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■背景资料
乙型肝炎病毒
(hepatitis B virus, 
H B V )的基因型
与乙型肝炎预后
和治疗效果相关, 
HBV的基因型分
布具有地区差异, 
而 H B V存在不
同的重组株 ,  对
HBV基因型分布
和重组情况分析, 
可以为该地区的
HBV防控提供重
要的数据. 
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Abstract
AIM
To distinguish two forms of hepatitis B virus 
(HBV) C/D recombinant and investigate 
the distribution of HBV C/D recombinant 
genotypes in Qinghai Province.

METHODS
A total of 217 chronic HBV infected serum 
samples were collected from Qinghai Province. 
Two fragments of HBV, 535-1460 nt and 
1779-2400 nt, were amplified and sequenced. The 
two forms of C/D recombinant were confirmed 
by the phylogenetic tree constructed based on 
593-799 nt, 799-1450 nt and 1799-2400 nt. The 
samples of C/D recombinant were determined 
by INNO-LiPA HBV genotyping assay.

RESULTS
The distribution of HBV genotypes in Qinghai 
Province detected by the phylogenetic tree 
based on different fragments was as follows: 
CD1 (61.9%); CD2 (8.4%); C (27.0%) and B 
(2.8%). Ethnically, the C/D recombinant 
had a higher prevalence in Tibetan patients 
(91.5%) than in Han populations (62.6%). The 
distribution of HBV genotypes in Tibetan 
patients was significantly different from that in 
Han populations (χ2 = 17.9, P < 0.01). Clinically, 
there was no significant difference in viral load 
between Tibetan and Han populations (F = 0.68, 
P > 0.05), and between males and females. 
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■研发前沿
常规的HBV基因
型分型方法不能
鉴别不同的HBV
基因重组株 ,  在
青海、西藏等重
组株流行较高的
地区 ,  更应该注
意分型方法或试
剂的研究与选择, 
以准确分析该地
区的基因型特征.

There was no significant difference in HBeAg 
positive/negative ratios or HBV viral load 
between the C/D recombinant genotype and 
genotype C (χ2 = 0.28, P > 0.05; t = 1.125, P > 
0.05). The majority (87.8%) of samples of C/D 
recombinant were reported to be genotype D 
by INNO-LiPA HBV genotyping assay.

CONCLUSION
The CD1 (10-799 nt) recombinant of HBV is the 
dominant genotype in Qinghai Province. The 
clinical outcomes of different C/D recombinant 
genotypes should be further studied, and the 
results of INNO-LiPA HBV genotyping assay 
should be reinterpreted in Qinghai Province.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
区分D基因型重组类型, 了解青海地区乙型
肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染者C/D
基因型重组情况. 

方法
收集217份青海地区慢性乙型肝炎感染者
样品, PCR扩增535-1460 nt和1779-2400 nt 
2个片段的乙型肝炎病毒基因序列, 分2区
(593-799 nt、799-1450 nt和1799-2400 nt)构
建进化树, 确定青海地区HBV基因重组类
型. 利用 INNO-LiPA HBV分型试剂检测青
海地区的C/D基因型重组样品, 计算符合率. 

结果
青海地区利用H B V不同区域进化树分型 , 
结果显示各基因型比例为C D1(61.9%)、
CD2(8.4%)、C(27.0%)和B(2.8%). 基因型分
布在藏族和汉族乙型肝炎感染者中的差异
具有显著的统计学意义(χ2 = 17.9, P <0.01), 
藏族乙型肝炎感染者中C/D基因型重组和
C基因型比例为91.5%和8.5%; 在汉族中
的比例为68.5%和32.3%. C/D基因型重组
和C基因型HBV e抗原阴阳性的差异(χ2 = 
0.28, P >0.05)以及病毒载量的差异(t  = 1.125, 

P >0.05)均没有统计学意义. C/D重组样品
INNO-LiPA分型试剂检测结果为D基因型的
理论符合率为87.8%. 

结论
青海地区乙型肝炎感染者以CD1(10-799 nt)
基因型重组以主, 对其临床意义应进一步的
研究分析. 该地区的HBV分型检测应注意基
因重组对分型试剂的影响. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 青海地区乙型肝炎病毒(hepatitis B 
virus, HBV)基因型以CD基因型重组为主, 且存
在两种重组类型, 在该地区藏族和汉族HBV感
染者中的分布也具有显著的差异. 

黄维金, 辜文洁, 王佑春. 青海地区乙型肝炎感染者C/D基因
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0  引言

我国是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
感染的高流行区, 1992年的调查显示我国1-59
岁人群的乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface 
antigen, HBsAg)携带率为9.8%, 据此推算中国

约有1.2亿人携带HBsAg. 随着乙型肝炎疫苗纳

入儿童计划免疫管理, 2006年的研究显示我国

1-4岁儿童的HBsAg流行率已降到1.0%[1,2], 已
感染人群中至少15%-25%最终死于HBV 相关

的肝病, 大部分为肝细胞癌[3]. 乙型肝炎的预后

和抗病毒治疗效果与基因型有关[4-6]. HBV根

据核苷酸的同源性划分为A-I基因型[7,8], 我国

已发现的基因型有A、B、C、D和I. 我国北部

(长江以北)以C基因型为主, 南部以B基因型为

主, D基因型主要分布在新疆、西藏, I基因型

分布在我国广西[7], 基因型分布具有地区和民

族特点[9,10]. 青海地区的 D 基因型为C/D基因型

重组[9,11], 被区分为CD1和CD2两种类型[9], CD1
的10-799 nt为D基因型, 其他部分基因序列为

C基因型; CD2的10-1499为D基因型, 其他部分

基因序列为C基因型. HBV基因型检测试剂不

能区分重组情况[12], 本研究跨C/D基因型的重
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■相关报道
已有多个报道青
藏高原地区存在
HBV重组株 ,  但
是由于检测方法
的差异或者未区
分重组类型 ,  导
致对于重组株的
比例分布等数据
差异较大 ,  本文
区分了不同的重
组类型 ,  结果更
具有代表性.

组位点扩增HBV基因序列, 分区构建进化树鉴

别C/D基因重组类型, 对青海地区的HBV基因

型进行了分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-03采集自青海省传染病医院的

乙型肝炎感染者血清217份, 样品长期保存在

零下20 ℃, 其血清背景资料如表1.
1.2 方法
1.2.1 乙型肝炎标志物检测: 乙型肝炎的血清学

标志物利用北京万泰生物药业股份有限公司

生产的乙型肝炎五项ELISA诊断试剂, 按照各

试剂的说明书操作. HBV核酸定量检测试剂采

用深中山大学达安基因股份有限公司(达安基

因)生产的乙型肝炎荧光定量PCR检测试剂盒

检测, 操作均按照说明书进行. 
1.2.2 HBV C/D基因型重组鉴别: 采用全血

DNA试剂盒提取病毒DNA, 按照试剂说明书

操作. C/D基因型重组鉴别的PCR片段扩增: 
采用HU(5'TGCTCAAGGAACCTCTATG3')和
HL(5'GGGTCGTCCGVGGGATTCA3')引物, 
扩增包括重组位点两侧的序列(535-1460 nt), 
重组位点两侧构建进化树分型, 鉴别两种重组

类型CD1(10-799 nt)或 CD2(10-1499 nt); 扩增

1779-2400 nt的前C区, 扩增引物为PC1(5'GGC
TGTAGGCATAAATTGGT3')和PC2(5'CTGCG
AGGCGAGGGAGTTCTTCTTC3'), 鉴别C/D基

因型重组和纯D基因型[13]. PCR采用的Taq酶为

HotStar Taq DNA Polymerase. 
1.2.3 序列分析划分基因型: 测序结果, 利用

DNAStar软件包的MegAlign进行分析, 构建进化

树划分基因型. 根据青海地区C/D基因型重组存

在CD1(10-799 nt)和CD2(10-1499 nt)两种类型, 如
593-799 nt、799-1450 nt和1799-2400 nt均为C
基因型, 则该序列为C基因型; 如果593-799 nt
为D基因型, 799-1450 nt和1799-2400 nt为C基
因型则为CD1; 如果593-799 nt和799-1450 nt
均为D基因型, 1799-2400 nt为C基因型,则为

CD2; 如果593-799 nt, 799-1450 nt和1799-2400 nt
均为D基因型, 则为未重组D基因型. 
1.2.4 INNO-LiPA HBV Genotyping试剂基因
分型: 对检测为C/D重组的样品, 利用INNO-
LiPA HBV Genotyping作为对比试剂进行检

测. INNO-LiPA HBV Genotyping试剂由比利时

INNOGENETICS公司生产, 按试剂盒说明书

进行操作, 扩增P基因B和C区的巢式PCR产物, 
经反相膜杂交, 检测其基因型. 
统计学处理 t检验、方差分析采用Statistic

软件计算, 其他描述性统计数据利用Microsoft 
Office Excel或Graphpad prism5.0软件计算. 

2  结果

2.1 青海地区HBV标志物和HBV DNA定量
检测结果 由于部分血清量不足, 完成了125
份样品的5项乙型肝炎血清学指标的检测. 将
血清学指标分为Ⅰ-Ⅳ4种类型:Ⅰ(HBsAg+、
HBeAg-、HBeAb-、HBcAb+)、Ⅱ(HBsAg+、
H B e A g -、H B e A b +、H B c A b + )、Ⅲ

(HBsAg+、HBeAg+、HBeAb-、HBcAb+)和
Ⅳ(HBsAg+、HBeAg+、HBeAb-、HBcAb-). 
采用达安基因的HBV核酸定量试剂检测 HBV 
DNA(表2). 
2.2 青海地区HBV基因型检测结果
2.2.1 分区构建进化树划分基因型的结果: 采
用跨过重组区域的引物扩增HBV基因, 扩增

P C R产物直接测序, 序列测定后, 分别构建

593-799 n t、799-1450 n t和1799-2400 n t不
同的区域的进化树 ,  划分基因型 .  基因进化

树分型结果如图1. 青海地区的基因分布为

CD1(61.9%), CD2(8.4%), C(27.0%)和B(2.8%). 
2份样品PCR扩增阴性, 未能分型. 青海地区

的HBV基因型主要以C/D重组基因型(70.2%)
和C基因型为主, 两者合计约占97.2%. CD1和

表  1  217份青海地区乙型肝炎感染者的年龄性别分布

     民族   n   男  女            年龄

藏族   59   39 19            34(6-68)

汉族 149 101 47            30(2-80)

回族     8     2   6            32(9-44)

蒙族     1     0   1 23

合计 217 142 73            31(2-80)

     血清学模式 n   男-女 年龄 病毒载量

Ⅰ 11   9-2 35 1.57×104

Ⅱ 22 14-8 30 2.21×104

Ⅲ 88   70-17 31 5.29×106

Ⅳ   4   2-2 38 3.79×108

表  2  青海乙型肝炎感染者血清学指标和HBV核酸检
测结果
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■创新盘点
本文重点分析了
青海的基因型重
组情况 ,  所用方
法可区分不同的
重组类型 ,  为其
他H B V 基因型
重组研究提供了
借鉴.
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■应用要点
研究发现HBV基
因重组会影响基
因型检测结果的
准确性 ,  在HBV
分型方法的研究
和分型试剂的评
价中引起重视.
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■同行评价
本文对HBV分子
流行病学调查有
重要的意义 ,  也
为青海地区诊治
和预防乙型肝炎
提供理论依据.
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CD2占C/D重组株的比例分别为 88%和12%. 
青海地区的B基因型均为Ba亚型. 如图1所示

Q58和Q157在前C区(1799-2400 nt)基因进化树

分型为C基因型, 在其他区域为B基因型, 归为

Ba亚型. 
2.2.2 INNO-LiPA基因型检测C/D重组株的结
果: C/D重组株采用 INNO-LiPA基因型试剂检

测, 按照INNO-LiPA试剂的检测区域, 理论上

图  1  不同HBV基因区域的进化树分型结果. A: 593-799 nt基因进化树; B: 799-1450 nt基因进化树; C: 1799-2400 nt的
基因进化树.

10                      8                        6                        4                       2                        011.2
Nucleotide Substitutions(×100)

AF405706-G
AY090460-H

AF223964-F
D23678-B

AB073850-B
AB064314-A

X75657-E
X97848-D

M32138-D
Q58.seq
Q157.seq

Q61.seq
Q103.seq

Q116.seq
Q81.seq

Q128.seq
Q66.seq

Q82.seq
Q104.seq

Q75.seq
Q111.seq

Q73.seq
Q54.seq

Q53.seq
AF461043-DC.seq

AY862860-DC.seq
AB014378-C

Q134.seq
Q70.seq

Q99.seq
AY040627-C

Q51.seq
Q144.seq

Q115.seq
Q76.seq

AY057948-Tibet
Q80.seq

AY862869-C.seq
AF473543-C.seq

Q93.seq
Q83.seq

Q87.seq
Q77.seq

Q56.seq
Q108.seq

Q122.seq
Q91.seq
Q90.seq

Q124.seq
Q52.seq

Q121.seq
Q120.seq

Q159.seq
Q158.seq

Q96.seq
Q62.seq

Q118.seq
Q65.seq

Q100.seq
Q142.seq
Q141.seq

C

D

B
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应为D基因型. 实际检测结果87.8%为D基因型, 
12.2%为CD基因型, 2.8%为其他基因型. 
2.3 基因型的分布在不同民族之间的差异比较
基因型分布结果表现出了民族间的显著差异, 
藏族中的C/D重组基因型和C基因型比例为

91.5%和8.5%; 而汉族中的C/D重组基因型和C
基因型比例分别为62.6%和32.3%, B基因型占

4.1%; 回族中的C/D重组基因型和C基因型的

比例分别为62.5%和37.5%. 不同民族之间基因

型分布差异具有显著的统计学意义(χ2 = 17.9, 
P <0.01). 
2.4 基因型与病毒载量和血清学模式的相关性
在藏族和汉族之间病毒载量的几何均数差异

无显著的统计学意义(F  = 0.68, P >0.05), 藏族

男女之间和汉族男女的病毒载载量差异均无

显著的统计学意义(t  = 3.55, P >0.05; t  = 0.549, 
P >0.05). C/D重组基因型感染者病毒载量低于

C基因型感染者, 但差异无显著统计意义(t  = 
1.125, P  = 0.25). Ⅰ和Ⅱ血清学模式为e抗原阴

性, Ⅲ和Ⅳ血清学模式为e抗原阳性, 按照e抗
原阴阳性分组, C基因型和C/D重组基因型之间

的e抗原差异没有显著的统计学意义(χ2 = 0.28, 
P >0.05)(表3). 

3  讨论

关于青藏高原地区HBV基因型分布和C/D重组

亚型的分布有不同的报告数据. 如果不区分C/
D重组类型, 该地区的C/D重组株可被报告为D
基因型. Zhou等[9]研究发现青藏高原地区的乙

型肝炎流行株为C/D基因型重组株, 占该地区

乙型肝炎感染者的51.9%, 结果和曹占良等[14]

研究报告拉萨地区乙型肝炎感染者中D基因型

占53.4%的比例类似, 后者未区分重组类型; 另
外Zhou等[9]报告青海地区C/D重组基因型比例

为68.5%, 与本研究发现青海地区C/D重组基因

型比例为70.2%的结果类似. Chen等[15]研究结果

显示西宁地区的D基因型比例为34/56(60.7%), 

Chen等[15]的研究也未区分重组类型. 以上研究

均表明青藏高原地区以D基因型或C/D重组基

因型为主, 但是这一结果与Zhang等[16]的研究

数据存在较大的差距, 后者报告该地区以C基

因型为主, 占53.0%. 
另外, 在C/D重组亚型分布方面也存在结

果差异, Cui等[17]首先在2002年报告了西藏地

区的D基因型主要为一种新的C/D基因型重组

类型, 即CD2重组株. 我们于2003年在青海藏

民中分离出另外一种C/D基因型重组类型[11], 
即CD1重组株. 后来Zhou等[9]研究发现CD1和
CD2两种重组类型是青藏高原地区乙型肝炎

感染者的主要基因型. 本研究结果也表明我国

青海地区HBV感染者以CD1和CD2两种重组

基因型为主, 占70.2%, 重组类型中又以CD1为
主, 占C/D重组基因型的88%, 略低于Zhou等[9]

报告的92%, 也略低于我国其他研究者[18]报告

的青海同德地区C/D重组株比例为96.3%, 后
者未区分重组类型. 以上结果均与Zhang等[16]

的研究结果存在较大差异, Zhang等[16]研究发

现C/D重组情况是该地区的少数情况, 占比为

6.2%, 且为CD2重组类型. 分析不同研究分型

结果差异的原因, 可能和样品选择及分型方法

的差异有关. 本研究选择来自青海省传染病医

院的样品, 具有青海地区的代表性, 对CD1和
CD2重组类型采用HBV分区基因序列分析法

进行鉴别, 考虑了HBV重组区域附近的整体

基因序列情况, Zhou等[9]采用的方法为PCR-
RFLP法, 具有简单快速的特点, 由于考虑了重

组基因型之间的个别保守位点, 对亚型检测有

较好的区分能力, 但是不能准确区分特殊基因

型[19]. 相比之下, Zhang[16]的结果和大多研究结

果不太一致, 很可能是由于其扩增HBV的RT
部分序列, 不能区分C/D基因型重组情况. 本
研究的方法还可鉴别检测我国的B/C基因型

重组情况, 结果显示青海地区B基因型比例为

2.4%, 符合我国主要流行株特点, 在前核心区

发生了和C基因型的重组, 为B基因型的Ba重
组株[20]. 对本研究检测C/D重组类型的样品, 采
用了INNO-LiPA HBV分型试剂进行对比验证, 
INNO-LiPA HBV分型试剂是一种准确快速的

分型试剂[12,21], 已在我国获批上市, 用于临床乙

型肝炎基因型检测. 但INNO-LiPA分型试剂不

能区分C/D基因型重组的情况, C/D基因型重

组的样品理论上检测均应为D基因型. 有报告

     

基因型
血清学模式

病毒载量(IU/mL)
Ⅰ+Ⅱ Ⅲ+Ⅳ

C 5 18 1.85×106

C/D重组 26 70 1.13×106

表  3  不同基因型之间的血清学模式和病毒核酸载量
的几何均数
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INNO-LiPA HBV分型试剂结果和测序结果的

符合率为81%[12]和82%[21], 本研究对C/D重组

株的检测结果与理论基因型D的检出符合率为

87.8%, 表明该研究采用的分区构建进化树的

方法准确性较好, 而且可准确区分CD重组情

况和具体的重组类型. 同样, 传统采用S基因划

分基因型的方法也不能区别CD1和CD2两种

重组类型, 对于青藏高原地区HBV基因型研究

可以采用本研究方法或采用全因序列分析的

方法更为准确[12]. 采用全基因序列分析的方法

还可全面了解HBV基因序列特点[22], 发现新的

基因型重组情况[2,11,23,24], 了解HBV的基因进化

趋势[25].
很多研究[4-6,26-29]表明, 不同HBV基因型感

染后的预后和抗病毒治疗效果不同: 在急性感

染慢性化的比例中, A、D基因型高于B、C基

因型; HBeAg自发阴转在C、D基因型感染者

中的比例低于A、B基因型; 基本核心区(basic 
core promoter, BCP)A1762T/G1764A突变联合

前S基因缺失和高病毒滴度的情况在C基因型

感染者中的比例高于B基因型HBV感染者; 单
纯BCPA1762T/G1764A突变率在D基因型比A
基因型高; 在严重的终末期肝脏疾病, 如HBV
相关的原发性肝细胞癌中C和D基因型比例高. 
HBV基因型与治疗相关性研究中也发现, 对干

扰素治疗反应性有基因型之间的差异: A、B
基因型好于C、D基因型; 核苷类似物抗病毒

药物使用后, 发生聚合酶区变异的比例在B基

因型亚组之间有不同, Ba组比Bj组出现的频率

要高. 所以检测HBV基因型对乙型肝炎感染

者的预后估计和用药指导具有一定的临床意

义[4]. 本研究对青海地区的C/D重组病毒的临

床特点初步分析发现, 乙型肝炎感染者中C/D
基因重组与C基因型之间e抗原阴/阳性和HBV
病毒载量差异没有显著的统计学意义, 这与西

藏拉萨的研究结果一致[26]
, 可能与选择的样品

为慢性感染者样品有关. 为做好该地区的HBV
防治工作, 获得更多与C/D基因重组相关的临

床进展和预后信息, 值得对该地区HBV引起的

肝癌、肝硬化病例进行深入分析, 比较C/D基

因型重组分布, 以及对干扰素等治疗的反应情

况. 有报告C和D基因型的临床表现不同[5], 且
C和D基因型的感染者较B基因型易发生肝病

进展, D基因型临床肝功能酶指标高于B和C基
因型[26], D基因型干扰素治疗效果差[30]. 由于本

研究的样品为保存血样, 未进行肝功能检测和

临床HBV感染分期, 也有报告重组株的病毒滴

度低于非重组株[24], C/D基因型重组与C基因

型HBV感染是否预后不同, 应进一步的积累数

据, 深入分析. 

志谢: 青海省传染病医院(青海省第四人民医院)
检验科王芝主任等, 负责收集样品和整理样品
信息.
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