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型的分布情况
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属
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研究

,

其 目的是重
点 了解 在 当
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情况
,
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摘要
目的二采用 多对型特异性引物

,

通过巢式

法检测厦 门 市 乙 型肝 炎患者血清中乙 型肝 炎

病毒 基因型的分布情况

一

一 ,

一

,

, , , ,

一

方法 收集 例 感染患者血清
,

提取血

清中 作 为模板
,

设计 前 基
因和 基 因中区域 内设计 出 条 内外引物

,

并

将其 中 条型特异性 内引物分成
,

两组
,

分
另,

」扩增
, ,

和
, ,

型 , 然后将第 轮
产物 以 用 琼脂糖进行 电泳

,

根据

产物 电泳显示的产物长度判定 基因

型
,

以 了解厦 门 基因型分布情况

结果 共 例 确 定 了 基 因型 患者群

“邝甲以 叫勿 亡‘口功



董蔫
,

等 厦门市乙型肝炎患者病毒基因型的分析

中慢性 乙 型肝 炎 例
,

占
,

急性 乙 型

肝 炎
、

肝 炎肝硬化
、

原 发 性 肝 癌 分 别 占
、

和

分型结果 型 例
、

型 例
,

混合型 例 阳性患者中
基因型 占

,

型混合感染 杭
一

阳性患者中以 型混合感染
,

型
, 日性组与抗

一

组之 ’比较发

现 型和 混合型之间俨

结论 厦 门 乙 型肝炎患者 基 因型 以 型

为主
,

混合感染是一个值得重视的问题

研 成肴语

本 文 以 多对 型特
异 性 引 物

一

巢 式
法检测 乙 型

肝 炎 患者血 清中
基 因型分布

,

支持 以 往研 究 中
发现的 中国 东南
沿 海地 区 以 型

为主要流行基 因

型的结论
,

同时也
发现 感染群
中存在较多的

混合性感染
,

究竟
是 混合性 感染还

是 发 生 亚 型

间基因重组
,

需要
进一步研究

关键词 乙型肝炎病毒 基因型 基因重组 巢式

法 特异性引物
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门 《 一

刀认八切四
· 一

引言

年
,

日本学者 口 产, 提出 基因

型的概念
,

之后学者提 出 可分为 个基因

型
一

, ,

型分布北欧和非洲
,

型和 型主要在

东亚
,

型在中东
、

北非和南欧
,

型在非洲
,

型仅在南美
,

型在中
、

北美洲和欧洲
,

型在

中
、

北美洲 国内研究提 出
,

北方城市以基因

型流行为主
,

南方 以基因 型为主
,

少数 民族地

区和西藏地区则 以 型为主
一

” 判断 基因

型的方法 以全基因测序合并生物信息学分析 ’

方法最为精确
,

混合性型特异性引物聚合酶链

反应 法 ”
一

’ 、

聚合酶链反应
一

限制性片段

长度多态性 法 ’一 ’ 、

微板核酸杂交

法 〕和抗体法血清分析法 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 “
,

,“ ,

我们应用这种方法初步调查了厦门地

区 基因型情况

琼脂糖购 自 公司 引物由上海英骏公司

合成

方法 自静脉中采集全血
,

分离血清
,

协 血清加入浓度为 蛋白酶 及其 林

蛋白酶 缓冲液
,

℃消化
,

按天为公司血

清病毒基因组抽提试剂盒提供的方法提取
, 一

℃保存备用 基因型分析参

考 尸’〕设立的 种主要基因型分型方法
,

建立 基因型的检测方法 简言之
,

应用巢

式
一

多引物
一

多聚酶链反应
,

外引物 上游引物序

列
,一 一 ’,

下

游引物序列 夕
一

一 , ,

目的片段长度约
,

自前 区起始

处至 区终止子下游 组内引物 上游通

用引物序列
,一

’,

基因型特异性下游引物
’一

’
,

基因型特异

性下游引物
,一

一 ’,

基因型特异性下游引物
’一

一 ,

组内引

物 下游通用引物序列 夕
一

一 ’,

基因型特异性上游引物
’一 ’,

基因型

特异性上游引物 夕
一

一 ’,

基因型特异性上游引物
,一 一 ,

由于
、

型未在亚洲被发现
,

未安排这 种型别的

检测 外引物扩增 程序 ℃ 预变性
,

变性
,

一 退火
,

延长
,

共 个循环
,

延长 内弓

物扩增 程序参数如下 ℃ 预变性
,

℃ 变性
,

退火
,

延长
,

共

个循环 巢式 产物经过 几琼脂糖凝胶

电泳后判断 基因型

材料和方法

材料
一 一

厦门大学附属中山医

院消化科住院所有 阳性血清 例 男性

例
,

女性 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

扩增仪 美国 公司
,

血清病毒基因组

抽提试剂盒购 自北京天为公司 , 缓冲

液
、

酶
、

均为 公司产品
,

结果

基因型判别 通过两轮 进行扩增
,

型 预计长度为
,

型为
,

经过

琼脂糖凝胶 电泳后能清晰直观地辨别 出

的基因型 图
,

混合感染是指电泳中可见

清晰的两条 产物条带
,

见图 中 和图

中 本试验未检测出厦门地区 感染

者体内有
, , ,

型 病毒株的存在 试验

组共 例
,

经实验确定分型者 例 分

型的 例患者中
,

男性 例
,

平均年龄 士

岁 女性 例
,

平均年龄 士 岁 两组

冲 别试叫如以 。万刀
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创新盘点

本 文 丰富了 大 陆

地 区 基 因型

分布的数据
,

有助

于描绘全 国

基 因型 流行病 学
图谱

,

进 一 步工

作将 着重于

混合感染的原

因 以 及 不 同型 别
与 疾 病进展关 系
的研究 日

图 混合性型特异性引物巢始 产物电泳图

, 尸 男女分型之间无差别 ’
阳性组与抗一日 阳性组相比 其 型与 混合型分布的比较有明显差异

,

尸 刀

相比
,

分型组中
,

急性乙型肝炎 例
,

慢

性乙型肝炎 例
,

肝炎肝硬化 例
,

原发性肝癌

例 例分型结果为 型 例
,

型

例
,

混合型 例

基因型分布特征 例患者 基因

分型结果中
,

男 例
,

女 例
,

性别之间的型别

分布没有差异 表 阳性组中以 基因型

比较多见
,

为
,

型混合感染占

抗
一

邵日性患者中以 型混合感

染多见
,

型少见

上述 组之间的比较 型与 型分布之间具有

明显差异沪
,

表

基因型与疾病进展的关 系 诊断标准为

年西安会议 《病毒性肝炎防治方案 》 试

行 标准
’

结果发现
,

本组收集到的

阳性的血清中
,

仅有 例急性 乙型肝炎
,

例肝炎

肝硬化
,

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

混合感染比例略高于
,

单独感染 表
,

讨论

是嗜肝 病毒科 的原型病毒
,

的

洲冲卜试叫如巴亡‘口刀 ,



董莆
,

等 厦门市乙型肝炎患者病毒基因型的分析

高变异性与其独特的生活史有关 在 病毒

群中
,

只有 和花椰菜镶嵌病毒

生活史中
,

必须经过 中间体阶

段
,

之后在经历逆转录过程
,

方可形成子代

基因组 由于在此过程中
,

逆转录酶并不具有

校读功能
,

即缺少
’一 ’

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 病毒要

明显为高 扩 早年的研究结果认为

阳性的患者体内 基因组内部替换率

为
一

年
,

这个数据高于一般 病毒基因组突

变率
,

但低于 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 基因型就是进化的阶段性结果困

通过比较病毒学研究方法
, 口 砂

,

于 年提出以一种不同于以往 血清型分

型方式
,

将当时的 病毒群分为 个基因型
,

分别命名为
, , ,

型 年 己产,

发现
,

基因型
,

年 “ , , 发现。型
,

年
一

助 砂 发现 型 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
,

沙 ‘ 扩 提出存在 ’型 年

“ 扩 提出 型内可分为 和 两种亚

型 年 产 提出基因型 型可以至少

被分为 个亚型
,

即 和 型 魏来 总结了近

年关于 基因型研究的进展
,

各地学者分别

提出 基因型的亚型分布
,

关于 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 种主要方法进行 基因型

分型
,

即全基因测序结合生物信息学分析
,

混

合胜型特异性引物 法
, ,

一

, ,

称盯 法
,

一

, ,

微板核酸杂交 法 〔’ 和抗体法血清分析

法 〕,

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 法优点是操作简便
,

判读容

易
,

在诊断重叠感染方面有优势
,

但单核普酸多

态性 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

基因型进行 了分析
,

研究发现 例患者体 内的

基因型以 型为主
,

占
,

型占
,

混合感染 占 年胡盈莹 叮 砂川曾

经对福建省部分地区 基因型进行分析
,

应

用的是
一

法
,

当时检测了 份患者血

清
,

型占
,

型占
,

型和混合感染

占 其中涉及厦门 例
,

其中 型 例
,

型 例
,

型 例 他们与我们的结果有一定差异
,

表现 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 基因

型为主要流行型别 的结论
,

也支持
、

基 因

型为中国大陆主要流行基因型的结论 国内文

献【
,

川提出 基因型少量存在于中国大陆

感染患者群中
,

在新疆地区 型所 占比例可高达
,

但我们没有在本组资料中发现
,

,
,

基因型的存在
,

这与温志立 盯扩 的报道相

一致

我们的研究提示
,

厦门地区的 患者血

清 中检验 出 混合感染在患者群中所占的比

例较高
,

混合感染占
,

超过了 基因型的感

染比例 董著 扩
一

, ’〕早先小样本北京 感染

者的资料分别提示 混合感染 占

和 马金春 〔 报道应用 微

板核酸杂交
一

技术检测湖北黄石地区

基因型报道 混合感染 占 谷鸿

喜 。 扩 应用本报道采用的方法
,

发现东北地区

混合感染占
,

均少于本组报道

混合感染所 占比例 许正锯 以 扩川在泉州地

区的报道发现混合感染主要以
、

混合型

为主
,

未见 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 扩
‘ 应用

混合性型特异性 引物 法在湖南地 区
,

黄

晶 以扩 应用巢式
一

盯 的基因分型方法在

广东地区报道的结果均未发现 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 己 扩
, 匕较了目前

基因型分型的 种主要方法
,

认为混合性型

特异性引物 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 混合感

染是一种普遍现象
,

排除混合性型特异性引物

法导致的一种误差外
,

需要进一步探讨

形成原因

年
, 刁产, , 比较了 株 病

毒全基因组序列后认为 株存在基因型之 间基

因重组现象
,

分别为 和 重组
,

由此提出

基因重组概念 加 年
,

扩 , 比

较 了 株 病毒全基因组序列
,

发现其中

株具有亚型间重组 。 特

点
,

这之中有 例为 重组
,

其余 例为 重

组
,

均来源于东亚地区 上述研究结果提示

基因型之间重组是一个并不少见的现象

名词 解钾
亚型间重组 是指

不 同基 因型

之 间存在基 因 片

段交换
,

其机制尚
不 清楚

”邝甲以 颐卵已 乙口刀
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间行评价
本文 以 “

混合性
型特异性 引物 聚

合酶链反应 法 ”

对厦 门地区 例
乙肝血清进行 了

病毒基 因性 别的

鉴定
,

实验设计合
理

,

结果可靠
,

写

作规范
,

讨论较有
深度

,

有较高的流

行病学价值

年 。 , 提出东南亚地区存在的 亚

型起特点就是 基因型重组 结合本研究结果
,

我们认为在中国大陆 或者 型 需要进一步

分析
,

应用混合性型特异性引物 法检测出的

混合感染病毒株中
,

可能混有未发现的

基因重组亚型病毒株

总之
,

我们的研究提示
,

型是厦门地 区

病毒主要流行型别
,

混合感染占患者群

的
,

其中可能存在 基因型重组病毒株
,

需要进一步研究 由于中国地域广大
,

感染

人群众多
,

仍需要各地对当地流行的 基因

型进行分析报道
,

以便综合反映国内 感染

全貌
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第七届全国浦化道恶性病变介入诊疗 要第四 届

消化介入新杖术研衬套套议众征文 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
,
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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 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

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

征文要求

专题讲座由组委会约稿
,

也可 自荐
,

需全文 论著需 字以内的标准论文摘要
,

经验交流
、

短篇报道等全文限

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 格式
,

邮寄者需附软盘 特别鼓励用
一

投稿

用附件 格式 截稿 日期二 一 一 ,

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

号
,

邮编 联系电话
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