
吕晓萍等)

%

*报道#尖锐湿疣皮损患者中约
:&$8c

存在

Z*̀

多重感染#而本研究尖锐湿疣患者中仅发现
&#$'c

受检

者存在多重感染#其中以双重感染为多!占
#($"c

"#且以高&

低危混合型或低危型多重感染为主$本组发现#

Z*̀

混合型

感染中
Z*̀ :4""

居多#是
2+

的主要致病因子#其次是

Z*̀ ":4"9

$而引起同一患者同一部位同时感染多种
Z*̀

型别的原因#可能与
Z*̀

各型别之间没有相互免疫有关$此

外#本组发现三重及以上感染者临床表现与其他患者无明显异

常#经常规治疗!外用鬼臼毒素或艾拉光动力"后均治愈$本研

究发现#尖锐湿疣女性患者的多重感染率明显高于男性#提示

女性更易受到
Z*̀

多重感染$年龄分组分析#小于或等于
&(

岁组与大于
&(

岁组者在多重感染方面差异无统计学意义$

大量的流行病学及分子生物学研究资料表明#尖锐湿疣与

生殖器癌变的发生有密切关系#有报道指出#外阴部的尖锐湿

疣经过
(

!

7'

年后可能会转化为鳞状细胞癌'有
"(c

的阴茎

癌%

(c

的阴道癌及某些肛门癌在原有尖锐湿疣的基础上发

生)

9

*

$宫颈部位的尖锐湿疣并不少见#但醋酸白实验的价值有

限#本组认为#尖锐湿疣患者有必要进行皮损
Z*̀

基因型检

测#不仅有助于诊断并保留诊断依据#而且对于高危型感染者

或多重感染者#应要求女性患者长期随访#其性伴侣也要定期

进行检查$
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!检验技术与方法!

慢性乙型肝炎患者服用拉米夫定耐药
],33

变异检测及对

Z1̀

表面抗原蛋白前
)

#

影响的研究

张
!

笠"

!刘小荣"

'

!高
!

武"

!王勇平#

"

"$

甘肃省第二人民医院!兰州
%&''''

#

#$

甘肃省肿瘤医院骨科!兰州
%&''('

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨口服拉米夫定
"

年的慢性乙型肝炎患者产生耐药后!

Z1̀ 2

区发生
],33

变异的情况及对膜蛋白前

)

#

"

Z1̀ )

#

$影响的研究%方法
!

应用实时荧光定量
*2O

!检测
"('

例服用拉米夫定抗乙型肝炎病毒治疗的慢性乙型肝炎"

2Z1

$

患者产生耐药后!血清中
Z1̀ 2

区
],33

变异#同时!应用
0HK)+

法检测实验组"产生耐药$与对照组"未产生耐药$患者的血清

膜蛋白前
)

#

%结果
!

产生耐药后突变
::

例!未突变
("

例!野生株
&&

例%突变
::

例中
]K33

突变
%

例#

]̀ 33

突变
9

例#

],/

33

&

]K33

突变
"#

例#

],33

&

]̀ 33"%

例!

],33

&

]K33

&

]̀ 33##

例%对照组
Z1̀ )

#

阳性
&#

例#实验组
Z1̀ )

#

阳性
%9

例%结论
!

产生耐药后!

],33

突变率为
77c

!以
],33

&

]K33

&

]̀ 33

突变为主!与其他文献报道有所不同%产生耐药后!

Z1̀ )

#

的表达增加!说明耐药后
Z1̀

病毒出现活动性复制!从而及时指导临床调整治疗方案!避免延误病情%

关键词"肝炎!乙型#

!

变异"遗传学$#

!

研究

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'79

文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/''88/'&

!!

乙型肝炎病毒流行于世界各地#造成严重感染$拉米夫定

!

HLI<NAB<>E

#又名贺普汀"是口服胞嘧啶核苷类药物$拉米夫

定服用方便#不良反应少#易为患者接受#是目前公认的有效而

安全的抑制病毒复制的药物)

"

*

$拉米夫定作为第一个获批准

的口服抗
Z1̀

药物#其问世推动了慢性乙型肝炎治疗的进

程$但长期使用可诱发
Z1̀

病毒变异#引起病毒耐药#导致

拉米夫定失去抑制
Z1̀

复制作用#从而逐渐产生临床常见的

Z1̀

拉米夫定耐药)

#

*

$随着用药时间的延长#变异的概率增

加$现对近
#

年来在本院应用拉米夫定
"

年治疗乙型肝炎病

毒感染引发
],33

变异进行检测#并且分别在未耐药和耐药

后对
Z1̀

表面抗原蛋白!

*PE/)

#

"进行检测#探讨耐药后对其

影响的表达$

A

!

资料与方法

A$A

!

一般资料
!

全部血清标本均为本院
#''9

年
"

月至
#''8

年
"#

月住院口服拉米夫定的慢性乙型肝炎患者共
"('

例#其

中男
%9

例#女
%#

例#平均年龄为!

7#$&d##$(

"岁#诊断符合

#'''

年西安会议制定的病毒性肝炎防治方案的诊断标准$

],33

变异检测均在患者服用拉米夫定治疗产生耐药后进

,

88

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!

_L>ALP

C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



行$

Z1̀ )

#

的检测分为未产生耐药!服药前"和产生耐药!服

药后"$

A$B

!

方法
!

!

"

"

V],33

变异检测(采用实时荧光定量
*2O

法$试剂盒购自上海克隆生物科技有限公司$操作过程按照

试剂盒说明步骤进行$循环结束后#用
H<

R

D@2

C

-GEP

软件对结

果进行分析$以刚好能区分各曲线为最低标准#得到循环阈值

!

2!

值"#根据
2!

值判断阴%阳性$

2!/257'Z1̀

阴性'

2!/2

#

&:

且
2!/K57'

#

2!/̀ 57'

#

],33

野生型'

2!/2

#

&:

且
2!/K

#

&:

#

2!/̀ 57'

#

]K33

突变'

2!/2

#

&:

且
2!/K57'

#

2!/̀

#

&:

#

]̀ 33

突变'

2!/2

#

&:

且
2!/K

#

&:

#

2!/̀

#

&:

#

]K33

&

]̀ 33

共生突变$!

#

"

Z1̀

膜蛋白前
)

#

测定(采用

0HK)+

法#试剂由上海科华生物工程有限公司提供$未产生

耐药的检测(收集
Z1=+

R

阳性患者入院时的血清#采用双抗

体夹心法的原理#操作过程按照试剂盒说明步骤进行$

2A@

\FF

值大于
'$"#

为阳性$产生耐药的检测(收集同一
Z1=+

R

阳性患者入院服用拉米夫定
"#

个月的血清$检测方法同前$

A$C

!

统计学处理
!

采用
)*))"'$'

统计软件进行统计学分

析$率的比较
*

# 检验'以
"

#

'$'(

为差异有统计学意义$

B

!

结
!!

果

B$A

!

],33

检测结果
!

"('

例标本中检出突变
::

例#未突变

("

例#野生株
&&

例$

::

例突变病例中
]K33

突变
%

例'

]̀ 33

突变
9

例'

],33

&

]K33

突变
"#

例'

],33

&

]̀ 33

突

变
"%

例#

],33

&

]K33

&

]̀ 33##

例$

B$B

!

未耐药与耐药后
Z1̀

膜蛋白前
)

#

水平
!

未耐药
Z1̀

)

#

阳性率为
&#c

'耐药后
Z1̀ )

#

阳性率为
%9c

!

*

#

5:7$"#

#

"

#

'$'(

"#见表
"

$

表
"

!!

未耐药与耐药
Z1̀

前
)

#

水平比较

项目
)

#

阴性
)

#

阳性 合计 阳性率!

c

"

未耐药!用药前"

"'# 79 "(' &#

耐药!用药后"

&& ""% "(' %9

合计
"&( ":( &'' ((

!!

注(

*

#

5:7$"#

#

"

#

'$'(

$

C

!

讨
!!

论

拉米夫定是核苷类抗病毒药物#它与乙型肝炎病毒多聚酶

结合后#竞争性地抑制多聚酶活性#使
Z1̀ 3W+

的链合成终

止#从而有效地抑制
Z1̀ 3W+

的复制#同时伴有
+H!

恢复#

肝组织病理改善)

&

*

$长期应用拉米夫定#一般疗程超过
:

个月

以上开始产生病毒变异#并可产生耐药#导致病毒复制重新活

跃#甚至病情的加重或死亡#其产生耐药的分子基础主要为

],33

突变为
]̀ 33

或
]K33

$

],33

是
Z1̀ 3W+*

基因

2

区内的高度保守序列#编码着
Z1̀

多聚酶基因
],33

氨基

酸序列!酪氨酸
/

蛋氨酸
/

天门冬氨酸
/

天门冬氨酸"#因此也是拉

米夫定治疗
Z1̀

的作用靶点)

7

*

$随着拉米夫定疗程的延长#

Z1̀ 3W+

发生了变异#即高度保守区的
],#'733

模序#其

中的
,#'7

被缬氨酸!

`

"或异亮氨酸!

K

"取代!

,#'7̀

&

,#'7K

#

曾称为
,((#̀

&

,((#K

"#变为
]̀ 33

或
]K33

$蛋氨酸的密码

为
+̂ f

#当其中的腺苷酸被鸟苷酸替代后#就成了缬氨酸的密

码!

f̂ f

"'当
+̂ f

中的鸟苷酸被胞苷酸替代后#就成了异亮

氨酸的密码!

+̂ 2

"$这种突变只是单个核苷酸的置换#因而

在理论上是较易发生的$病毒的变异随疗程的延长而升高$

有文献报道#

":c

!

&#c

的患者在用拉米夫定治疗
"

年后#发

现
],33

突变#并伴随
Z1̀ 3W+

和
+H!

水平上升$本研

究发现#拉米夫定治疗满
79

周的慢性乙型肝炎患者
],33

的

变异率为
77c

#与文献报道基本一致$但是本组检测以
],/

33

&

]K33

&

]̀ 33

变异为主#与国内相关文献报道的不同$

Z1̀ 3W+

基因组呈环状#由一个不完整的双链组成#为

部分双链和可变长度的单链$目前#发现至少有
:

个可被转录

的开放式阅读框架#即
)

%

*

%

2

%

e

以及
\OV(

和
\OV:

$

)

基因

编码外膜蛋白#即乙型肝炎表面抗原$

)

基因区又分为
)

区%

前
)

#

区和前
)

"

区$由
&

个位相相同的起始密码
+!f

开始分

别编码
##:

个氨基酸的
)

蛋白%

((

个氨基酸的前
)

#

蛋白和

"'9

!

""8

个氨基酸的前
)

"

蛋白)

(

*

$前
)

#

的
2

端与
Z1=+

R

的
W

端相连#由
((

个氨基酸组成$前
)

#

暴露于
Z1̀

囊膜外

层#具有多聚人血清清蛋白!

J

?G

C

IE><UEBDAIL>=EPAILG.A/

I<>

#

*Z)+

"的受体!

*Z)+/O

"#能与
*Z)+

结合)

:

*

$由于肝

细胞表面也有
*Z)+/O

#

Z1̀

能通过血液循环中存在
*Z)+

的介导#吸附到肝细胞表面#最后经胞饮作用进入肝细胞内$

前
)

#

蛋白作为
Z1̀

的包膜蛋白之一#在
Z1̀

侵入肝细胞中

起着非常重要的作用$早在
"897

年
,L-D<BL

就发现
Z1̀

前

)

#

区域编码的
((

个氨基酸中存在
*Z)+

受体)

%

*

$作为
Z1/

=+

R

糖蛋白的一部分和具有
*Z)+

受体的作用#前
)

#

在
Z1̀

附着和侵入肝细胞的机制中起着重要作用#可作为反映
Z1̀

复制的指标之一$另据多篇报道#前
)

#

抗原与
Z1=+

R

滴度呈

正相关#与
Z1E+

R

%

*Z)+O

和
Z1̀ 3W+

有良好的伴随关

系)

9/8

*

$另外#前
)

#

抗原阳性患者
+H!

升高的比例明显高于

前
)

#

阴性的患者#两者差异有统计学意义$所以#

Z1̀

前
)

#

抗原与病毒感染%活动性复制%转归有密切关系$临床上只检

测/乙型肝炎五项0是不够的#它可以弥补因病毒变异和其他原

因造成的
Z1E+

R

阴性的/误寻0

)

"'

*

$

综上所述#前
)

#

是判断
Z1̀

感染病毒是否活动和较大

传染性的新的标志#是乙型肝炎早期诊断%疗效观察%预后评估

的一个可靠标志$本组检测的耐药后前
)

#

抗原阳性数远大于

耐药前#说明耐药后
Z1̀

病毒又出现活动性复制#这样可以

及时指导临床重新用药#调整治疗方案#避免延误病情#所以慢

性乙型肝炎患者在长时期服用拉米夫定后检测
Z1̀

前
)

#

有

很重要的临床意义$
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