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区变异位点和变异

类型$方法
!

筛选
,

例临床上对两种或两种以上
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产生交叉耐药的患者!并从患者血清中获取
SV#

交叉耐药株
Z$"

!进行

全基因克隆和测序!从而分析其变异特点和规律$结果
!

经测序鉴定!

,

位患者体内
SV#

基因型均为
U

型!产生交叉耐药的相关

性变异以
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区次要变异伴随位点
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@Bc)))W

(

@BS))3$

的出现可能增强了
SV#eYZZ

变异株在体内的复制能力!并对交叉耐

药准种所占比例起到了放大的效果!从而导致本研究中
,

例患者出现对拉米夫定(恩替卡韦(阿德福韦和替比夫定产生多重耐药$
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乙型肝炎病毒$

SV#

%的持续感染是导致慢性肝病最常见

的原因'核苷类似物$

$"8

%通过抑制多聚酶或逆转录酶发挥

抗病毒作用#然而在宿主免疫反应和药物的选择压力下长期使

用
$"8

#

SV#

的各种变异和耐药株会不断出现(

(:)

)

#这其中表

现为两个原因#一是针对一种
$"8

#

SV#

往往会产生多个耐

药位点的联合变异&二是针对多种
$"8

#

SV#

往往会产生交

叉耐药(

;

)

'交叉耐药将导致病毒对多种药物均发生耐药$多重

耐药%#使
$"8

抗病毒治疗彻底失败(

.:3

)

'本研究筛选临床上

对两种或两种以上
$"8

$包括拉米夫定*阿德福韦*恩替卡韦*

替比夫定%产生交叉耐药的患者#并从患者血清中获取
SV#

交叉耐药株
Z$"

进行全基因克隆和测序#分析各类型交叉耐

药变异株
%'

区的变异特点和规律'为深入了解中国临床流

行的交叉耐药
SV#

感染特点提供帮助#并为交叉耐药
SV#

感染的防治原则提供实验依据'
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资料与方法

D-D

!

一般资料
!

选择
+**3

年
)

月至
+*(+

年
,

月在黑龙江省

医院住院治疗的慢性乙型肝炎患者$

USV

%

(;+

例#所有病例诊

断均符合
+***

年西安全国肝病会议修订的病毒性肝炎诊断标

准'从中筛选经不同
$"8

序贯或联合治疗
USV.+

周以上#

疗效不佳且同时对两种以上
$"8

$包括拉米夫定*阿德福韦*

恩替卡韦*替比夫定%产生交叉耐药的患者
,

例$编号
b(

$

b,

%#跟踪调查患者的用药情况及用药后血清中转氨酶*病毒

载量*抗原抗体含量等临床指标的变化情况'将这些患者血清

标本存入小离心管中#立即
a+*^

保存待用'

D-E

!

血清
SV#Z$"

的聚合酶链反应$

bU%

%扩增*测序及序

列分析
!

SV#Z$"

抽提采用
c7?

L

A9[0HC

公司试剂盒#操

作按说明书进行'在
SV#

全基因设计上游引物
SV#!

!
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%#引物由上海生工生物技术有限公司合成'

bU%

反应体

积为
+*

#

1

#反应条件!

2;^+079

预变性*

2;^)*8

*

,*^

)*8

*

3+^ ;079

#

).

次循环#

3+ ^

延伸
(*079

'并将上述

bU%

产物纯化后与
>

YZ(5:'

载体$

'?W?%?

生物技术公司产

品%连接#构建重组质粒#转化
XY(*2

菌#测序鉴定'

D-F

!

统计学处理
!

采用
UC@<0?8+-+-)

软件及
$UV&

"

V1"O'

对
SV#Z$"%'

区基因片段核苷酸编码的氨基酸差异*变异

类型及
SV#

基因型进行分析'
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结
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果

E-D

!

SV#

核苷类似物交叉耐药患者的临床资料
!

筛选经不

同
$"8

序贯或联合治疗
USV.+

周以上#疗效不佳且同时对

两种以上
$"8

$包括拉米夫定*阿德福韦*恩替卡韦*替比夫

定%产生交叉耐药的患者
,

例#跟踪调查患者的用药情况及用

药后血清中转氨酶*病毒载量*抗原抗体水平等临床指标的情

况#结果见表
(

'

表
(
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患者用药情况及血清中转氨酶&病毒载量&抗原抗体含量
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编号
性别 年龄 用药情况
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!女性&

Y

!男性&

1

!拉米夫定&

"

!阿德福韦&

'

!替比夫定&

Q

!恩替卡韦&

k

!阳性&

a

!阴性'

E-E
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SV#

全基因扩增结果和
>

YZ(5':SV#

克隆质粒的鉴

定
!

将患者
b+

*

b;

*

b.

*

b,

血清中
SV# bU%

扩增产物在

*-34

的琼脂糖凝胶中电泳#经
QV

染色在紫外灯下观察到约

)-+](*

) 的条带#然后将回收产物分别与
>

YZ(5:'

相连接'

分别提取
>

YZ(5':SV#

重组质粒并用
O?=&

进行单酶切鉴定#

在
*-34

琼脂糖凝胶中电泳后紫外灯下观察#线状重组质粒

>

YZ(5':SV#

大小约为
.-52](*

)

#说明重组质粒
>

YZ(5':

SV#

大小正确'电泳结果见图
(
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!

SV#

交叉耐药株
%'

区序列分析
!

对
,

位患者的

>

YZ(5':SV#

重组质粒测序$每组至少
.

个克隆%#分析各交

叉耐药变异株
%'

区的变异特点和规律'如表
+

所示#以上患

者体内
SV#

基因型均为
U

型#其中患者
b)

体内
SV#eYZZ

变异株为
e#ZZ

变异类型 $

@BY+*;#

%#同时伴有
%'

区

@B1(5*Y

*

@B#(3)1

变异和次要伴随位点
@Bc((5W

*

@B1+,2&

*

@Bc)))W

*

@BS))3$

的变异&患者
b+

*

b.

体内
SV#eYZZ

变

异株为
e&ZZ

变异类型$

@BY+*;&

%#同时伴有
%'

区次要伴随

位点
@B1+,2&

*

@Bc)))W

*

@BS))3$

的变异&患者
b,

体内
SV#

eYZZ

变异株为
e&ZZ

变异类型$

@BY+*;&

%#同时伴有
%'

区

@B15*&

变异和次要伴随位点
@BO)(3"

*

@Bc)))W

*

@BS))3$

变

异&其中
b+

*

b)

*

b.

患者用药情况类似$如表
(

%'本次测序结

果中发现交叉耐药情况下均存在
%'

区次要伴随位点

@B1+,2&

*

@Bc)))W

*

@BS))3$

变异#因此可推测伴随位点的变异

与拉米夫定*阿德福韦*恩替卡韦
)

种药物交叉耐药相关#但还

需继续增加病例数量观察变异的形式与趋势'
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(

!引物&

+

$

.

!患者
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*

b;

*

b.

*

b,

血清中
SV#

全基因
bU%

扩增

产物$

"

%和
>

YZ(5':SV#

重组质粒$

V

%'

图
(
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SV#

全基因
bU%

扩增结果#

"

%和

>

YZ(5':SV#

重组质粒#

V

%

表
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不同患者体内
SV#

交叉耐药株的变异结果

患者

编号

基因

型
克隆编号

编码
SV#

聚合酶基因区

主要变异位点 次要变异位点
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SV#

的复制特点是以
0%$"

为中间体的逆转录复制#而

参与这一过程的
Z$"

多聚酶缺乏校正的功能#容易发生碱基

错配#从而使得
SV#

发生突变的频率比其他
Z$"

病毒大约
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倍(
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#正因如此#在
$"8

的选择压力下#耐药毒株多聚酶

区域的原发耐药突变会对病毒
Z$"

复制的适应性产生一定

的影响#而代偿性突变的发生增进了病毒的复制能力#使原本

并不利于病毒复制的原发耐药突变能够通过共价闭合环状

Z$"

$

===Z$"

%而传给子代#

SV#

基因组的适应性变异便成

为导致
$"8

耐药的重要原因之一(

2:(*

)

'由于
SV#

在感染者

体内复制速度快#且
Z$"

复制的忠实性较差#复制过程中发

生突变的频率可达
(](*

a.

"

H

>

#因此感染者一般均为多种毒

株的混合感染#体内的病毒呈高度特异性#这些因素决定了感

染者体内的
SV#

准种池将由各种不同的病毒准种组成#病毒

准种之间可能仅有
(

个或几个碱基的变异(

((:(+

)

'

综上所述#本项研究中的
,

例患者初治应用拉米夫定*阿

德福韦或恩替卡韦单药治疗#出现临床病毒学应答不佳*无应

答#病毒学突破时应用恩替卡韦联合阿德福韦挽救治疗#但病

毒学应答差#出现临床多重耐药'恩替卡韦作为首选
$"8

一

线药物#能够降低长疗程治疗下的耐药风险#单药治疗
.

年耐

药率仅为
(-+4

(

():(;

)

'但在研究中发现
b,

患者长期应用恩替

卡韦治疗引起了
@BY+*;&

变异#而且对替比夫定和阿德福韦产

生交叉耐药#因此选择具有高耐药基因屏障*低耐药率的药物

可以降低抗
SV#

的耐药风险的说法还需慎重#尽量避免单药

序贯治疗方式'本研究通过分析
SV#b

基因序列#发现临床

上对两种或两种以上
$"8

$包括拉米夫定*阿德福韦*恩替卡

韦*替比夫定%产生交叉耐药的相关性变异以
@BY+*;#

"

&

$

eY:

ZZ

%变异为主$

.*4

%#部分
eYZZ

变异株伴有
@B1(5*Y

变异

$

(,-34

%#其他伴随变异包括
@B#(3)1

$

(,-34

%#

@B15*&

$

(,-

34

%'这些与文献报道的拉米夫定耐药相关变异类型相

似(

(.:(5

)

'此外#笔者还发现
%'

区次要伴随位点
@B1+,2&

$

;*4

%*

@Bc)))W

$

.,-34

%*

@BS))3$

$

.,-34

%的变异#

WM<9

等(

(2

)曾经在克来夫定耐药患者体内病毒学突破时期发现过

@BS))3$

变异'

WG@?8C7

L

A

等(

+*

)报道应用拉米夫定*恩替卡韦

和阿德福韦序贯治疗时曾发现过
@B1+,2&

变异#但
@Bc)))W

变

异位点尚未见报道#笔者推测这些联合位点的变异增强了

SV#eYZZ

变异株在体内的复制能力#并对交叉耐药准种所

占比例起到了放大的效果#从而成为拉米夫定*恩替卡韦和阿

德福韦
)

种
$"8

多重耐药的联合辅助耐药位点#并导致本研

究的
,

例患者出现临床多重耐药#当然这些推论的证实尚需继

续增加病例数量观察变异的形式与趋势'
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