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慢性乙型肝炎是由
JGZ

引起的传染性疾病#我国是乙肝

的高流行区#每年约有
+$

"

#'$

万人死于慢性乙型肝炎及肝纤

维化*肝细胞癌等并发症#因此乙肝已成为严重危害人类生命

的一大杀手'拉米夫定是当前常见的乙肝核苷类治疗药物#对

JGZ![3

复制具有较强的抑制作用#但长期服用易出现耐药#

最常见为拉米夫定导致乙肝病毒
![3

多聚酶
F

基因区的酪氨

酸
"

甲硫氨酸
"

天门冬氨酸
"

天门冬氨酸$

gK!!

%序列发生变

异(

#

)

'现通过对本院
#$$

例乙肝患者进行
JGZgK!!

变异的

检测#了解乙肝患者
gK!!

变异的存在状况#并对
JGZgK!!

变异与患者性别*年龄*

JGZ ![3

载量*乙型肝炎
\

抗原

$

JE63

B

%状态及丙氨酸转氨酶$

3S4

%水平等因素进行相关性的

探讨#从而为抗病毒药物的选择及疾病的预后提供一定依据'

A

!

材料与方法

A-A

!

标本来源
!

选取
'$#)

年
&

月至
'$#%

年
%

月期间来本院

就诊的慢性乙型肝炎患者
#$$

例#其中男性
(#

例#女性
'&

例#

年龄
#%

"

*R

岁'所有患者均空腹采集外周静脉血于不加任何

抗凝剂的真空采血管中#

%$$$A

"

>02

离心
#$>02

#分离血清#

血清保存于
_R$f

条件下'

A-B

!

仪器与试剂
!

5̂C<6"S0

B

<;I

D

C96A%R$

&

实时荧光
FÎ

仪&雅培
0"'$$$

全自动化学发光分析仪&日立
(*$$

全自动生化

分析仪'

JGZgK!!

变异检测试剂购于厦门安普利生物有

限公司&

JGZ![3

定量试剂购于上海科华生物工程有限公

司&

JGZ

血清标志物检测试剂购于雅培贸易$上海%有限公司&

3S4

检测试剂购于中生北控生物科技有限公司'

A-C

!

方法

A-C-A

!

JGZ![3

载量的检测
!

按照上海科华有限公司提供

的说明书提取模板
![3

*配制
FÎ

反应液#于
5̂C<6"S0

B

<;"

I

D

C96A%R$

&

实时荧光
FÎ

仪设置好反应条件后进行上机

检测'

A-C-B

!

JGZgK!!

的检测

A-C-B-A

!

模板
![3

的提取
!

按照厦门安普利生物有限公司

提供的说明书提取模板
![3

#取待测血清样本
+$

)

S

与裂解

液
#$$

)

S

于
$-+>S

离心管中#振荡混匀#室温静置
#$>02

#

#)$$$A

"

>02

离心
#>02

#吸弃上清&加入
#+$

)

S

洗涤液#振荡

混匀#

#)$$$A

"

>02

离心
#>02

#吸弃上清&加入
#+$

)

S

重复洗

涤液#振荡混匀#

#)$$$A

"

>02

离心
#>02

#吸弃上清#沉淀

备用'

A-C-B-B

!

FÎ

反应液的配置
!

取干净离心管#按照每人
'&-+

)

S

反应缓冲液
`$-+

)

S

酶混合液配制反应体系#充分混匀

后#稍微离心后移至标本处理区#取
)$

)

S

配制好的
FÎ

反应

液于备用沉淀中#充分混匀后#取
'+

)

S

于
FÎ

反应管中#盖

紧反应管盖#稍微离心后#置于
5̂C<6"S0

B

<;I

D

C96A%R$

&

实时

荧光
FÎ

仪内进行检测'

A-C-B-C

!

FÎ

反应条件
!

引物探针浓度和反应条件均按照

+
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国际检验医学杂志
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期
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每个试剂盒优化后的最佳条件进行'反应条件如下!
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#循环
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次'仪器通道

选择
O3K

通道#荧光信号分别在
*'f

收集#收集方式为
UY["

aS\

'

A-C-B-E

!

JGZgK!!

阳性判断标准
!

在增长曲线呈
U

型的

情况下#

I;

$

)*

#判断为阳性#

I;

&

)*

且
I;$

$或
%$

%#进行样本

重检后
gZ!!

*

gY!!

$

a"I

%*

gY!!

$

a"4

%

I;

'
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#判断为阳性'

A-C-B-F

!

JGZgK!!

结果判断
!

乙肝病毒
![3

多聚酶
F

基因区的酪氨酸
"

甲硫氨酸
"

天门冬氨酸
"

天门冬氨酸$

gK!!

%

序列发生变异#突变为酪氨酸
"

异亮氨酸
"

天门冬氨酸
"

天门冬氨

酸 $

gY!!

%或 酪 氨 酸
"

缬 氨 酸
"

天 门 冬 氨 酸
"

天 门 冬 氨 酸

$

gZ!!

%#即由
gK!!

突变为
gY!!

或
gZ!!

'

A-C-C

!

JGZ

标志物的检测
!

按照雅培贸易$上海%有限公司

提供的说明书采用微粒子化学发光法进行检测'

A-C-E

!

3S4

水平的检测
!

按照中生北控生物科技有限公司

提供的说明书采用速率法进行检测'

A-E

!

统计学处理
!

所有数据采用
UFUU#(-$

应用统计软件处

理'计数资料采用百分率表示#计量资料采用
Si@

表示'率

的比较采用
'

' 统计学分析#组间比较用
8

检验#多组间比较采

用单因素方差分析$

N

检验%&

"

$

$-$+

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B-A

!

JGZgK!!

突变检测结果分析
!

#$$

例标本发生
gK"

!!

突变共
#)

例#突变率为
#).

#其中
gY!!

突变
(.

*

gZ!!

突变
+.

*

gY!!

"

gZ!!

共生突变
#.

'

gK!!

野生型
R(

例#

野生型比例为
R(.

'

B-B

!

JGZgK!!

变异与患者性别和年龄的关系分析
!

gK"

!!

未变异患者中男性
*#

例#女性
'*

例#

gK!!

变异患者中

男性
#$

例#女性
)

例#两组比较差异无统计学意义$

"

%

$-$+

%&

gK!!

未变异患者平均$

)%-$(i#)-%R

%岁#

gK!!

变

异患者平均$

)+-((i#)-*(

%岁#两组比较差异无统计学意义

$

"

%

$-$+

%'见表
#

'

表
#

!!

JGZgK!!

变异与患者性别&年龄的关系

组别
%

性别$

.

%

男 女
年龄$

Si@

#岁%

gK!!

野生组
R( R+-& R&-( )%-$(i#)-%R

gK!!

变异组
#) #%-# #$-) )+-((i#)-*(

B-C

!

JGZgK!!

变异与患者
JGZ![3

载量及
3S4

水平

的关系分析
!

gK!!

未变异患者
JGZ![3

载量的对数值为

*-%+i#-'(

#

gK!!

变异患者
JGZ ![3

载量的对数值为

*-((i$-RR

#两组比较差异无统计学意义$

"

%

$-$+

%&

gK!!

未变异患者
3S4

平均水平为$

R*-#&i#)'-+#

%

L

"

S

#

gK!!

变异患者
3S4

平均水平为$

#$*-$RiR%-+*

%

L

"

S

#两组比较差

异无统计学意义$

"

%

$-$+

%'见表
'

'

表
'

!!

JGZ![3

载量&

3S4

水平对
JGZgK!!

!!

变异检出率的影响#

Si@

$

组别
%

JGZ![3

载量

对数值$

95

B

#$

%

3S4

$

L

"

S

%

gK!!

野生组
R( *-%+i#-'(

"

R*-#&i#)'-+#

"

gK!!

变异组
#) *-((i$-RR #$*-$RiR%-+*

8 $-R*( $-+'%

!!

"

!

"

%

$-$+

#与
gK!!

变异组比较'

B-E

!

JGZ gK!!

变异与患者
JG63

B

状态的关系
!

*'

例

gK!!

野生组中
JG63

B

阳性患者
%%

例#

#)

例
gK!!

变异组

中
JG63

B

阳性患者
#$

例#两组比较差异无统计学意义$

'

'

,

$-#R&

#

"

%

$-$+

%'

B-F

!

JGZgK!!

突变模式影响因素的分析
!

采用单因素方

差分析#结果显示
gY!!

变异组*

gZ!!

变异组及
gK!!

未突

变组这
)

组在年龄组成*

JGZ![3

平均载量及
3S4

平均水

平比较差异无统计学意义$

"

%

$-$+

%'见表
)

'

表
)

!!

JGZgK!!

突变模式影响因素分析#

Si@

$

gK!!

突变模式
年龄$岁%

JGZ![3

载量

对数值$

95

B

#$

%

3S4

$

L

"

S

%

gY!! )%-#%i#*-(' *-RRi$-&% #'#-*)i*&-*+

gZ!! )R-%$i##-$ *-&'i$-*' &&-'Ri##$-R&

gK!!

野生型
)%-$*i#)-%R *-+'i#-'* R*-#&i#)'-+#

N $-')& $-R$+ $-'%'

C

!

讨
!!

论

gK!!

是
JGZ![3

多聚酶结构域
F

区中的一个高度保

守的序列#拉米夫定能够与该序列特异性结合#竞争抑制多聚

酶活性#从而终止
![3

链延伸而有效地抑制
JGZ![3

复

制(

'

)

'长期应用拉米夫定易导致
gK!!

基序发生碱基替代#

主要是蛋氨酸$

K

%被缬氨酸$

Z

%或异亮氨酸$

Y

%替代后#

gK!!

突变为
gY!!

"

gZ!!

(

)

)

#变异的产生可导致病毒的再次活跃#

从而导致机体对抗病毒药物的耐药*肝炎症状复发*病情加重

甚至死亡的严重后果(

%

)

'因此对慢性乙型肝炎患者进行
gK"

!!

突变的监测对临床及时调整治疗方案*改善病情十分有

必要'

目前国内对
JGZgK!!

变异阳性率尚未有较统一的数

据(

+"*

)

#在本研究测得
gK!!

变异阳性率为
#).

#

#)

例
gK!!

变异患者
JGZ![3

在$

#-((h#$

+

"

#h#$

R

%

YL

"

>S

#表明

gK!!

变异株
JGZ![3

复制活跃&

#)

例
gK!!

变异患者

3S4

水平在
#R-#

"

'()-+L

"

S

#显示
gK!!

变异株导致肝功

能损伤的相关性较弱'本次研究提示
gY!!

突变和
gZ!!

突

变检出率不一#

gY!!

位点变异率比
gZ!!

位点变异率高#与

郑瑞英等(

(

)的结果相符'分析其原因可能是
gY!!

突变株耐

药性较
gZ!!

突变株强#在拉米夫定治疗过程中#更易成为优

势株(

(

)

'此次研究未发现慢性乙肝患者年龄*性别*

JG63

B

状

态*

JGZ ![3

载量及
3S4

水平对
gK!!

变异检出率和

gK!!

突变模式产生显著影响#与文献(

R"#$

)的研究结果不符

合#可能与选取的慢性乙肝患者样本总体量及
gK!!

阳性突

变数较少有关#有待后续研究'

分析本研究的不足之处在于未对
JGZgK!!

变异动态

变化过程进行监测#只是在血清
JGZ![3

载量发生明显波

动时研究
gK!!

突变及其与临床表现的关系#不能准确预测

gK!!

发生突变的时间#故不排除血清
JGZ![3

载量*

3S4

水平与
gK!!

突变检测时间不同步*

gK!!

自然变异的存在

及
gK!!

突变模式转化的可能性(

##

)

'

此外#本研究中存在
JGZ![3

载量明显波动但
JGZ

gK!!

未突变的样本#推测可能与实时荧光
FÎ

法仅能检测

单一突变位点的局限#无法检测临床联合应用多种核苷类药物

可能出现的多个耐药位点的情况有关#可予以进一步研究'有

报道表明#拉米夫定治疗时间*

JGZ![3
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与妊娠结局直接相关(

(

)

#对妊娠期甲状腺功能异常的孕妇进行

早期治疗#可以降低胎儿脑部发育的损伤(

R

)

'本地区碘缺乏*

碘充足*碘过量孕妇甲状腺功能异常发生率分别为
)R-%#.

*

#$-'&.

*

)R-(&.

#结果显示碘营养水平异常引起甲状腺疾病

的概率远远高于碘营养水平正常个体#尿碘水平异常与碘适量

水平个体的甲状腺功能 异 常 患 病 率 分 别 为
')-)$.

和

#$-'&.

#差异有统计学意义$

"

$

$-$+

%'因此#妊娠妇女碘营

养水平与甲状腺疾病的发生存在紧密联系'本地区孕妇甲状

腺功能紊乱以亚临床甲减*亚临床甲亢为主#这有可能与本地

区较高水平的碘水平异常有关系'曾有报道(

&

)国内孕妇甲减

发病率为
#.

#本次实验发现佛山地区孕妇发生甲减*亚临床

甲减发病率为
)-#(.

*

*-)).

#应当引起医生及孕妇的高度重

视'国内外研究表明(

#$

)

#妊娠期间甲减不仅增加了妊娠不良

结局的风险#同时对胎儿神经智力发育也可能造成不良影响'

薛海波等(

##

)曾报道孕妇
4UJ

升高的程度与其后代智力发育

损伤相关#

G62<8@0

等(

#'

)研究发现高
4UJ

水平增加孕妇流产

的风险'孕妇在妊娠期间发生甲亢#如果控制不良#会导致流

产*妊娠高血压*早产及孕妇充血性心衰等疾病相关(

#)

)

'因

此#对尿碘水平异常个体的孕妇进行甲状腺功能监测和科学干

预是很有必要的'

综上所述#加强妊娠期妇女宣传教育#产检时建立尿碘监

测#对于尿碘水平异常的患者进行甲状腺功筛查'发现不足针

对性的给予补充和干预治疗#避免给孕妇和胎儿带来不良

后果'
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