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［摘要］　目的：明确乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因型及亚型在上海及周边地区 ＨＢＶ感染相关的肝细胞癌、慢性乙型肝炎和 ＨＢＶ

携带者中的分布，探讨不同基因型及亚型在 ＨＢＶ相关疾病发展进程中的作用。方法：通过多重ＰＣＲ对４６２例肝细胞癌患者

（ＨＣＣ组）、２３４例慢性乙型肝炎患者（ＣＨＢ组）和１１０例 ＨＢＶ病毒携带者（ＡＳＣ组）进行 ＨＢＶ基因型及亚型的鉴定。结果：

与ＣＨＢ组相比，ＨＣＣ组Ｃ型比例增高（Ｐ＝０．００９），Ｂ型比例下降（Ｐ＝０．０４５），可见少量Ａ、Ｄ型；基因型Ｂ均为Ｂ２亚型；基因

型Ｃ以Ｃ２亚型为主（９８．５％），可见少量Ｃ１亚型（１．５％）。Ｂ２和Ｃ２型患者中，ＨＣＣ组比ＣＨＢ组 ＨＢｅＡｇ阳性率低（Ｐ＝

０．００５，Ｐ＝０．００８），而抗 ＨＢｅ阳性率高（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００１）。ＨＣＣ组内混合型 ＨＢｅＡｇ阳性率最高，明显高于Ｂ２型（Ｐ＝

０．０１６）。在４０～６０岁的ＨＣＣ患者中，ＨＢＶＤＮＡ载量Ｂ２型＜Ｃ２型＜混合型（Ｂ２型ｖｓＣ２型，Ｐ＝０．０２９；Ｂ２型ｖｓ混合型，Ｐ＝

０．０２１；Ｃ２型ｖｓ混合型，Ｐ＝０．０４１）。结论：上海及周边地区 ＨＢＶ基因亚型以Ｃ２型为主，Ｂ２型次之，ＨＣＣ、ＣＨＢ及 ＡＳＣ人

群中的基因型构成不同；混合型感染比单一基因型引起的病毒载量和 ＨＢｅＡｇ阳性率高，更容易导致 ＨＣＣ的形成。
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　　全世界大约有３０亿人曾经感染过乙型肝炎病
毒（ＨＢＶ），约占世界总人口的一半，近３．５亿人为

ＨＢＶ携带者［１］。ＨＢＶ感染人体后会引起急慢性乙
型肝炎、肝硬化、肝癌等肝脏疾病，每年因 ＨＢＶ感染
引起的各种疾病而死亡的大约有１００万人，其中相
当一部分是 ＨＢＶ相关肝细胞癌（ＨＣＣ）患者。乙型
肝炎已经成为威胁人类生命健康的全球性问题。

ＨＢＶ属嗜肝病毒属，其基因组全长约３．２ｋｂ，由不
完全闭合双链组成，依据核苷酸序列异质性≥８％
可将 ＨＢＶ病毒株分成 Ａ～Ｈ 共８种基因型［２４］，其
中Ａ、Ｂ、Ｃ基因型又可根据核苷酸序列异质性进一
步分为各 基 因 亚型：Ａａ／Ａ１（亚洲／非洲亚型）、

Ａｅ／Ａ２（欧洲亚型），Ｂｊ／Ｂ１（日本亚型）、Ｂａ／Ｂ２（亚洲
亚型），Ｃｓ／Ｃ１（南亚亚型）、Ｃｅ／Ｃ２（东亚亚型）。基因
型及基因亚型具有严格的地理分布特点，不同的基
因型及基因亚型对肝脏的损害程度不同，对不同的
抗病毒药物的耐受也不同。

　　本研究通过对慢性乙肝患者（ＣＨＢ）、乙肝相关
的 ＨＣＣ患者及无症状携带者（ＡＳＣ）人群 ＨＢＶ基
因型、亚型进行比较，分析上海市及周边地区上述３
组人群中 ＨＢＶ基因型及亚型的分布情况，探讨不同
基因型及亚型在 ＨＢＶ相关疾病发展进程中的作用。

１　材料和方法

１．１　研究对象及处理　选取２００５年５月至２００６
年８月在第二军医大学长海医院和东方肝胆外科医
院门诊及住院的 ＨＢｓＡｇ阳性且血清 ＨＢＶ ＤＮＡ
载量≥５００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ的慢性乙肝患者２３４例（ＣＨＢ
组）；经Ｂ超、ＣＴ、ＭＲＩ确诊的伴有 ＨＢｓＡｇ阳性且
血清 ＨＢＶＤＮＡ≥５００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ的原发性 ＨＣＣ患
者４６２例（ＨＣＣ组）；在上海市各区县现场调查无症
状携带者１１０例（ＡＳＣ组）。采集研究对象静脉血

５ｍｌ，３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集血清－８０℃保存。
所有研究对象经血清学检查，均无甲型肝炎、丙型肝
炎和 ＨＩＶ抗体阳性。所有研究对象均知情同意。

１．２　乙肝标志物及 ＨＢＶＤＮＡ载量的检测　采用
化学发光法（ＡｂｂｏｔｔＡｒｃｈｉｔｅｃｔｉ２０００仪器及其配套
试剂，ＡｂｂｏｔｔＬａｂｓ，ＵＳＡ）检测乙肝标志物。采用

ＴａｑＭａｎ探针技 术检测 ＨＢＶ ＤＮＡ 载量，采用

Ｒｏｃｈｅ公司ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ仪器（德国）及深圳匹基生
物有限公司试剂，检测限为５００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ。

１．３　ＨＢＶ基因型及亚型鉴定　采用本科室建立的
型特异性引物多重ＰＣＲ方法［５］。结果鉴定：２％琼
脂糖凝胶电泳，紫外线照射下根据扩增产物片段大
小判断基因型结果（Ａ型６４４ｂｐ，Ｂ型３３１ｂｐ，Ｃ型

２４２ｂｐ，Ｄ型１８９ｂｐ，Ｅ型１３０ｂｐ，Ｆ型４８７ｂｐ）。
根据已获得的基因型再进行基因亚型鉴定（Ｃ１亚型

５５４ｂｐ，Ｃ２亚型６５３ｂｐ；Ｂ２亚型２７８ｂｐ，Ｂ１亚型

２３７ｂｐ）。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行
统计学分析。分类资料采用χ

２检验，如 ＨＢｅＡｇ阳
性率、抗 ＨＢｅ阳性率、各基因型及基因亚型的百分
比等；定量资料首先对其进行正态性检验，对不符合
正态分布的资料进行对数转换后再通过ｔ检验或方
差分析。

２　结　果

２．１　ＨＢＶ 基因型及亚型在 ＣＨＢ、ＨＣＣ 患者和

ＡＳＣ人群中的分布　在基因型的构成上，３组都以

Ｂ、Ｃ型和混合型为主，可见少量的 Ａ、Ｄ型（表１）。
对基因型Ｂ、Ｃ进行基因亚型的分析，结果表明基因
型Ｂ均为 Ｂ２亚型，未见 Ｂ１亚型，在３４２例 Ｃ型

ＨＣＣ患者中检测到３３７例Ｃ２亚型（９８．５％），５例

Ｃ１亚型（１．５％）。与ＣＨＢ组相比，ＨＣＣ组内Ｂ２亚
型下降（Ｐ＝０．０４５），Ｃ２亚型增加（Ｐ＝０．０２２），混合
型比例略有下降但无统计学差异；ＡＳＣ组内Ｂ２亚
型所占比例基本不变而Ｃ型增加（Ｐ＝０．０１１），混合
型比例与 ＨＣＣ组和 ＣＨＢ组相比显著降低（Ｐ＝
０．０２４；Ｐ＝０．００５）。

２．２　ＨＣＣ组、ＣＨＢ组和ＡＳＣ组 ＨＢＶ基因型及亚
型间临床指标的比较 　对４６２例伴有乙肝的 ＨＣＣ
患者、２３４例ＣＨＢ患者和１１０例ＡＳＣ人群进行了临
床指标的分析。结果（表２）表明：ＨＣＣ组与其余２
组患者相比年龄大（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００），女性少
（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００），病毒载量低（Ｐ＝０．００４），

ＨＢｅＡｇ阳性率低（Ｐ＝０．０００），抗 ＨＢｅ阳性率高
（Ｐ＝０．０００）。在 ＨＣＣ组内 ＨＢｅＡｇ阳性率Ｂ２型＜
Ｃ２型＜混合型（Ｂ２ｖｓ混合型，Ｐ＝０．０１６），抗 ＨＢｅ
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阳性率相反但无统计学差异。３种基因型的病毒载
量也有差异，ＨＣＣ组混合型病毒载量较高（Ｃ２型ｖｓ
混合型，Ｐ＝０．０１２）；ＣＨＢ组混合型较高（Ｃ２型ｖｓ

Ｂ２型，Ｐ＝０．０４２；Ｃ２型ｖｓ混合型，Ｐ＝０．０００）；ＡＳＣ
组Ｂ２亚型较高（Ｃ２型ｖｓＢ２型，Ｐ＝０．００４），由于混
合型例数较少，未进行统计。

表１　ＨＢＶ基因型及亚型在ＣＨＢ患者、ＨＣＣ患者和ＡＳＣ人群中的分布

Ｔａｂ１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨＢＶｇｅｎｏｔｙｐｅ，ｓｕｂｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｍｉｘｔｕｒｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＣＣ，ＣＨＢａｎｄＡＳＣ

Ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄ
ｓｕｂｇｅｎｏｔｙｐｅ ＨＣＣ［ｎ（％）］ ＣＨＢ［ｎ（％）］ ＡＳＣ［ｎ（％）］ Ｐｖａｌｕｅ

Ｂ ６２（１３．４） ４５（１９．２） ２０（１８．２） ａ０．０４５
　　Ｂ１ ０ ０ ０

　　Ｂ２ ６２ ４５ ２０ ａ０．０４５
Ｃ ３４２（７４．０） １５１（６４．５） ８６（７８．２） ａ０．００９；ｃ０．０１１
　　Ｃ１ ５ ０ ０

　　Ｃ２ ３３７ １５１ ８０ ａ０．０２２
　　Ｃ２／Ｃ１ ０ ０ ６
Ａ ２（０．４） ０ ０
Ｄ ７（１．５） ６（２．６） ０
Ｍｉｘｔｕｒｅ ４９（１０．６） ３２（１３．７） ４（３．６） ｂ０．０２４；ｃ０．００５
　　Ａ／Ｃ ９（１．９） １２（５．１） ０

　　Ｂ／Ｃ １６（３．５） １４（６．０） ０

　　Ｃ／Ｄ １９（４．１） ０ ４（３．６）

　　Ａ／Ｂ／Ｃ ４（０．９） ２（０．９） ０

　　Ｏｔｈｅｒ １（０．２） ４（１．６） ０
Ｔｏｔａｌ ４６２（１００） ２３４（１００） １１０（１００）

　ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＣＨＢ：ＣｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＡＳＣ：ＡｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ．ａ：ＨＣＣｖｓＣＨＢ；ｂ：ＨＣＣｖｓＡＳＣ；ｃ：ＣＨＢｖｓＡＳＣ

表２　ＨＣＣ组、ＣＨＢ组和ＡＳＣ组基因亚型Ｂ２、Ｃ２和混合型临床指标的比较

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＢ２，Ｃ２ａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｍｉｘｔｕｒｅｉｎＨＣＣ，ＣＨａｎｄＡＳＣｇｒｏｕｐｓ

Ｆａｃｔｏｒ ＨＣＣ（ｎ＝４６２） ＣＨＢ（ｎ＝２３４） ＡＳＣ（ｎ＝１１０） Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ４８．９１±１１．２３ ３９．０４±１２．７１ ３７．４３±１４．０４ ａ０．０００
　　Ｂ２ ４６．７７±１２．６８ ３４．１２±１１．５７ ３３．９５±１４．７９ ａ０．０００；ｂ０．０００
　　Ｃ２ ４９．０９±１０．８６ ４１．０８±１２．９４ ３８．２４±１３．８３ ａ０．０００；ｂ０．０００
　　Ｍｉｘｔｕｒｅ ５０．１０±１１．０２ ３５．７８±１２．０４ ａ０．０００
Ｇｅｎｄｅｒ（Ｍ／Ｆ） ３９８／６４ １６９／６５ ６６／４４ ａ０．０００；ｂ０．０００；ｃ０．０２３
　　Ｂ２ ５６／６ ３３／１２ １６／４ ａ０．０２
　　Ｃ２ ２９２／５０ １１１／４０ ４７／３９ ａ０．００２；ｂ０．０００；ｃ０．００３
　　Ｍｉｘｔｕｒｅ ４３／６ １９／１３ ａ０．００３
ＨＢＶＤＮＡ（ｌｇｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ） ５．０６±１．５４ ５．４８±２．０６ ５．２０±２．１３ ａ０．００４
　　Ｂ２ ５．０３±１．６７ ５．８７±２．１６ ６．４０±１．８２ ａ０．０３６
　　Ｃ２ ４．９７±１．５２ ５．１６±２．０１ ４．８６±２．１３ ＮＳ

　　Ｍｉｘｔｕｒｅ ５．５５±１．４５ ６．６１±１．８６ ａ０．００５
ＨＢｅＡｇｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ（％） ４２．８（１８７／４３７） ６０．５（１０１／１６７） ４３．６（４８／１１０） ａ０．０００
　　Ｂ２ ３３．９（２０／５９） ６６．７（１８／２７） ７０．０（１４／２０） ａ０．００５
　　Ｃ２ ４２．５（１３６／３２０） ５７．０（６５／１１４） ３６．０（３１／８６） ａ０．００８
　　Ｍｉｘｔｕｒｅ ５７．１（２８／４９） ７０．８（１７／２４） ＮＳ
ＡｎｔｉＨＢｅｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ（％） ６３．８（２７９／４３７） ４０．１（６７／１６７） ４６．４（５１／１１０） ａ０．０００
　　Ｂ２ ６７．８（４０／５９） ３３．３（９／２７） ２０．０（４／２０） ａ０．００３
　　Ｃ２ ６３．８（２０４／３２０） ４５．６（５２／１１４） ５３．５（４６／８６） ａ０．００１
　　Ｍｉｘｔｕｒｅ ５９．２（２９／４９） ２５．０（６／２４） ａ０．００６

　ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＣＨＢ：ＣｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＡＳＣ：ＡｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ．ａ：ＨＣＣｖｓＣＨＢ；ｂ：ＨＣＣｖｓＡＳＣ；ｃ：ＣＨＢｖｓＡＳＣ；

ＮＳ：Ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

２．３　基因亚型Ｂ２、Ｃ２以及混合型在４０～６０岁研
究对象中病毒载量的比较　在４０～６０岁的研究对

象中，Ｂ２亚型在 ＡＳＣ组中的病毒载量高于其余２
组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０１６），ＨＣＣ组中病毒载量混合
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型＞Ｃ２＞Ｂ２亚型（Ｐ＝０．０４１，Ｐ＝０．０２１，Ｐ＝
０．０２９），ＣＨＢ组中Ｂ２、Ｃ２和混合型之间病毒载量无
统计学差异（图１）。

图１　基因亚型Ｂ２、Ｃ２以及混合型在

４０～６０岁研究对象中的病毒载量

Ｆｉｇ１　ＳｅｒｕｍｖｉｒａｌｌｏａｄｏｆＨＢＶｓｕｂｇｅｎｏｔｙｐｅＢ２，Ｃ２ａｎｄ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｍｉｘｔｕｒｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｏｆ４０６０ｙｅａｒｓｏｌｄ
ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＣＨＢ：ＣｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ；ＡＳＣ：

ＡｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ

３　讨　论

　　ＨＢＶ基因型有着严格的地理和种族分布，亚洲
地区以Ｂ、Ｃ型为主。本研究对３组 ＨＢＶ相关疾病
人群研究表明：在中国上海及周边地区 ＨＢＶ基因
型以Ｂ、Ｃ型和混合型为主，可见少量的Ａ、Ｄ型，未
检测到Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ型；基因亚型方面，所有基因型Ｂ
均为Ｂ２型，无Ｂ１型，与Ｓｕｇａｕｃｈｉ等［６７］早期所观察

的结果一样，Ｂ１型仅限于日本地区，Ｂ２型则分布于
除日本以外的亚洲各地区。在基因型Ｃ中，９８．５％
的为Ｃ２亚型，只有１．５％的Ｃ１亚型，与文献［８９］报

道一致。基因亚型显示了比 ＨＢＶ基因型更为严格
的地域差异，由于本研究中例数较少未对Ｃ１和Ｃ２
亚型做进一步的比较。

　　ＨＢＶ感染后具有较为广泛的肝脏疾病谱，从几
无临床表现的病毒携带者到肝硬化甚至肝细胞

癌［１０］，而不同的基因型及基因亚型在疾病的发展过
程中所起的作用仍然不是十分清楚。有研究表明Ａ
型 ＨＢＶ感染者比其他基因型的感染者更不容易形
成 ＨＣＣ，在亚洲地区，Ｃ 型比 Ｂ 型更容易形成

ＨＣＣ［１１１２］；有研究者［８，１３］认为在中国和日本 ＨＢＶ
基因型Ｃ与 ＨＣＣ的发生密切相关，然而在中国台
湾省，Ｋａｏ等［９］发现超过５０％的 ＨＢＶ相关的 ＨＣＣ
患者感染 ＨＢＶ基因型Ｂ。在本次研究中，与ＣＨＢ

组相比，ＨＣＣ组的Ｂ２亚型所占百分比明显下降，而

Ｃ２亚型百分比显著增加，混合型无显著差异，提示

Ｃ２亚型和混合型与 ＨＣＣ的形成可能比Ｂ２亚型更
加密切。

　　基因型及亚型与 ＨＣＣ的形成除与本地优势基
因型有关外，ＨＢｅＡｇ和病毒载量也是重要的因素。

ＨＢｅＡｇ是体内 ＨＢＶ 病毒复制的标志，与 ＨＢＶ
ＤＮＡ的载量正相关，是除 ＨＢｓＡｇ以外的ＣＨＢ患
者形成 ＨＣＣ危险性的重要乙肝标志物［１４］。一项对
男性的前瞻性研究发现［１５］，Ｃ型 ＨＢＶ患者是Ｂ型
患者形成 ＨＣＣ危险性的５．１１倍（９５％ ＣＩ３．２０～
８．１８），Ｃ型 ＨＢＶ患者且ＨＢＶＤＮＡ的载量在５．９０
ｌｇｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ以上时是非Ｃ型患者（包括混合型）且

ＨＢＶＤＮＡ载量在４．２３ｌｇｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ以下时形成

ＨＣＣ危险性的２６．５倍（９５％ ＣＩ１０．４１～６７．４２）。
不同基因亚型间的血清 ＨＢｅＡｇ转换率不同，在

ＨＣＣ组内Ｂ２型与Ｃ２型比较，ＨＢｅＡｇ阳性率低，而
在＜４０岁时，Ｂ２亚型 ＨＢｅＡｇ阳性率高于Ｃ２亚型
（６１．９％ｖｓ５０．７％，Ｐ＝０．３７１），由于Ｂ２亚型样本
例数较少，无统计学差异。但已有的研究［１６］表明在

４０岁以前Ｂ型 ＨＢＶ易形成 ＨＣＣ，而５０岁以后Ｃ
型 ＨＢＶ感染者比Ｂ型更易形成 ＨＣＣ；在所有年龄
段内，与 Ｂ２、Ｃ２亚型相比，混合型的病毒载量和

ＨＢｅＡｇ阳性率最高，提示混合型的 ＨＢＶ感染者较
单个基因型感染者更容易形成ＨＣＣ［１７］，原因可能为
不同基因型的联合感染干扰了宿主的免疫系统，造
成了更为严重的肝脏损害。

　　上海及周边地区的 ＨＢＶ基因型分布主要以Ｃ
型为主，Ｂ型次之，可见少量的 Ａ、Ｄ型和部分混合
型；基因亚型以Ｃ２为主，Ｂ２次之，可见少量的Ｃ１亚
型，Ｂ１亚型未见。ＡＳＣ组、ＣＨＢ组和 ＨＣＣ组的基
因型及基因亚型构成不同；混合型患者病毒载量和

ＨＢｅＡｇ阳性率最高，较单个基因型更易形成 ＨＣＣ。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科医院检验科及第二军医大学卫生勤务学系流行病

学教研室顾春英副教授、常文军博士、张鹏、徐敏教
员等的无私帮助及技术支持，在此一并表示感谢！）
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茶

·消　息·

第二军医大学药学院研制的一类新药阿德福韦酯获得新药证书

　　由第二军医大学药学院药物化学教研室李科教授牵头负责、药学院多个科室参与研制的抗乙肝病毒新药———阿德福韦

酯，历经多年艰辛研究终结硕果，于２００７年９月３０日经国家食品药品监督管理局批准，获得了原料和片剂２项化学药品一类

新药证书。

　　阿德福韦酯是一种无环核苷类似物口服抗病毒药，在体内代谢成阿德福韦，继而在细胞激酶的作用下进一步被磷酸化为

有活性的代谢产物阿德福韦二磷酸盐，通过与自然底物脱氧腺苷三磷酸竞争以及整合到病毒ＤＮＡ后引起ＤＮＡ链延长终止

两种方式抑制乙肝病毒ＤＮＡ多聚酶（逆转录酶）。阿德福韦酯主要用于治疗乙肝病毒活动复制和血清氨基酸转移酶持续升高

的肝功能代偿的成年慢性乙型肝炎患者。

　　该研究系国家“８６３”重大科技专项资助项目，研制的阿德福韦酯是国内第一个获得自主知识产权保护的阿德福韦酯，也是

国内至今唯一一个培养出单晶并由单晶Ｘ衍射证明其独特三斜晶系的阿德福韦酯。该产品采用创新的专利合成工艺，收率

优、纯度高，杂质少、药效好、毒性低，处于国内外同类产品领先水平。该产品将以“优贺丁”的商品名上市，相信会给众多慢性

乙型肝炎患者带来福音。


