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深圳地区乙肝病毒基因分型与耐药性研究
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　　摘　要：目的　了解深圳地区乙肝患者 ＨＢＶ基因型分布情况，分析 ＨＢＶ基因型、耐药性与 ＨＢＶＤＮＡ载量、ＨｂｅＡｇ之间的

关系。方法　用反向线性杂交技术检测１５６例慢性乙肝（ＣＨＢ）患者的基因型和耐药突变情况，用荧光定量ＰＣＲ检测其 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量，用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＢＶ病毒标志物。结果　１５６例ＣＨＢ患者中检出Ｂ基因型９０例，占５７．６９％；Ｃ基

因型５８例，占３７．１７％；Ｂ＋Ｃ混合基因型８例，占５．１３％；耐药突变３７例，占２３．７％。３７例耐药株中，有３０例对拉米夫定耐药，

主要为ｒｔＬ１８０Ｍ＋ｒｔＭ２０４Ｖ和ｒｔＭ２０４Ｉ突变，占８０％（２４／３０），Ｃ基因型占拉米夫定突变株的６３．３％（１９／３０）；对阿德福韦耐药株

５例，耐药位点均为ｒｔＮ２３６Ｔ；另有２例为多重耐药。ＨＢＶＢ、Ｃ基因型患者间的 ＨＢＶＤＮＡ载量及 ＨｂｅＡｇ阳性率结果差异无统

计学意义。结论　深圳地区 ＨＢＶ基因型以Ｂ、Ｃ型为主，Ｃ基因型容易产生耐药，应根据基因分型和耐药突变结果对慢性乙肝患

者选择适合的治疗方案。
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　　根据 ＨＢＶ全基因核甘酸序列异源性大于或等于８％，或

Ｓ基因区核甘酸序列异源性大于或等于４．２％的标准，ＨＢＶ可

分为 Ａ～Ｈ８个基因型，各基因型又可分成若干个基因亚

型［１２］。研究发现，ＨＢＶ基因型的分布存在种族和地理区域差

异，不同的基因型其流行病学和临床特点也不相同，且与肝脏

病变程度及药物治疗效果存在一定相关性［２３］。因此对 ＨＢＶ

基因型进行检测，有助于指导乙型肝炎临床治疗、预后判断和

流行病学分析。本文对深圳地区１５６例慢性乙肝（ＣＨＢ）患者

的基因型分布及其耐药性变异、ＨＢＶＤＮＡ载量和 ＨＢＶ血清

学指标进行检测，探讨各项指标之间的相互关系，更好地指导

临床用药，为制订个体化抗病毒治疗方案提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　 深圳市人民医院２０１２年１～７月期间门诊

和住院慢性乙肝患者１５６例，其中男８７例，女６９例，年龄２１～

５５岁，平均（３３．８±７．７）。诊断标准符合２０１０年慢性乙型肝

炎防治指南［５］。

１．２　仪器与试剂　ＨＢＶ基因分型试剂盒为深圳市亚能公司

产品，ＨＢＶ核酸定量检测试剂盒购自上海科华公司，免疫诊

断试剂盒由厦门英科新创提供，核酸扩增使用 ＡＢＩ９７００扩增

仪，图像分析用ＢＩＯＲＡＤＧＥＬＤＯＣ图像分析系统。

１．３　方法

１．３．１　ＨＢＶ基因分型及耐药性检测　按试剂盒说明书进行，

先提取样本 ＨＢＶＤＮＡ，在装有生物素标记引物的ＰＣＲ反应

管中加入２μＬ已处理好的标本，按下列条件扩增：５０℃ ３

ｍｉｎ，９３℃预变性６ｍｉｎ，然后按９３℃３０ｓ→５８℃４０ｓ→７２℃

４５ｓ扩增，１０个循环；９３℃３０ｓ→５６℃４０ｓ→７２℃４５ｓ扩

增，１０个循环；９３℃３０ｓ→５５℃４０ｓ→７２℃４５ｓ扩增，２５个

循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物煮沸变性１５ｍｉｎ，加入

反应膜条置４２℃杂交２ｈ。用洗脱液洗膜２次，加入辣根过氧

化物酶标记的亲和素，最后用ＮＢＴ／ＢＣＩＰ系统显色，根据紫色
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斑点出现的位置和顺序直接判断结果。

１．３．２　ＨＢＶＤＮＡ定量测定　采用实时荧光定量ＰＣＲ检测

血清 ＨＢＶＤＮＡ含量。

１．３．３　ＨＢＶ 免疫指标测定 　 采用酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）检测ＣＨＢ患者血清中 ＨＢｅＡｇ状态。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件分析，计量资料以狓±

狊表示。计数资料的显著性检验用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶ基因分型分布及耐药性结果　如表１，在１５６例

ＣＨＢ患者中共检测出 ３ 种基因型，其中 Ｂ 型 ９０ 例，占

５７．６９％；Ｃ型５８例，占３７．１７％；Ｂ＋Ｃ型８例，占５．１３％；未

测出Ａ、Ｄ、Ｅ、Ｆ型。１１９例ＣＨＢ患者对拉米夫定敏感，３０例

对拉米夫定耐药，５例对阿德福韦耐药，２例为多重耐药。３０

例拉米夫定耐药突变株中，均为 ＨＢＶＢ、Ｃ 基因型，其中

ｒｔＬ１８０Ｍ＋ｒｔＭ２０４Ｖ 和ｒｔＭ２０４Ｉ突变２４例，占８０％；Ｃ 型

ＨＢＶ基因突变１９例，占６３．３％，且主要为ｒｔＭ２０４Ｉ（１６／３０）。

５例阿德福韦耐药变异主要为Ｃ型基因型，耐药突变位点均为

ｒｔＮ２３６Ｔ。

表１　　３７例ＣＨＢ耐药患者的基因型与耐药位点结果

基因型
耐药突变位点

１８０Ｍ ２０４Ｉ １８０Ｍ＋２０４Ｖ １８０Ｍ＋２０４Ｖ＋２０４Ｉ ２３６Ｔ

合计

Ｂ型 １ ３ ２ ７ ０ １３

Ｃ型 ０ １６ １ ２ ５ ２４

合计 １ １８ ５ ８ ５ ３７

２．２　ＨＢＶ基因型与 ＨＢＶＤＮＡ载量及 ＨＢｅＡｇ指标的关系

　如表２所示，不同ＨＢＶ基因型的ＨＢＶＤＮＡ载量结果差异

无统计学意义，不同 ＨＢＶ基因型中 ＨＢｅＡｇ阳性率结果差异

亦无统计学意义。

表２　　不同基因型的 ＨＢＶＤＮＡ载量及

　　　ＨＢｅＡｇ阳性率结果

基因型 ＨＢＶＤＮＡ对数值（狓±狊） ＨｂｅＡｇ（＋）

Ｂ型 ７．０８＋１．０２ ５６／９０（６２．２％）

Ｃ型 ７．１４＋１．１３ ４０／５８（６８．９％）

Ｂ＋Ｃ型 ７．１２＋１．０６ ５／８（６２．５％）

Ｐ值 ０．５４５ ０．４７３

３　讨　　论

ＨＢＶ感染后的临床过程多种多样，除了宿主的免疫状况

和感染方式外，与感染病毒株的基因型种类也关系密切［４５］。

ＨＢＶ基因型具有地理区域性分布特征
［６７］。在我国常见的为

Ｂ型和Ｃ型
［８１２］，其中北方地区以Ｃ型为主，南方地区以Ｂ型

为主。张晓平［１３］等报告深圳地区以Ｂ型为主，Ｃ型次之，其他

较少，以Ｃ基因型患者临床症状较重。覃羽华等
［１４］等检测桂

西地区的 ＨＢＶ分型，Ｂ型占５０．４８％，Ｃ型占２５．７１％，Ｂ＋Ｃ

混合型１６．１９％，Ｄ型０．９５％。本研究通过检测深圳地区１５６

例ＣＨＢ患者的基因型，发现主要以Ｂ型为主，占６１．５３％，Ｃ

型次之，占３７．１７％，Ｂ＋Ｃ型为５．１３％，与上述报道一致。

ＨｂｅＡｇ传染性强，是乙肝预后估计和衡量传染性的重要

标志。ＨＢＶＤＮＡ载量水平的高低与病毒活动性复制能力及

致病力密切相关。本研究发现，在Ｃ型和Ｂ＋Ｃ型的ＣＨＢ患

者中，ＨＢＶＤＮＡ水平和ＨｂｅＡｇ阳性率略高于Ｂ型患者，但结

果差异无统计学意义（犘＞０．０５），与文献［１５１６］报道相同，可

能与地域、民族差异，以及部分Ｃ型ＣＨＢ患者发生了Ｃ区变

异有一定关系。

拉米夫定作为乙肝一线抗病毒治疗药物，其主要耐药机理

为 ＨＢＶＤＮＡ聚合酶基因发生突变
［１７］，导致与拉米夫定的结

合力降低，突变以Ｂ区和Ｃ区为主，尤其是Ｃ区 ＹＭＤＤ变异

最为多见，其主要形式为ＹＩＤＤ或ＹＶＤＤ
［１８１９］。本研究１５６例

ＣＨＢ患者中，有３０例对拉米夫定耐药，耐药病毒株均为Ｂ和

Ｃ基因型，其中ＹＶＤＤ和ＹＭＤＤ变异８例，突变位点以１８０Ｍ

和２０４Ｖ为主；ＹＩＤＤ变异者１６例，突变位点为２０４Ｉ，且主要见

于Ｃ基因型，显示Ｃ型较Ｂ型更容易对拉米夫定产生耐药。

继拉米夫定后的新型抗病毒药物阿德福韦酯（ＡＤＶ）因近

期使用耐药率低且与其他核苷酸类似物无交叉耐药，已在抗

ＨＢＶ治疗中起到越来越重要的作用，但研究发现其长期应用

也可导致 ＨＢＶ发生耐药突变。目前已证实与ＡＤＶ耐药相关

的突变位点主要为ｒｔＡ１８１和ｒｔＮ２３６
［１７］。卜范峰等［１８］研究发

现：年龄、ＨｂｅＡｇ阴性状态、肝硬化和拉米夫定耐药与阿德福

韦耐药变异发生显著相关。本次研究检测到５例阿德福韦耐

药突变，位点均为ｒｔＮ２３６Ｔ，且均见于Ｃ基因型，５例患者年龄

偏大，均为 ＨＢｅＡｇ阴性。与报道一致，但由于标本数量有限，

还需进一步扩大样本量进行验证。

综上所述，Ｃ型患者较Ｂ型容易产生耐药突变基因型，故

Ｃ型患者应用抗病毒治疗中尤其要注意监测常见耐药位点的

突变，通过对长期服用核苷酸类似药物患者进行 ＨＢＶ耐药突

变和基因型检测，有助于了解不同基因型患者的 ＨＢＶ相关耐

药基因情况，有利于抗病毒药物的选择和更换，为制订个体化

抗病毒治疗方案提供科学依据。
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表２　　自制免疫金标纸条稳定性检测结果

批号 测定日期

保存温度

４℃（狀＝１０）

阴性 阳性

１８～２５℃（狀＝１０）

阴性 阳性

３７℃（狀＝１０）

阴性 阳性

２０１２１００１ ３０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

６０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

９０ｄ １０ １０ １０ １０ ９ １１

２０１２１００２ ３０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

６０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

９０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

２０１２１００３ ３０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

６０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

９０ｄ １０ １０ １０ １０ ９ １１

表３　　自制 ＨＣＶ金标层析试纸条特异性检测结果

样本 ＨＩＶ（狀＝２０） ＨＢＶ（狀＝３０） ＨＢＶ＋ＨＣＶ（狀＝２０） ＨＣＶ（狀＝２０）

结果 阴性 阴性 阳性 阳性

３　讨　　论

目前检测 ＨＣＶ的方法包括 ＥＬＩＳＡ检测、ＰＣＲ技术测定

ＨＣＶＲＡＮ和金标免疫层析法，但主要集中于血清中的病原微

生物的抗原、抗体检测［９］。由于检测灵敏度和特异性的限制，

目前国内金标免疫层析法还无检测唾液中的抗 ＨＣＶ抗体的

报道。我们在检测线区域同时包被鼠抗人ＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体，

同时检测唾液中 ＨＣＶＩｇＧ、ＩｇＭ抗体，显著提高了试纸条的检

测灵敏度和选择特异性。

ＨＣＶ核心蛋白不同区段的亲／疏水性极不均衡，氨基端

表现为亲水性，而羧基端表现为疏水性，Ｎ端１～１５４个氨基酸

包含了核心蛋白的大部分疏水区。ＨＣＶ核心蛋白的疏水性能

其在被用作检测线的包被蛋白时，对检测液体流中的蛋白产生

疏水结合，极易产生假阳性的现象［１０］。本研究经过探索，采用

将鼠抗人混合抗体（不易产生疏水结合）包被于检测线的方法，

避免了假阳性结果的产生。

样品垫的处理液配方中，ＢＳＡ溶液用于在液体流动过程

中，封闭ＮＣ膜上的非特异性结合位点，防止在层析过程中，金

标抗原和抗体与ＮＣ膜上的位点结合，ＮＣ膜背景不净和拖尾

的情况出现。ＰＢＳ缓冲液样品垫用于控制样品层析过程中的

ｐＨ，保证反应过程中的金标 ＨＣＶ重组抗原和兔抗体的结合

稳定和生物活性状态。

检测的２１７例标本中，有２例假阴性结果，此结果的产生

可能是以下２个原因：（１）患者本人的因素，１ｄ之内唾液的分

泌情况不同，导致收集标本的时候唾液所含抗ＨＣＶ量极少或

者没有；（２）采用新的检测原理的金标免疫层析试纸条灵敏度

还没有达到绝对满意的程度，以后的试验中还需要改进。

稳定性检测在３７℃保存９０ｄ后的金标条产生了假阳性

结果，可能由于试纸条在高温环境下蛋白质的生物活性变化，

导致标记蛋白或者金纳米粒子在检测线发生部分聚沉显色。

而室温１８～２２℃和低温４℃保存９０ｄ稳定性好。

综上所述，本研究所制备的金标免疫层析试纸条能够运用

于临床唾液样本的检测，并且在５ｍｉｎ可以产生肉眼可见的结

果，稳定性、特异性和准确度较好，在无创情况下能够满足对人

群中 ＨＣＶ感染者的快速筛查。
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［１４］ＦａｎｇＳＫ，ＣｈｅｎＨＢ，ＦｏｎｔａｎａＲＪ，ｅｔａｌ．Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａｄｅｆｏｖｉｒＩｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ［Ｊ］．ＪＨｅｐ

ａｔｏｌ，２００６，４４（２）：２８３２９０．

［１５］李卓，李洪权，李俊红，等．北京地区乙型肝炎病毒基因型与其感

染临床表型的相关性［Ｊ］．世界华人消化杂志，２００５，１３（２４）：

２８２３２８２７．

［１６］ＬｉａｗＹＦ，ＣｈｉｅｎＲＮ，ＹｅｈＣＴ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎａｎｄｈｅｐａ

ｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｃｌｅａｒａｎｃｅａｆｔｅｒｅｍｅｒｇｅｎｃｅｏｆＹＭＤＤｍｏｔｉｆｍｕｔａｔｉｏｎ

ｄｕｒｉｎｇＬｕｍｉｖｕｄｉｎｅｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，１９９９，３０：５６７５７７．

［１７］王虹，冯妙芙，周鹏辉，等．荧光分子信标探针检测拉米夫定耐药

基因的研究［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００３，２３（６）：９０９３．

［１８］卜范峰，鲁艳芹，韩金祥，等．实时定量ＰＣＲ检测乙型肝炎病毒拉

米夫定耐药突变及其与临床指标的相关性［Ｊ］．中国生物制品学

杂志，２００８，２１（９）：８０６８１０．
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