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　　摘　要：目的　分析丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＲＮＡ分型试剂盒检测深圳市抗ＨＣＶ阳性献血者结果。方法　收集２０１４－２０１５

年１５８份深圳市抗ＨＣＶ 阳性献血者血液样本，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）荧光探针法进行 ＨＣＶＲＮＡ 定量检测，病毒载

量＞１．０×１０
３ＩＵ／ｍＬ的样本经 ＨＣＶＲＮＡ分型试剂盒检测 ＨＣＶ基因型，分析不同基因型所占比例，病毒基因型与载量之间的

相关性。结果　１５８份抗ＨＣＶ阳性献血者ＰＣＲ荧光探针法检出 ＨＣＶＲＮＡ阳性样本５４例，病毒载量＞１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ的４５

例，全部得到分型结果，ＨＣＶ１ｂ型、２型、３型、６型分别占５７．７８％（２６／４５）、６．６７％（３／４５）、８．８９％（４／４５）、２６．６７％（１２／４５）。单因

素方差分析结果显示，１ｂ型与２型病毒载量差异有统计学意义（犉＝２．８６１，犘＜０．０５）；不同性别间ＨＣＶＲＮＡ定量检测结果及抗

ＨＣＶＳ／ＣＯ值结果差异有统计学意义（犘＜０．０５）；不同年龄段各基因型分布比例经Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。结论　ＨＣＶ１ｂ型、６型仍为深圳市无偿献血人群感染 ＨＣＶ的主要基因型，而 ＨＣＶ２型和３型比例有所减少。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染是肝硬化、肝衰竭及肝癌的重

要病因，每年全球因 ＨＣＶ而死亡的人数大约有２８万
［１］。由

于不同的 ＨＣＶ基因型对药物敏感程度不同，欧洲肝脏研究学

会２０１３年 ＨＣＶ感染诊治指南中，各基因型 ＨＣＶ的治疗方案

也有所区别。目前，除少数具备条件的血液中心开展逆转录巢

式聚合酶链反应（ＰＣＲ）对 ＨＣＶ测序分型，很多医院、血站尚

未开展测序法基因分型，部分血站、医院则采用 ＨＣＶＲＮＡ基

因分型试剂盒检测 ＨＣＶ基因型
［２３］。市场上多数基因分型试

剂只能区分 ＨＣＶ１型及非１型病毒感染，为临床提供的信息

量有限。本研究采用湖南圣湘生物科技有限公司研发的 ＨＣＶ

ＲＮＡ分型检测试剂盒，检测深圳市抗ＨＣＶ阳性献血者，分析

基因型分布结果及其与病毒载量之间的关联，对分子流行病学

研究、预测慢性 ＨＣＶ和抗病毒治疗效果具有重要的意义，同

时，更好指导献血者招募，保障输血安全。

１　材料与方法

１．１　研究标本　随机收集２０１４－２０１５年深圳市血液中心无

偿献血者血液样本１５８份，献血者均符合国家《献血者健康检

查要求》，采血现场金标乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）试纸条对

献血者快速初筛阴性（丙氨酸氨基转移酶和快速 ＨＢｓＡｇ试纸

条检测合格的血液样本），排除 ＨＣＶ以外的其他类型肝炎病
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毒感染。

１．２　仪器与试剂　ＨＣＶＲＮＡ定量检测试剂盒、ＨＣＶ基因分

型试剂盒（湖南圣湘生物科技有限公司）；Ｏｒｔｈｏ抗ＨＣＶＥＩＡ

Ｋｉｔ（美国 ＯｒｔｈｏＣｌｉｎｉｃａｌＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）；Ｍｕｒｅｘ抗ＨＣＶ Ｖ４．０

（美国雅培）；ＡＢＩ７５００型实时定量荧光ＰＣＲ扩增仪（美国ＡＢＩ

应用生物系统公司）；ＭＸ３００５Ｐ实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＦＡＭＥ２４／３０酶免疫检测仪器（瑞士 ＨＡＭＩＬ

ＴＯＮ）；ＴＥＣＡＮＲＳＰ／２００酶免疫加样仪器（瑞士 ＴＥＣＡＮ），

ＢｅｃｋｍａｎＵｎｉＣｅｌＤＸＣ６００（美国贝克曼库尔特有限公司）。

１．３　血清学检测结果判定　血清学反应性样本经酶免疫试剂

检测２次，若≥１次反应性最终结果判定为阳性。

１．４　丙氨酸氨基转移酶检测　丙氨酸氨基转移酶检测试剂购

自贝克曼库尔特试验系统（苏州）有限公司（批号Ｚ５０６２４５）。

１．５　逆转录ＰＣＲ定量检测 ＨＣＶＲＮＡ　按照湖南圣湘生物

科技有限公司 ＨＣＶ病毒核酸定量检测试剂说明书设置相关

仪器参数，进行试验操作。试剂９５％最低检出限为２５ＩＵ／

ｍＬ，线性范围５０．０～１．０×１０８ＩＵ／ｍＬ。对于测定值＞１．０×

１０８ＩＵ／ｍＬ的样本，将样本倍比稀释后再次检测。

１．６　ＰＣＲ荧光探针法检测 ＨＣＶ基因型　按照湖南圣湘生物

科技有限公司 ＨＣＶ分型检测试剂盒试剂说明书操作。根据

试验结果ＣＴ值解释如下：如果各基因型反应液的检测结果为

ＮｏＣｔ或Ｃｔ值＞３６，则判断为 ＨＣＶ１ｂ型、１型、２型、３型和６

型阴性；如果 ＨＣＶ１／３型反应液的检测结果ＦＡＭＣｔ值≤３６，

报告为 ＨＣＶ１型阳性，ＨＥＸＣｔ值≤３６，报告为 ＨＣＶ３型阳

性；如果 ＨＣＶ２／６型反应液的检测结果ＦＡＭＣｔ值≤３６，报告

为 ＨＣＶ２型阳性，ＨＥＸＣｔ值≤３６，报告为 ＨＣＶ６型阳性；如

果 ＨＣＶ１ｂ／内标型反应液的检测结果ＦＡＭＣｔ值≤３６，报告

为 ＨＣＶ１ｂ型阳性。

１．７　统计学处理　病毒载量取对数，计算均值和标准差。应

用ＳＰＳＳ１９．０软件，计量资料采用单因素方差分析，方差不齐

时，用 Ｗｅｌｃｈ检验；计数资料采用卡方检验，犘＜０．０５表示差异

有统计学意义。分类变量理论频数 Ｔ＜５超过２０％时采用

Ｆｉｓｈｅｒ精确检验。

２　结　　果

２．１　ＨＣＶ各基因型病毒定量结果　抗ＨＣＶ阳性样本１５８

例中，病毒载量＞１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ的４５例，全部得到病毒基

因型结果。ＨＣＶ各基因型中，１ｂ型与２型病毒载量差异有统

计学意义（犉＝２．８６１，犘＝０．４５）；其余各型之间病毒载量差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。具体见表１。

２．２　不同性别组 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型检测结果　单因素

方差分析，男性与女性之间 ＨＣＶＲＮＡ定量检测结果及抗

ＨＣＶＳ／ＣＯ值结果经 Ｗｅｌｃｈ检验，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。男性与女性之间年龄、丙氨酸氨基转移酶单因素方差

分析检验结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。男性、女性中各

基因型分布比例 Ｆｉｓｈｅｒ精确检验差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。女性中未有 ＨＣＶ２、３型分布。女性抗ＨＣＶ阳性献

血者中，本地户籍比例高于男性，ＨＣＶＲＮＡ反应性样本比例

低于男性。具体见表２。

２．３　不同年龄组 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型检测结果　单因素

方差分析不同年龄组病毒载量之间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。不同年龄组各基因型分布比例经Ｆｉｓｈｅｒ精确检验差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。具体见表３。

表１　　ＨＣＶ各基因型病毒定量检测结果（ＩＵ／ｍＬ）

ＨＣＶ型别 狀 病毒载量均值 病毒载量标准差 极小值 极大值

１ｂ型 ２６ ５．９３００ １．０６ ３．９０ ７．２６

２型 ３ ７．０９００ ０．０８ ７．０４ ７．１８

３型 ４ ６．７１００ ０．６４ ５．８３ ７．３５

６型 １２ ６．７０００ ０．９０ ３．９４ ７．５４

合计 ４５ ６．４１４７ ０．９４ ３．９０ ７．５４

表２　　不同性别 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型检测结果

项目 男性 女性 合计

抗ＨＣＶ阳性（狀） ９８ ６０ １５８

ＨＣＶＲＮＡ阳性（狀） ４０ １４ ５４

本地户籍［狀／狀（％）］ １９／９８（１９．３９）１６／６０（２６．６７）３５／１５８（２２．１５）

年龄（岁） ３１．４２±９．５０ ３２．６２±９．９５ ３１．８８±９．６６

丙氨酸氨基转移酶 ３０．８２±９．２７ ２６．１５±６．６８ ２９．７８±８．９１

抗ＨＣＶＳ／ＣＯ值（狓±狊） ３．２１±１．６０ ２．２７±１．４３ ２．８５±１．６０

病毒载量（狓±狊，ＩＵ／ｍＬ） ５．８０±２．０３△ ４．８７±２．３１△ ５．５６±２．１２

ＨＣＶ１ｂ型（狀） ２０＃ ６＃ ２６

ＨＣＶ２型（狀） ３＃ ０＃ ３

ＨＣＶ３型（狀） ４＃ ０＃ ４

ＨＣＶ６型（狀） ８＃ ４＃ １２

　　注：抗ＨＣＶＳ／ＣＯ值男性显著高于女性，犘＜０．０５；基因型在男

性、女性中分布差异无统计学意义，＃犘＞０．０５。男性组 ＨＣＶＲＮＡ定

量检测结果显著高于女性组，△犘＜０．０５。

表３　　不同年龄组 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型检测结果

年龄段

（岁）

抗ＨＣＶ阳性

（狀）

病毒载量

均值（ＩＵ／ｍＬ）

病毒载量标准

差（ＩＵ／ｍＬ）

ＨＣＶ１ｂ

（狀）

ＨＣＶ２

（狀）

ＨＣＶ３

（狀）

ＨＣＶ６

（狀）

合计

（狀）

＞１８～≤２５ ５６ ５．９５ １．９２ １１ １ ０ ８ ２０

＞２５～≤３５ ４１ ５．７８ ２．１０ ４ ０ ０ ４ ８

＞３５～≤４５ ４４ ５．４１ ２．０７ ９ １ ４ ０ １４

＞４５～≤５５ １７ ４．４５ ３．１０ ２ １ ０ ０ ３

合计 １５８ ５．５６ ２．１２ ２６ ３ ４ １２ ４５
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表４　　不同户籍组 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型检测结果

项目 深圳户籍 非深圳户籍 合计

性别［狀（％）］

　男 １９（１９．３９） ７９（８０．６１） ９８

　女 １６（２６．６７） ４４（７３．３３） ６０

抗ＨＣＶ阳性（狀） ３６ １２２ １５８

ＨＣＶＲＮＡ阳性（狀） １６ ３８ ５４

年龄（岁） ３２．３７±１１．６４ ３１．７４±８．９７ ３１．８８±９．６３

丙氨酸氨基转移酶 ２２．３９±１１．５７ ２１．５７±９．１９ ２１．７５±９．７７

抗ＨＣＶＳ／ＣＯ值（狓±狊） ３．０１±１．７０ ２．８１±１．５６ ２．８５±１．６０

病毒载量（狓±狊，ＩＵ／ｍＬ） ５．９０±２．０１ ５．４２±２．１８ ５．５６±２．１２

ＨＣＶ１ｂ型（狀） １１ １５ ２６

ＨＣＶ２型（狀） １ ２ ３

ＨＣＶ３型（狀） ０ ４ ４

ＨＣＶ６型（狀） ２ １０ １２

２．４　不同户籍组 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型检测结果　单因素

方差分析不同户籍组年龄、丙氨酸氨基转移酶、病毒载量、抗

ＨＣＶＳ／ＣＯ值、性别比例之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

不同户籍组各基因型分布比例经Ｆｉｓｈｅｒ精确检验差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。具体见表４。

３　讨　　论

　　ＨＣＶ基因分型命名系统尚无统一标准，目前多采用第２

届 ＨＣＶ 与相关病毒国际讨论会议上制订的 Ｓｉｍｍｏｎｄｓ系

统［４］。该系统应用分子进化树分析 ＨＣＶ基因组Ｃ区、Ｅ１区

和ＮＳ５区核酸测序结果，按发现先后次序用阿拉伯数字命名

ＨＣＶ基因型（如１、２、３等），用英文小写字母表示基因亚型（如

１ａ、２ｂ、３ｃ等）。进化树判定 ＨＣＶ基因型的方法是目前 ＨＣＶ

基因分型的金标准，但很多实验室条件有限，实际应用中难以

操作。ＨＣＶＲＮＡ分型试剂盒为了解病毒基因型提供１个更

为简便、有效的途径。

本研究在献血者中对１５８例抗ＨＣＶ阳性人群应用 ＨＣＶ

ＲＮＡ分型试剂盒检测基因型，其中５４例检出 ＨＣＶＲＮＡ病

毒，与２０１２年本中心的研究结果５１例（共１５２例）较一致，说

明深圳市病毒血症的流行率变化不大［４］。试剂盒说明书中

９５％最低检出限为１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ，４５例病毒载量＞１．０×

１０３ＩＵ／ｍＬ样本１００％得到基因型结果。与测序法扩增无效

比例较高相比，试剂盒的各项性能更加稳定、可控。

ＨＣＶ感染在世界各地区间基因型及亚型的分布存在差

异。１型、２型呈全球流行态势，欧美以１ａ型、１ｂ型最常见；２ａ

型、２ｂ型主要分布在北美、欧洲和日本；３ａ型常见于西方国家，

特别是静脉药瘾者；４型主要流行于中非、中东和欧洲地区；６

型见于东南亚、中国香港、中国澳门以及中国南方部分地区［５］。

本文试验结果中，ＨＣＶ１ｂ型占５７．７８％，仍然是中国 ＨＣＶ感

染者的优势基因型，与既往研究一致［６］。６型所占比例远超２

型、３型，这一现象早在２００５年就有发现，中国珠江三角洲地

区６ａ型逐渐取代２ａ型成为第２常见亚型
［７］。近年，中国广

州、深圳、云南等地区的研究也发现这一改变越来越显著［８９］。

这种从北向南，２型逐渐减少而６型逐渐增多的现象主要归因

于中国南方地区与东南亚毗邻，人员流动性增强。ＨＣＶ３型

所占比例８．８９％，超过２型，３型的比例较内地高的原因在排

除研究样本数较少及检测技术差异后，考虑与沿海地区吸毒高

发有密切关联，尽管低风险献血者 ＨＣＶ基因型的分布与传播

模式的关联并不如高风险人群密切。与深圳市血液中心２０１２

年３型比例为１９．４０％的研究结果相比，本次结果３型比例降

低，得益于献血者招募工作的细致开展。

对不同基因型之间的病毒载量作单因素方差分析，结果显

示，１ｂ型病毒载量显著高于其他基因型，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），这也是１ｂ型感染者对干扰素治疗效果较差，只有

约５０％的患者能产生持续的病毒应答反应的原因。不同性别

组 ＨＣＶＲＮＡ定量及基因型检测结果分析，ＨＣＶＲＮＡ定量

检测结果及抗ＨＣＶＳ／ＣＯ值结果差异有统计学意义（犘＜

０．０５），女性感染 ＨＣＶ后病毒血症的程度及循环中病毒蛋白

的水平均低于男性，女性感染 ＨＣＶ后ＲＮＡ阳性率低于男性，

提示女性患者易发生病毒的自发清除。这一现象与２０１４年澳

大利亚新南威尔士大学及２０１６年中国江苏省的研究结果一

致［１０１１］。来自澳大利亚的研究发现，病毒自发清除不仅在女

性，而且在ＩＬ２８ＢＣＣ基因型、１型 ＨＣＶ感染患者都易发生。

本研究还发现，不同年龄组 ＨＣＶ 感染基因型分布比例不

同，＞１８～≤２５岁年龄组 ＨＣＶ感染更为普遍，得到基因型结

果的比例也最大，病毒载量均值最高，原因与深圳市城市人口

年龄结构以年轻人居多有关，这部分人也是献血的主力军。

ＨＣＶ３型全部分布在＞３５～≤４５岁年龄段，提示吸毒或许为该

年龄段人群感染的主要原因，后期随访可偏重相关情况的询问。

对深圳户籍和非深圳户籍 ＨＣＶＲＮＡ定量及分型进行检

测，结果显示各指标之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），分析

原因考虑深圳市作为中国最大的移民城市，近年积分入户政策

放开吸纳不同地域人群，人口组成趋于多元化，减少了不同户

籍人员间基因型差异。研究结果对了解本市安全献血者的主

要来源，制订相应的招募方式、帮助献血者自（下转第１６２页）
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胎儿在体内正常发育；并且，本地区的甲状腺激素参考值范围

以本地区就诊的妇女为研究对象，为诊断甲状腺激素提供明确

标准，有效降低了误诊率，为准确发现和及时治疗甲状腺功能

紊乱的患者提供可靠依据和有效的干预，将会很大程度改善本

地区的妊娠结局，提高人口质量。
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我排查、降低受血者感染也具有十分重要的意义。

综上，本研究首次应用 ＨＣＶ分型检测试剂盒得出深圳市

献血者 ＨＣＶ基因型分布特点，分析 ＨＣＶ基因型与血液筛查

检测各项结果之间的关联，确定本市献血人群 ＨＣＶ感染状态

的特征，为新型检测方法的应用推广、积累数据，有助于更多机

构开展应用基因分型判定疗效及制订治疗方案。今后还可以

对这部分样本应用基因测序法分析 ＨＣＶ基因型及亚型，平行

比对得到更多有关 ＨＣＶＲＮＡ分型试剂盒评估的信息。
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