
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2013年2月28日; 21(6): 531-536
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

黑龙江地区丙型肝炎病毒的基因亚型

杜 博, 金 茜, 刘 伟, 李兴库, 于雪源, 张淑云

®

杜博, 金茜, 刘伟, 李兴库, 于雪源, 张淑云, 哈尔滨医科大学
附属第二医院科研实验中心 黑龙江省哈尔滨市 150086 
作者贡献分布: 杜博与金茜对此文贡献均等, 完成所有检测和资
料整理; 刘伟与李兴库实施了技术指导; 于雪源完成了数据统
计; 张淑云实施了本文的设计、指导及撰写论文. 
通讯作者: 张淑云, 教授, 主任医师, 150086, 黑龙江省哈尔滨市
南岗区学府路246号, 哈尔滨医科大学附属第二医院科研实验中
心. zhshuyun136@yahoo.com.cn
电话: 0451-86664393     传真: 0451-86664393
收稿日期: 2012-12-12   修回日期: 2013-01-20
接受日期: 2013-01-25   在线出版日期: 2013-02-28

Analysis of hepatitis C virus 
subgenotypes in patients in 
Heilongjiang province

Bo Du, Xi Jin, Wei Liu, Xing-Ku Li, Xue-Yuan Yu, 
Shu-Yun Zhang

Bo Du, Xi Jin, Wei Liu, Xing-Ku Li, Xue-Yuan Yu, Shu-
Yun Zhang, Scientific Research Center, the Second Affili-
ated Hospital of Harbin Medical University, Harbin 150086, 
Heilongjiang Province, China 
Correspondence to: Shu-Yun Zhang, Professor, Chief 
Physician, Scientific Research Center, the Second Affiliated 
Hospital of Harbin Medical University, 246 Xuefu Road, 
Nangang District, Harbin 150086, Heilongjiang Province, 
China. zhshuyun136@yahoo.com.cn
Received: 2012-12-12    Revised: 2013-01-20 
Accepted: 2013-01-25    Published online: 2013-02-28

Abstract
AIM: To analyze the distribution of different 
hepatitis C virus (HCV) subgenotypes in Hei-
longjiang province, China. 

METHODS: Serum samples from 1 313 patients 
with HCV infection, including 627 (47.75%) 
males and 686 (52.25%) females, were subgeno-
typed using multiplex nested PCR assay. The 
associations of HCV subgenotypes with gender, 
age, viral load, and ALT level were analyzed. 

RESULTS: Of 1 313 patients, 927 (70.60%) were 
successfully subgenotyped. Among typable sub-
genotypes, 1b+/2a- was found in 388 (41.86%) 
cases, 2a+/1b- in 318 (34.30%) cases, 1b+2a in 197 
(21.25%) cases, and 1a+/2b in 24 (2.59%) cases. 
The percentage of patients with 2a+/1b- subgeno-
type was significantly higher in females (37.50%) 
and patients with HCVRNA of (1.000-9.999) × 

104 (54.55%), ALT level >200 (60.87%) or ≤ 40 
(41.02%) (all P < 0.05). The percentage of patients 
with 2 1b+/2a- subgenotype in was significantly 
lower in patients with HCVRNA of (1.000-9.999) 
× 104 (24.24%) or ALT level >200 (13.04%) (both 
P < 0.05).

CONCLUSION: Genotypes 1b and 2a are the 
most prevalent genotypes in Heilongjiang prov-
ince. The distribution of different HCV subgeno-
types is associated with gender, viral load, and 
ALT level.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Hepatitis C virus; PCR; Subgenotype

Du B, Jin X, Liu W, Li XK, Yu XY, Zhang SY. Analysis of 
hepatitis C virus subgenotypes in patients in Heilongjiang 
province. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(6): 531-536 
URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/531.asp 
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wjg.v21.i6.531

摘要
目的: 分析黑龙江地区丙型肝炎病毒(hepatitis 
C virus, HCV)基因型的流行特征和相关的影
响因素, 以便对HCV感染的控制和个体化治
疗提供依据. 

方法: 采用型特异性巢式多重PCR法对外周血
血浆中HCV基因亚型1a、1b、2a和2b进行检
测, 分析HCV基因亚型的组成及其与性别、

年龄、HCV RNA定量和丙氨酸氨基转移酶
(alanine aminotransferase, ALT)水平的关系. 

结果: 通过对1 313例HCV感染者外周血血浆
标本的检测和分析, HCV基因亚型检出率为
70.60%(927/1 313), 其中以1b、2a和1b与2a混
合感染为主, 尚包括少量分别与1a和2b的混
合感染, 即1b+/2a-为388例(41.86%)、2a+/1b-

为318例(34.30%)和1b+2a为197例(21.25%), 
单纯1a或2b以及二者混合(1a+/2b)仅检出24
例, 占2.59%. 2a+/1b-在女性组(37.50%)、HCV 
RNA(1.000-9.999)×104组(54.55%)、ALT水
平>200组(60.87%)和≤40组(41.02%)比率均
较相应的其他各组有意义的增高(P <0.05), 

■背景资料
丙 型 肝 炎 病 毒
(HCV)感染是造
成慢性肝炎、肝
硬化及肝癌的重
要原因之一. 目前
HCV感染仍然是
全球性健康问题. 
HCV在长期进化
过程中已形成1-6
个基因型和100多
个基因亚型, HCV 
1型和2型呈世界
流行, 但其也在不
断演变. 通过采用
综合和个体化治
疗方案, 已使持续
病毒反应 ( S V R )
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检测和动态分析
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而1b+/2a-在HCV RNA(1.000-9.999)×104组
(24.24%)和ALT水平>200组(13.04%)均较相应
的其他各组有意义的降低(P <0.05), 未发现与
年龄有关. 

结论: 本地区HCV主要流行株是1b和2a, 其分
布可能与性别、HCV RNA水平和ALT水平有
关, 随着医疗条件的改善和联合治疗的开展, 
本地区HCV感染有望得到较好的控制.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染是

造成慢性肝炎、肝硬化及肝癌的重要原因之

一. 目前HCV感染仍然是全球性健康问题. HCV 
RNA全长约9.6 kb, 易发生变异, 在长期的进化

中形成了不同的基因型(genotype)、基因亚型

(subgenotype)、病毒株(isolate)和准种(quasispe-
cies), 核酸序列差异率>30%为不同基因型, 差异

率在15%-30%之间为不同基因亚型[1-3]. 1974年
Goldfield[4]首次报道了非甲非乙型肝炎, 启动了

对其病因的探索. 尤其是在1982-1988年期间美

国Chiron公司Houghton实验室的研究人员Choo
等[5]用分子杂交和克隆等技术, 在感染的黑猩猩

血液标本中获得了一种能导致非甲非乙型肝炎

的病毒片断, 并正式将其命名为“丙型肝炎病

毒(HCV)”. 1991年国际病毒命名委员会将HCV
归入了黄病毒科(Flavivirus)丙型肝炎病毒属[5,6]. 
1993年Simmonds等[7]通过对NS5B区扩增测序后

进行系统进化树分析, 确定了6种基因型和一系

列基因亚型. 2005年将其作为国际通用的命名

方法, 即以阿拉伯数字1-6表示基因型, 以小写的

英文字母(abc等)表示基因亚型[8]. 目前已报道的

较公认的基因型有6种, 基因亚型已超过100种[9]. 
国内外研究表明, HCV不同基因(亚)型在地区分

布、传播途径、疾病进展和抗病毒治疗上均有

差异, 基因分型及动态变化已成为制定HCV感

染防控策略的重要依据[3,10-13]. 为了解黑龙江地

区HCV基因型分布状况, 探讨HCV基因型流行

特征, 以便更好地指导HCV感染的治疗和预防, 

我们对本地区1 313例HCV感染患者外周血血浆

标本进行了HCV基因亚型的检测和分析.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-06/2011-12就诊于哈尔滨医科

大学附属第二医院的H C V感染患者1 313例 , 
均为抗-HCV阳性和拟进行抗病毒治疗. 其中

男627例, 女686例, 年龄12-87岁, 平均50.68
岁±11.14岁. HCV感染诊断符合《丙型肝炎

防治指南》(2004). T R I z o l购自北京博迈德

科技发展有限公司; A M V反转录试剂盒购自

ABI公司; Taq DNA聚合酶购自Fermentas公
司; HCV RNA型特异性引物引自文献[14], 由
南京金思特科技有限公司合成 .  引物序列如

下: P1: 5'-ATGTACCCCATGAGGTCGGC-3'; 
P2: 5'-CGCGCGACTAGGAAGACTTC-3'; P共
用: 5'-AGGAAGACTTCCGAGCGGTC-3'; P1a
型: 5'-TGCCTTGGGGATAGGCTGAC-3'; P1b
型: 5'-GAGCCATCCTGCCCACCCCA-3'; P2a型: 
5'-CCAAGAGGGACGGGAACCTC-3'; P2b型: 
5'-ACCCTCGTTTCCGTACAGAG-3'.
1.2 方法 根据试剂使用说明书采用TRIzo l法
提取HCV感染患者外周血血浆中病毒RNA和

进行AMV反转录; 参考文献[14]进行巢式多重

PCR扩增; 取第二轮PCR扩增产物10 μL和Mark-
erDL2000 10 μL, 经3%琼脂糖凝胶电泳, Tanon
凝胶成像系统成像、保存和观察结果.

统 计 学 处 理  数据处理采用统计学软件

SPSS17.0, 计数资料的比较均采用χ2检验(chi-
square test), 计量资料比较采用秩和检验(rank-sum 
test), 其中基因型在年龄以及HCV RNA和ALT水
平上总体比较使用Kruskal-Wallis检验, 组间比较

使用Mann-Whitney检验, P<0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 HCV基因亚型电泳结果 采用型特异性巢式

多重PCR法对HCV RNA进行1a、1b、2a和2b基
因亚型检测, 电泳结果见图1, 1a: 49 bp; 1b: 144 
bp; 2a: 174 bp; 2b: 123 bp.
2.2 1 313例HCV感染者病毒基因亚型分布 在
1 313例患者HCV RNA基因亚型检测中, 927例
检出基因型, 检出率为70.60%, 其中以1b、2a和
1b与2a混合感染为主, 尚包括少量分别与其他型

(1a/2b)的混合感染, 即1b+/2a-为388例(41.86%)、
2a +/1b -为318例 (34 .30%)和1b+2a为197例
(21.25%), 单纯1a或2b以及二者混合(1a+/2b)仅

■研发前沿
为了更好地指导
HCV感染的预防
和 治 疗 ,  除 了 对
感染者进行基因
型的检测外, 更要
全面检测和动态
分析不同人群中
HCV基因型的变
化趋势, 同时要积
极开展个体遗传
相关基因的检测
和研究, 制定有效
的预防和个体化
治疗方案.
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检出24例, 占2.59%(图2).
2.3 不同性别HCV感染者病毒基因亚型分布情

况 在1 313例患者中, 男627例, 占47.75%, 检出

HCV基因亚型439例, 检出率为70.02%; 女686例, 
占52.25%, 检出HCV基因亚型488例, 检出率为

71.14%. 男女比例匹配. 在两组中基因亚型分布

总体未见差异(χ2 = 5.383, P  = 0.146), 只是2a+/1b-

在女性组中比例明显高于男性组, 有统计学意

义(χ2 = 4.670, P  = 0.031, 表1).
2.4 不同年龄的HCV感染者病毒基因亚型分布

情况 在1 313例患者中1 283份有年龄记录, 其
中906例检出HCV基因亚型, 检出率70.62%, 与
总检出率70.60%未有明显差异(χ2 = 0.000, P  
= 0.994). 通过进一步的分层分析, 各基因亚

型组在不同年龄组中的比率也均未见差异(χ2 
= 11.754, P  = 0.860). 又通过秩检验1b+/2a-、

2a+/1b-、1b+2a和1a+/2b 4组年龄秩均值分别为 
459.71、449.50、447.28和457.46, 总体上也未

见统计学差异(χ2 = 0.400, P  = 0.940). 基因亚型

分布可能与年龄无关. 在不同年龄段HCV基因

亚型分布见表2.
2.5 不同HCV RNA水平的HCV感染者病毒基因

亚型分布情况 在1 313例患者中548例有HCV 
RNA定量记录, 其中407例检出HCV基因亚型, 
检出率74.27%, 与总检出率70.60%未有明显差

异(χ2 = 2.563, P  = 0.109). 在不同HCV RNA水平

上HCV基因亚型总体分布见表3, 差异显著(χ2 = 
34.001, P  = 0.003), 主要体现在(1.000-9.999)×104

组中1b+/2a-比率较其他各组显著降低(24.24% vs  
48.28%, χ2 = 5.382, P  = 0.020; 24.24% vs  40.00%, 
χ2 = 4.797, P  = 0.029; 24.24% vs  38.93%, χ2 
=4.219, P  = 0.040; 24.24% vs  57.14%, χ2 = 7.901, 
P  = 0.005), 而2a+/1b-比率较其他各组则显著增高

(54.55% vs  26.67%, χ2 = 6.457, P  = 0.011; 54.55% 
vs  31.54%, χ2 = 9.715, P  = 0.002; 54.55% vs  
35.88%, χ2 = 6.273, P  = 0.012; 54.55% vs  14.29%, 
χ2 = 10.440, P  = 0.001). 又通过秩检验1b+/2a-、

2a+/1b-、1b+2a和1a+/2b 4组的HCV RNA水平秩

均值分别为214.26、192.52、213.10和131.27, 总
体上未见统计学差异(χ2 = 7.342, P  = 0.062).
2.6 不同ALT水平的HCV感染者病毒基因亚型分

布情况 在1 313例患者中535例有ALT水平记录, 
其中401例检出HCV基因亚型, 检出率74.95%, 
与总检出率70.60%未有明显差异(χ2 = 3.560, P  = 

■相关报道
赵璐等较全面地
综述了HCV基因
型在我国和世界
上 的 流 行 情 况 ; 
I - S h y a n 等 较 系
统地分析了HCV
感染治疗的影响
因素.
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表  1  不同性别的HCV感染者外周血中病毒基因亚型分布情况及比较 n (%)

     性别   检出(率)     1b+/2a-    2a+/1b-      1b+2a   1a+/2b

男 627(47.75) 439(70.02) 194(44.19) 135(30.75) 100(22.78) 10(2.28)

女 686(52.25) 488(71.14) 194(39.75) 183(37.50)a   97(19.88) 14(2.87)

合计 1313 927(70.60) 388(41.86) 318(34.30) 197(21.25) 24(2.59)

aP<0.05 vs  男性组.
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图  1  HCV4种基因亚型电泳结果图示. 1a: 49 bp; 1b: 144 bp; 

2a: 174 bp; 2b: 123 bp.
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图  2  黑龙江省HCV基因亚型分布情况. 
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■创新盘点
本研究在检测本
地区流行的HCV
基因型的同时, 更
用不同的统计学
方法分析了HCV
基 因 型 与 不 同
HCV RNA和ALT
水平的相关性. 

0.059). 在不同ALT水平上HCV基因亚型总体分

布见表4, 差异显著(χ2 = 20.612, P  = 0.014), 主要

体现在ALT水平>200组中1b+/2a-比率较其他各

组均显著降低(≤40组: 13.04% vs  35.39%, χ2 = 
4.613, P  = 0.032; 41-80组: 13.04% vs  45.24%, χ2 
= 8.381, P  = 0.004; 81-200组: 13.04% vs  41.89%, 
χ2 = 6.414, P  = 0.011); 而2a+/1b-比率较41-80组
和81-200组均显著增高(60.87% vs  27.78%, χ2 = 
9.650, P  = 0.002; 60.87% vs  29.73%, χ2 = 7.290, P  
= 0.007). 在ALT水平≤40组2a+/1b-比率较81-200
组有意义的增高(41.02% vs  29.73%, χ2 = 5.641, P  
= 0.018). 又通过秩检验1b+/2a-、2a+/1b-、1b+2a

和1a+/2b 4组的ALT水平秩均值分别为203.05、
192.39、220.20和103.17, 在总体上也有统计学

差异(χ2 = 9.835, P  = 0.020), 但组间(1b+/2a-、

2a+/1b-和1b+2a)两两比较并无差异, 只是分别与

1a+/2b组之间比较有差异(u = -2.565, P  = 0.010; 
u = -2.241, P  = 0.025; u = -2.786, P  = 0.005). 说明

主要HCV基因型分布在ALT水平秩均值上无差

异, 但在不同ALT水平上有差异.

3  讨论

我们对本地区1 313例慢性HCV感染患者外周血

中HCV基因型1a、1b、2a和2b检测结果的回顾

2013-02-28|Volume 21|Issue 6|WCJD|www.wjgnet.com

表  2  不同年龄的HCV感染者病毒基因亚型分布情况 n (%)

     年龄(岁)       n     检出(率)      1b+/2a-     2a+/1b-       1b+2a  1a+/2b

＜20       8     8(100.00)     4(50.00)   3(37.50)     1(12.50)   0(0)

20-29     49   36(73.47)   10(27.78) 18(50.00)     7(19.44)   1(2.78)

30-39   122   91(74.59)   35(38.46) 29(31.87)   24(26.37)   3(3.30)

40-49   365 243(66.58) 109(44.86) 83(34.16)   44(18.10)   7(2.88)

50-59   471 343(72.82) 140(40.82) 118(34.40)   78(22.74)   7(2.04)

60-69   226 155(68.58)   68(43.87) 51(32.90)   32(20.65)   4(2.58)

≥70     42   30(71.43)   12(40.00) 11(36.66)     5(16.67)   2(6.67)

合计 1 283 906(70.62) 378(41.72) 313(34.55) 191(21.08) 24(2.65)

表  3  不同HCV RNA水平的HCV感染者病毒基因亚型分布和比较 n (%)

     HCV RNA(copies/mL)    n    检出(率)    1b+/2a-     2a+/1b-  1b+2a 1a+/2b

≤1.000×103   65   29(44.62)   14(48.28)   10(34.48)   2(6.90) 3(10.34)

(1.001-9.999)×103   47   30(63.83)   10(33.33)     8(26.67) 10(33.33) 2(6.67)

(1.000-9.999)×104   92   66(71.74)   16(24.24)a   36(54.55)c 12(18.18) 2(3.03)

(1.000-9.999)×105 170 130(76.47)   52(40.00)   41(31.54) 35(26.92) 2(1.54)

(1.000-9.999)×106 150 131(87.33)   51(38.93)   47(35.88) 32(24.43) 1(0.76)

≥1.000×107   24   21(87.50)   12(57.14)     3(14.29)   5(23.81) 1(4.76)

合计 548 407(74.27) 155(38.08) 145(35.63) 96(23.59) 11(2.70)

aP<0.05 vs≤1.000×103、(1.000-9.999)×105、(1.000-9.999)×106和≥1.000×107组; cP<0.05 vs  (1.001-9.999)×103、(1.000-

9.999)×105、(1.000-9.999)×106和≥1.000×107组.

表  4  不同ALT水平的HCV 感染者病毒基因亚型分布情况 n (%)

     ALT水平(μ/L)   n   检出(率)     1b+/2a-    2a+/1b-   1b+2a 1a+/2b

≤40 248 178(71.77)   63(35.39)   73(41.02)c 35(19.66) 7(3.93)

41-80 157 126(80.25)   57(45.24)   35(27.78) 33(26.19) 1(0.79)

81-200   99   74(74.75)   31(41.89)   22(29.73) 20(27.03) 1(1.35)

＞200   31   23(74.19)     3(13.04)a   14(60.87)e   6(26.09) 0(0)

合计 535 401(74.95) 154(38.40) 144(35.92) 94(23.44) 9(2.24)

aP<0.05 vs  ≤40组、41-80组和81-200组; cP<0.05 vs  81-200组; eP<0.05 vs  41-80组和81-200组.
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性分析发现, 在检出的基因型中以1b(41.86%)、
2a(34.30%)及二者的混合型(21.25%)为主, 1a和
2b少见, 说明该地区流行的HCV基因型是1b和
2a, 高达97%, 与我国HCV基因型的分布相符[3,15], 
反映了该地区HCV基因型的流行特征和趋势. 
根据报道1b和2a的感染比率已逐年下降[16,17], 2a
在巴基斯坦等国家已根除[15]. 一方面原因是1b和
2a的传播主要与输血、血液制品的应用、手术

和拔牙或牙处理等传统传播途径有关, 随着医

疗政策的完善和医疗条件的改善, 二者的感染

比率已逐年下降; 另外一个重要原因是2a对抗病

毒治疗有持续的高反应性[18,19], 尤其是目前的联

合治疗又大大提高了1b对抗病毒治疗的反应性, 
由原来的40%升高到70%以上[20-22]. 所以本地区

HCV感染有望得到较好的控制.
我们也分析了基因型分布与性别、年龄、

HCV RNA水平和ALT水平等的关系, 发现了一

些有意义的差异, 如2a在女性组、HCV RNA 
(1.000-9.999)×104组、ALT水平>200组和≤

40组比率均有意义的增高, 而1b在HCV RNA 
(1.000-9.999)×104组和ALT水平>200组均有意

义的降低, 但未发现与年龄有关. 在Yan等[16]对

中国东南地区1 208例患者的基因型分布情况

和变化的报道中, 2a在女性中比例较高, Roman
等[23]也有类似的报道. Yan等[16]认为主要基因型

分布与HCV RNA平均水平无关, 但我们与Ali和
Rong等[24,25]的研究均发现主要基因型分布在不

同HCV RNA水平上是有差异的, 这可能与资料

的选择和统计学方法有关, 本研究资料的秩和

检验的秩均值也未发现主要基因型分布与HCV 
RNA水平有关. 同样的原因也可能说明主要基

因型分布在不同ALT水平上有差异, 但在秩和检

验的秩均值中未发现差异的现象[26]. 据报道基因

型分布在年龄上的差异主要是由于当地优势传

播途径的变化, 使得年轻人中以3型和6型为主, 
而30或40岁以上感染的HCV仍以亚型1b和2a为
主[16]. 在本研究中, 我们只检测了1型和2型, 但检

出率达70%以上, 且以1b和2a为主, 说明本地区

未发生优势传播途径的变化, 所以未发现基因

型分布与年龄有关. 但70.60%的检出率略显低, 
分析其原因: (1)未严格控制HCV RNA的含量, 
有较低或未检出者影响了检出率; (2)可能存在

其他基因型或本地区特征性基因型, 有必要开

展进一步研究; (3)方法学需要改进[27].
总之 ,  通过本研究了解了本地区H C V主

要流行株是1b和2a. 2a在女性组、HCV RNA 

(1.000-9.999)×104组、ALT水平>200组和≤

40组比率均有意义的增高, 而1b在HCV RNA 
(1.000-9.999)×104组和ALT水平>200组均有意

义的降低, 未发现与年龄有关. 随着医疗条件的

改善和联合治疗的开展, 本地区HCV感染有望

得到较好的控制, 但也面临着巨大挑战[28-30].
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