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乙型肝炎病毒耐药突变对病毒表面抗原编码区的影响
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　　摘　要：目的　在接受核苷（酸）类似物治疗的慢性乙型肝炎患者中，分析乙肝病毒（ＨＢＶ）耐药突变对乙肝病毒表面抗原的

影响，为深入研究这些突变的生物学意义奠定基础。方法　采集用核苷（酸）类似物进行抗病毒治疗的６５３例慢性乙型肝炎患者

的血浆标本，提取 ＨＢＶ基因组ＤＮＡ，对涉及耐药突变位点并且和表面抗原基因在基因组结构中完全重叠的逆转录酶结构域进

行ＰＣＲ扩增和ＤＮＡ测序，根据ＮＣＢＩ中的乙型肝炎病毒参考序列分析这些耐药突变位点对表面抗原氨基酸突变的影响。结果

　６５３例标本中，逆转录酶结构域ｒｔＶ１７３Ｌ、ｒｔＡ１８１Ｔ、ｒｔＡ１８１Ｖ、ｒｔＴ１８４Ｇ、ｒｔＳ２０２Ｉ、ｒｔＭ２０４Ｖ和ｒｔＭ２０４Ｉ的突变分别可以导致表面

抗原氨基酸位点改变：Ｅ１６４Ｄ、１７２Ｗ 突变为终止密码子、Ｌ１７３Ｆ、Ｌ１７６Ｖ、Ｖ１９４Ｆ、Ｉ１９５Ｍ 和 Ｗ１９６Ｌ以及 Ｗ１９６Ｌ／Ｓ的突变，

ｒｔＬ１８０Ｍ和ｒｔＳ２０２Ｇ未造成表面抗原的改变。结论　乙型肝炎病毒耐药突变可导致表面抗原多个氨基酸位点的改变。
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　　慢性乙型病毒性肝炎（慢性乙肝）是严重危害人类健康的

疾病，全世界有３．５亿至４亿的慢性携带者，由此发展而来的

终末期肝病和原发性肝癌每年可导致近１００万患者死亡
［１３］。

目前，核苷（酸）类似物是慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗的主要

手段，在体内该类药物主要通过抑制乙肝病毒（ＨＢＶ）聚合酶

的活性而发挥抗病毒作用［４］。但是，ＨＢＶ耐药变异株的产生

是核苷（酸）类似物使用过程中突出的问题，现已明确 ＨＢＶ聚

合酶的逆转录酶结构域（ＲＴ结构域）中相关位点的氨基酸突

变是产生 ＨＢＶ耐药变异株的重要分子基础
［５］。ＨＢＶ是已知

动物病毒中基因组最小的病毒，只有大约３．２ｋｂ，不同开放阅

读框之间方向一致、移码翻译和部分重叠是其基因组结构的重

要特征，其中编码病毒表面抗原的Ｓ基因完全被ＲＴ结构域所

包括，两者在同一方向上通过移码的方式各自翻译［６］。因此，

ＨＢＶ耐药变异株中ＲＴ结构域的氨基酸突变完全有可能引起

Ｓ基因的突变。由于Ｓ基因所编码的表面抗原在乙肝的免疫

预防、诊断和疗效监测中具有十分重要的临床意义，所以有必

要评价耐药变异株中ＲＴ结构域的氨基酸突变如何影响表面

抗原的编码。本研究采用ＰＣＲ测序的方法，选择６５３例接受

核苷（酸）类似物治疗的慢性乙型肝炎患者，对与Ｓ基因完全重

叠的 ＲＴｄｏｍａｉｎ中的各耐药相关位点ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、

ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ２０２和ｒｔ２０４的突变情况进行总结，并分析了各

种耐药相关位点突变对 ＨＢＶ表面抗原氨基酸位点的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１月至２０１２年１０月间使用核

苷（酸）类似物（拉米夫定、替比夫定、阿德福韦酯或恩替卡韦中

的一种或多种）进行抗病毒治疗的６５３例慢性乙肝患者作为研

究人群，抗病毒治疗严格参照中华医学会肝病学分会和中华医

学会感染病学分会２０１０年版《慢性乙型肝炎防治指南》进

行［７］。对所有患者静脉采集２ｍＬ全血ＥＤＴＡ抗凝，采集２ｈ

内分离血浆，－８０℃保存备用。本研究符合南京医科大学伦

理委员会伦理审查标准并取得患者的知情同意。

１．２　仪器与试剂　ＨＢＶ基因组提取试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｖｉｒａｌ
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ＤＮＡＫｉｔ和切胶纯化试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ来

自ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ公司；ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑ高保真ＤＮＡ聚合酶来

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＮＡ测序试剂盒ＧｅｎｏｍｅＬａｂＤＴＣＳＱｕｉｃｋ

ＳｔａｒｔＫｉｔ来自Ｂｅｃｋｍａｎ公司；Ｓ１０００ＰＣＲ仪和ＧｅｌＤｏｃＥＺＩｍ

ａｇｅｒ凝胶成像系统来自Ｂｉｏｒａｄ公司；ＣＥＱ８０００遗传分析仪来

自Ｂｅｃｋｍａｎ公司。

１．３　方法　根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＶｉｒａｌＤＮＡＫｉｔ的说明书提取

６５３例血浆标本的 ＨＢＶ基因组ＤＮＡ，最终用５０μＬ洗脱液洗

脱，－２０ ℃保存备用。用引物 ＨＢＶＦ（５′ＧＣＴ ＡＴＣＧＣＴ

ＧＧＡＴＧＴ ＧＴＣＴＧ３′，３６６～３８５ｂｐ）和 ＨＢＶＲ（５′ＧＴＡ

ＣＡＡＴＡＴＧＴＴＣＣＴ ＧＣＧ ＧＴＡ３′，９０８～９２８ｂｐ）对包含

ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ２０２和ｒｔ２０４的 ＨＢＶ聚合酶

的ＲＴ结构域进行ＰＣＲ扩增，扩增体系为５０μＬ，其中：１０×高

保真 ＰＣＲ 缓 冲 液 ５ μＬ，ＭｇＳＯ４ ２ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ０．２

ｍｍｏｌ／Ｌ，上下游引物各０．２μｍｏｌ／Ｌ，Ｐｌａｔｉｎｕｍ Ｔａｑ高保真

ＤＮＡ聚合酶１Ｕ，模板５μＬ；扩增条件为：９４℃预变性３０ｓ，９４

℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，６８℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次。用

１．５％琼脂糖电泳检测ＰＣＲ产物，并根据Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘ

ｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ的说明书对５６３ｂｐ处的目的条带进行切胶纯化。

将切胶纯化的产物按照ＧｅｎｏｍｅＬａｂＤＴＣＳＱｕｉｃｋＳｔａｒｔＫｉｔ的

说明书进行测序ＰＣＲ和纯化，并在ＣＥＱ８０００遗传分析仪上进

行检测。

１．４　序列分析　结果用仪器自带的９．０版软件的Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

模块导出。将导出的测序结果在ＢｉｏＥｄｉｔ７．１．３．０软件上分析，

筛选出ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ２０２和ｒｔ２０４中任意

位点存在核苷（酸）类似物耐药相关氨基酸突变的标本，并分析

其相应的核酸突变对 ＨＢＶ表面抗原氨基酸突变的影响。本

研究中，与Ｓ基因完全重叠的ＲＴ结构域各个耐药相关突变位

点和氨基酸的选择以２０１２年版欧洲肝病研究协会的慢性乙肝

管理临床指南为准［８］，分别为ｒｔＩ１６９Ｔ、ｒｔＶ１７３Ｌ、ｒｔＬ１８０Ｍ、

ｒｔＡ１８１Ｔ／Ｖ、ｒｔＴ１８４Ｇ、ｒｔＳ２０２Ｉ／Ｇ和ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ。本研究所涉

及的６５３例 ＨＢＶ均为Ｂ基因型或Ｃ基因型，在分析表面抗原

突变时与ＮＣＢＩＶｉｒｕｓＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇ中 ＨＢＶ相应基因型的３个

参考序列进行比对，若同一核酸位点上出现不同的碱基，则以

３个参考序列中的一致性序列为准。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增　６５３例标本中的部分ＰＣＲ扩增结果如图１

所示，包含ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ２０２和ｒｔ２０４的

ＨＢＶ聚合酶ＲＴ结构域的片段大小为５６３ｂｐ，所有标本在目

的片段大小处都有特异性的扩增条带。

　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ 分子标记物；１～９：包含ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、

ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ２０２和ｒｔ２０４的 ＨＢＶ聚合酶ＲＴ结构域的ＰＣＲ扩增片

段；ＢＣ：空白对照。

图１　　６５３例标本中的部分ＰＣＲ产物的

琼脂糖凝胶电泳结果

２．２　耐药位点的突变及其对 ＨＢＶ表面抗原突变的影响　核

苷（酸）类似物耐药变异株可以在多个位点上导致 ＨＢＶ表面

抗原的突变，见表１。６５３例使用核苷（酸）类似物治疗的慢性

乙肝患者标本中，未见ｒｔＩ１６９Ｔ的突变；ｒｔＶ１７３Ｌ突变２４例，导

致表面抗原Ｅ１６４Ｄ的突变；ｒｔＬ１８０Ｍ 突变８０例，未导致表面

抗原１７１Ｓ突变；ｒｔＡ１８１Ｔ／Ｖ突变６６例，其中ｒｔＡ１８１Ｔ突变导

致表面抗原１７２Ｗ突变为终止密码子，从而造成表面抗原的截

短，而ｒｔＡ１８１Ｖ突变导致表面抗原Ｌ１７３Ｆ的突变；ｒｔＴ１８４Ｇ突

变１例，未导致表面抗原１７５Ｌ 突变，但是可致表面抗原

Ｌ１７６Ｖ的突变；ｒｔＳ２０２Ｉ／Ｇ突变１１例，其中ｒｔＳ２０２Ｉ突变导致

表面抗原 Ｖ１９４Ｆ的突变，而ｒｔＳ２０２Ｇ 突变未导致表面抗原

１９３Ｓ突变；ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ突变１４３例，其中ｒｔＭ２０４Ｖ突变可导致

表面抗原Ｉ１９５Ｍ和 Ｗ１９６Ｌ的突变，而ｒｔＭ２０４Ｉ突变可导致表

面抗原 Ｗ１９６Ｌ／Ｓ的突变。

表１　　ＨＢＶ耐药变异株相关突变位点的突变情况及其对表面抗原突变的影响

ＨＢＶ耐药变异株的相关突变位点 对应ＲＴｄｏｍａｉｎ的核酸突变 对应表面抗原编码区的核酸突变 对应表面抗原的氨基酸突变

ｒｔＩ１６９Ｔ － － －

ｒｔＶ１７３Ｌ ＧＴＧ→ＴＴＧ ＧＡＧ→ＧＡＴ Ｅ１６４Ｄ

ＧＴＧ→ＣＴＧ ＧＡＧ→ＧＡＣ Ｅ１６４Ｄ

ｒｔＬ１８０Ｍ ＣＴＧ→ＡＴＧ ＴＣＣ→ＴＣＡ 不导致１７１Ｓ突变

ｒｔＡ１８１Ｔ ＧＣＴ→ＡＣＴ ＴＧＧ→ＴＧＡ １７２Ｗ突变为终止密码子

ｒｔＡ１８１Ｖ ＧＣＴ→ＧＴＴ ＣＴＣ→ＴＴＣ Ｌ１７３Ｆ

ｒｔＴ１８４Ｇ ＡＣＴ→ＧＧＴ ＴＴＡ→ＴＴＧ和ＣＴＡ→ＧＴＡ 不导致１７５Ｌ突变，Ｌ１７６Ｖ

ｒｔＳ２０２Ｉ ＡＧＴ→ＡＴＴ ＧＴＴ→ＴＴＴ Ｖ１９４Ｆ

ｒｔＳ２０２Ｇ ＡＧＴ→ＧＧＴ ＴＣＡ→ＴＣＧ 不导致１９３Ｓ突变

ｒｔＭ２０４Ｖ ＡＴＧ→ＧＴＧ ＡＴＡ→ＡＴＧ Ｉ１９５Ｍ

ＡＴＧ→ＧＴＴ ＡＴＡ→ＡＴＧ和ＴＧＧ→ＴＴＧ Ｉ１９５Ｍ和 Ｗ１９６Ｌ

ｒｔＭ２０４Ｉ ＡＴＧ→ＡＴＴ ＴＧＧ→ＴＴＧ Ｗ１９６Ｌ

ＡＴＧ→ＡＴＣ ＴＧＧ→ＴＣＧ Ｗ１９６Ｓ

　　－：本研究中未发现此种突变。

３　讨　　论

ＨＢＶ具有相当紧凑的基因组结构，其中编码聚合酶的Ｐ

基因的逆转录酶结构域（ＲＴ结构域）完全包括了编码表面抗

原的Ｓ基因序列
［９］，而ＲＴ结构域基因片段易在核苷（酸）类似

·９１５１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



物选择压力的作用下发生突变［１０］。基于上述依据，本研究利

用６５３例接受核苷（酸）类似物治疗的慢性乙肝患者的血浆标

本，证实ＲＴ结构域突变所产生的 ＨＢＶ耐药突变的确可以导

致编码表面抗原的多个位点发生突变。

在本研究中，ＨＢＶ耐药变异株相关突变位点和氨基酸的

选择参考２０１２年版的欧洲肝病研究协会的慢性乙肝管理临床

指南［８］，对指南中未列出而在以往研究中报道过的其他潜在的

耐药突变位点未予选择。值得注意的是，ｒｔ１６９、ｒｔ１７３、ｒｔ１８０、

ｒｔ１８１、ｒｔ１８４、ｒｔ２０２和ｒｔ２０４位点上出现的其他氨基酸突变也

可能造成Ｓ基因的突变，不过现有的循证医学证据尚不支持这

些突变和核苷（酸）类似物耐药之间的联系，所以本研究未选择

这些突变进行分析。

近年来国内已有研究综述关注 ＨＢＶ耐药突变所诱发的

表面抗原突变［１１］，与之相比，本研究还发现了ｒｔＭ２０４Ｖ可以

同时导致表面抗原Ｉ１９５Ｍ 和 Ｗ１９６Ｌ 的突变，但是未发现

ｒｔＭ２０４Ｉ可致１９６Ｗ突变为终止密码子的情况。尽管 ＨＢＶ耐

药变异导致的表面抗原突变多位于表面抗原的主要亲水区之

外，但是其潜在的生物学意义也值得研究，因为以往的研究发

现主要亲水区之外的氨基酸突变会导致表面抗原的功能改变，

例如Ｆ１８３Ｃ的突变可以造成 ＨＢＶ的免疫逃逸
［１２］。实际上，

已有初步的研究报道了其中某些表面抗原突变所导致的生物

学功能变化［１３］，近年来表面抗原１７２Ｗ 突变为终止密码子的

研究尤其被关注；现有的研究结果提示，不论在体外实验还是

体内实验中该突变均可导致分泌到细胞外的表面抗原减

少［１４１５］，过多的表面抗原聚集在细胞内可能增加某些患者发

生原发性肝癌的风险［１６］。

随着核苷（酸）类似物在慢性乙型肝炎临床治疗中的不断

使用，ＨＢＶ耐药变异株的产生已成为临床迫切需要面对的问

题，而分析耐药突变对表面抗原的影响，将为未来深入研究耐

药变异株中 ＨＢＶ表面抗原的生物学功能奠定基础，从而有助

于对表面抗原检测做出更加全面合理的评价。
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４６（１）：９５１０５．

［９］ ＹｕＨＳ，ＲｅｉｔｅｒＲＪ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ：Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓ，

ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｍ］．ＢｏｃａＲａｔｏｎ：ＣＲＣＰｒｅｓｓ，１９９２：１１７．

［１０］ＣｕｔｏｌｏＭ，ＭａｓｉＡＴ．Ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｓａｎｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｒｈｅｕｍ

ＤｉｓＣｌｉｎＮｏｒｔｈＡｍ，２００５，３１（１）：１１５１２９．

［１１］ＳｔｒａｕｂＲＨ，ＣｕｔｏｌｏＭ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｐｉｔｕｉｔａ

ｒｙａｄｒｅｎａｌ／ｇｏｎａｄａｌａｘｉｓａｎｄｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｉｎ

ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ｖｉｅｗｐｏｉｎｔｂａｓｅｄｏｎａｓｙｓｔｅｍｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｒｏｌｅ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２００１，４４（３）：４９３５０７．

［１２］ＣｕｔｏｌｏＭ．ＮｉｇｈｔｔｉｍｅｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄＡｐａｒａｄｉｇｍｓｈｉｆｔｉｎｇｌｕｃｏｃｏｒ

ｔｉｃｏｉｄｔｈｅｒａｐｙｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ？［Ｊ］．ＥｕｒＭｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔ

Ｒｅｖ，２００９，４（２）：４１４３．

［１３］ＳｅｎｅｌＫ，ＢａｙｋａｌＴ，ＭｅｌｉｋｏｇｌｕＭＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍｍｅｌａｔｏｎｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎ

ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｉｌｉｔｉｓ：ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｒｈｅｕ

ｍａｔｏｌＩｎｔ，２０１１，３１（１）：６１６３．

（收稿日期：２０１３０１１２）

·０２５１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２


