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乙型肝炎病毒基因诊断进展#
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乙型肝炎病毒*

IG

O

,+1+10VM1>N0

!

CVJ

,是引起中国急&慢

性肝炎的主要病原体!感染后会引起慢性乙型肝炎&肝硬化!最

后甚至发展成肝癌%快速&准确&特异地诊断乙型肝炎对于其

治疗&预后及转归至关重要!其中基因诊断技术起关键作用%

近年来!

CVJ

的基因诊断有了很大进展!基因分型的临床意义

得到新的认识!新的耐药突变位点及检测技术不断被发现!本

文就这方面的进展进行综述%

?

"

CVJ

生物学特性

CVJ

基因组是
!

个大约含
$'&&

个碱基的部分双链环形

SK7

!其负链核苷酸序列有
6

个相互重叠的开放读码框*

4

O

G-

>G,H1-

.

@>,5G

!

AB̀

,!即
Y

&

:

&

X

&

d

基因区!分别编码核衣壳蛋

白&外膜蛋白&

SK7

多聚酶和具有反式激活作用的
d

蛋白%

CVJ

的复制由前基因组
BK7

中间体反转录为负链
SK7

!反

转录是利用病毒本身的
SK7

聚合酶!此酶缺乏校对活性!可

造成复制过程中反转录失真!导致
CVJ

变异率比其他
SK7

病毒高约
6

个数量级%

CVJ

变异广泛存在于其基因组的不同

部位!可单独存在于某个基因区!亦可同时出现在几个基因区!

因此
!

个宿主可以感染许多相似株%

CVJ

感染时!比较单一

的病毒株易于呈自限性经过!而呈相似株分布的感染将可能使

感染慢性化%

@

"

CVJ

基因分型

以
CVJ

核苷酸全序列异质性大于等于
%8

为依据!可将

CVJ

病毒株分为
7

!

C

共
%

个基因型-

!

.

%

CVJ

各基因型在

世界范围内具有严格的地理分布特征!具体见表
!

%

表
!

""

CVJ

各基因型的地理分布

基因型 分布地区

7

北欧&美国&中非

V

中国&日本&韩国&越南等亚洲地区

Y

中国&日本&韩国&越南等亚洲地区

S

南欧&中东地区&印度

Q

非洲地区

`

美国中部&南部&波利尼西亚

U

美国&法国

C

-

'

. 美洲

在中国!

CVJ

基因型南方以
V

型为主!北方以
Y

型为主!

S

型仅见于西部及少数民族地区!

7

和
`

型偶有发现!还未发

现其他型别%

CVJ

基因型影响肝脏疾病的自然史&严重程度&

CVG7

.

血清转化率&前核心(核心启动子区变异形式-

$

.以及抗

病毒药物疗效-

6

.

%有研究表明!

7

型
CVJ

感染者比其他基因

型感染者更不容易形成肝细胞癌*

IG

O

,+43G==N=,>3,>31-45,

!

CYY

,!在亚洲地区!

Y

型比
V

型更容易形成
CYY

%近年来!有

研究发现!

Y

型乙肝患者肝组织病理改变明显重于
V

型!基因

V

&

Y

分型检测结合肝穿刺病理检查有助于判断疾病轻重程度&

指导治疗及评估预后%慢性乙肝患者感染病毒株的基因型将

成为医生在对其治疗前进行临床评估时考虑的
!

个重要因素%

)

(6$

)

国际检验医学杂志
'&!!

年
$

月第
$'

卷第
$

期
"

?-+D9,EFGH

!

F,>3I'&!!

!

J4=2$'

!

K42$

#

基金项目'福建省科技计划重点项目*

'&!&a&&''

,+福建省医学创新课题*

'&&")Yd)"

,%



A

"

CVJ

基因变异

A2?

"

前
Y

区和核心启动子的变异
"

CVJ

的
Y

基因区分为前

Y

区和
Y

区!编码
CVG7

.

的基因起始于前
Y

区!编码
CV37

.

的基因起始于
Y

区%

CVG7

.

可以看作是
CV37

.

的分泌型!

对
CVJSK7

复制具有调节作用!前
Y

基因超表达时病毒复

制被明显抑制!故当前
Y

基因变异使
CVG7

.

不表达或产量减

低时会产生高复制水平的病毒株%*

!

,

CVG7

.

不表达'最常见

的是
-+!%"#

位
U

,

7

的变异!使
;UU

*色氨酸,变为
;7U

终

止子!导致
CVG7

.

不能合成%这个变异点位于病毒复制起始

的重要结构即茎环结构内!在这种结构中!有
$

对核苷酸不能

形成互补配对!即
!%(%;

对
!%"#U

!

!%((;

对
!%""U

以及

!%(&7

对
!"&6U

%如果发生
!%"#U

,

7

或伴
!%""U

,

7

突变!

该茎环结构则具有更强的稳定性%而不同基因型
-+!%(%

位

的碱基是不同的-

(

.

!所以前
Y

区是否发生
!%"#U

,

7

突变常与

基因型有关%*

'

,

CVG7

.

表达量下降'突变发生在基础核心启

动子区*

E,0,=34>G

O

>454+G>

!

VYX

,%近来发现!

CVJVYX

突

变株感染者的
CYY

发病率较高-

#

.

%最常见的是
;!*#'7

和

U!*#67

双突变!可导致
CVG7

.

表达量下降
*&8

!但病毒的复

制能力却有所加强%有研究发现!

CVG7

.

*

l

,患者从慢性肝

炎进展到肝硬化的过程中!

-+!*#';

(

!*#67

双变异与病情进展

关系密切-

$

.

%除了
;*#'7

和
U!*#67

双突变!还有
!*#'

(

!*#6

(

!*##

三联突变或
!*($

(

!*#'

(

!*#6

(

!*##

四联突变!均可

导致
CVG7

.

表达量下降和病毒复制能力增强!这在体外试验

均得到证实%最近研究发现!发生拉米夫定耐药的患者如果伴

有前核心区变异会有更高的肝脏疾病恶化的危险-

*

.

%

A2@

"

抗病毒治疗引起的耐药突变
"

长期服用拉米夫定进行抗

病毒治疗易出现
CVJ

的
aFSS

变异!产生耐药!抗病毒效应

发生逆转!即血清
CVJSK7

水平重新上升!称为病毒学突

破%研究发现!拉米夫定治疗
!

&

'

&

$

&

6

年后!耐药发生率分别

为
'(8

&

$

6&8

&

$

(&8

&

$

*&8

-

%

.

%

目前!抗病毒药物的靶位主要集中在逆转录酶区!此区包

括酪氨酸*

a

,!蛋氨酸*

F

,!

'

个天冬氨酸*

S

,!称
aFSS

基序!

aFSS

变异即保守序列
aFSS

中
F

*蛋氨酸,被
J

*缬氨酸,

或被
?

*异亮氨酸,取代!称为
aJSS

*

>+F'&6J

,或
a?SS

*

>+F'&6?

,

-

"

.

%变异后!拉米夫定针对此位点抑制病毒复制的

作用难以发挥!病毒开始继续复制!

CVJSK7

和
79;

水平出

现反弹!因此快速检测
aFSS

变异在对患者实施个体化治疗

方案方面具有重要意义%

尽管
CVJ

的基因存在许多变异位点!但对拉米夫定和阿

德福韦 酯 产 生 耐 药 的 位 点 在 逆 转 录 酶 区 主 要 有
$

个'

>+F'&6J

(

?

&

>+9!%&F

&

>+K'$#;

%

Y

区的
>+F'&6J

(

?

常伴随
V

亚区
>+9!%&F

的发生%最新发现的突变位点是针对阿德福韦

酯耐药的变异*

>+K'$#;

-

!&

.

,!位于
aFSS

序列的下游%

B

"

CVJ

分子生物学检测

B2?

"

基因分型方法
"

*

!

,测序法'根据
CVJ

核苷酸全序列异

质性大于等于
%8

&同源性小于
"'8

*或
:

基因区核苷酸异质

性大于等于
68

!同源性小于
"#8

,进行分型!是基因分型的经

典方法!被认为是金标准!但测序所需的技术和实验条件高&费

用大!无法在临床实验室开展%*

'

,

:

基因聚合酶链反应
)

限制

性酶长度多态性分析*

O

4=

P

5G>,0G3I,1->G,3+14-)>G0+>13+14-

@>,

.

5G-+=G-

.

+I

O

4=

P

54>

O

I105

!

XYB)B̀ 9X

,'依据不同基因型

的序列*主要针对前
:

区或
:

区
XYB

扩增产物,分别具有独特

的限制性酶切位点%虽然比测序法方便&费用低!但操作步骤

仍较烦琐!酶切图谱分析复杂!参考序列少!代表性略差%*

$

,

型特异性引物
XYB

'利用
'

套
XYB

引物对进行
'

轮
XYB

扩增

反应!首先用共用引物扩增
:

区!再加入型特异性引物混合物

进行第
'

轮扩增!根据产物长度不同分型%操作较简单&结果

准确!适合于临床实验室和大范围的调查%*

6

,

XYB

微板核酸

分子杂交
)Q9?:7

法'用
CV07

.

共同决定簇的抗体包被!捕获

血清中的
CV07

.

!然后通过针对前
:)'

区基因型特异性表位

的单克隆抗体进行基因分型!操作简便!适用于一般实验室测

定!但无法对血清
CV07

.

阴性的
CVJ

感染进行基因分型%

B2@

"

突变检测方法
"

*

!

,

SK7

直接测序法
SK7

测序技术提

供了准确完整的
SK7

序列信息!可用于全基因组的任何一部

分序列!是检测
aFSS

突变的金标准%但只能检测血清中
!

种优势株!对于混合型感染通常不能识别*即使耐药病毒株已

经占到全部病毒株的
$&8

时仍较难检测到-

!!

.

,%同时!技术难

度大&实验成本高也限制了其临床应用!不适合开展大规模标

本的临床检测%*

'

,纯系*同源细胞,分析-

!'

.

'

SK7

直接测序

法无法判断测得的多个突变是存在于同
!

个
SK7

分子中还

是存在于不同的克隆亚种!对此可以通过对同
!

个样本的多个

克隆进行测序验证!但步骤繁琐&耗时&耗力!不适于临床应用!

而且若分析的克隆数较少!仍然会有少数亚种被漏检%*

$

,

XYB)B̀ 9X

'与
SK7

直接测序法具有同样的灵敏性和特异性!

而且可用于检测混合型感染%此法简便&快速&无需特殊仪器!

曾被众多实验室用来检测拉夫米定耐药突变!但只能检测单位

点变异!随着多种核苷*酸,类似物相继问世以及新的耐药变异

位点不断出现!该法将难以胜任-

!$

.

%*

6

,实时荧光定量
XYB

'

是把酶动力学&核酸扩增与杂交&光谱分析和实时检测巧妙结

合的
!

项技术%有学者采用该法结合
=1

.

I+3

P

3=G>

技术分析了

拉米夫定治疗中的
aFSS

突变!结果与
XYB

直接测序完全符

合!该法简便&快速&灵敏&经济!有推广应用价值!但会产生假

阳性!且变异株必须占全部病毒株
(8

!

!&8

时才能检测

到-

!6

.

%*

(

,线性探针*

=1-G

O

>4EG

,'

?--4

.

G-G+130

公司开发的
?K)

KA)91X7CVJSB

产品是利用不同的核苷酸片段结合不同的

寡核苷酸探针!从而把野生型和变异病毒株区分开%

?KKA)

91X7

方法在国外已获准应用于临床检测-

!(

.

!灵敏度高!可检

测出样品中占
CVJ

标准池
(8

!

!&8

的变异株!提供信息量

大!自动化程度高-

!$

.

%*

#

,基因芯片*

513>4,>>,

P

,'大量特定的

寡核苷酸片段探针与待测的有荧光标记的样品核酸按碱基配

对的原则杂交%可对核酸序列进行大规模&高通量的研究!快

速&高效&敏感&平行化&可自动化检测%不足之处在于成本高&

技术难度大!限制了其临床应用%*

*

,表型分析'分体外表型分

析*

1-M1+>4

O

IG-4+

PO

13,-,=

P

010

,和虚拟表型分析*

M1>+N,=

O

IG-4)

+

PO

13,-,=

P

010

,%主要是运用分子技术&细胞技术或动物模型!

研究
CVJ

复制!了解细胞内共价闭合环状
SK7

累积情况以

及
CVJ

突变体的表型特征%体外表型分析包括聚合酶活性

分析和体外药敏试验!是确认基因型耐药的金标准+虚拟表型

分析的前提是建立包含相互关联的临床资料和基因型&表型信

息的
CVJ

耐药变异数据库!并开发专用分析程序%要耗费大

)
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量人力!尚未被用于大批量的检测%

B2A

"

CVJSK7

定量*病毒载量,检测方法
"

血清
CVJSK7

定量提示病毒复制能力的强弱!是判断
CVJ

传染性&判断疾

病进程&检测抗病毒疗效&监测和确定耐药出现&指导临床治疗

的基本依据%*

!

,定量
XYB

'一般
XYB

方法定量检测
CVJ

SK7

必须在扩增完成后才能检测
SK7

拷贝数!即终点检测!

而实时荧光定量
XYB

能够在
XYB

反应的指数期持续地进行

定量检测!可以动态检测病毒载量!特别是近年来的新技术

*

;,

W

F,-

技术!分子信标技术,简化了操作步骤!减少了污染!

增加了样本处理量!能准确反映血液中病毒核酸的含量!促进

了实时荧光定量
XYB

技术的发展%*

'

,

SK7

生物传感器'是

利用特定的生物活性材料与
CVJ SK7

相互作用!将目的

SK7

的存在转变为可检测光信号的传感器装置!缩短了目的

SK7

检测时间!既可定性又可定量!且灵敏度高&选择性好!无

放射性标记的危险性!又可快速定量检测
CVJSK7

-

!#

.

!但目

前光纤
SK7

生物传感器存在灵敏度不够&容易受杂质干扰等

缺点!另外寡核苷酸存在高级结构和自身配对也影响分子

杂交%

随着越来越多
CVJSK7

定量方法的出现!各地区检测

方法不同势必影响客观结果!因此!对
CVJSK7

病毒载量测

定进行标准化成为亟待解决的问题%尽管可以根据血清中

CVJSK7

量的变化判断拉米夫定耐药的出现!但是其他的因

素*如患者服药的依从性等,亦可引起
CVJSK7

水平的变

化!因此联合检测逆转录酶区耐药突变和血清中
CVJSK7

的水平!将来必定会成为监测
CVJ

抗病毒治疗的最佳方法%

C

"

展
""

望

目前越来越多的新抗病毒药物被应用!各种各样的
CVJ

检测方法相继出现!临床上对病毒耐药的预测和监测将不仅仅

局限于耐药监测和病毒载量测定这类检测方法!其他方法包括

对前核心启动子和核心启动子区域突变以及
CVJ

基因型的

检测必将被推广应用%如何应用新药物确定何种长期治疗方

案*序贯疗法!联合疗法等-

!*

.

,!如何将多种诊断方法同新的治

疗药物结合以确定最佳的&个性化的治疗方案!如何早期检测

耐药并确定其突变类型是当前面临的关键问题%总之!不管采

用何种治疗方案!经典的血清学检测方法和新兴的分子学诊断

方法将会联合用于监测疗效!而且这种趋势越来越明显%
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