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据统计#全球每年大约有
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亿人感染慢性乙型肝炎#超
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万人死于肝硬化和肝癌'
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)乙型肝炎病毒$
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%持续

感染与肝炎*肝硬化*肝癌的发生密切相关'
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根据基
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在中国#较为常见的是
^
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型#其中
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型和
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型#按照中

国南北地域分布存在差#北方以
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型为主#南方以
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型为主#

而
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型和
R

型则较少发现'
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)一些研究表明不同基因型对

抗病毒治疗的药物应答不同#
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型要比
H

型对干扰素的应答

好&另外#

H

型通常与
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重度感染*肝硬化*肝癌更加高度相

关'
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)目前#用于乙型肝炎治疗常用的核苷类似物药类存在耐

药突变#主要的突变位点有
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进行分型和耐药位点突变检测非常重要#对乙型肝炎患者

的用药*预后有很强的指导意义)聚合酶链反应$

KHO
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连接

酶反应检测技术$
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%是目前研究较多#灵敏度高*特异性强#

且性价比高的检测方法#可以用于临床检测基因分型和多耐药

位点检测'
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的分型和耐药的研究以一个地区较多#而对
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个地区比较的研究较少#尤其是对中国东西
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个城市比较)本

文对地理位置分别在东部和西北部的上海和兰州进行了分型

和耐药的比较研究)

=

!

资料与方法

=+=

!

一般资料
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本次研究所用的血清标本收集于上海市虹口

区精神卫生中心和兰州大学第二医院#共计
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例#其中上海
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集均符合
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年+慢性乙型肝炎防治指南,中的有关标准)
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仪和美国
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测序仪)乙型肝炎
RX(

提取试剂为上海星耀

医学科技发展公司$简称上海星耀%乙型肝炎
RX(

磁珠提取

试剂盒#乙型肝炎
RX(

定量检测使用
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核酸扩增荧光定

量试剂盒#耐药位点扩增*
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反应和测序使用上海星耀生产

的
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多耐药基因位点分型试剂盒)
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提取
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按照上海星耀生产的
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提取试剂盒进行)
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扩增*电泳检测*
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反应和毛细管电泳
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均按

照上海星耀生产的
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多耐药基因位点分型试剂盒的说明

书进行)
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统计学处理
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电泳结束后结果判定通过
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软件进行分析#数据统计使用
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进行#以
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差异有统计学意义)
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特异性检测*检测下限和重复性
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以及野生型各
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例进行

测序检测#
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法检测结果和测序结果均一致)

按照试剂盒说明书的最低检测下限
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和野生型标本
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进行乙型肝炎
RX(

不同病毒载量检测#根据定量结果将这些

标本稀释至
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#每个标本重复检测
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次#均能

检测出相应突变)

本实验共测试
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例标本#

"%

例标本未检测出#其中上海

地区
",

例#兰州地区
-

例)对
"%

例标本进行
RX(

定量检测

结果低于试剂盒检测下限#符合试剂盒性能)
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基因型结果
!

本次
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法对标本进行了
^

型和
H

型检测#其他型别未进行检测)

&

个地区的
^

*
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分型的

结果统计见表
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例
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型
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非
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"

H

混
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%#同样上海地区$
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#
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%和兰州地区

$
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,"&

%的均以
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型为主)

&

个地区间的
^

*
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非
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^

"

H

混合型所占比率差异无统计学意义$

Gb#+,&%

%#

排除非
^

非
H

型和
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"
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混合型不考虑#
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个地区的
^

*

H

型分

布之间差异无统计学意义$
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表
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个地区
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基因型及耐药统计情况%
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基因型
上海市虹口区精神卫生中心

耐药突变 无耐药突变 合计

兰州大学第二医院

耐药突变 无耐药突变 合计
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注!耐药突变统计按照发生拉米夫定*恩替卡韦*替比夫定*阿德福韦耐药突变计算#若有相关位点突变但未导致耐药突变未列为耐药突变)
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个地区
*̂ W

耐药突变结果
!

本次
!##

例标本中共有

&#I

例标本发生
=7V"I#M

*

=7V("I"3

"

W

*

=73"I$]

*

=7L&#&T

*

=7M&#$

*

=7M&#$W

*

=7M&#$T

"

W

*

=7X&,-3

*

=7M&!#W

当中的某

个位点或多个位点突变#共检测出
,&

种突变位点组合#其中
-

例标本未发生耐药突变)耐药突变比率为
$"+-a

#其中上海

地区为
$I+%a

$

%&

"

"II

%#兰州地区
,!+,a

$

""#

"

,"&

%#

&

个地区

突变比率差异有统计学意义$

Gb#+##&!

%)

&#&

例耐药突变

标本中拉米夫定突变
"!,

例#占总耐药突变比率的
1!+1a

$上

海
-I

例#兰州
I!

例%&各种耐药突变比率差异有统计学意义

$

G

$

#+#!

%)

&

个地区拉米夫定突变不同!上海地区
=7M&#$T

*

=7M&#$W

突变为主#其他形式突 变 少 数&而 兰 州 地 区 以

=7M&#$W

为主&对
&

个地区
=7M&#$T

*

=7M&#$W

进行统计学分

析#差异有统计学意义$

Gb#+##1!

%)对阿德福韦耐药的耐药

位点进行类似分析发现#

&

个地区均以
=7("I"3

"

W

为主#地区

间差异无统计学意义$

Gb#+%%$#

%)恩替卡韦的突变例数较

少未进行位点统计学分析)所有突变标本中#发生
&

种或
&

种

以上耐药突变共
"#%

例#占总耐药突变比率的
!$+#a

#其中上

海
$-+1a

$

$,

"

%&

%#兰州
-#+#a

$

--

"

""#

%#

&

个地区多耐药情况

差异无统计学意义$

Gb#+#!%1

%#发生
,

种药物耐药突变
1

例

$上海
,

例#兰州
$

例%#无
$

种药物共同耐药突变#其中
&

种耐

药以拉米夫定和替比夫定同时耐药为主#占
I$+$a

$

%&

"

"#%

#

上海
,,

"

$,

#兰州
!%

"

--

%)

>+@

!

*̂ W

基因型与耐药突变关系
!

对
&

个地区的
Ĥ

分型

及耐药突变的分布统计见表
"

)由于
^

"

H

混合型和非
^

非
H

型在总数中所占比例较小#结果分析剔除了这些标本)对所有

耐药突变按照
^

型和
H

型的进行分类如下!

^

型
,%+&a

$

&%

"

1$

%#

H

型
$#+$a

$

"-,

"

$#,

%#

^

*

H

型耐药突变比率差异无统计

学意义$

Gb#+I,%

%)对
&

个地区
^

*

H

型的突变比例分开进行

统计得到类似结果#差异无统计学意义$

G

%

#+#!

%#其中上海

地区$

Gb#+%!-

%*兰州地区$

Gb#+-$&

%)对
^

或
H

型突变在

上海和兰州地区的所占比率分别进行地区间比较!两个地区间

^

型耐药突变情况$上海
$I+!a

#兰州
,"+1a

%差异无统计学

意义$

Gb#+"$

%#

&

个地区间
H

型耐药突变$上海
$%+#a

#兰州

,!+,a

%差异有统计学意义$

Gb#+##1$

%)

>+A

!

耐药突变与
*̂ W

基因型比较
!

对发生耐药突变的标本

按
$

种药物类型与基因型进行分类见表
&

#所有
^

和
H

型中
$

种耐药突比率差异无统计学意义$

G

$

#+-I

%#对上海地区和兰

州地区单独进行分析差异无统计学意义$

G

%

#+#!

%)对耐药

突变位点的基因分析#发现
=7V"I#M

绝大分发生在
H

型中

$

,$

#

"̂,,H

%#

&

个地区间差异无统计学意义$

G

%

#+#!

%)其他

几个位点基因型的分析见表
,

)关于耐药位点的与基因分型

关系#发现了一些位点差异有统计学意义$

G

$

#+#!

%#如

=7V"I#M

*

=73"I$]

*

=7M&!#W

&但同时也有位点差异无统计学

意义$

G

%

#+#!

%#如
=7V("I"3

"

W

*

=7L&#&T

*

=7M&#$T

*

=7M&#$W

*

=7X&,-3

)

/

!"I"
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表
&

!!

&

个地区的耐药类型与基因型统计比较%

,

#

a

$&

基因型
上海市虹口区精神卫生中心

V(M VR3 Q3W (RW

兰州大学第二医院

V(M VR3 Q3W (RW

^ ""

$

-I+I

%

!

$

,"+,

%

#

$

#+#

%

-

$

,1+!

%

""

$

I$+-

%

-

$

$-+&

%

#

$

#+#

%

,

$

&,+"

%

H !!

$

1!+,

%

&I

$

,!+$

%

!

$

-+I

%

&&

$

,#+"

%

-%

$

1-+1

%

!#

$

!!+-

%

"

$

"+"

%

&1

$

,#+#

%

非
^

非
H &

$

--+1

%

"

$

,,+,

%

#

$

#+#

%

"

$

,,+,

%

$

$

I#+#

%

$

$

I#+#

%

#

$

#+#

%

"

$

&#+#

%

^

"

H #

$

#+#

%

#

$

#+#

%

#

$

#+#

%

#

$

#+#

%

"

$

!#+#

%

"

$

!#+#

%

#

$

#+#

%

"

$

!#+#

%

合计
-I ,$ ! &% I! -" " ,&

表
,

!!

&

个地区的突变位点与基因型统计比较#

,

$

基因型
上海市虹口区精神卫生中心

^ H

非
^

非
H ^

"

H

合计

兰州大学第二医院

^ H

非
^

非
H ^

"

H

合计
合计

=7V"I#M # "1 # # "1 " "- # # "1 ,$

=7V("I"3

"

W , "% " # &, & &$ " " &I !"

=73"I$] # , # , # $ # # $ 1

=7L&#&T & "# # " ", # , # # , "-

=7M&#$T ! &I " # ,$ - !# $ " -" %!

=7M&#$W $ &! " # ,# ! "- # # &" !"

=7M&#$T

"

W & # # # & # & # # & $

=7X&,-3 , - # # % & % # # "" &#

=7M&!#W # " # # " # & # # & ,

合计
"% "#% , " ",& "- "&- ! & "$% &I"

?

!

讨
!!

论

?+=

!

KHO2VRO

法性能分析
!

KHO2VRO

法是利用
KHO

法首

先对目的
RX(

片段进行扩增#然后对扩增产物进行
VRO

反

应即连接酶反应)

VRO

的原理是利用具有极强的突变识别能

力的连接酶#当上下游探针跟目标产物杂交时#探针和目标完

全互补才能进行连接酶反应#如果上下游引物发生错配则连接

反应不能进行&对于
KHO2VRO

法的性能相关研究已有数据显

示!该方法在检测乙型肝炎的耐药型和基因型具有
KHO

高灵

敏度*高特异性和测序法的高精准度特点#且相对测序法性价

比更高'

I2"#

(

)本文没有过多对这些性能进行大数据验证#就章

节
&+"

中涉及的验证均与先前研究符合'

I2"#

(

#表明该检测方法

的可靠性)

?+>

!

&

个地区乙型肝炎型别的关系
!

由于中国地区主要乙型

肝炎型别为
^

型和
H

型#本试剂盒只对
^

型和
H

型进行检测)

经统计发现#上海地区和兰州地区的基因型均以
H

型为主#本

研究中
&

个地区的各基因分布情况差异无统计学意义$

G

%

#+#!

%#兰州地区略高于上海地区#这些结果符合先前研究#北

方地区以
H

型为主'

,2!

(

#上海地区的
H

型比先前的研究要略

高'

""

(

#这可能与标本基数不够大和上海地区流动人口比较多

有关系)值得一提的是#本文研究中检测出的非
^

非
H

型主

要集中在兰州地区#可能与该地区的少数民族的比率高于上海

地区有关系#对于
*̂ W

的基因分型的研究也显示中国地区的

(

型和
R

型主要存在于少数民族'

!

(

)

?+?

!

耐药位点突变分析
!

本文耐药位点突变的判读基于先前

的已有研究'

I

(

)本研究发现#在所有
&#I

例发生位点突变患者

中#有
-

例没有产生耐药#这可能在服用核苷类似物之前发生

先天性的突变#但具体突变机理需要进一步研究)对
&

个地区

耐药突变情况进行比较#

&

个地区的发生耐药突变的比率差异

有统计学意义$

G

$

#+#!

%#这可能与
&

个地区的经济水平有

关#上海地区的患者可能接受治疗概率比兰州地区高#由于没

有患者的详细诊疗资料#具体原因需要进一步探究)研究发现

&

个地区均以拉米夫定突变为主#这与拉米夫定突变的单位点

突变相关#

=7M&#$T

"

W

或
=7V"I#M

某一位点发生突变便产生

耐药)恩替卡韦的耐药突变率最低#这与其耐药为多位点突变

有关系#其中恩替卡韦的
-

例突变
!

例存在于上海地区#也侧

面说明上海地区患者可能接受治疗的比率更高#且更改过治疗

方案)

&

个地区的多耐药情况#均以拉米夫定和替比夫定为

主#这与替比夫定与拉米夫定的其中一个耐药位点相同相关)

?+@

!

是否耐药突变与基因型关系分析
!

对于
&

个地区的
Ĥ

分型和是否耐药突变分析#未发现是否耐药突变在
&

种基因的

存在偏好性)本研究显示与先前部分的研究结果相似#突变与

否与基因型无关'

"&2"$

(

#本研究也与部分研究结果有所出入#这

些研究认为
H

型较
^

型更容易发生耐药突变'

"$2"!

(

)对
&

个地

区的
^

型和
H

型的耐药与否进行比较发现#

H

型中上海地区发

生耐药比率明显高于兰州地区#差异有统计学意义$

G

$

#+#!

%#就此结果未找到相关文献#是偶然性还是其他因素#有

待进一步研究)

?+A

!

耐药突变位点及耐药药物种类与
*̂ W

基因型分析
!

通

过统计发现#结果同
,+$

#耐药的药物种类与
*̂ W

基因型无相

关性#从统计学上看未发现某种药物耐药突变倾向于某种基因

型#这与先前研究基本一致'

"&2",

(

)值得一提是#

-

例发生恩替

卡韦突变标本均为
H

型#这一现象可以作为进一步研究对象)

对于耐药突变位点与基因型的关系本研究发现部分位点与基

因型有关#如
=7V"I#M

*

=73"I$]

*

=7M&!#W

更偏好
H

型#但由

于实验基数不大的原因#这一结论需要进一步研究证实)
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