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Abstract：Using nested RT—PCR an d type special primers of HCV,we performed genotype an alysis of 

HCV RNA from five representative cities in Hebei Province．Among 168 samples with HCV RNA，104 

sera was typelb(61．9％)，type 2a account for 22．6％ (38／168)，and lb／2a mixed—type was 15．5％ 

(26／168)．The results indicate that typelb is the dominance strain in Hebei Province．Compared with 

type 2a，type lb has important relationship with chronic hepatitis C．This study build 叩 some 

foundations for diagnosis，treatment and vaccine study of hepatitis C． 
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丙型肝炎病毒 (Hepatitis C virus，HCV)感染是 

输血后肝炎的主要原 ，̈主要通过输血或使用污 

染的血制品传播【2】，且与肝硬化和肝细胞癌的发生 

有密切关系。1985年河北省在国内首先报告了丙型 

肝炎的爆发流行【2】，此后，在 HCV的病源学【3】、流 

行病学【4】和检测技术[51等方面进行了较深入的研 

究，取得了一批重要的研究成果。1991年美、日学 

者先后报告了HCV的全基因序列，为基因分型研究 

奠定了重要基础。Okamoto等[6．71根据 HCV核心区 

基 因序列的不同，设计型特异性 引物，用巢式 

RT．PCR方法，将 HCV分为 I(1a)、II(1b)、III(2a)、 

IV(2b)4型。为了探讨河北省HCV基因型分布，为病 

毒性肝炎的防治提供科学依据，本文对河北省 HCV 

基因型分布进行了研究。 

1 材料和方法 

1．1 标本来源 。 

在河北省内选择有代表性的 5个市(县)为标本 

采集点，采静脉血，分离血清，．7O℃冻存备检。共 

筛检出 HCVRNA阳性血清标本 168份。其中，廊 

坊市 36份、石家庄市 54份、保定市 3O份、邯郸 

市 14份和张家口34份。 

1．2 主要试剂和仪器 

异硫氰酸胍、Sarcosyl均为美国Sigma公司产 

品。TaKaRaBcaBESTⅢ RNAPCR试剂盒 (TaKaRa 

公司产品，Code DRR023)严格按说明书操作，效期 

内使用。Biometra T-GRADIENT Thermoblock基因扩 

增仪(德国产品)。检测用和分型用引物由宝生物工程有 

限公司商业合成，序列见表 1。 

1．3 血清中HCVRNA提取 

采用异硫氰酸胍．酚．氯仿一步法 [81 o 200pL血 

清加 500~tL裂解液，混匀，加 50pL NaAc，500pL饱和 

酚、氯仿．异戊醇抽提两次，经无水乙醇沉淀，沉淀 

用 75％乙醇洗两次，真空干燥后用 10pL DEPC处 

理水溶液并加入2pL RNasin，．20"C保存备用。 

1．4 HCV RNA反转录检测方法 
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按牛建章等 报告的方法进行。 

表 1 HCVRNART-PCR检测用引物及HCV核心区分型引物 

Table 1 Primers of HCV RNA RT-PCR detection and geno— 

typing primers in HCV RNA C region 

Primers Sequence (5'-3’) genotype 

F1 

R1 

F2 

R2 

Core re#on 

A 

B 

C 

D1 

D2 

D3 

I)4 

GCG1IGCAGGCCrcCrcC LGC 

TGrI．I AGGCA= AOCAIlGT 

GAAG A= ’I．GAGAGGGAAGTATCcGT 

GGA =̂rI、 r(订．rGTGGC L1AGACCA 

AGGAAGACI-rCcGAGCGG1℃ 

TGCC1-rI GGGATAGGCTGAC la 

lb 

2a 

2b 

1．5 RT．PCR分型方法 luJ 

反转录反应及第一轮扩增：cDNA 合成与第一 

轮 RT-PCR反应同步进行。反应终体积 501aL，含有 

如 下 成 份 ：10mmol／L "Iris—HCI(pH9．0，25℃ )， 

50mmol／LKC1，0．1％Triton X·100，1．5mmol／L M gC12， 

0．2mmol／L dNTP~正向(A)和反向(B)引物各20pmol， 

RNasin 8U。BcaBEST多聚酶22U和RNA模板51aL。 

反应过程为 65℃lmin，30℃ 5 min，15min~30min 

内匀速升温，65℃15min~30min，98℃5min，5℃ 

5min。第一轮扩增条件：94℃30s，55℃30s，72℃ 

lmin，扩增 30个周期，最后延伸 72℃5min。 

第二轮 RT-PCR反应：第二轮 PCR用第一次 

PCR产物 llaL，一条通用内引物 C (正向)及四条 

特异性外引物 D1，D2，D3和 D4(均为反向)。扩增条 

件同第一轮。产物及分子量标记物各 10laL，通过 

2．5％琼脂糖电泳，溴化乙锭染色，用Doc 2000凝胶 

成像分析系统 (美国Bio．Rad公司产品)观察结果 

并拍照。出现预期大小的DNA带为阳性，按 bp长 

度判断基因型。 

2 结 果 

2．1 HCV RNA 阳性血清标本检测结果 

从采集的抗．HCV阳性血清中共检测出 168份 

HCV RNA阳性血清标本(电泳照片略)。 

2．2 巢式 RT．PCR检测 HCV RNA结果 

巢式RT-PCR检测HCV RNA基因分型结果详见 

图 1。 

第 1列有一条 174bp的基因带，为HCV 2a型； 

第2列有一条 144bp和一条 174bp的基因带，为 lbC2a 

混合型；第3列有一条 144bp的基因带，为 1b型；说 

明本研究仅检出了lb型和2a两种基因型 ，并检出这两 

种基因型的混合感染，但未检出1a型、2b型。 

bp 

174 

174／144 

144 

图 1 巢式 RT-PCRHCVRNA基因分型结果 

Fig．1 ResultofgenotypinginnestedRT-PCR HCV RNA 

1，HCV 2a genotype(174 6p)；2，HCV lb／2a mix-genotype(174／144 bp)；3， 

HCV lb genotype(144bp)． 

2．3 各采样点标本 HCV基因分型结果 

各采样点标本 HCV基因分型结果详见表 2。 

表 2 河北省不同地区 HCV 基因分型结果 

Table 2 Result of HCV RNA Genotyoing in different regions of Hebei Province 

3 讨论 自1989年Choo等 首先获得HCV克隆以来， 
对HCV的分子生物学研究取得了很大进展。目前， 
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HCV基因分型尚无统一标准【l ，常用的HCV基因 

分型的方法主要有：1)核苷酸总的同源性分型法；2) 

核心区核苷酸变异分型法 (型特异性引物 RT-PCR 

扩增法)；3)限制性片段长度多态性分型法(Ⅺ P)； 

4)遗传树分型方法；5)分子杂交法；6)血清学分 

型法。HCV分型方法中I 】，以引物特异性PCR法 

较简单、迅速、灵敏度高，但此法尚不够精确，因 

为同一型病毒株之间的差异仍很大：而 RFLP法虽 

较精确但灵敏度低；目前在向血清学法靠拢，即达 

到更能反映出 HCV 感染时的抗体应答反应类型： 

HCv 分型方法的统一，要综合各种分型方法的优 

点，进行综合分类[14．15】。本文根据现有实验室环境 

条件利用型特异性引物 RT—PCR法对 HCV进行基 

因分型研究。 

目前对世界各地获得的 HCV病毒株的基因型 

的分析表明，不同 HCV有一定的地区分布。如欧 

美国家 HCVla、lb、2a型常见，其中 1 a型占绝大 

多数：远东包括中国、日本的大部分地区 1 b、2 a、 

2b型常见。1 b型为主要的优势株【l酬。从国内HCV 

基因分型结果分析，基因型呈南北差异。 Wang等 

u 7】调查了中国大陆 7个城市，认为我国南方城市 

主要流行 1 b型，如南京、南宁、成都等地区90％ 

以上为 1 b型，而北方城市以2 a型为主，如哈密、 

沈阳、兰州等地 2 a型占 46％～ 70％ 。 

本文研究结果与上述结果相符，河北省HCV基 

因型以 lb型为主优势株，占 61．9％，与国内其他城 

市相比，明显低于南方城市，而与北方城市接近；2a 

型也占有相当高的比例，高于南方城市，近似于北方 

城市；并有 15．5％的混合感染，这在内地又是一新发 

现。不同地区HCV分型有不同原因，可能为HCV的 

进化与亲缘关系、HCV 与宿主间的免疫应答机制不 

同所致。另外还与分型方法不同、研究对象不同、研 

究的例数等有关。结果还显示，不同地区人群的HCV 

感染状况及型别分布也存在一定差异。河北省丙型肝 

炎基因型以lb型为主，与HCV2a型相比较，HCVlb 

型感染与慢性肝炎有更密切关联。这对河北省丙肝患 

者的治疗、预后判断及疫苗研制有一定指导意义，并 

使国内HCV基因型分布资料进一步完善。 

在河北省基因型检测中并未发现 1a型和 2b 

型，可能由于 HCV DNA滴度过低，未能分型，也 

可能还存在其它基因型。 
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