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Abstract
AIM: To investigate the epidemiology of HBV genotypes
among HBV-infected persons in northern China.

METHODS: The HBV DNA in 801 sera samples collected
from hepatitis patients (594), healthy controls (154), and
HCV-infected patients (53) were tested by nested PCR,
the positive sera were then genotyped by nested PCR with
six pairs of HBV genotype-specific primers (A to F).

RESULTS: 464 samples (57.9%) were HBV DNA positive
among the 801 samples. Among 594 cases with various
hepatitis B clinical manifestations, 74.4% (442/594) were
HBV-DNA positive, while 8.4% (13/154) of healthy controls
were HBV-DNA positive. There was significant difference
between the hepatitis patients and healthy controls (P <0.01).
17% (9/53) of HCV-infected patients were HBV-DNA
positive, too. Among the 464 HBV-DNA positive samples,
the persentage of genotype A was 5.2% (24/464), genotype
B 7.1% (33/464), and type C 77.2% (358/464), type D 2.4%
(11/464), while none of type E and F had been found in
those samples. 14 samples (3%) were both type B and C
positive. The 24 samples could not be genotyped in this study.

CONCLUSION: The HBV genotypes prevailed among HBV-
infected persons in northern China are types A, B, C, and

D, and the major genotype is type C (77.2%). Type C is
also the major genotype among the clinical groups. There
is no statistical difference between the groups.
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摘要

目的: 掌握我国北方地区乙型肝炎病毒(HBV)感染者HBV基

因型分布情况 为了解其流行病学及临床意义提供基础.

方法: 首先采用巢式PCR法对801份血清进行HBV DNA检

测 其中包括 154 份健康人血清 594 份 HBV 感染的各

类肝病患者及53例抗HCV阳性血清标本. 再采用HBV A-

F六个主要基因型特异性多引物对巢式PCR法对HBV DNA

进行基因型检测及分析.

结果: 在 801 例血清标本中有 464 例(57.9%)检测到 HBV

DNA 其中 154 名健康人血清阳性率为 8.4%(13/154)

594 例不同临床表现的乙肝患者血清 HBV DNA 总检出率

为74.4%(442/594) 二者相比差异显著(P <0.01); 抗HCV阳

性血清中检出HBV DNA占17% (9/53). 464例HBV DNA 阳

性标本中 HBV基因型检出率分别是: A型为5.2% (24/464)

B 型为 7.1%(33/464) C 型为 77.2%(358/464) D 型 2.4%

(11/464) 未检出 E 和 F 型 但尚有 14 例(3%)同时检出

B 型和 C 型 有 24 例未检出型别. 急性肝炎 慢性肝炎

肝硬化 原发肝癌各不同临床表现组间基因型分布无统计

学差异.

结论: 结果看出 我国北方地区感染的 HBV 基因型存在

A B C D 四个型别 其中 C 型为主(77.2%) 各临床表

现组基因型分布也均以C型为主 组间无统计学差异.
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0   引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)是引起急 慢

性肝炎的主要病原之一 并可导致肝硬化和原发性肝

癌 严重危害人类健康. HBV DNA 易发生变异[1-2] 基

因变异可影响基因复制表达 也可影响临床感染类型

和机体免疫应答[3-4]. 根据 HBV 基因组核苷酸序列的差
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异 目前 HBV 可分为 A-H 8 个基因型[5-8]. HBV 基因型

分布有地域性 不同地区流行的基因型不同 而且基因

型与疾病的预后 治疗药物的选择等均有一定关系[9-11].

为了解我国北方地区 HBV 基因型流行病学情况及其临

床意义 我们采用 HBV A-F 6 个主要基因型特异性多

引物对巢式 PCR 法对 594 例不同临床表现的乙肝患

者 154名健康人血清及53份丙肝患者血清中HBV DNA

阳性的 464 例标本进行了基因分型和分析如下.

1   材料和方法

1.1 材料  HBV 感染的不同类型肝病患者血清 594 份采

自 2001-09/2002-12 哈尔滨医科大学附属一院 二

院 解放军 211 医院及海拉尔呼盟人民医院门诊或住

院患者 包括急性肝炎 63 例 慢性肝炎 198 例 肝

硬化 72 例 原发性肝癌 73 例 HBV 无症状携带者

188 例. 所有病例诊断均符合 2000 年西安全国肝病会议

修订的病毒性肝炎诊断标准及肝癌 肝硬化等诊断指

标; 同时还采集53例临床诊断为丙型肝炎(抗HCV阳性)

患者血清进行了HBV DNA及基因型检测; 154份健康人

血清采自黑龙江省商业大学 2001 级新生 HBV 血清免

疫学标志均为阴性. M-MLV 逆转录酶(Promega 200

MU/L); Taq DNA 合成酶(Promega 5 MU/L); 核酸提取试

剂盒(Sepa-Gene RV-R)购自日本三光株式会社; 100 bp

DNA Marker(华美生物技术公司). 巢式 PCR 检测 HBV

DNA 的引物(X 区) 设计参见文献[12] 由北京华美

生物公司合成.

        外引物对为: 5 -TGCCAACTGGATCCTTCGCGGG

ACGTCCTT-3 (nt1 392-1 421); 5 -GTTCACGGTGGT

CTCCATG-3 (nt1 625-1 607). 内引物对为: 5 -GTCC

CCTTCTTCATCTGCCGT-3 (nt1 487-1 507); 5 -ACG

TGCAGAGGTGAAGCGAAG-3 (nt 1 604-1 584). 检测

HBV 基因型用引物根据 HBV DNA pre-S 和 S 基因区保

守序列设计各基因型特异引物 [ 13 ] A B C .F

代表各基因型(表1). 引物由日本感染病研究所阿部贤治

教授惠赠.

1.2 方法  待检血清 HBV DNA 扩增采用巢式 PCR 法. 首

先取血清标本 100 µL 按核酸提取试剂盒说明提取血

清 DNA 将提取物溶解于 50 µL 无 RNA 的去离子水中

混匀即为血清DNA提取物. 取DNA提取物5 µL为模板

总反应体系为 50 µL 进行巢式 PCR 扩增 HBV DNA

方法见文献[18]. 反应产物经 25 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴

定 出现 118bp DNA 片段为 HBV DNA 阳性. HBV DNA

阳性者测其基因型. HBV DNA基因型别的检测采用基因

型特异多引物对巢式 PCR 法. 取待检 DNA 5 µL 为模板

总反应体系为40 µL. 第1次PCR反应参数为: 95  10 min

后 94  20 s 55  20 s 72  30 s 40 个循

环 再 72  7 min. 第 2 次 PCR 分两组进行 先按

表 1 分成 A 组(包括 A B C 基因型)和 B 组(包括 D E

F 基因型)加引物 再分别加入第 1 次 PCR 产物 1 µL. 第

2 次 PCR 反应参数为: 95  10 min 后 按 94  20 s

58  20 s 72  30 s 进行 20 个循环之后 按 94 

20 s 60  20 s 72  30 s 再进行 20 个循环

最后 72  7 min. 反应后 分别取 A 组和 B 组扩增产

物 10 µL 于 30 g/L 琼脂糖凝胶进行电泳 溴化乙锭染

色后 凝脉电泳分析系统(上海天美 2010)观察并照相.

2   结果

2.1 HBV DNA 检测结果  采用巢式 PCR 法对 801 份患

者血清 其中包括 594 例 HBV 感染组不同肝疾患 53

表 1  巢式 PCR 检测 HBV 基因型特异引物序列

引物 序列 a

第 1 次 PCR

P1 5 -TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-3 (nt2823-2845 通用)

  S1-2 5 -CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC-3  (nt685-704 通用)

第 2 次 PCR

A 组

 B2 5 -GGC TCM AGT TCM GGA ACA GT-3 (nt67-86 A-E 型特异)

 BA1R  5 -CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T-3  (nt113-134 A 型特异)

 BB1R  5 -CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A-3  (nt324-345 B 型特异)

 BC1R  5 -GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3  (nt165-186 C 型特异)

B 组

  BD1 5 -GCC AAC AAG GTA GGA GCT-3  (nt2979-2996 D 型特异)

  BE1 5 -CAC CAG AAA TCC AGA TTG GGA CCA-3  (nt2955-2978 E 型特异)

  BF1 5 -GYT ACG GTC CAG GGT TAC CA-3  (nt3032-3051 F 型特异)

  B2R 5 -GGA GGC GGA TYT GCT GGC AA-3  (nt3078-3097 D-F 型特异)

a: M 可代表一个核苷酸 A 或 C;   Y 可代表一个核苷酸 C 或 T.



谷鸿喜, 等. 多引物对巢式PCR法检测HBV基因型的流行病学分析                                                  1075

例丙型肝炎组和154例健康人血清进行HBV DNA检测.

结果看出 HBV 感染组各类型肝疾病患者血清中 HBV

DNA 检出率 65.8-77.7% 各组间无统计学差异. 健康对

照组 HBV 血清标志虽然均阴性 但仍有 8.4%(13/154)被

检出 HBV DNA 其检出率与 HBV 感染组相比 差异

显著(P <0.01). 丙型肝炎组(HCV 抗体阳性)有 17%(9/53)

检出 HBV DNA 说明存在 HCV 和 HBV 混合感染的病

例(表 2).

表 2  801 份血清标本中 HBV DNA 检测结果

   HBV DNA 阳性
分组   n

  n 百分率(%)

健康人组 154  13       8.4

HBV 感染组 594 442     74.4b

  无症状携带者 188 146     77.7

  急性乙型肝炎   63   43     73.0

慢性乙型肝炎 198 153     77.3

  肝硬化   72   49     68.1

  原发性肝癌   73   48     65.8

丙型肝炎组   53     9     17.0

bP <0.01, vs 健康人组.

2.2 HBV DNA 基因型  采用基因型特异多引物对巢式
PCR法对464例HBV DNA阳性标本进行了HBV基因型
检测 出现 68 bp 281 bp 122 bp 和 119 bp 条带者分
别为 HBV A B C 和 D 基因型特异条带 未出现 E 和

F 基因型特异带(图 1 2).

2.3 HBV DNA 基因的分布  在 464 例 HBV DNA 阳性的

血清标本中 有 440 份被确定型别 24 份未测出型别.

检出的 HBV 型别有 A B C D 型 E 和 F 型未检

出 各型在不同临床组血清标本中的分布不同(表 3).

HBV 基因型总检出率以 C 型为主 占 77.2% 其他型别

依次是 A 型为 5.2% B 型为 7.1% D 型为 2.4% E 和

F 型未检出 但有 3.0%同时检出 B 型和 C 型 还有 5.2%

HBV DNA没鉴定出基因型别. HBV感染组中不同肝疾病

患者血清中 HBV 基因型同样是以 C 型为主(77.6%) 不

同基因型在各组分布 组间无统计学差异. 健康人组

13 例 HBV DNA 阳性血清中也有 10 例检出 C 基因型

占 76.9% 除 1 例 B 和 C 型混合外 其余型别未被检出.

9 例 HBV DNA 阳性的丙型肝炎血清中 有 5 例是 C 型

占 55.6% A 和 D 型各检出 1 例.

图 1  HBV 基因 B, C 型电泳图. 1, 2: C, B 型阳性对照, 4: 阴性对照; 3:
DNA 分子大小标准; 5, 6: C 型; 7: B 型; 8: C 和 B 混合型.

图 2  HBV 基因 D 型电泳图. 1: HBV D 型; 2, 3: HBV D 型阳性和阴性对
照; 4: DNA marker.

3   讨论

乙型肝炎为世界流行性疾病 不同国家和地区发病率

有明显差异 我国为高流行区 人群感染率平均为10%

左右. HBV 感染的诊断对临床治疗有很大指导意义. 以

往临床上主要依据 HBV 血清学免疫标志分析判断病毒

在体内复制情况 传染性及治疗方案等. 近年许多研究

通过检测标本中HBV DNA或进行DNA定量来直接判断

表 3  HBV 基因型在各临床组血清标本中的分布

 HBV 基因型 /n (%)
分组 HBV DNA 阳性 / n

      A     B        C      D    B+C                  UC*

健康人组 13       0      0   10 (76.9)      0  1 (7.7) 2 (15.4)

HBV 感染组(小计) 442 23 (5.2) 31 (7.0) 343 (77.6) 10 (2.3) 13(3.0) 20 (4.6)

HBV 携带者 146 10 (6.8) 11 (7.5) 110 (75.3)   6 (4.1)  4 (2.7)   5 (3.4)

急性乙型肝炎 46   2 (4.3)    6 (13)   32 (69.6)   2 (4.3)  1 (2.2)   3 (6.5)

慢性乙型肝炎 153   9 (5.9) 11 (7.2) 119 (77.8)   2 (1.3)  3 (2.0)   9 (5.9)

肝硬化 49   2 (4.1)  3 (6.1)   39 (79.6)        0  2 (4.1)   3 (6.1)

原发性肝癌 48        0  2 (4.2)   43 (89.6)        0  3 (6.3)        0

丙型肝炎组  9 1 (11.1)      0     5 (55.6) 1 (11.1)       0 2 (22.2)

*UC, 型别不确定.

1  2 3 4 5  6 7 8

100 bp
281 bp
122 bp

1            2   3   4

119 bp



病毒在体内复制情况. 若HBV血清学免疫标志与DNA检

测结合起来会更科学确定乙型肝炎病程进展及治疗方

案. 根据 HBV 抗原决定簇的差异可划分为 4 个血清型

而按 HBV 基因序列差异目前分为 A-H 8 个基因型[17]. 虽

然二者有一定的对应关系 但血清亚型并不能完全反

映出 HBV 各株间的异质性 而 HBV 基因型确能更好

理解各流行株间的不同差异性. 为此了解世界各地HBV

基因型分布情况 对寻找和追踪传染源 分析病毒衍

变和进化更有意义 对研究不同株与临床疾病类型及

预后也有一定指导意义 特别是针对各地基因优势株

制备疫苗是更值得考虑的问题.

        HBV基因型分布有明显地域性[14-15]. A型主要分布于

欧洲和美国; B C 型主要分布于远东和亚洲地区; D 型

是地中海地区和近东的优势基因型; E型主要分布非洲;

F G 型见于美国; 最近中美洲有 H 型的报道[7]. 我国各

地区报道也不同[15-17]. 我们采用基因型特异多引物对巢

式 PCR 法 对 464 例 HBV DNA 阳性患者血清中 HBV

进行了基因分型检测. 方法不仅简单而且结果可靠. 本结

果表明 北方地区被检血清标本中 HBV DNA 存在 A

B C D4 个基因型 其中以 C 型为主 占 77.2%

B A 和 D 型的检出率较低 分别为 7.1% 5.2% 和

2.4% E F 型未检出. 该结果与 2002 年南宁 广州

地区报道相似[16-17]. 至于 14 例同时检出 B 型和 C 型基因

是否是重叠感染 尚须进一步证实. 还有24例患者血清

中 HBV DNA 虽然阳性 但未确定出型别 有可能是

A-F 基因型以外的型别 如 G 型或 H 型 尚需进一

步加以证实. 从本研究结果看出丙型肝炎患者血清中有

17% 检出 HBV DNA 其中也是以 C 型为主(55.6%)

说明两种肝炎病毒可重叠感染 [18].
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