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ＰＣＲ反向点杂交法检测ＨＢＶ耐药变异与基因型的探讨
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　　摘　要：目的　探讨ＰＣＲ反向点杂交法检测 ＨＢＶ耐药变异与基因型的相关性及 ＨＢＶ变异位点与肝功能指标、ＨＢＶＤＮＡ

病毒载量的关系。方法　筛选符合条件的４６２例服用核苷类药物治疗的慢性乙型肝炎患者血清标本，?用ＰＣＲ反向点杂交法检

测 ＨＢＶ的耐药突变位点以及基因型，并对 ＨＢＶ耐药变异与基因型、肝功能检测指标、ＨＢＶＤＮＡ病毒载量等指标进行相关性分

析。结果　在４６２例服用核苷类药物治疗的慢性乙型肝炎患者血清中检测耐药变异株４５例，变异率约为９．７４％；其中１８０Ｍ 和

２０４Ｉ／Ｖ突变株１６例，３５．５％；２０４Ｖ突变株６例，１３．３％；２０４Ｉ突变株１３例，２８．９％；１８０Ｖ突变株３例，６．７％；１８１Ｖ突变株３例，

６．７％；２０７Ｉ突变株１例，２．２％，２３６Ｔ突变株３例，６．７％。ＨＢＶ基因型中Ｂ基因型１０５例，Ｃ基因型３３７例，Ｂ基因型和Ｃ基因型

联合感染４例，Ｄ基因型０例，其他基因型２例。将检测结果与临床资料进行相关性分析：乙肝患者的耐药变异位点与基因型、肝

功能指标ＡＬＴ无相关性（犘＞０．０５），与 ＨＢＶＤＮＡ病毒载量有一定相关性（犘＜０．０５）。结论　１．茂名地区的 ＨＢＶ基因型可能与

其他南方地区的基因型有差异，以 ＨＢＶＣ基因型为主；２．ＰＣＲ反向点杂交法是一种快速、准确发现核苷类药物治疗后耐药位点

的检测方法；３．通过临床资料分析显示乙肝患者的耐药变异位点与肝功能指标 ＡＬＴ间差异无统计学意义（犘＞０．０５），即无相关

性，ＨＢＶＤＮＡ病毒载量间差异有统计学意义（犘＜０．０５），即有一定相关性。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染仍然是一个全球公共卫生问

题。世界卫生组织报告说，全世界大约有２０亿人已经感染了

乙肝病毒，大约有３．５亿人患有慢性乙型肝炎
［１］。在没有干预

治疗的情况下，约１５％～４０％的慢性乙型肝炎患者会发展成

肝硬化、末期肝病、原发性肝细胞癌或需要肝脏移植［１２］。因

此，合理干预治疗慢性乙型肝炎患者的病毒载量是刻不容缓

的。乙型肝炎病毒是一种高变异的病毒，在复制过程中可发生

一个或多个核苷酸的变异。是因为它在复制过程中必须经过

ＲＮＡ中间体的逆转录复制，因 ＲＮＡ聚合酶和逆转录酶缺乏

校正功能，使病毒在复制过程中可发生一个或多个核苷酸的变

异［３］。迄今，有学者根据 ＨＢＶ全基因序列核苷酸差异大于

８％或Ｓ基因区的核苷酸差异大于４％进行基因分型分析，可

将 ＨＢＶ分为８种基因型：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ和 Ｈ。各基因型

的 ＨＢＶ对各种药物有着各自的疗效特点。快速、准确、特异

地诊断乙型肝炎患者的 ＨＢＶ耐药变异与基因型对于其治疗、

预后及转归至关重要，其基因诊断技术起着关键作用。本实验

采取了深圳亚能公司的ＰＣＲ反向点杂交法试剂盒进行患者血

清检测 ＨＢＶ耐药变异与基因型，并用ＳＰＳＳ１７．０、Ｅｘｃｅｌ软件

进行统计和分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本实验选取茂名市人民医院２０１２年３月至

２０１４年３月门诊及住院慢性乙型肝炎患者血清标本４６２例，

其中男２９９例，女１６３例，平均（４０．６±１５．８）岁。ＨＢＶＤＮＡ

定量标准大于１×１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ为阳性标本，慢性乙型肝炎患

者符合２００５年中华医学会肝病学分会、中华医学会感染病学

分会联合制定的诊断标准［４］，同时排除其他基础疾病如 ＨＣＶ、
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ＨＤＶ、ＨＩＶ等混合感染。

１．２　方法

１．２．１　采集和处理血浆标本　用橘色促凝管取静脉血３ｍＬ，

室温静置到可以析出血清，然后４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，血清

分离后控制在２ｈ内检测，如果不能及时检测，保存于２～８℃

不超过４８ｈ、－１８℃下不超过半年完成实验。

１．２．２　质控品与试剂盒　采取了深圳亚能公司的ＰＣＲ反向

点杂交法检测 ＨＢＶ耐药变异与基因型；质控品和试剂均为厂

家提供的配套产品，按仪器说明书进行操作。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０、Ｅｘｃｅｌ软件进行分析处

理，计数各类型基因分型的分布和耐药突变的比率，并结合临

床资料进行相关性分析。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ反向点杂交法结果　在４６２例服用核苷类药物治

疗的慢性乙型肝炎患者血清中检测：检测 ＨＢＶＢ例数为１０５

例；ＨＢＶＣ例数为３３７例；ＨＢＶＢ型和 ＨＢＶＣ型联合感染

例数为４例；Ｂ基因型和Ｃ基因型联合感染４例，ＨＢＶＤ例数

为０例；其中有２例送深圳亚能公司测定为其他类型，检测数

据如表１所示。耐药变异株４５例，变异率约为９．７４％，其中

１８０Ｍ和２０４Ｉ／Ｖ 突变株１６例，３５．５％；２０４Ｖ 突变株６例，

１３．３％；２０４Ｉ突变株１３例，２８．９％；１８０Ｖ突变株３例，６．７％；

１８１Ｖ突变株３例，６．７％；２０７Ｉ突变株１例，２．２％，２３６Ｔ突变株

３例，６．７％。ＨＢＶ基因型中Ｂ基因型１０５例，Ｃ基因型３３７例，

Ｄ基因型０例，其他基因型２例。ＨＢＶ基因型中Ｂ基因型１０５

例，Ｃ基因型３３７例，Ｄ基因型０例，其他基因型２例，见表１。

２．２　ＨＢＶ基因分型与基因变异的相关性　ＨＢＶ耐药变异类

型与Ｂ、Ｃ基因型的关系结果显示：在４５例发生耐药变异的慢

性乙型肝炎患者中１１例为Ｂ基因型，３３例为Ｃ基因型，１例

为Ｂ、Ｃ、Ｄ之外的基因型。ＨＢＶＢ、Ｃ两基因型间 ＨＢＶ基因变

异类型差异无统计学意义（犘＞０．０５）。另由于Ｂ、Ｃ、Ｄ之外的

基因型例数较少，未进行统计。发生变异组与非变异组数据分

析如表２所示，用各突变株组和非突变株组进行狋检验：各突

变株组的肝功能指标 ＡＬＴ与非突变株组比较犘 全部大于

０．０５，差异无统计学意义，即无相关性，各突变株组的 ＨＢＶ

ＤＮＡ病毒载量与非突变株组比较（犘＜０．０５），差异具有统计

学意义，即有一定相关性。

表１　　ＨＢＶＡ耐药株基因型和耐药突变点的分布

ＨＢＶ基因型 ｒｔ１８０Ｍ ｒｔ２０４Ｖ ｒｔ２０４Ｉ ｒｔ２０７Ｉ ｒｔ１８１Ｖ ｒｔ２３６Ｔ ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｖ／Ｉ 合计

ＨＢＶＢ ０ ３ ３ ０ １ １ ３ １１

ＨＢＶＣ ２ ３ １０ １ ２ ２ １３ ３３

其他型 １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １

合计 ３ ６ １３ １ ３ ３ １６ ４５

表２　　各组与肝功能的关系和与病毒载量的关系（狓±狊）

组别 狀 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＨＢＶＤＮＡ（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｖ／Ｉ １６ ２０４．２±３９．９ （１５．７±２．９）×１０５

ｒｔ２０４Ｉ １３ ２００．３±４３．７ （３．８±５．０）×１０５

ｒｔ２０４Ｖ ６ １６３．２±３９．７ （７．０±２．１）×１０５

非变异 ４０３ １９９．３±４３．２ （７．８±３．９）×１０３

３　讨　　论

目前研究表明，我国主要与Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４型流行为主，在部

分大陆地区主要为Ｂ基因型和Ｃ基因型，南方以Ｂ基因型为

主，北方以Ｃ基因型为主，即 ＨＢＶ 基因型呈一定的地理区域

性分布。本研究发现 ＨＢＶＣ型检测率为７２．９％，ＨＢＶＢ型

检测率为２２．７％，这两种基因型加上这两种基因型的联合感

染例数占总数９６．５％。这与南方以基因型Ｂ为主的分布特点

不一致。陈岳明等［５］对上海地区 ＨＢＶ 感染者慢性乙型肝炎

和 ＨＣＣ基因型分析比较发现在慢性乙型肝炎感染组中 Ｂ型

占绝对优势。这也跟国内学者报道［６］广西地区以基因型 Ｂ为

主的分布特点不一致。因此，推断茂名地区的 ＨＢＶ基因型可

能与其他南方地区的基因型有差异。由于本研究仅限于来本

院诊治的部分患者，因此具有一定的局限性，要得到进一步的

证实，还需要加大病例数据的收集。

ＰＣＲ反向点杂交法是目前一种能够快速准确发现应用核

苷（酸）类药物治疗后产生耐药位点的检测方法，具有快速、成

本低的特点，而且重复性好，适合于临床推广。核苷（酸）类药

物，如 Ａｄｅｆｏｖｉｒ（ＡＤＶ）、Ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ（ＬＭＶ）、Ｔｅｌｂｉｖｕｄｉｎｅ

（ＬｄＴ）、Ｅｎｔｉｃａｖｉｒ（ＥＴＶ）等是抗 ＨＢＶ常见的药物。这些药物

通常情况下均无法完全清除大多数乙肝患者体内的 ＨＢＶ，因

此需要长期持续治疗。由于 ＨＢＶ是一种高度变异的病毒，在

复制过程中可发生一个或多个核苷酸的变异。患者一旦出现

耐药变异，其肝功能恶化的比例将明显升高甚至会快速进展到

肝衰竭。因此，患者在核苷（酸）类药物治疗后未达到临床预期

效果时，即需进行 ＨＢＶ耐药突变检测。ＰＣＲ反向点杂交法的

敏感度也存在一定的局限性，本研究存在１４例 ＨＢＶ标本未

检出，主要原因可能是由于这部分患者 ＨＢＶＤＮＡ定量检测

小于１．０×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。因此，当患者 ＨＢＶＤＮＡ定量检测

小于１．０×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ时应结合临床分析。通过临床资料

分析显示乙肝患者的耐药变异位点与肝功能指标 ＡＬＴ间差

异无统计学意义（犘＞０．０５），即无相关性，ＨＢＶＤＮＡ病毒载

量间差异有统计学意义（犘＜０．０５），有一定相关性。与 ＨＢＶ

ＤＮＡ病毒载量越高突变系数就越大，因为要把患者的 ＨＢＶ

ＤＮＡ病毒载量控制在较低的水平上。
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