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Abstract
AIM: To investigate the genotypes of hepatitis 
B v irus (HBV) in Xiamen c i ty by nested 
polymerase chain reaction (PCR) with multiplex 
pairs of genotype-specific primers.

METHODS: A total of 250 HBV-infected patients 
were included in this study. The serum samples 
were collected and the serum HBV DNA was 
used as templates. Ten outer and inner prim-
ers were designed on the basis of nucleotide 
sequences in the regions of Pre-S1 and S genes, 
of which 8 genotype-specific inner primers were 
divided into 2 groups: A and B. Genotype A, 
B, C or D, E, F of HBV were amplified, respec-
tively. The genotypes of the second-round PCR 

products were identified using agarose gel elec-
trophoresis (30 g/L)�.

RESULTS: Of the 250 selected patients, 120 re-
ceived the above genotyping successfully. There 
were 90 (75.0%) diagnosed with chronic hepa-
titis B, 7 (5.8%) with acute hepatitis B, 8 (6.7%) 
with liver cirrhosis, and 15 (12.5%) with hepato-
cellular carcinoma. Of the 120 cases, 58 (48.3%) 
were found with genotype B, 30 (25.0%) with 
genotype C and 32 (26.7%) with genotype B/C. 
In the patients with positive HBeAg, genotype B 
and B/C were confirmed in 63.8% and 21.9% of 
them, respectively. However, the patients with 
genotype B/C and B accounted for 68.8% and 
25.9% of the anti-HBe-positive patients. There 
were significant differences between the 2 sub-
groups in the genotype distribution (P < 0.05).

CONCLUSION: Genotype B prevails among 
HBV-infected patients in Xiamen city, and type 
B/C HBV infection a considerable problem.

Key Words: Hepatitis B virus; Genotype; Gene re-
combination; Nested polymerase chain reaction; 
Specific primer
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摘要
目的: 采用多对型特异性引物, 通过巢式PCR
法检测厦门市乙型肝炎患者血清中乙型肝炎
病毒(HBV)基因型的分布情况. 

方法: 收集250例HBV感染患者血清, 提取血
清中HBV DNA作为模板, 设计HBV前S1基
因和S基因中区域内设计出10条内外引物, 并
将其中8条型特异性内引物分成A, B两组, 分
别扩增A, B, C和D, E, F型HBV, 然后将第2轮
PCR产物以用30 g/L琼脂糖进行电泳, 根据
PCR产物电泳显示的产物长度判定HBV基因
型, 以了解厦门HBV基因型分布情况. 

结果: 共120例确定了H B V基因型. 患者群

®

■背景资料
本文以多对型特
异 性 引 物 - 巢 式
PCR法检测厦门
市乙型肝炎患者
血清中HBV基因
型的分布情况, 属
于分子流行病学
研究, 其目的是重
点了解HBV在当
地的基因型分布
情况, 为进一步了
解厦门同安地区
原发性肝癌高发
的原因寻找背景
资料.
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中慢性乙型肝炎90例, 占75.0%, 急性乙型
肝 炎、肝 炎 肝 硬 化、原 发 性 肝 癌 分 别 占
5.8%(7/120)、6.7%(8/120)和12.5%(15/120). 
分型结果: B型58例(48.3%)、C型30例(25.0%), 
B/C混合型32例(26.7%). HBeAg阳性患者中
B基因型占63.8%, B/C型混合感染21.9%; 抗
-HBe阳性患者中以B/C型混合感染68.8%, B型
25.9%, HBeAg阳性组与抗-HBe组之间比较发
现B型和B/C混合型之间(P <0.05).

结论: 厦门乙型肝炎患者HBV基因型以B型
为主, B/C混合感染是一个值得重视的问题.

关键词: 乙型肝炎病毒; 基因型; 基因重组; 巢式

PCR法; 特异性引物
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0  引言

1988年, 日本学者Okamoto et al [1]提出HBV基因

型的概念, 之后学者提出HBV可分为8个基因

型[3-5], A型分布北欧和非洲, B型和C型主要在

东亚, D型在中东、北非和南欧, E型在非洲, F
型仅在南美, G型在中、北美洲和欧洲, H型在

中、北美洲. 国内研究提出, 北方城市以基因C
型流行为主, 南方以基因B型为主, 少数民族地

区和西藏地区则以D型为主[6-13]. 判断HBV基因

型的方法以全基因测序合并生物信息学分析[14]

方法最为精确, 混合性型特异性引物聚合酶链

反应(PCR)法[15-16]、聚合酶链反应-限制性片段

长度多态性(PCR-RFLP)法[17-18]、微板核酸杂交

ELISA法[19]和抗体法血清分析法[20]等各有特色. 
混合性型特异性引物聚合酶链反应法可操作性

较好, 结果容易判读, 是目前国内研究者常用的

方法[10,12], 我们应用这种方法初步调查了厦门地

区HBV基因型情况.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-02/2005-09厦门大学附属中山医

院消化科住院所有HBsAg阳性血清250例. 男性

171例, 女性79例, 患者群包括急性乙型肝炎、

慢性乙型肝炎、肝炎肝硬化和原发性肝癌患者. 
PCR扩增仪(美国SABC公司), 血清病毒基因组

抽提试剂盒购自北京天为公司; dNTP, PCR缓冲

液、Taq酶、Marker 2000均为TaKaRa公司产品, 

琼脂糖购自Promega公司; 引物由上海英骏公司

合成.
1.2 方法 自静脉中采集全血5 mL, 分离血清, 200 
mL血清加入浓度为20 g/L蛋白酶K及其200 mL
蛋白酶K缓冲液, 55℃消化12 h, 按天为公司血

清病毒基因组抽提试剂盒提供的方法提取HBV 
DNA, DNA -20℃保存备用. HBV基因型分析参

考Naito et al [15]设立的6种主要基因型分型方法, 
建立HBV基因型的检测方法. 简言之, 应用巢

式-多引物-多聚酶链反应, 外引物: 上游引物序

列: 5'-AGC ATG GGA GGT TGG TCT TC-3', 下
游引物序列: 5'-AAG GCA TCA AGG CAG GAT 
AGC-3', 目的片段长度约1429 bp, 自前S1区起始

处至S区终止子下游226 bp. A组内引物: 上游通

用引物序列: 5'-GGC TCA AGT TCC GGA ACA 
GT-3', A基因型特异性下游引物: 5'-CTC GCG 
GAG ATT GAC GAG ATG T-3', B基因型特异

性下游引物: 5'-CAG GTT GGT GAG TGA CTG 
GAG A-3', C基因型特异性下游引物: 5'-GGT 
CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3'; B组内引

物: 下游通用引物序列: 5'-GGA GGC GGA TCT 
GCT GGC AA-3', D基因型特异性上游引物: 
5'-GCC AAC AAG GTA GGA GCT-3', E基因型

特异性上游引物: 5'-CAC CAG AAA TCC AGA 
TTG GGA CCA-3', F基因型特异性上游引物: 
5'-GCT ACG GTC CAG GGT TAC CA-3'. 由于

G、H型未在亚洲被发现, 未安排这2种型别的

检测. 外引物扩增PCR程序: 94℃ 1 min预变性, 
94℃ 1 min 30 s变性, 59℃ 1 min 30 s退火, 72℃ 
2 min延长, 共30个循环, 72℃延长10 min. 内引

物扩增PCR程序参数如下: 94℃ 1 min预变性, 
94℃ 30 s变性, 58℃ 30 s退火, 72℃ 30 s延长, 共
35个循环. 巢式PCR产物经过30 g/L琼脂糖凝胶

电泳后判断HBV基因型.

2  结果

2.1 HBV基因型判别 通过两轮PCR进行扩增, B
型PCR预计长度为251 bp, C型为121 bp, 经过

30 g/L琼脂糖凝胶电泳后能清晰直观地辨别出

HBV的基因型(图1), 混合感染是指电泳中可见

清晰的两条PCR产物条带, 见图1A中X170和图

1B中X175. 本试验未检测出厦门地区HBV感染

者体内有A, D, E, F型HBV病毒株的存在. 试验

组共250例, 经实验确定分型者120例(48.0%). 分
型的120例患者中, 男性91例, 平均年龄39.71±
6.36岁; 女性29例, 平均年龄43.28±4.16岁(两组

■研发前沿
本文以多对型特
异 性 引 物 - 巢 式
PCR法检测乙型
肝炎患者血清中
HBV基因型分布, 
支持以往研究中
发现的中国东南
沿 海 地 区 以 B 型
为主要流行基因
型的结论, 同时也
发现HBV感染群
中存在较多的B/C
混合性感染, 究竟
是混合性感染还
是HBV发生亚型
间基因重组, 需要
进一步研究.
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相比, P  = 0.34); 分型组中, 急性乙型肝炎7例, 慢
性乙型肝炎90例, 肝炎肝硬化8例, 原发性肝癌

15例. 120例分型结果为: B型58例(48.3%), C型
30例(25.0%), B/C混合型32例(26.7%).
2.2 HBV基因型分布特征 120例患者HBV基因

分型结果中, 男91例, 女29例, 性别之间的型别

分布没有差异(表1). HBeAg阳性组中以B基因型

比较多见, 为30.8%(37/120), B/C型混合感染占

5.8%(7/120); 抗-HBe阳性患者中以B/C型混合感

染多见18.3%(22/120), B型少见12.5%(12/120). 
上述2组之间的比较B型与B/C型分布之间具有

明显差异(P <0.05, 表1).
2.3 HBV基因型与疾病进展的关系 诊断标准为

2000年西安会议《病毒性肝炎防治方案》(试
行)标准[21]. 结果发现, 本组收集到的HBV DNA
阳性的血清中, 仅有7例急性乙型肝炎, 8例肝炎

肝硬化, 15例原发性肝癌, 基因型分布没有统计

学差异, 但肝炎肝硬化与原发性肝癌患者中B/C
混合感染比例略高于B, C单独感染(表1).

3  讨论

HBV是嗜肝DNA病毒科的原型病毒, HBV的

■创新盘点
本文丰富了大陆
地区HBV基因型
分布的数据, 有助
于描绘全国HBV
基因型流行病学
图 谱 ,  进 一 步 工
作将着重于HBV 
B/C混合感染的原
因以及不同型别
与疾病进展关系
的研究.

图  1  混合性型特异性引物巢始PCR产物电泳图. 
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表  1  HBV基因型性别分布与HBeAg/抗-HBe标志物的关系(n , %)

     
指标	                                          B	                         C	                B/C混合感染	      合计  

男	                               42 (72.4) 	                23 (76.7)	                 26 (81.3)1	                91 (75.8)2

女	                               16 (27.6)	                  7 (23.3)	                   6 (18.7)	                 29 (24.2)

HBeAg阳性	               37 (63.8)	                13 (43.3)	                   7 (21.9)2	                57 (47.5)

抗-HBe阳性	               15 (25.9)	                15 (50.0)	                 22 (68.8)	                 52 (43.3)

HBeAg/抗-HBe均阴性	 5 (8.6)	                  2 (6.7)	                   2 (6.2)	                   9 (7.5)

HBeAg/抗-HBe均阳性	 1 (1.7)	                  0 (0)	                   1 (3.1)	                   2 (1.7)

急性乙型肝炎	                 4 (6.9)	                  2 (6.7)	                   1 (3.1)	                   7 (5.8)

慢性乙型肝炎	               47 (81.0)	                22 (73.3)	                 21 (65.6)	                 90 (75.0)

肝炎肝硬化	                 3 (5.2)	                  1 (3.3)	                   4 (12.5)	                   8 (6.7)

原发性肝癌	                 4 (6.9)	                  5 (16.7)	                   6 (18.8)	                 15 (12.5)

总计	                               58	                30	                  32	               120

1 P = 0.34, 男女分型之间无差别; 2HBeAg阳性组与抗-HBe阳性组相比, 其B型与B/C混合型分布的比较有明显差异, P<0.05.
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高变异性与其独特的生活史有关. 在DNA病毒

群中, 只有HBV和花椰菜镶嵌病毒(cauliflower 
mosaic virus)生活史中, 必须经过RNA中间体阶

段, 之后在经历逆转录过程, 方可形成子代HBV
基因组[22]. 由于在此过程中, 逆转录酶并不具有

校读功能, 即缺少3'-5'酶切功能, 因而造成母代

与子代病毒基因组之间具有细微的编码变异现

象, 这种两代之间的差异率较其他DNA病毒要

明显为高. Okamato et al [23]早年的研究结果认为

HBeAg阳性的患者体内HBV基因组内部替换率

为10-5/年, 这个数据高于一般DNA病毒基因组突

变率, 但低于RNA病毒基因组突变率. 这种病毒

母代与子代之间的差异可能是病毒进化的一种

方式, 而HBV基因型就是进化的阶段性结果[24]. 
通过比较病毒学研究方法, Okamoto et al [1]

于1988年提出以一种不同于以往HBV血清型分

型方式, 将当时的HBV病毒群分为4个基因型, 
分别命名为A, B, C, D型. 1994年Norder et al [2]

发现E, F基因型, 2000年Stuyver et al [3]发现G型, 
2000年Arauz-Ruiz et al [4]发现H型. 2002年之后, 
有实验室提出基因型之下可以被细化分为新的

亚基因型, Kramvis et al [25]提出存在A'型; 2003年
Sugauchi et al [26]提出B型内可分为Ba和Bj两种亚

型; 2004年Huy et al [27]提出基因型C型可以至少

被分为2个亚型, 即C1和C2型. 魏来[28]总结了近

年关于HBV基因型研究的进展, 各地学者分别

提出HBV基因型的亚型分布, 关于HBV基因型

的研究有进一步精细划分的趋势, 这也是各地

域学者进一步分子流行病学调查的重点. 
目前而言, 有5种主要方法进行HBV基因型

分型, 即全基因测序结合生物信息学分析[14], 混
合性型特异性引物PCR法[15-16], PCR-RFLP法[17-18], 
微板核酸杂交E L I S A法 [19]和抗体法血清分析

法[20], HBV基因组测序结合生物信息学分析是

最可靠的分型方法, 也是新基因型确定的唯一

方法, 但实验耗费时间, 需要较高的技术和分

析软件. 目前研究常用的是相对简便的混合性

型特异性引物PCR法优点是操作简便, 判读容

易, 在诊断重叠感染方面有优势, 但单核苷酸多

态性(SNP)可能导致实验失败, 并且不能判断新

的基因型. 我们采用后一种分法对厦门市HBV
基因型进行了分析, 研究发现120例患者体内的

HBV基因型以B型为主, 占48.3%, C型占25.0%, 
B/C混合感染占26.7%. 2003年胡盈莹 et al [11]曾

经对福建省部分地区HBV基因型进行分析, 应
用的是PCR-RFLP法, 当时检测了431份患者血

清, B型占63.8%, C型占23.2%, D型和混合感染

占11.8%; 其中涉及厦门24例, 其中B型15例, C
型6例, D型3例. 他们与我们的结果有一定差异, 
表现B型所占的比例大于我们的报道, 这可能与

样本量过少有关. 我们的研究支持南方以B基因

型为主要流行型别的结论, 也支持B、C基因

型为中国大陆主要流行基因型的结论. 国内文

献[7,11]提出D基因型少量存在于中国大陆HBV
感染患者群中, 在新疆地区D型所占比例可高达

17.07%[29], 但我们没有在本组资料中发现A, D, 
E, F基因型的存在, 这与温志立 et al [10]的报道相

一致. 
我们的研究提示, 厦门地区的HBV患者血

清中检验出B/C混合感染在患者群中所占的比

例较高, 混合感染占26.7%, 超过了C基因型的感

染比例. 董菁 et al [12-13]早先小样本北京HBV感染

者的资料分别提示B/C混合感染占33.3%(5/15)
和17.6%(3/17). 马金春 et al [30]报道应用PCR微
板核酸杂交-ELISA技术检测湖北黄石地区HBV
基因型报道B/C混合感染占5.2%(8/153); 谷鸿

喜 et al [8]应用本报道采用的方法, 发现东北地区

B/C混合感染占3.0%(14/464), 均少于本组报道

B/C混合感染所占比例. 许正锯 et al [31]在泉州地

区的报道发现混合感染主要以B/D、C/D混合型

为主, 未见B/C混合型感染, 跟我们的报道不同, 
需要进一步地区间比对研究. 温志立 et al [10]应用

混合性型特异性引物P C R法在湖南地区 ,  黄
晶 et al [6]应用巢式PCR-RFLP的基因分型方法在

广东地区报道的结果均未发现B/C混合感染的

存在, 究竟是地域原因还是研究方法原因还需

要进一步探讨. Bartholomeusz et al [32]比较了目前

HBV基因型分型的5种主要方法, 认为混合性型

特异性引物PCR法的优势就是易于诊断重叠感

染方面. 我们的研究提出一个问题: B/C混合感

染是一种普遍现象, 排除混合性型特异性引物

PCR法导致的一种误差外, 需要进一步探讨B/C
形成原因.

1996年, Bollyky et al [33]比较了25株HBV病

毒全基因组序列后认为2株存在基因型之间基

因重组现象, 分别为A/D和B/A重组, 由此提出

HBV基因重组概念; 2000年, Morozov et al [34]比

较了99株HBV病毒全基因组序列, 发现其中9
株具有亚型间重组(intertypic recombination)特
点, 这之中有3例为A/D重组, 其余6例为B/C重

组, 均来源于东亚地区. 上述研究结果提示HBV
基因型之间重组是一个并不少见的现象. 2003

 

■名词解释
亚型间重组: 是指
HBV不同基因型
之间存在基因片
段交换, 其机制尚
不清楚.
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年Sugauchi et al [26]提出东南亚地区存在的Ba亚
型起特点就是B/C基因型重组. 结合本研究结果, 
我们认为在中国大陆B或者C型HBV需要进一步

分析, 应用混合性型特异性引物PCR法检测出的

B/C混合感染病毒株中, 可能混有未发现的B/C
基因重组亚型病毒株. 

总之 ,  我们的研究提示 ,  B型是厦门地区

HBV病毒主要流行型别, B/C混合感染占患者群

的26.7%, 其中可能存在B/C基因型重组病毒株, 
需要进一步研究. 由于中国地域广大, HBV感染

人群众多, 仍需要各地对当地流行的HBV基因

型进行分析报道, 以便综合反映国内HBV感染

全貌.
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乙肝血清进行了
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鉴定, 实验设计合
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作规范, 讨论较有
深度, 有较高的流
行病学价值.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

本刊讯 第七届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会是卫生部“十年百项”适宜技术推广、上海市重大医学

成果转化及国家级继续医学教育项目, 为进一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入诊治的技术

水平, 我们联合上海同仁医院、山东省立医院和山东省医学影像研究所, 定于2007-09-21/25在山东省济南市举

办第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会, 参会者可获得国家级一类继续医学教育学

分12分. 会议将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 安排相关学科的著名专家着重

介绍消化道病变内镜治疗、介入放射学治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗的新理论、新技术和新方法.  

1    征文内容

包括消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. 消化系

良性病变如门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. 消化病诊治边沿交叉学科与消

化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.  

2    征文要求

专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 经验交流、短篇报道等全文限

1000字以内. 所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文, 优秀论文将

安排在国家级杂志上发表. 所有稿件一律要求电脑打印(WORD格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励用E-mail投稿

(用附件WORD格式). 截稿日期: 2007-07-31. 征集疑难病例: 会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表

将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 山东省立医院消化科张春清收, 济南市经五路纬七路324

号, 邮编: 250021. 联系电话: 0531-85186350, 86701337; 传真: 0531-87902348; E-mail: zhchqing@medmail.com.

cn.


