此，本文对 ＨＢＶ基因型研究进展和临床

意义作一综述。

１　ＨＢＶ基因型的发现和发展

以往大多数 ＨＢＶ的诊断是运用血清学方法检测特异性

病毒相关蛋白及其抗体。１９８８年，Ｏｋａｍｏｔｏ等
［１］建立了以

ＨＢＶ全基因系列核苷酸异源性大于或等于８％为不同基因型

的分型标准，并将 ＨＢＶ分为 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ４种基因型，从而首次

提出了 ＨＢＶ 基因型的概念和基因分型法；１９９４年 Ｎｏｒｄｅｒ

等［２］根据Ｓ基因异源性大于或等于４％，发现了２种新基因型

Ｅ和Ｆ，并由此简化了分型方法；２０００年Ｓｔｕｙｖｅｒ等
［３］发现了

基因型Ｇ；２００２年 Ｗｕ等
［４］又发现了Ｈ基因型；同年Ｋａｏ等

［５］

在研究日本献血员Ｂ，Ｃ型 ＨＢＶ血清时发现存在混合型感染。

根据 ＨＢＶ全基因系列异源性大于或等于８％或Ｓ基因序列异

源性大于或等于４％，已将 ＨＢＶ分为ＡＨ８种基因型，而随着

ＨＢＶ基因分型的广泛开展，已陆续发现Ａｅ和Ａａ，Ｂａ和Ｂｊ，Ｃ１

和Ｃ２等基因亚型，此外，还发现了 Ａ／Ｄ，Ｂ／Ｃ，Ｂａ和Ｂｊ等不同

的重组体［６８］。基因分型的方法已日趋简化、灵敏和准确，方便

广泛使用，基因型和临床的关系亦日趋明朗。

２　ＨＢＶ基因型的流行病学分布

ＨＢＶ基因型分布具有明显的地域差异。ＨＢＶ各基因型

流行区域见表１
［３４］。我国北方城市以基因Ｃ型流行为主，由

北方至南方，基因Ｂ型感染率逐渐增高，少数民族地区基因Ｄ

型有较高的感染率，如新疆［９］。同一基因型内不同亚型的分布

也具有一定的地域性，如我国中西部、北部及东南部地区以Ｃ２

亚型为主，Ｃ１亚型多见于南方地区
［１０］。目前普遍认为，不同

地区优势基因型反映了 ＨＶ自然感染史发生的变异特点，是

病毒变异进化的后果。

表１　　世界各地 ＨＢＶ基因型流行病学分布

基因型 血清学亚型 主要流行区域

Ａ ａｄｗ２，ａｙｗ１ 西欧，北欧，北美洲，撒哈拉非洲

Ｂ ａｄｗ２，ａｙｗ１ 东南亚，中国，日本

Ｃ ａｙｒ，ａｄｒｑ＋，ａｄｒｑ－，ａｄｒ，ａｄｗ２ 东南亚，中国，日本，澳洲，美国

Ｄ ａｙｗ２，ａｙｗ３，ａｙｗ４ 地中海区，俄国，印度，美国

Ｅ ａｙｗ４ 西非洲

Ｆ ａｙｗ４，ａｄｗ２，ａｄｗ４ｑ 中美洲，南美洲，波利尼西亚

Ｇ ａｄｗ２ 美国，法国，德国

Ｈ ａｄｗ４ 墨西哥，美国
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３　ＨＢＶ基因分型的方法

３．１　ＨＢＶ全基因测序　１９８８年，Ｏｋａｍｏｔｏ等
［１］首先提出根

据全基因系列异源性大于或等于８％，同源性小于９２％进行分

型。ＨＢＶ全基因测序通过ＰＣＲ扩增 ＨＢＶ全基因ＤＮＡ，进行

测序和种系进化统计，分析不同病毒株之间的亲缘关系，得出

各病毒株的型别。目前美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网

页已提供了一种以网络为基础的 ＨＢＶ基因分型工具，只需输

入待分析序列，就可立即得到结果。该方法目前获取信息最

多，直接、可靠，是 ＨＢＶ基因分型的金标准，但该法繁琐、费

时，敏感性有限且成本较高，不适宜广泛开展。

３．２　Ｓ基因序列测定　随着血清反应性的遗传学基础研究的

深入发现Ｓ基因序列是决定血清型的主要因素，如 Ｎｏｒｄｅｒ

等［２］用Ｓ基因序列测定分型替代全基因序列分析，根据Ｓ基因

异质性大于或等于４％、同源性小于９６％进行分型，ＨＢＶＳ基

因的分子学分类比血清学分类更有价值，尤其在说明 ＨＢＶ传

播途径、地理分布及 ＨＢＶ携带者群体移动方面更具有优越

性。虽然该法初步简化了 ＨＢＶ的基因分型，但仍存在繁琐、

费用高等缺点，难以广泛开展。

３．３　Ｓ基因聚合酶链反应———限制性片段长度多态性分析

（ＰＣＲＲＦＬＰ）法　Ｌｉｎｄｈ等
［１１］通过对不同基因型 ＨＢＶＳ基因

的特异酶切位点进行分析，对Ｓ基因ＰＣＲ产物成功分型，并提

示前Ｓ区最适合基因分型。随后Ｌｉｎｄｈ等
［１２］又建立了前Ｓ基

因ＰＣＲＲＦＬＰ的分型方法。经与Ｓ基因ＰＣＲＲＦＬＰ比较，后

者不能分型的标本用前Ｓ基因ＰＣＲＲＦＬＰ法可以明确分型，

表明这种方法简明，而且更加完善。与其他分型方法相比，

ＲＦＬＰ是目前临床最常用的 ＨＢＶ分型方法，但 ＨＢＶ基因组

的变异常导致分型错误甚至无法确定型别，且遇到混合感染或

酶切不完全，就会出现复杂带型，影响分型结果的判断。

３．４　型特异性引物ＰＣＲ　Ｎａｉｔｏ等
［１３］用型特异性引物多重

ＰＣＲ分型方法，是针对各基因型的保守区设计特异性引物进

行套式ＰＣＲ。该方法特异性较高，结果可靠，不足之处是容易

出现非特异性扩增，不利于结果的判断；Ｋｉｒｓｃｈｂｅｒｇ等
［１４］直接

采用多重ＰＣＲ，用不同基因区设计的６对特异引物，经一次扩

增，即能检测各基因型。

３．５　型特异性探针核酸杂交分析　Ｋａｔｏ等
［１５］用型特异性探

针分析技术对 ＨＢＶ进行分型，在ＰｒｅＳ１区设计引物、分型探

针和对照探针，随后进行核酸杂交，最后对Ｓ区进行测序以便

进一步确认。孙余婕等［１６］建立了一种快速准确的利用基因型

ＴａｑＭａｎ探针的实时荧光定量ＰＣＲ方法，能快速对乙型肝炎

病毒Ｂ基因型、Ｃ基因型以及Ｂ／Ｃ混合基因型进行检测，结果

准确可靠、特异性高。为临床乙型肝炎病毒感染监测提供一种

有效的方法。

３．６　ＨＢＶ基因型特异性表位单克隆抗体的ＥＬＩＳＡ　Ｕｓｕｄａ

等［１７］用前Ｓ区７种抗原决定簇的产物在不同基因型中有特异

的组合，利用此原理制订单克隆抗体，并用辣根过氧化酶进行

标记，证明该法分型与Ｓ基因测序分型结果完全一致，该法未

能分型的标本是因为不同基因型混合感染或基因型特异性表

位点突变之故，因此适用于大规模的流行病学调查。该方法虽

然简单，但要建立一套单克隆抗体则较为困难，且该方法对于

不同基因型混合感染或基因型特异性表位存在点变异的情况

不能分型。

３．７　ＨＢＶ基因型特异性线型探针检测法　游晶等
［１８］依据

Ａ～Ｆ基因型的保守序列设计了１８种型特异性探针与 ＨＢＶＳ

基因的ＰＣＲ产物进行杂交实现分型。该方法需要的ＰＣＲ产

物多，费用昂贵。

３．８　微板核酸分子杂交ＥＬＩＳＡ　微板核酸分子杂交ＥＬＩＳＡ

是将待测核酸经ＰＣＲ扩增后，分别与各型探针同时杂交，然后

通过酶联免疫显色判定结果［１９］。该方法杂交时间短、分型准

确可靠、操作简单、自动化程度高，可大规模进行 ＨＢＶ基因

分型。

３．９　反向杂交技术　反向杂交技术是Ｓａｉｋｉ等
［２０］提出的一种

斑点杂交技术，该技术较正向斑点杂交和凝胶电泳印迹转移杂

交具有快速、简便、高敏感性、特异性强的特点，尤其是基因分

型、基因突变检测、病原体的检测等方面有其独特的优势。

３．１０　基因芯片技术　基因芯片技术是近几年发展起来的新

技术，其检测结果具有灵敏度高、所需样本微量和操作简便等

特点，但其费用高，不适合临床。目前将基因芯片与探针技术

等其他技术结合，如邢亚斯等［２１］利用双纳米金探针结合基因

芯片平台建立了一种检测乙肝病毒基因（ＨＢＶＤＮＡ）的新方

法，可达到对 ＨＢＶＤＮＡ的可视化检测。该方法的灵敏度高，

可检测１０ｆｍｏｌ／Ｌ的 ＨＢＶＤＮＡ，且能在１．５ｈ内完成检测。

４　ＨＢＶ基因型与临床

众多研究显示，基因型是影响 ＨＢＶ感染后疾病转归的主

要决定因素之一。不同基因型有致病性差异，如Ａ型 ＨＢＶ急

性感染后易导致慢性持续感染［２２］，在以Ｂ，Ｃ为优势的地区，Ｃ

型具有较强的致病能力，预后差；在以 Ａ，Ｄ为优势的地区，Ｄ

型具有较强的致病性，肝病严重，预后不良。目前普遍基因型

Ｃ引起的炎性坏死及纤维化程度比Ｂ型更加严重，ＨＢｅＡｇ阳

性率更高，平均年龄高于Ｂ型，且Ｃ型与肝硬化和肝癌有关；

基因型Ｂ的累积生存率要明显高于Ｃ型，基因型Ｄ容易在年

轻的患者中发生原发性肝细胞癌，Ｆ型比 Ａ、Ｄ等型更容易引

起与肝脏疾病相关的死亡［２３］。ＨＢＶ基因分型对临床诊断和

治疗乙型肝炎病毒感染有很大的帮助。

近年来乙肝基因型与抗病毒药物疗效的研究，提示不同基

因型间的药物敏感性也有差异。Ｋａｏ等
［２４］还比较了Ｂ、Ｃ型乙

肝患者对干扰素Ａ２ｂ的应答反应，结论为年轻、Ｂ基因型感染

者可能预示对干扰素有较好的应答。Ｅｒｈａｒｄｔ等
［２５］对１６５例

慢性乙肝患者的研究发现，不论是 ＨＢｅＡｇ阳性或是阴性者，

干扰素治疗后的持久应答Ａ基因型比Ｄ型好。

５　ＨＢＶ基因分型研究存在的问题及展望

越来越多的研究表明，ＨＢＶ基因型与病毒复制、临床表

现、治疗应答和预后均有一定的联系，提示不同基因型具有不

同的致病性。由于各地区检测方法不同，势必影响客观结果，

所以尚有待于寻找更加简便易行、高效准确、费用较低的分型

方法。基因芯片技术的进一步发展，越来越符合这一要求，值

得深入研究，而基因型有助于评估临床病情，选择治疗药物和

治疗方案及预后判定，与临床的关系还应进一步观察研究。因

此能否通过改变基因型，加强乙肝的预防和治疗，是个值得思

考和研究的问题，为难以根治的乙型肝炎提供一个新的治疗

方向。
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·综　　述·

直接免疫荧光法在阴道加德纳菌感染诊断中的应用研究

蓝玉清，陆奉科△综述，闭雄杰 审校

（广西科技大学第一附属医院检验科，广西柳州５４５００２）

　　关键词：直接免疫荧光法；　阴道加德纳菌；　综述
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　　加德纳菌（ＧＶ）是一类革兰阴性或阳性短杆菌，厌氧，嗜

血，培养困难。阴道加德纳菌不仅引起尿道炎和阴道炎，还可

导致早产、低体质量儿、绒毛膜炎、羊膜炎、羊水感染、子宫内膜

炎、急性输卵管炎、手术后感染和子宫颈癌等［１］。ＧＶ还可经

性接触传播，与男性非淋菌性尿道炎、男性不育亦有一定关系。

细菌性阴道病是妇科和产科感染的高危险因素［２］。临床实践

中如果能迅速检测并及时处理，就可能降低早产及异常妊娠的

发生率。但目前的检测方法学受到诸多影响因素所限，临床检

测不能做到及时预测。因此，探讨快速准确检测方法一直是临

床医学关注的热点。本研究从直接免疫荧光法检测阴道加德

纳菌的方法学比较及应用研究等方面作以下综述。

１　研究背景

近年来，我国有关阴道ＧＶ和细菌性阴道病（ＢＶ）的报道

甚多，ＢＶ的发病、诊断及治疗亦日渐受到人们的重视和关注。

·７３４２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８
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