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要"目的
"

利用聚合酶链反应"

"+=

$体外扩增和
012

反向位点杂交相结合的
012

芯片技术检测宜

昌地区乙型肝炎病毒"

68Z

$分型及耐药情况!为临床医师对指导患者选用何种抗病毒药&继续使用该抗病毒药

及换用何种抗病毒药提供依据%方法
"

采集
'*&%

年
&

月至
'*&-

年
%

月宜昌地区共
&.*

例乙肝阳性且乙肝

012

检测结果大于
&*

3 的患者血清标本%对
&.*

例患者采取性别&年龄&

012

检测结果分组的方法分析该地

区
68Z

感染分布#采用
012

芯片技术检测基因分型
68Z78

&

68Z7+

&

68Z70

!以及
BA&J*

&

BA'*)

&

BA'*-

&

BA&J&

&

BA'3.

&

BA&J)

&

BA'*'

&

BA'%*

基因位点突变情况%结果
"

012

芯片检测出感染
68Z78

&

68Z7+

&

68Z70

患

者分别为
J-

例"

%)(3-c

$&

.3

例"

3,(3Jc

$&

*

例!同时感染
68Z78

及
68Z7+

的患者为
&*

例"

.('%c

$%药敏

试验显示该地区
68Z

对拉米夫定"

$2Y

$&替比夫定"

$GK

$&阿德福韦酯"

20Z

$&恩替卡韦"

#KZ

$

)

种药具有

耐药性且耐药情况各有差异!

)

种同时全部耐药的有
*

例!全部敏感的有
3&

例!未检测出耐药突变的有
%)

例%
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芯片检测
BA&J*

&

BA'*)

&

BA'*-

&

BA&J&

&

BA'3.

&

BA&J)

&

BA'*'

&

BA'%*

基因位点!

J

组基因位点均有野生型和突变

型被检测出!其中野生型最多的为
BA'3.

!有
&%*

例!突变型最多的为
BA&J*

!有
'3

例!野生型与突变型同时被检

测出的最多的是
BA'%*

!有
3&

例!被检出率最高的为
BA&J*

!为
,J(&3c

"

&%-

(

&.*

$%被检测出突变的有
&*.

例!

突变率最高的为
BA&J*Y

"为
3,(.'c

$#

BA&J)9

及
BA'%*W

未检测到突变#检测出单基因位点突变的有
)J

例!双位

点突变的有
',

例%结论
"

宜昌地区感染
68Z78

的患者最多%该地区
68Z

对
$2Y

&

$GK

&

20Z

和
#KZ

总耐

药率低于全国平均水平!男性
68Z

感染者远高于女性!

'*

$$

.*

岁感染率最高且耐药率最高%

012

检测结

果在
&*

%

$

&*

- 感染率最高!

&*

3

&

&*

% 及
&*

. 耐药率最高且多为同时耐
'

种或
'

种以上药物%单个基因位点突变

的概率最大!双位点突变的概率其次%

关键词"乙型肝炎病毒#
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乙型肝炎病毒$

68Z

%是一种
012

病毒)属于嗜

肝病毒科)引发乙型病毒性肝炎(乙肝感染是一个严

重的公共卫生问题(据世界卫生组织$

>6^

%报道)

全球
.*

亿人口中)约
'*

亿人曾感染过
68Z

)其中

3(%

亿人为慢性
68Z

感染)每年约有
&**

万人死于

68Z

感染所致的肝衰竭'肝硬化和原发性肝细胞癌

$简称肝癌%

*

&

+

(全球肝癌患者中)

-%c

以上是由

68Z

所致(我国乙肝患者形势更为严峻)每年因

68Z

导致的肝硬化和肝癌死亡
3*

余万)新发乙型肝

炎病例
%*

万
$

&**

万例*

'

+

(核苷 $酸%类似物长期抗

68Z

治疗面临的最重要问题之一是
68Z

的耐药性

问题*

3

+

)随着我国抗病毒药物的广泛应用)

68Z

多重

耐药较单一耐药的比率呈上升趋势)因此及时了解乙

型病毒肝炎患者的分型及耐药情况)对正确指导临床

医师的合理用药具有重要意义(研究证实)与拉米夫

定$

$2Y

%有关的主要耐药变异位点为
BA'*)W

"

Z

*

3

+

)

20Z

变异位点集中在
BA'3.K

和$或%

BA&J&Z

"

K

*

)

+

)

#KZ

耐药的突变形式主要有两种)均发生于
$2Y

耐

药的患者*

%

+

(

本研究利用
012

芯片技术对宜昌地区
&.*

例已

确诊的乙肝阳性且乙肝
012

检测结果大于
&*

3 的患

者临床标本进行
68Z78

'

68Z7+

'

68Z70

分型)及

BA&J*

'

BA'*)

'

BA'*-

'

BA&J&

'

BA'3.

'

BA&J)

'

BA'*'

'

BA'%*

基

因位点检测)并分析
68Z

感染的性别'年龄及
012

检测结果的分布)以了解本地区
68Z

感染'分型及耐

药情况(

E
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资料与方法
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"

一般资料
"

选取
'*&%

年
&

月至
'*&-

年
%

月宜

昌地区)通过酶联免疫法及化学发光法得以确诊的乙

肝阳性且乙肝
012

检测结果大于
&*

3 的患者(收集

各年龄段'男女患者均有的血清标本
&.*

份)且均为

互不重复标本(

E(F

"

仪器与试剂
"

病毒
012

提取纯化试剂盒)

68Z

分型和耐药突变基因检测试剂盒)
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聚 合 酶 链 反 应 $

"+=

%扩 增 仪 $型 号 为

8!U.,3&7'&&

%)

"+=

分子恒温杂交仪$型号为
!17

6&.

%均由深圳亚能生物技术有限公司提供(

E(G

"

方法
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E(G(E

"

实验概述
"

检测基因分型包括
68Z78

'

68Z7+

'

68Z70

(检测基因包括
$2Y

'

$GK

'

20Z

'

#KZ

的 耐 药 基 因)及
BA&J*

'

BA'*)

'

BA'*-

'

BA&J&

'

BA'3.

'

BA&J)

'

BA'*'

'

BA'%*

的野生型及不同突变型(其

中
BA&J*

基因检测
&

个突变位点)为
BA&J*Y

&

BA'*)

基

因检测
'

个突变位点)为
BA'*)W

'

BA'*)Z

&

BA&J&

基因检

测
'

个突变位点)为
BA&J&Z

'

BA&J&K

&

BA'3.

基因检测

&

个基因突变位点)为
BA'3.K

&

BA&J)

基因检测
%

个突

变位点)为
BA&J)W

'

BA&J)\

'

BA&J)2

'

BA&J)9

'

BA&J)$

&

BA'*'

基因检测
'

个突变位点)为
BA'*'E

'

BA'*'W

&

BA'%*

基因检测
3

个突变位点)为
BA'%*W

'

BA'%*$

'

BA'%*Z

(具体操作步骤可按配套试剂盒内的说明书

操作(
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"
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提取纯化
"

将全血标本离心取血清备

用(分别在离心管内加入
'*

#

$

蛋白酶
e

'

'**

#

$

血

清样本'

'**

#

$

裂解液)上下颠倒混匀后置于
%.b

恒

温裂解
&*NIC

&再依次加入
3**

#

$

无水乙醇'

-**

#

$

洗液
"

'

-**

#

$

无水乙醇后离心&将离心管置于洁净

的
&(%N$

离心管)打开离心柱管盖)室温晾置
%NIC

&

在离心柱内加入
%*

#

$

洗脱液)盖上管盖)室温静置
3

NIC

)离心)取滤液备用(

E(G(G

"

"+=

扩增
"

每份标本进行
&

管聚合酶链反

应)扩增产物为
68Z

目的基因片段)该片段包含了所

要检测的基因型和耐药突变位点(扩增程序!

%*b'

NIC

&

,%b&*NIC

&

,)b.*@

)

.Jb,*@

)共
3*

个循

环&

,)b3*@

)

%)b3*@

)

-'b3*@

)共
3*

个循环&

-'

b%NIC

(

E(G(H

"

点样杂交
"

取
&%N$

塑料离心管)放入耐药

突变检测膜条和基因分型检测膜条)加入
2

液
%

$

.

N$

)取
'%

#

$"+=

产物加到
2

液液面以下)放入沸水

浴中加热
&*NIC

(取出离心管)放入杂交箱
)-b

杂

交
&(%M

(同时取
%*N$

塑料离心管)加入
)*N$8

液于杂交箱中进行预热至
)-b

(

E(G(I

"

洗膜与显色
"

取出膜条转移至装有预热
8

液

的
)*N$

管中)于
)-b

轻摇洗涤
&%NIC

(按
2

液!

过氧化物酶
g'***d&

配置孵育液)取出膜条放入孵

育液)室温轻摇孵育
3*NIC

(取出膜条)用
2

液室温

摇洗两次)每次
%NIC

(用
+

液室温洗膜
&

$

'NIC

(

将膜条浸泡于显色液中避光显色
&*

$

&%NIC

)用纯水

终止显色反应(

E(G(J

"

结果判读
"

临床样本试验成立条件!显色质

控点
++

正常显色&阳性质控品正常显色且阴性质控

品除
++

外其余所有阵列位点不显色(在试验成立的

条件下)根据显色$蓝色斑点%出现的阵列位点直接判

读
68Z

的基因型和耐药突变类型&当临床样本除
++

外其余所有阵列位点均不显色)表明被检样本中无

68Z

病毒或者病毒量在本试剂盒最低检出限以下)

即
012

$

&*

3

Wa

"

N$

(因
68Z

变异快)本品各阵列

位点可能会因为探针覆盖范围内的基因序列出现新

的碱基多态而导致不显色(异常结果分析!显色质控

点
++

不显色)提示显色不成功&阳性质控品相应阵列

位点部分不显色或所有阵列位点不显色)提示可能是

样本
012

提取'

"+=

扩增'杂交失败&阳性质控品相

应阵列位点以外的阵列位点显色)提示发生非特异杂

交或发生污染&阴性质控品除
++

外任何阵列位点显

色)提示发生污染(
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68Z

感染'分型及耐药人群分布
"

本研究男性

68Z

感染 占
&'-

"

&.*

$

-,(3Jc

%)女 性占
33

"

&.*

$

'*(.'c

%)男性多于女性)差异有统计学意义$

!

'

g

,'(*

)

G

$

*(*%

%(感染
68Z78

患者最多)占
%)(3-c

$

J-

"

&.*

%)感染
68Z70

患者未被检测出来)同时感染

68Z78

及
68Z7+

的患者为
&*

例)占
.('%c

$

&*

"

&.*

%(本研究患者总耐药率为
).(J-c

$

-%

"

&.*

%)单

耐一种药物的耐药率远低于同时耐
'

种或
'

种以上

药物的耐药率)耐药主要发生在
'*

$$

.*

岁)

012

检测结果为
&*

3

'

&*

% 及
&*

. 耐药率最高且多为同时耐

'

种或
'

种以上)见表
&

'

'

(

&.*

例患者中有
-'(%c

$

&&.

"

&.*

%的患者在进行耐药检测之前使用过
$2Y

'

20Z

'

$GK

'

#KZ

等药物(

F(F

"

基因位点检测情况
"
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芯片法检测
BA&J*

'

BA'*)

'

BA'*-

'

BA&J&

'

BA'3.

'

BA&J)

'

BA'*'

'

BA'%*

等
J

组

基因 位 点 检 测 情 况 见 表
3

(

BA&J*

检 出 率 最 高

*

,J(&3c

$

&%-

"

&.*

%+)其次为
BA'3.

及
BA&J)

*均为

,.(JJc

$

&%%

"

&.*

%+)

BA'*-

检 出率 最低 *

J*(.3c

$

&',

"

&.*

%+(每组基因位点均有野生型和突变型被

检测出)其中野生型最多的为
BA'3.&%*

例)其次为

BA&J)&3,

例&突变型最多的为
BA&J*'3

例)其次为

BA'*)'&

例&野生型与突变型同时被检测出的最多的

是
BA'%*3&

例)其次为
BA'*)3*

例(

表
&
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宜昌地区
68Z

感染及分型的性别#年龄#

012

检测结果分布

分型
性别$

'

%

男 女

年龄$

'

%

$

'*

岁
'*

$$

)*

岁
)*

$$

.*

岁
%

.*

岁

012

检测结果 $

Wa

"

N$

%

&*

3

&*

)

&*

%

&*

.

&*

-

&*

J

68Z78 -. && ' )% 3% % &* &* 'J &. &. -

68Z7+ )3 '* h &, 3, % , ) - &% ') )

68Z70 h h h h h h h h h h h h

68Z78

"

+ J ' h - 3 h % 3 ' h h h

合计
&'- 33 ' -& -- &* ') &- 3- 3& )* &&
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注!
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表示无数据
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表
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宜昌地区
68Z

感染及耐药的性别#年龄#

012

检测结果分布

药敏分类
性别$

'

%

男 女

年龄$

'

%

$

'*

岁
'*

$$

)*

岁
)*

$$

.*

岁
%

.*

岁

012

检测结果 $

Wa

"

N$

%

&*

3

&*

)

&*

%

&*

.

&*

-

&*

J

$2Y 3 3 h ' ) h h & ' & ' h

$GK h h h h h h h h h h h h

20Z ' h h h ' h h ' h h h h

#KZ h h h h h h h h h h h h

$2Yi$GK &' - h - &* ' 3 ' % % ) h

$2Yi$GKi20Z && && h ) &- & ' 3 3 . . '

$2Yi$GKi#KZ &, % h J &) ' , h . , h h

$2Yi#KZ ' h h h ' h h h h h ' h

全部敏感
3& h h &- &* ) ' 3 && - 3 %

未检测到突变
)- - ' 33 &J & J . && 3 '3 3

合计
&'- 33 ' -& -- &* ') &- 3J 3& )* &*

""

注!

h

表示无数据

表
3
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不同基因位点检测情况$

'

%

检测情况
BA&J* BA'*) BA&J& BA'3. BA&J) BA'*' BA'%* BA'*-

野生型
&&- ,- &3- &%* &3, &&% &*J &')

突变型
'3 '& ' ' % % * '

未检测到
3 &' - % % &, '& 3&

野生型
i

突变型
&- 3* &) 3 && '& 3& 3

F(G

"

基因位点检测突变
"

012

芯片法检测有
&*.

例基因突变)其中单基因位点突变的有
)J

例)双位点

基因突变的有
',

例)

3

个同时突变的有
&,

例)

)

个同

时突变的有
-

例)

%

个同时突变的有
3

例)见表
)

(突

变率最高的为
BA&J*Y

*

3,(.'c

$

)'

"

&*.

%+&其次是

BA'*)Z

*

'J(3*c

$

3*

"

&*.

%+&

BA&J)9

及
BA'%*W

未检测

到突变)突变率为
*

)见表
%

(

表
)

""

012

芯片法检测基因突变位点分布

突变位点 标本数$

'

% 突变率$

c

%

BA&J*Y % )(-'

BA'*)W &* ,()3

BA'*)Z % )(-&

BA&J&Z - .(.*

BA&J&K - .(.*

BA'3.K ' &(J,

BA&J)W h h

BA&J)\ h h

BA&J)2 h h

BA&J)9 h h

BA&J)$ h h

BA'*'E h h

BA'*'W 3 '(J3

BA'%*W h h

BA'%*$ - .(.*

BA'%*Z ' &(J,

BA'*'EiB?&J*Y % )(-'

BA'*)ZiBA&J*Y - .(.*

续表
)

""

012

芯片法检测基因突变位点分布

突变位点 标本数$

'

% 突变率$

c

%

BA'*)WiBA&J*Y ' &(J,

BA'*'EiBA&J&Z ' &(J,

BA'%*ZiBA'3.K ' &(J,

BA'%*ZiBA'*'W 3 '(J3

BA'*)ZiBA'*'W ' &(J,

BA'*'WiBA&J)$ ' &(J,

BA'*)WiBA'*'W ' &(J,

BA'%*ZiBA&J&K ' &(J,

BA'*)ZiBA&J)\iBA&J*Y ' &(J,

BA'*)ZiBA'*'EiBA&J*Y ' &(J,

BA'*'EiBA&J*YiBA&J)W ' &(J,

BA'*)ZiBA&J)2iBA&J*Y 3 '(J3

BA'*)WiBA&J)\iBA&J*Y ' &(J,

BA'%*ZiBA'*)WiBA'*)Z ' &(J,

BA'%*ZiBA'%*$iBA'*)W ' &(J,

BA'%*$iBA'*)WiBA&J*Y ' &(J,

BA'*)ZiBA&J*YiBA&J)$ ' &(J,

BA'%*ZiBA'%*$iBA&J&KiBA'*-W ' &(J,

BA'%*ZiBA'%*$iBA'*)ZiBA&J*Y ' &(J,

BA'%*ZiBA'*)WiBA&J)\iBA&J*Y ' &(J,

BA'%*ZiBA'%*$iBA&J&WiBA&J&K & *(,)

BA'%*Zi BA'%*$i BA'*)Wi BA'*)Zi

BA&J*Y

' &(J,

BA'%*Zi BA'*'Ei BA&J)\i BA&J)2i

BA&J*Y

& *(,)

""

注!

h

表示无数据
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表
%

""

012

芯片法检测基因突变位点分布

突变位点 被检出次数$

'

% 突变率$

c

%

BA&J*Y )' 3,(.'

BA'*)W ') ''(.)

BA'*)Z 3* 'J(3*

BA&J&Z &* ,()3

BA&J&K &' &&(3'

BA'3.K 3 '(J3

BA&J)W ' &(J,

BA&J)\ - .(.*

BA&J)2 % )(-'

BA&J)9 * *(**

BA&J)$ 3 '(J3

BA'*'E &) &3('&

BA'*'W &' &&(3'

BA'%*W * *(**

BA'%*$ &, &-(,'

BA'%*Z '3 '&(-*

G

"

讨
""

论

""

近年来随着分子诊断技术的发展)

012

芯片技

术开始用于
68Z

的分型及耐药性的研究*

.

+

(乙肝患

者在使用抗病毒药物治疗前和治疗期间)临床医师需

要掌握其感染的乙肝病毒是否具有某种耐药突变)以

及各基因型对抗病毒药物治疗的反应性差异)这对指

导患者选用何种抗病毒药'是否继续使用该抗病毒

药'换用何种抗病毒药都有很现实的意义)对患者抗

病毒治疗的疗效判断'预后评估十分重要*

-

+

)因此

012

芯片技术在临床诊断中的应用越来越广泛(本

研究利用
"+=

体外扩增和
012

反向位点杂交相结

合的
012

芯片技术对宜昌地区
68Z

分型及耐药情

况进行检测)结果发现本地区乙肝患者感染
68Z78

的比例最高)感染
68Z70

的比例最低)这与张智等*

J

+

及陈灿峰等*

,

+的报道相符(这表明本地区的
68Z

分

型比例与其他地区比例基本一致(对
68Z

感染者进

行性别'年龄和
012

检测结果构成分析)结果为男性

患者$

-,(3Jc

%多于女性$

'*(.'c

%)是否与喝酒'饮

食等不良生活习惯有关还需要进一步调查分析(年

龄在
'*

$$

)*

岁及
)*

$$

.*

岁的青壮年感染
68Z

的感染率最高)分别为
))(3Jc

和
)J(&3c

)尽管小于

'*

岁的感染率仅有
&('%c

)但也不容忽视(本地区

68Z

总耐药率为
).(JJc

)单耐一种药物的耐药率远

低于同时耐
'

种或
'

种以上药物的耐药率)与张宝

等*

&*

+的报告基本相同(本地区耐药主要发生在

'*

$$

.*

岁)

012

检测结果为
&*

3

'

&*

% 及
&*

. 耐药率

最高且多为同时耐
'

种或
'

种以上药物(被检测的
J

组基因位点均有野生型和突变型被检测出)其中野生

型最多的为
BA'3.

)有
&%*

例&突变型最多的为
BA&J*

)

有
'3

例&野生型与突变型同时被检测出的最多的是

BA'%*

)有
3&

例(在
&*.

例基因突变中单个基因位点

突变的有
)J

例)

'

个或
'

个以上同时突变的有
%J

例(

突变率最高的为
BA&J*Y

)突变率为
3,(.'c

$

)'

"

&*.

%&其次是
BA'*)Z

)突变率为
'J(3*c

$

3*

"

&*.

%&

BA&J)9

及
BA'%*W

未检测到突变)突变率为
*

)基因突

变位点分布及比例不同)可能是突变位点存在地区差

异*

&&7&'

+

(本组有
%)

例$占
33(-%c

%患者标本未检测

到突变)可能标本中的
68Z

存在探针覆盖范围内的

基因序列的新碱基多肽而导致无法检测出来*

&3

+

(
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