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沈阳地区９０例乙型肝炎病毒基因分型及耐药变异分析
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　　摘　要：目的　运用基因芯片技术分析沈阳地区 ＨＢＶ基因型分布特征及基因耐药变异情况。方法　随机选择２０１２年８月

至２０１３年７月中国人民解放军二○二医院乙型肝炎住院患者血清样本９０例，应用巢式聚合酶链反应与反向点杂交相结合的基

因芯片技术对样本血清中 ＨＢＶ基因型及常见３类抗病毒药物耐药相关的五个位点进行检测，并进行数据分析。结果　９０例样

本中 ＨＢＶ基因型包括：Ｂ型６．７％（６／９０）、Ｃ型８６．６％（７８／９０）、Ｂ和Ｃ混合型６．７％（６／９０）。ＨＢＶＣ基因型患者相对Ｂ型及Ｂ、

Ｃ混合型患者血清中的 ＨＢＶＤＮＡ平均水平偏高。受检样本中有４例发生耐药基因变异，均出现于Ｃ基因型患者，其中３例为

１８０Ｍ＋２０４Ｖ突变型，１例为１８０Ｍ＋２０４Ｉ突变型。结论　沈阳地区 ＨＢＶ基因型分布以Ｃ型为主，Ｂ型及Ｂ、Ｃ混合基因型较少。

ＨＢＶＣ基因型患者 ＨＢＶＤＮＡ水平相对偏高，更容易发生对拉米夫定耐药，且以１８０Ｍ混合型突变最易发生。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的感染是全球性的公共卫生问

题［１］。我国约９３００万人呈 ＨＢｓＡｇ阳性，乙肝患者超４０００

万，其中慢性乙型肝炎患者超２０００万，每年约有３０万人死于

ＨＢＶ感染所致的肝衰竭、肝硬化和肝细胞癌变（ＨＣＣ），占传

染病病死率第１位。ＨＢＶ包括Ａ～Ｈ 共８种基因型，ＨＢＶ基

因型具有明显的地域差异，不同区域具有不同的基因型分布。

ＨＢＶ基因型与病毒变异、慢性肝病的严重程度、传播方式、预

后判断、疫苗预防及抗病毒治疗选择等都有一定相关性［２３］。

目前，拉米夫定，阿德福韦酯等是临床最常用的抗 ＨＢＶ药物，

但长期使用可诱导 ＨＢＶ发生耐药基因突变，降低病毒对药物

的敏感性。ＨＢＶ基因型及耐药基因的检测有助于评价 ＨＢＶ

感染者的预后和选择更合适的治疗方案。本实验通过对沈阳

地区９０例 ＨＢＶ患者的 ＨＢＶ基因型及耐药基因进行分析，了

解其基因型分布特征及基因耐药变异情况。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选择２０１２年８月至２０１３年７月中国人

民解放军二○二医院住院乙型肝炎患者９０例，其中男性６２

例，女性２８例，年龄１５～６６岁。临床分型为急性肝炎１０例，

慢性肝炎５４例，肝癌４例，肝硬化２２例。所有病例诊断均符

合２０００年修订的《病毒性肝炎防治方案》诊断标准，病例血清

甲、丙、戊、庚型肝炎病毒均为阴性。

１．２　仪器与试剂　ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ巢式ＰＣＲ仪，ＹＮＨ１６恒

温分子杂交仪，ＨＢＶＤＮＡ基因芯片试剂盒（上海亚能生物），

ＡｇｉｌｅｎｔＳｔｒａｔａｇｅｎｅ荧光定量ＰＣＲ仪 Ｍｘ３０００Ｐ，ＰＣＲ荧光探针

法乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒（上海科华生物）。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　空腹采集待测患者静脉血３ｍＬ，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血清于－２０ ℃冷冻保存，避免反复

冻融。

１．３．２　ＨＢＶＤＮＡ定量检测　应用 ＡｇｉｌｅｎｔＳｔｒａｔａｇｅｎｅ荧光

定量ＰＣＲ仪 Ｍｘ３０００Ｐ对样本血清进行ＨＢＶＤＮＡ定量检测，

操作流程按照试剂盒说明书。

１．３．３　ＨＢＶＤＮＡ提取　在１．５ｍＬ离心管中加入２００μＬ

ＨＢＶＤＮＡ提取液Ⅰ及２００μＬ待测血清，混匀后１３０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。去上清，加入５０μＬＨＢＶＤＮＡ提取液Ⅱ混

匀至沉淀完全溶解。２０００ｒ／ｍｉｎ离心数秒，沸水浴１０ｍｉｎ，使

ＤＮＡ裂解。加入５μＬ三氯甲烷混匀对 ＨＢＶＤＮＡ进行提纯

后，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后保留上清液（ＨＢＶＤＮＡ）以
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待用。

１．３．４　巢式ＰＣＲ扩增　在已编号的ＰＣＲ管中加入ＤＮＡ扩

增试剂并以５０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｓ，加入１．５μＬ待测 ＨＢＶ

ＤＮＡ后，再以５０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｓ。扩增程序：５０℃２ｍｉｎ、

９５℃１０ｍｉｎ预变性，９４℃６０ｓ，６８℃９０ｓ运行３０次循环，

９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ运行３０次循环，最后７２℃延

伸５ｍｉｎ。以 ＨＢＶＤＮＡ载量大于或等于１×１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ

为高载量。

１．３．５　杂交、显色及结果判读　首先将带有基因芯片的膜条

编号并依次放入离心管中，然后加入５～６ｍＬＡ液及对应编

号的 ＨＢＶＤＮＡ扩增产物，沸水浴１０ｍｉｎ使 ＨＢＶＤＮＡ变性

后取出离心管，放入杂交箱４７℃杂交至少１．５ｈ；同时将Ｂ液

（每管４０ｍＬ）放入杂交箱预热，杂交完成后将膜条放入装有Ｂ

液的离心管中，加入２０μＬＰＯＤ，置于杂交箱４７℃轻摇洗涤

２０ｍｉｎ后，将膜条取出放入 Ａ液，室温浸泡摇洗２次，每次间

隔５ｍｉｎ；将摇洗好的膜条放入Ｃ液中室温漂洗１～２ｍｉｎ后放

入现配置的ＴＭＢ显色液，避光显色，１５～３０ｍｉｎ后清水漂洗１

次，判读结果。用过的膜条于４℃保存。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，高

载量、基因型进行χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶ基因分型检测　按照肝炎临床分型标准，９０例乙

型肝炎患者分为急性乙肝（１０例），慢性乙肝（５４例），肝癌（４

例）和肝硬化（２２例）４组。ＨＢＶ基因型为：Ｂ型６．７％（６／９０）、

Ｃ型８６．６％（７８／９０）、Ｂ和Ｃ混合型６．７％（６／９０），Ｃ型与Ｂ型

相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），Ｃ型与Ｂ、Ｃ混合型比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５），未检测出其他基因型。肝癌组均

为Ｃ 型，慢性乙肝组 Ｂ 型为 ４例（７．４％），Ｃ 型为 ４８ 例

（８８．９％），Ｂ、Ｃ混合型２例（３．７％）。肝硬化组 Ｃ型２０例

（９０．９％）。本实验结果显示沈阳地区 ＨＢＶ基因型主要为Ｃ

型，Ｂ基因型和Ｂ、Ｃ混合型较少。

２．２　样本血清 ＨＢＶＤＮＡ定量检测结果　见表１，９０例样本

血清中Ｂ型的ＨＢＶＤＮＡ的最低检测量为７．８３１×１０３ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ，最高检测量为３．０４１×１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，平均值为１．０６５×

１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ；Ｃ型的最低检测量为１．２３３×１０
３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，

最高检测量为１．７８８×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，平均值为３．２４５×１０
６

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ；Ｂ、Ｃ混合型 ＨＢＶＤＮＡ的最低检测量为１．４６１×

１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，最高检测量为８．２２６×１０
４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，平均值

为２．９０３×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。可见Ｃ基因型的 ＨＢＶＤＮＡ血清

水平明显高于Ｂ型和Ｂ、Ｃ混合型，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

表１　　沈阳地区９０例 ＨＢＶ患者各基因型

　　　　ＨＢＶＤＮＡ定量

ＨＢＶ基因型
高载量

例数（狀）

ＨＢＶＤＮＡ（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

最小值 最大值 平均值

高载量

百分比（％）

Ｂ型 ２ ７．８３１×１０３ ３．０４１×１０５ １．０６５×１０５ ３３．３

Ｃ型 ３８ １．２３３×１０３ １．７８８×１０８ ３．２４５×１０６ ４８．７

Ｂ、Ｃ混合型 ０ １．４６１×１０３ ８．２２６×１０４ ２．９０３×１０４ ０．０

２．３　ＨＢＶ耐药基因检测　本实验主要对临床常用的Ｌ核苷

类似物、无 环 磷 酸 酯 及 环 戊 烯 这 三 类 抗 病 毒 药 相 关 的

ｒｔＬ１８０Ｍ、ｒｔＭ２０４Ｖ、ｒｔＭ２０４Ｉ、ｒｔＶ／Ｍ２０７Ｉ、ｒｔＡ１８１Ｖ、ｒｔＮ２３６Ｔ

六种基因变异位点的检测。９０例受检患者，有４例Ｃ基因型

患者出现对拉米夫定的耐药变异，变异均发生于 ＨＢＶ基因逆

转录酶区第１８０号和第２０４号密码子，其中３例为１８０Ｍ＋

２０４Ｖ，１例为１８０Ｍ＋２０４Ｉ，Ｂ型以及Ｂ、Ｃ混合型均未出现耐药

变异情况。本实验结果显示Ｃ基因型患者易对拉米夫定产生

耐药且耐药基因突变主要为１８０Ｍ混合突变型。

３　讨　　论

ＨＢＶ是嗜肝 ＤＮＡ病毒，是引起急慢性肝炎的病原体。

ＨＢＶ在复制的过程中易发生核苷酸的错误配对，导致同一种

病毒基因碱基序出现不同，使 ＨＢＶ 具有不同的基因型
［４］。

１９８８年有研究者对１８株不同亚型的 ＨＢＶ基因序列两两比较

后，根据核苷酸序列的差异将１８株 ＨＢＶ基因序列分为Ａ、Ｂ、

Ｃ、Ｄ四个基因型，从而提出了 ＨＢＶ基因型的概念
［５］。迄今为

止，根据 ＨＢＶ全基因核苷酸序列的异质性大于或等于８％或

Ｓ区基因序列差异大于或等于４％将 ＨＢＶ分为 Ａ～Ｈ８种基

因型［６］，我国主要以Ｂ基因型和Ｃ基因型为主且呈现一定的

地域差异。我国北方以Ｃ基因型为主，地域由北向南Ｃ基因

型比例逐渐减少而Ｂ基因型比例逐渐增高，故南方以Ｂ基因

型为主［７］。本实验研究的９０例沈阳地区乙型肝炎患者中，检

测出Ｂ型占６．７％（６／９０）、Ｃ型占８６．６％（７８／９０）、Ｂ和Ｃ混合

型占６．７％（６／９０），且未检测出其他基因型。结果显示了沈阳

地区 ＨＢＶ基因型以Ｃ型为主，Ｂ型及Ｂ、Ｃ混合型较少，符合

北方基因型分布特点。

ＨＢＶ基因型与 ＨＢＶ感染者的临床特征及病程转归都有

一定的相关性。有研究认为Ｃ基因型感染者肝病病情比其他

基因型严重，Ｃ基因型的患者患有重型肝炎和原发性肝癌的占

有率比其他基因型高［８］。从本实验的数据中也可以看出Ｃ基

因型的慢性肝炎、肝癌、肝硬化等重症肝病患者要相对多于Ｂ

基因型。目前认为血清中高水平 ＨＢＶＤＮＡ是乙肝发病的危

险因素之一，研究发现Ｃ基因型患者的 ＨＢＶＤＮＡ水平明显

高于Ｂ基因型患者
［９］。本实验也显示了 ＨＢＶ患者中Ｃ型的

ＨＢＶＤＮＡ水平明显高于Ｂ型及Ｂ、Ｃ混合型，说明 ＨＢＶ基因

型和 ＨＢＶＤＮＡ的水平密切相关，这对于患者的治疗和预后

具有重要参考价值。

目前治疗乙型肝炎的药物主要有拉米夫定、替比夫定、阿

德福韦酯、替诺福韦和恩替卡韦。在治疗过程中，由于抗病毒

药物的长期使用，ＨＢＶ会发生耐药基因变异，从而导致药物治

疗的敏感性降低［１０１１］。所以通过耐药基因的检测，可以判断

乙型肝炎患者体内 ＨＢＶ是否发生对拉米夫定、阿德福韦酯等

抗病毒的耐药突变。指导临床合理选择抗病毒药物，检测抗病

毒药物的药效，及时调整治疗方案，实现个体化诊治。有研究

表明Ｂ和Ｃ基因型患者更易产生对拉米夫定的耐药突变，且Ｃ

型较Ｂ型更易发生，提示Ｃ型可能对拉米夫定治疗反应性不

如Ｂ型
［１２］。本实验主要对临床常用的三类抗病毒药相关的

ｒｔＬ１８０Ｍ、ｒｔＭ２０４Ｖ、ｒｔＭ２０４Ｉ、ｒｔＶ／Ｍ２０７Ｉ、ｒｔＡ１８１Ｖ、ｒｔＮ２３６Ｔ

这６种耐药基因进行检测。９０例样本中４例产生了耐药基因

变异，分别为３例１８０Ｍ＋２０４Ｖ型和１例１８０Ｍ＋２０４Ｉ型，是

拉米夫定耐药的常见基因型，４例患者的基因型都为Ｃ型。由

于沈阳地区Ｃ基因型患者多于其他基因型，所以大多数沈阳

乙肝患者容易对拉米夫定产生耐药变异，变异类型１８０Ｍ混合

型较多。

ＨＢＶ基因分型的测定方法有基因序列测定法、ＰＣＲ限制

性片段长度多态性分析法、基因型特异性引物ＰＣＲ法、基因型

特异性表位的ＥＬＩＳＡ法、基因型特异性探针杂交法及利用基

因芯片技术分型等［１３］。本研究采用ＰＣＲ结合基因芯片反向

·９００２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５



点杂交技术可以同时区分 ＨＢＶＢ、Ｃ和Ｄ三种常见基因型并

检测３类常见药物５个位点的６种突变。实验仪器设备简单，

耐药位点均设置正常对照探针，能高效地检测混合感染样

本［１４］。研究报道 ＨＢＶ耐药变异基因诊断芯片的准确率可达

１００％，同时具有灵敏度高（≥１．０×１０３ＩＵ／ｍＬ），特异性强等

特点。

综上所述，本研究通过对沈阳地区９０例 ＨＢＶ感染患者

ＨＢＶ基因型及耐药基因的分析，得出沈阳地区 ＨＢＶ感染患

者基因型分布以 Ｃ型为主，Ｂ型及 Ｂ、Ｃ混合基因型较少。

ＨＢＶＣ基因型患者 ＨＢＶＤＮＡ水平相对偏高，更容易发生对

拉米夫定耐药。
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分析可见，ＲＯＣ曲线下面积最大的是肌红蛋白，其次为同型半

胱氨酸，肌酸激酶同工酶最小，对于急性心肌梗死疾病的诊断

效率由高到低依次为肌红蛋白、同型半胱氨酸、肌酸激酶同工

酶，不过肌红蛋白在胸痛患者早期就已经发生改变，其特异性

比较差，其浓度上升变化幅度并不一定能完全反映出心血管损

伤的程度［１５］；另外从ＲＯＣ曲线图可以看出同型半胱氨酸的曲

线上升幅度比较大，说明随着患者病情程度加重，该指标的活

性有显著性升高，也比较特异。所以同型半胱氨酸是诊断急性

心肌梗死疾病较为理想的指标，也可以用于患者病情监测。

综上所述，血清同型半胱氨酸可作为诊断急性心肌梗死疾

病的常规检测指标，对患者的病情监控和预后都有一定的临床

价值，对于急性心肌梗死和不稳定性心绞痛的鉴别诊断也有一

定的临床意义。
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３８１．

［１３］王奕忠，陈永丰，杨宏生．血清肌钙蛋白Ｔ和肌红蛋白测定在急性

心肌梗塞患者早期诊断中的意义［Ｊ］．河北医学，２０１０，１６（５）：

５２４５２５．

［１４］封志岚，王宏．血清心肌酶及肌钙蛋白Ｉ测定在诊断急性心肌梗

死中的价值［Ｊ］．临床合理用药杂志，２０１１，１９（１）：１２８．

［１５］曾令恒，姜朝新，赵艳华，等．心肌标志物在诊断急性心肌梗死中
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