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慢性乙型肝炎患者ＹＭＤＤ突变与

ＨＢＶＤＮＡ定量水平相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨 ＨＢＶＤＮＡ复制水平与 ＨＢＶＹＭＤＤ突变的相关性。方法　运用实时荧光定量ＰＣＲ核酸检测技术，检

测１５０例慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者未服用拉米夫定治疗前血清ＨＢＶＤＮＡ水平以及服用拉米夫定治疗１２个月血清中ＹＭＤＤ突

变情况。结果　治疗前患者血清 ＨＢＶＤＮＡ载量较低者ＹＭＤＤ突变率较低，治疗前病毒载量较高者ＹＭＤＤ突变率也较高（犘＜

０．０５）。结论　ＨＢＶＹＭＤＤ突变与治疗前 ＨＢＶＤＮＡ水平呈正相关，治疗前患者血清 ＨＢＶＤＮＡ定量水平检测可作为发生

ＹＭＤＤ突变的早期观察指标之一。
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　　ＨＢＶ感染是一个全球性的健康问题，目前全球大约有３．５

亿慢性感染者。中国作为乙型肝炎的高流行区，ＨＢＶ 感染者

达到１．２亿，其中２０００～３０００万人为慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患

者［１］。甘肃省是乙型肝炎的高发地区，１９９０年以来，甘肃省乙

型肝炎发病率呈上升趋势，近年发病率维持在１３３／１０００００左

右，是全国平均发病率的３倍
［２］。拉米夫定是目前公认的

ＣＨＢ治疗药物之一，在短期内可使ＨＢＶＤＮＡ水平下降，肝功

能恢复正常，肝纤维化程度得到改善。然而，随着用药时间的

延长，拉米夫定治疗ＣＨＢ的主要缺陷之一是 ＨＢＶ易对其产

生耐药性，其产生耐药的分子基础主要是 ＹＭＤＤ 突变为

ＹＩＤＤ或ＹＶＤＤ
［３４］。作者对１５０例服用拉米夫定治疗１２月

后的ＣＨＢ患者进行回顾性分析，检测血清中 ＹＭＤＤ突变情

况，与治疗前血清 ＨＢＶＤＮＡ水平、ＨＢＶ基因型进行相关性

分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　全部血清标本均来自就诊于本院的兰州地区

ＣＨＢ住院患者，共１５０例，其中男７８例，女７２例。诊断符合

２０００年西安会议制定的病毒性肝炎防治方案的诊断标准。

１．２　方法　检测患者未服用拉米夫定治疗前血清 ＨＢＶＤＮＡ

水平、ＨＢＶ基因型以及患者服用拉米夫定治疗１２月后血清中

ＹＭＤＤ突变情况。ＨＢＶＤＮＡ定量、ＨＢＶ基因分型以及ＹＭ

ＤＤ突变检测均采用实时荧光定量ＰＣＲ法。ＨＢＶＤＮＡ定量

试剂由中山大学达安基因股份有限公司提供，ＨＢＶ基因分型

试剂由上海克隆生物高技术有限公司提供，ＹＭＤＤ突变检测

试剂由上海克隆生物高技术有限公司提供，具体操作步骤严格

按说明书进行。ＰＣＲ体外扩增仪为ＡＢＩ７５００型。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行统计分析，

率的比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　拉米夫定治疗前 ＨＢＶＤＮＡ水平与治疗后 ＨＢＶＹＭＤＤ

突变发生率的相关性　１５０例ＣＨＢ患者服用拉米夫定治疗前

按血清 ＨＢＶＤＮＡ水平分为ＤＮＡ＜１０
５ｃｏｐｙ／ｍＬ和ＤＮＡ≥

１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ两个组，其中前者占５３．３％（７７／１５０），后者占

４６．７％（７３／１５０）。治疗前ＨＢＶＤＮＡ≥１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ患者组经

拉米夫定治疗１２个月后发生 ＹＭＤＤ突变的占６１．６％（４５／

７３），未发生 ＹＭＤＤ突变的占３８．４％（２８／７３）；治疗前 ＨＢＶ

ＤＮＡ＜１０
５ｃｏｐｙ／ｍＬ患者组经同样治疗后发生ＹＭＤＤ突变的

占３８．４％（２８／７７），未发生 ＹＭＤＤ突变的占６３．６％（４９／７７）。

经χ
２ 检验，两组ＹＭＤＤ突变发生率差异有统计学意义（χ

２＝

９．５８６，犘＜０．０５），与治疗前 ＨＢＶＤＮＡ水平有关。

２．２　ＨＢＶＹＭＤＤ突变的检测　１５０例ＣＨＢ患者服用拉米夫

定治疗１２个月后血清中检出 ＹＭＤＤ野生型占５６．０％（８４／

１５０），ＹＭＤＤ突变占４．０％（６６／１５０）。发生突变的６６例患者

中，男３６例，女３０例，不同性别之间的 ＹＭＤＤ突变率差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。突变病例中，ＹＩＤＤ突变占１０．６％（７／

６６），ＹＶＤＤ 突变占 １２．１％ （８／６６），ＹＭＤＤ／ＹＩＤＤ 突 变 占

１８．２％（１２／６６），ＹＭＤＤ／ＹＶＤＤ突变占２５．６％（１７／６６），ＹＭ

ＤＤ／ＹＩＤＤ／ＹＶＤＤ突变占３３．３％（２２／６６）。

３　讨　　论

ＨＢＶ为嗜肝双链ＤＮＡ病毒，由一个不完整的双链组成，

为部分双链和可变长度的单链。ＨＢＶ 基因组又称 ＨＢＶ

ＤＮＡ，约由３２００个碱基对组成，在所有已知能感染人体、具有

独立复制能力的双链ＤＮＡ病毒中，ＨＢＶ基因组最小，但复制

效率最高。ＨＢＶ 具有病毒复制产量高（１０１２～１０１３病毒粒／

天）、突变率高（１０１０～１０１１点突变／天）的特征，ＨＢＶＤＮＡ聚合

酶缺乏校正功能，容易发生碱基配对错误，导致 ＨＢＶ基因突
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变十分频繁［１］。

以拉米夫定为代表的核苷类抗 ＨＢＶ药物，能够有效抑制

ＨＢＶ的复制，迅速降低病毒载量，改善肝脏组织炎性坏死病

变，延缓肝纤维化进程，具有良好的耐受性、安全性及服用方便

等特点，已广泛应用于ＣＨＢ患者治疗。但长期服用该药会诱

导病毒突变而造成严重的耐药。据国内学者观察，服用拉米夫

定１、２、３年 ＹＭＤＤ 突变发生率分别为１４．６７％、４９．７％、

７０．５％。目前兰州地区服用拉米夫定治疗的ＣＨＢ患者 ＹＭ

ＤＤ突变发生率达到４４％，高于国内其他地区研究者的相关报

道。袁美琴等［５］报道，１０００例患者服用拉米夫定半年，ＹＭＤＤ

突变发生率为１３．８％；宋世会等
［６］报道，拉米夫定治疗１年，

ＹＭＤＤ突变发生率为１８．９％。造成这一差异的原因可能是由

于兰州地区部分患者对疾病的重视程度不高，未能及时就诊，

在检测初期就已经具有了较高的 ＨＢＶＤＮＡ复制水平，因此

在治疗后易发生ＹＭＤＤ突变。

相关研究结果表明，ＹＭＤＤ是干扰 ＨＢＶＤＮＡ复制的药

物结合点，其作用机制是拉米夫定的三磷酸盐竞争性抑制

ＨＢＶＤＮＡ聚合酶的活性，引起 ＨＢＶＤＮＡ链合成的终止，产

生对ＣＨＢ的治疗作用。拉米夫定治疗时间的延长，会导致

ＨＢＶＰ基因区ＹＭＤＤ突变，使Ｐ基因区逆转录活性部位中的

５５２位蛋氨酸（Ｍ）被缬氨酸（Ｖ）或异亮氨酸（Ｉ）取代，ＹＭＤＤ发

生ＹＶＤＤ／ＹＩＤＤ突变，导致 ＨＢＶ对拉米夫定产生耐药性。近

年来，众多学者致力于研究ＹＭＤＤ突变与 ＨＢＶＤＮＡ定量的

相关性，以探讨血清 ＨＢＶＤＮＡ水平能否作为拉米夫定诱导

ＹＭＤＤ突变的早期观察指标。ＨＢＶＹＭＤＤ突变与治疗前

ＨＢＶＤＮＡ病毒载量呈正相关。治疗前患者血清 ＨＢＶＤＮＡ

病毒载量较低者ＹＭＤＤ突变率较低，治疗前病毒载量较高者

ＹＭＤＤ突变率也较高。本研究的这一结果与其他研究者的研

究结果一致［７］。谢松刚等［８］研究了１２８例患者，按照治疗前

ＨＢＶＤＮＡ水平分为１０３～１０
４、１０４～１０６、１０６～１０８ｃｏｐｙ／ｍＬ

共３个组，经拉米夫定治疗后发生 ＹＭＤＤ 突变共 １７例

（１３．３％），３个组的突变率分别为４．７％、１７．８％和３１．６％，３

组间突变率比较差异有统计学意义。罗志雄等［９］也研究报道

１６５例ＣＨＢ患者应用拉米夫定治疗１２～２４个月，共检测ＹＭ

ＤＤ突变３８例（２３．３％），其中３５例（８９．４％）用药前 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量均大于６．３×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ。因此，治疗前患者血清

ＨＢＶＤＮＡ定量水平检测可作为ＹＭＤＤ突变发生的早期观察

指标之一。

本研究结果说明，ＨＢＶＤＮＡ复制水平与 ＹＭＤＤ突变具

有相关性，可作为早期监测 ＨＢＶＹＭＤＤ突变的观察指标，在

ＣＨＢ患者疗效监测、病情预测和转归判断方面具有临床意义，

为临床及时调整患者治疗方案提供基础依据。
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［５］ 袁美琴，邬克奇，吴自锋．１０００例慢性乙型肝炎应用拉米夫定治

疗ＹＭＤＤ变异的综合分析［Ｊ］．实验与检验医学，２００９，２７（４）：

３４７３４９．

［６］ 宋世会，齐俊英，杨道锋，等．乙型肝炎病毒基因型与ＹＭＤＤ变异

的关系［Ｊ］．中西医结合肝病杂志，２００５，１５（４）：１９９２０１．

［７］ 商庆华，于建国，肖德明，等．拉米夫定治疗慢性乙型肝炎 ＹＭＤＤ

变异的产生与病毒载量的关系［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００５，２８

（９）：９２８９３１．

［８］ 谢松刚，张素华，张玲．乙型肝炎患者 ＨＢＶＤＮＡ载量及基因型与

ＹＭＤＤ变异的相关性研究［Ｊ］．实用临床医药杂志，２００８，１２（５）：

１１９１２１．

［９］ 罗志雄，刘映霞，彭忠田，等．ＨＢＶ准种变异预测核苷（酸）类似物

治疗 ＨＢｅＡｇ阳性慢性乙型肝炎持续疗效的初步研究［Ｊ］．中华实

验和临床感染病杂志：电子版，２００９，３（２）：１６２０．

（收稿日期：２０１２０６３０）
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测定时应注意，ＰＲＰ需置３７℃预温，否则测定结果犆犞％

增大，如增设样本预温模块可提高 ＮＪ４Ａ精密度（改进机型已

解决），或研发一次性比色杯替代现采用的比色皿清洗比色系

统。抗凝全血２ｍＬ可提取ＰＲＰ约０．７～１．２ｍＬ，如需复测样

本量不能保证，如用多份混合血浆替代ＰＰＰ，结果会产生偏差，

应进一步研发使样本微量化，或尝试批量测试以软件拓扑替代

ＰＰＰ空白对照，而溶血、黄疸和脂血样本特殊样本必须以ＰＰＰ

为空白对照。诱导剂需置－２０℃冻存和运输，勿反复冻融。

综上所述，普利生ＬＢＹＮＪ４Ａ全自动血小板聚集仪精密

度、正确度和准确度符合规范；不同通道结果具有一致性；固定

误差、比例误差较小，与现用仪器测定结果相关良好；不同医学

决定水平检测结果的不确定度在可接受范围；检测限可满足临

床分析；携带污染率２．８２％；Ｈｂ１５０ｍｇ／Ｌ、ＴＢＩＬ２４６ｇ／Ｌ、ＴＧ

３．８０ｇ／Ｌ对结果无干扰；参考范围与公认的参考范围无明显

差异，可在临床应用。
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