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耐核苷类药物的乙型肝炎病毒Ｐ区逆转录酶基因序列分析的研究
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　　摘　要：目的　探讨慢性乙型肝炎患者体内乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）Ｐ区逆转录酶（ＲＴ）基因突变发生的频率和类型。方法　

采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法对３８例 ＨＢＶ犚犜 基因进行扩增后测序，分析ｒｔ８０、ｒｔ８４、ｒｔ８５、ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、

ｒｔ１９４、ｒｔ２０２、ｒｔ２０４、ｒｔ２０７、ｒｔ２１３、ｒｔ２１４、ｒｔ２１５、ｒｔ２２９、ｒｔ２３３、ｒｔ２３６、ｒｔ２３７、ｒｔ２３８、ｒｔ２５０位点的变异情况。结果　ＨＢＶ犚犜基因突变

主要集中于ｒｔ２０４、ｒｔ２３８、ｒｔ１８０、ｒｔ２２９，突变类型以 Ｍ２０４Ｉ、Ｎ／Ｈ２３８Ｔ、Ｌ１８０Ｍ、Ｍ２０４Ｖ为主。结论　对 ＨＢＶ犚犜基因的序列分析

有利于临床选择有效的抗病毒药物进行治疗。
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　　目前，国内、外慢性乙型肝炎抗病毒治疗的主要药物为核

苷类似物，但其长期使用可引起乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉ

ｒｕｓ，ＨＢＶ）Ｐ区逆转录酶（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＲＴ）基因突变

而产生耐药现象，甚至在抗病毒治疗前，由于犚犜基因的自然

突变而导致对核苷类药物敏感性降低［１］，因此，对 ＨＢＶ犚犜基

因的序列分析对指导临床抗病毒治疗有重要意义。为此笔者

对３８例乙型肝炎患者的 ＨＢＶＰ区犚犜基因进行了序列分析，

以研究 ＨＢＶ犚犜基因突变与耐药情况，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年６月至２０１３年１月于本院门

诊、住院部就治的慢性乙型肝炎患者共３８例，诊断符合２０００

年《病毒性肝炎防治方案》标准［２］，患者抗病毒治疗前 ＨＢＶ

ＤＮＡ＞１０
３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，服拉米夫定等核苷类抗病毒药物后出现

ＨＢＶＤＮＡ或丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）

反跳或治疗中 ＨＢＶＤＮＡ未降至１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ以下
［３］。

１．２　检测方法　（１）ＤＮＡ提取：ＤＮＡ提取试剂由天根生化科

技（北京）有限公司提供，操作严格按照说明书进行。（２）ＨＢＶ

犚犜基因扩增和序列测定：基因扩增采用美国Ｔｈｅｒｍｏ公司生

产的即用型聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试

剂盒，用 ＢｉｏＲａｄＰＴＣ２００ＰＴＣ２００梯度 ＰＣＲ仪进行基因扩

增。ＰＣＲ产物利用ＢｉｏＲａｄ电泳仪及凝胶成像系统进行电泳

以确定扩增片段的正确性，再使用ＡＢＩ３５００基因测序仪（美国

ＡＢＩ公司）对扩增的ＰＣＲ产物进行测序。（３）ＨＢＶ犚犜基因序

列的分析：使用综合序列分析软件 ＢｉｏＥｄｉｔ将测序序列与美国

国立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）发布的参考序列进行比对，确定各个耐药位

点在测序图谱上的位置，进而分析耐药位点是否发生突变，当

同一位点存在１种以上序列峰型且每种均达到总峰值的１０％

以上时，报告为突变／未突变或２种突变序列共存。基因测序

及分析由广州金域医学检验中心有限公司完成。

１．３　耐药位点　共检测２１个耐药位点：ｒｔ８０、ｒｔ８４、ｒｔ８５、

ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ１９４、ｒｔ２０２、ｒｔ２０４、ｒｔ２０７、

ｒｔ２１３、ｒｔ２１４、ｒｔ２１５、ｒｔ２２９、ｒｔ２３３、ｒｔ２３６、ｒｔ２３７、ｒｔ２３８、ｒｔ２５０。

１．４　统计学处理　采用ＣＨＩＳＳ软件进行统计学分析，组间

率的比较采用χ
２ 检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　突变情况　在３８例病例中共发现１８例存在犚犜基因突

变，其中２例为突变株与野生株共存。

２．２　突变基因类型　在１８例存在犚犜基因突变的 ＨＢＶ中，

共检出１８种犚犜基因突变类型，其中９例（５０．００％）有２种或

２种以上突变类型，并发现Ｎ／Ｈ２３８Ａ、Ｉ１６９Ｍ这２种少见突变

类型，突变类型发生频率见表１。突变类型主要为 Ｍ２０４Ｉ（８／

１８）、Ｎ／Ｈ２３８Ｔ（５／１８）、Ｌ１８０Ｍ（４／１８）、Ｍ２０４Ｖ（３／１８），其中

Ｍ２０４Ｉ（８／１８）与Ｌ１８０Ｉ（２／１８）、Ｎ／Ｈ２３８Ｄ（１／１８）等的突变类型

比较，出现频数的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　突变基因位点　在１８例存在犚犜基因突变的ＨＢＶ中共

发现１２个突变位点，其中９例（５０％）ＨＢＶ存在２个或２个以
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上突变位点，并发现１个少见突变位点（ｒｔ１６９），突变位点发生

频率见表２。突变位点主要为ｒｔ２０４（１０／１８）、ｒｔ２３８（６／１８）、

ｒｔ１８０（５／１８）、２２９（４／１８），其中ｒｔ２０４（１０／１８）与ｒｔ２２９（４／１８）、

ｒｔ１８１（１／１８）等突变位点的出现频数比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），ｒｔ２３８（６／１８）与ｒｔ１８１（１／１８）等突变位点的出现频

数比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　　犚犜基因突变类型频数表

突变类型 出现频数（狀） 突变类型 出现频数（狀）

Ｍ２０４Ｉ ８ Ａ１８１Ｖ １

Ｎ／Ｈ２３８Ｔ ５ Ｌ２２９Ｗ １

Ｌ１８０Ｍ ４ Ｌ２２９Ｍ １

Ｍ２０４Ｖ ３ Ｌ２２９Ｖ １

Ｌ１８０Ｉ ２ Ｌ２２９Ｆ １

Ｎ／Ｈ２３８Ｄ １ Ｔ１８４Ｌ １

Ｖ２０７Ｌ １ Ｓ２１３Ｔ １

Ｍ２５０Ｌ １ Ｌ８０Ｉ １

Ｖ８４Ｍ １ Ｎ２３６Ｔ １

２．４　联合突变　在１８例出现犚犜基因突变的 ＨＢＶ中，共有

９例存在２个或２个以上突变位点，其中有３例存在３个突变

位点，１例存在４个突变位点，联合突变位点分布见表３。在已

发生ｒｔ２０４位点突变的 ＨＢＶ中，９０％伴有其他位点的突变，其

中５０％伴有ｒｔ１８０位点突变，其他常见的联合突变位点为

ｒｔ２８３（３０％）、ｒｔ２２９（３０％）；在已发生ｒｔ１８０位点突变的 ＨＢＶ

中，１００％伴有其他位点的突变，其中１００％伴有ｒｔ２０４位点突

变，其他常见的联合突变位点为ｒｔ２２９（４０％）、ｒｔ２８３（２０％）；在

已发生ｒｔ２３８位点突变的 ＨＢＶ中，有５０％伴有其他位点的突

变，其中有５０％同时伴有ｒｔ２０４位点突变，其他常见的联合突

变位点为ｒｔ１８０（２０％）；在已发生ｒｔ２２９位点突变的 ＨＢＶ中，

有７５％伴有其他位点的突变，其中７５％伴有ｒｔ２０４位点突变，

其他常见的联合突变位点为ｒｔ１８０（５０％）。

表２　　犚犜基因突变位点频数表

突变位点 出现频数（狀） 突变位点 出现频数（狀）

ｒｔ２０４ １０ ｒｔ８４ １

ｒｔ２３８ ６ ｒｔ１８４ １

ｒｔ１８０ ５ ｒｔ２０７ １

ｒｔ２２９ ４ ｒｔ２５０ １

ｒｔ１８１ １ ｒｔ８０ １

ｒｔ２１３ １ ｒｔ２３６ １

表３　　联合突变位点分布表

主突变位点
联合突变位点（狀）

ｒｔ２０４ ｒｔ２３８ ｒｔ１８０ ｒｔ２２９ ｒｔ２０７ ｒｔ８０ ｒｔ２５０ ｒｔ８４ ｒｔ２３６ ｒｔ１８１ ｒｔ１８４ ｒｔ２１３

ｒｔ２０４ １０ ３ ５ ３ １ １ １ １ ０ ０ １ ０

ｒｔ２３８ ３ ６ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ｒｔ１８０ ５ １ ５ ２ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０

ｒｔ２２９ ３ ０ ２ ４ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０

ｒｔ２０７ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ｒｔ８０ １ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ｒｔ２５０ １ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０

ｒｔ８４ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０

ｒｔ２３６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０

ｒｔ１８１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０

ｒｔ１８４ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０

ｒｔ２１３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １

３　讨　　论

拉米夫定等核苷类似药物在体内磷酸化后形成三磷酸形

式，竞争性结合至 ＨＢＶ延长中的ＤＮＡ链上，由于其缺乏３′

ＯＨ，不能形成正常的３′，５′磷酸二酯键，导致 ＨＢＶ复制的终

止。但长期使用会引起 ＨＢＶ多聚酶基因（Ｐ）犚犜基因发生点

突变，ＨＢＶＰ区犚犜基因突变会导致 ＨＢＶＤＮＡ复制过程中

核苷类似物掺入新生链的功能下降，链终止作用减弱，从而产

生耐药。目前研究认为，ＨＢＶＰ区犚犜基因突变导致其对核

苷类药物耐药的突变位点分为３类
［４］：（１）ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ１９４、

ｒｔ２０２、ｒｔ２０４、ｒｔ２３６、ｒｔ２５０为核苷类药物的主要耐药位点。

ｒｔ２０４突变能导致拉米夫定、替比夫定、恩曲他滨耐药，ｒｔ１８１、

ｒｔ２３６突变能导致阿德韦福耐药，ｒｔ１９４突变能导致替诺福韦耐

药，ｒｔ２０４单独突变还能引起恩替卡韦敏感性降低，但ｒｔ２０４与

ｒｔ２０２、ｒｔ１８４、ｒｔ２５０三者任意位点同时突变都能导致恩替卡韦

耐药。（２）ｒｔ８０、ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０为次要耐药位点。（３）ｒｔ８４、

ｒｔ８５、ｒｔ２０７、ｒｔ２１３、ｒｔ２１４、ｒｔ２１５、ｒｔ２２９、ｒｔ２３３、ｒｔ２３７、ｒｔ２３８为尚

未论证的耐药位点。

本研究发现，最常见的突变位点为ｒｔ２０４。在所有发生突

变的 ＨＢＶ中其发生率为５５．５６％（１０／１８），与曹亦菲等
［５］的报

导一致。其他次要位点ｒｔ１８０，未经证实的耐药位点ｒｔ２３８、

ｒｔ２２９等的突变对临床用药的影响值得进一步探讨。本研究发

现１例ｒｔ１８１、１例ｒｔ２０４联合ｒｔ１８４突变，未（下转第１０６８页）
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发现ｒｔ１９４的突变，说明本院 ＨＢＶ耐药主要针对拉米夫定、替

比夫定、恩曲他滨，而对其他核苷类药物的耐药比较少见。在

联合突变方面，在已发生ｒｔ２０４位点突变的 ＨＢＶ中有５０％伴

ｒｔ１８０位点的突变，而ｒｔ１８０位点突变均伴随ｒｔ２０４位点突变，

这种ｒｔ１８０联合ｒｔ２０４突变的ＨＢＶ，与ｒｔ２０４单独突变相比，其

对恩替卡韦及替比夫定敏感性显著降低［６７］；而存在２个以上

位点突变的 ＨＢＶ中，主要是ｒｔ２０４和（或）ｒｔ１８０联合其他位点

突变，这种多位点的联合突变不但增加了 ＨＢＶ耐药的复杂性

及疾病的难治性，对 ＨＢＶ的其他生物学特性的影响也值得进

一步探讨。在本研究中，ｒｔ１８１位点突变率较低，这与曹亦菲

等［５］、李敏伟等［８］的研究结果有差异，可能与本研究病例较少

有关，但是否存在地区差异等原因还值得进一步研究。在突变

类型 方 面，以 ｒｔＭ２０４Ｉ最 为 常 见，其 次 是 ｒｔＮ／Ｈ２３８Ｔ 与

ｒｔＬ１８０Ｍ，本研究还在２例 ＨＢＶ中发现阿德福韦相关的少见

突变类型Ｎ／Ｈ２３８Ａ，在１例 ＨＢＶ中发现恩替卡韦相关的少

见突变类型Ｉ１６９Ｍ，这种少见突变类型的临床意义有待进一步

研究。

在应用核苷类似物治疗慢性乙型肝炎的过程中，随着用药

时间的延长，犚犜基因耐药相关性变异是难以避免的，因此，采

用核苷类药物治疗的慢性乙型肝炎患者，有必要在选用核苷类

药物治疗前或治疗过程中定期进行 ＨＢＶ犚犜基因序列分析，

从而选择更有效的抗病毒药物，以提高抗病毒治疗的疗效。
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［８］ 李敏伟，陈智，邵骏斌，等．拉米夫定耐药者 ＨＢＶＰ基因ｒｔＬ１８０Ｍ

和ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ突变分析［Ｊ］．中华传染病杂志，２００５，２３（３）：１７６

１７７．

（收稿日期：２０１３０１２７）
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