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深圳地区乙型肝炎病毒基因分型和预存耐药变异的研究
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　　摘　要：目的　了解深圳地区临床慢性 ＨＢＶ感染患者的 ＨＢＶ基因型和预存耐药变异情况。方法　应用ＰＣＲ结合反向点

杂交法检测２４４例临床慢性 ＨＢＶ感染血清样本的基因型和预存耐药变异情况。结果　２４４例慢性 ＨＢＶ感染症状的患者中，共

发现有３种 ＨＢＶ基因型，其中Ｂ型１４３例，占５８．６％；Ｃ型１００例，占４１％；Ｄ型１例，占０．４％；２４４例慢性 ＨＢＶ感染症状的患

者中，有３８例检出 ＨＢＶ预存耐药变异，预存耐药变异的总检出率为１５．５７％，其中与拉米夫定耐药相关的为２２例（９．０１％），与

阿德福韦酯耐药相关的为１６例（６．５６％）。结论　深圳地区 ＨＢＶ基因型以Ｂ、Ｃ型为主，慢性 ＨＢＶ感染者其预存耐药率较高。

对慢性 ＨＢＶ感染者进行 ＨＢＶ基因分型及预存耐药检测，对预测疾病进展及指导个体化治疗具有重要意义。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染呈世界性流

行，感染 ＨＢＶ可引起肝衰竭、肝硬化，甚至肝细胞癌。根据

ＨＢＶ全基因序列差异性大于或等于８％或Ｓ区基因序列差异

性大于或等于４％，可将 ＨＢＶ分为９个基因型（Ａ～Ｉ）
［１２］。

ＨＢＶ基因型与疾病进展和干扰素（ＩＦＮ）α治疗效果有关。慢

性乙型肝炎治疗的关键是进行抗病毒治疗，核苷（酸）类似物

（例如拉米夫定、阿德福韦酯等）已广泛用于慢性乙型肝炎患者

的抗病毒治疗中。但核苷（酸）类药物的长期应用也带来了一

个普遍性的问题，即 ＨＢＶ耐药性的产生，特别是近年来发现

慢性乙型肝炎患者在核苷（酸）类似物治疗前即存在耐药位点

突变，即预存耐药变异（ｐｒｅｅｘｉｓｔｉｎｇａｎｔｉｖｉｒａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｕｔａ

ｔｉｏｎ）引起了临床医师的高度关注
［３］。

本研究利用ＰＣＲ结合反向点杂交法同时快速检测 ＨＢＶ

常见基因型及与拉米夫定、阿德福韦酯耐药相关位点的预存耐

药变异，探讨 ＨＢＶ 基因型分布特征及预存耐药变异情况，为

今后指导临床个体化抗病毒治疗提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２４４例临床病例来自本院门诊和住院的慢性

乙型肝炎患者，ＨＢＶ拷贝数大于或等于１０００ＩＵ／ｍＬ，从未用

过核苷（酸）类似物。全部病例符合《慢性乙型肝炎防治指南》

（２０１０版）中的慢性 ＨＢＶ感染的诊断标准，收集血清于－１８

℃保存。

１．２　仪器与试剂　珠海黑马９６００ＰＣＲ仪。恒温杂交仪（ＹＮ

Ｈ１６），乙型肝炎病毒分型和耐药突变基因检测试剂盒由亚能

生物技术（深圳）有限公司提供。该试剂盒可检测常见的３种

ＨＢＶ基因型（包括Ｂ、Ｃ、Ｄ型）以及常见核苷（酸）类似物耐药

相关基因的５个位点的突变，分别是：ｒｔ１８０、ｒｔ２０４、ｒｔ２０７、

ｒｔ１８１、ｒｔ２３６。

１．３　方法　严格按试剂盒说明书进行操作，主要操作流程如

下：（１）ＨＢＶＤＮＡ的提取与纯化。（２）ＨＢＶＤＮＡ的ＰＣＲ扩增，

利用第一步提取和纯化的ＤＮＡ做模版，按照试剂盒给定的反应

体系进行操作。（３）杂交：取１５ｍＬ塑料离心管，放入标记好患

者编号的膜条、Ａ液５～６ｍＬ以及ＰＣＲ扩增的产物，将离心管

放入沸水浴中加热１０ｍｉｎ，然后取出放入杂交仪，４７℃杂交１．５

ｈ。（４）洗膜：取出膜条，移至装有预热Ｂ液的５０ｍＬ管中，于４７

℃轻摇洗涤１５ｍｉｎ。（５）孵育：按Ａ液，ＰＯＤ＝２０００∶１的比例

配制孵育液，室温轻摇孵育３０ｍｉｎ。（６）显色：将膜条浸泡于配

制好的显色液中避光显色１５～３０ｍｉｎ即可观察结果。

２　结　　果

２．１　病例 ＨＢＶ基因型的分布　在２４４例慢性乙型肝炎患者

·０９１３· 国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２３



中，共发现有３种ＨＢＶ基因型，其中Ｂ型１４３例，占５８．６％；Ｃ

型１００例，占４１．０％；Ｄ型１例，占０．４％。

２．２　预存耐药检测结果　在２４４例慢性乙型肝炎患者中，预

存耐药的总检出率是１５．５７％。其中与拉米夫定耐药相关的

２２例（９．０１％），与阿德福韦酯耐药相关的１６例（６．５６％），见

表１。

表１　　预存耐药检测结果

药物 变异位点 例数（％）

拉米夫定 ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ １４（５．７４）

ｒｔＬ１８０Ｍ ５（２．０５）

ｒｔＬ１８０Ｍ＋２０４Ｖ／Ｉ ３（１．２３）

阿德福韦酯 ｒｔＡ１８１Ｖ １０（４．１０）

ｒｔＮ２３６Ｔ ４（１．６４）

ｒｔＡ１８１Ｖ＋ｒｔＮ２３６Ｔ ２（０．８２）

３　讨　　论

目前临床上用于慢性乙型肝炎抗病毒治疗的药物主要有

干扰素（普通干扰素和长效干扰素）和核苷（酸）类药物（如拉米

夫定、阿德福韦酯、恩替卡韦等），临床研究报道 ＨＢＶ的基因

型与患者对干扰素的治疗应答有一定相关性，而耐药是核苷

（酸）类药物抗病毒过程中一个极其重要的问题。

目前已经发现 ＨＢＶ基因型有 Ａ～Ｉ共９型，在我国以Ｃ

型和Ｂ型为主，呈一定的地域性分布，北方地区以Ｃ 型为主

（约占８１．６％），南方地区则以 Ｂ 型为主，Ｃ 型也占相当比

例［４］。本文研究的２４４例患者，Ｂ型１４３例，占５８．６％；Ｃ型

１００例，占４１．０％；Ｄ型１例，占０．４％，与文献报道一致。研究

表明，ＨＢＶ基因型与疾病进展和干扰素α治疗效果有关。与

Ｃ基因型感染者相比，Ｂ基因型感染者较早出现乙型肝炎ｅ抗

原血清学转换，较少进展为慢性肝炎、肝硬化和原发性肝细胞

癌（ＨＣＣ）
［５］。ＨＢｅＡｇ阳性患者对干扰素α治疗的应答率，Ｂ

基因型高于Ｃ基因型，Ａ基因型高于Ｄ基因型
［６］。在临床上

对乙型肝炎患者进行基因型的检测，可协助临床医生选择优化

的抗病毒方案、预测患者预后。但 ＨＢＶ基因型与核苷类药物

治疗疗效的关系目前尚不清楚。

本研究入组的２４４例未使用核苷（酸）类药物抗病毒的慢

性乙型肝炎患者，预存耐药的总检出率１５．５７％。其中与拉米

夫定耐药相关的２２例（９．０１％），与阿德福韦酯耐药相关的１６

例（６．５６％），与文献报道的结果基本一致
［７］。进一步证实了耐

药病毒株存在于未经核苷（酸）类药物治疗的慢性乙肝患者中，

即预存耐药。

预存耐药可导致接受核苷（酸）类药物抗病毒治疗的慢性

乙型肝炎患者发生原发性无应答、部分病毒学应答或病毒学突

破。因此，自文献报道以来，预存耐药问题已引起了临床医生

的重视，国内肝病专家制定的《核苷和核苷酸类药物治疗慢性

乙型肝炎的耐药及其管理》［８］中明确指出：一些慢性乙型肝炎

患者在治疗前体内已有 ＨＢＶ耐药突变病毒株，称为预存耐

药。同时推荐，对于因复发、耐药或其他原因再经核苷（酸）类

药物治疗患者，有条件者应进行耐药位点检测，针对性治疗。

对于原发性无应答、部分病毒学应答或病毒学突破的患者，进

行耐药位点检测有助于指导治疗方案的调整。

盖洪鹏等［７］就预存耐药与慢性乙型肝炎患者核苷（酸）类

药物抗病毒治疗应答和耐药的相关性进行了研究，结果显示在

抗病毒治疗前进行预存耐药检测，制定个体化抗病毒方案，能

显著降低耐药发生率，提高４８周、９６周的 ＨＢＶＤＮＡ转阴率，

以及 ＨＢｅＡｇ／抗ＨＢｅ血清学转换率。提示预存耐药与核苷

（酸）类药物耐药和治疗应答密切相关，治疗前进行预存耐药检

测，对临床选择个体化抗病毒方案，以及预防耐药的发生有切

实的临床价值，建议临床对有条件的慢性乙型肝炎患者在接受

核苷（酸）类药物治疗前进行预存耐药检测，根据检测结果，制

定个体化用药方案，提高疗效。

目前，临床上检测 ＨＢＶ耐药突变的常见方法有ＰＣＲ测

序法、ＰＣＲ荧光探针法和ＰＣＲ反向点杂交法。ＰＣＲ测序法可

以获知 ＨＢＶ已知及未知基因突变，但只有当耐药变异株超过

ＨＢＶ准种池２０％以上直接测序才能检测到
［９］，并且设备昂

贵，检测结果需要专业人员进行分析、解读，而检测到未知突变

位点，需要进一步的实验验证是否与耐药相关，因此，ＰＣＲ测

序法更适合科研使用。ＰＣＲ荧光探针法，其自动化程度高，但

目前仅能检测ｒｔ１８０、ｒｔ２０４２个耐药位点，结果仅提示拉米夫

定耐药，对临床调整用药的价值有限。ＰＣＲ反向点杂交的基

因芯片具有检测快速、高通量、位点覆盖广泛、易操作等优点，

还能同时检测 ＨＢＶ基因型，充分满足临床对疾病预测、选择

合理抗病毒药物、及合理调整治疗方案的需求，并且设备通用、

操作简单、结果易读，适合有大、中、小型实验室的各级医院使

用。
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