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核苷类似物干预下慢性乙型病毒性肝炎患者
!"#

多聚酶区

基因突变检测分析

谭朝霞!汤影子#

!况雪梅!范
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熠!丁世涛

"第三军医大学西南医院全军感染病研究所!重庆
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摘
!

要"目的
!

研究重庆地区慢性乙型病毒性肝炎"慢乙肝%患者核苷类似物治疗过程中
!"#

多聚酶区"

+

%基因变异情况&

方法
!

选取
&)*

例接受核苷类似物治疗后出现病毒学突破的慢乙肝患者作为研究对象!采用
+,-

产物直接测序法!分析
!"#+

区基因变异发生情况&结果
!

&)*

例患者中有
$%'

例检测出基因型耐药!

,

基因型在基因型耐药患者中所占比例显著高于无基

因型耐药患者的比例"

!

%

*(**$

%&突变类型共计
%&

种!其中以
KDZ%*'T

突变最多见"

'$

!

&&($2

%!其次为
KD7$.*Z

(

KDZ%*'#

联

合突变"

%)

!

%*($2

%&主要核苷类似物耐药所占比例最高为拉米夫定"

/*()2

%!其次为阿德福韦"

%$(.2

%及替比夫定"

$/($2

%&

结论
!

!"#+

区基因耐药的氨基酸突变复杂多变!

KDZ%*'#

(

T

突变最为常见&基因
,

型患者更易出现基因型耐药&
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乙型肝炎病毒$

!"#

&可在慢性持续性感染'机体免疫压

力或抗病毒药物治疗过程中发生变异#近年来随着越来越多的

核苷$酸&类似物如拉米夫定$

76Z

&'阿得福韦酯$

64#

&'恩替

卡韦$

U8#

&'替比夫定$

748

&等在临床上的广泛运用#

!"#

耐

药问题日益突出#已成为慢性乙型病毒肝炎$慢乙肝&患者长期

抗病毒治疗的主要障碍(本文探讨重庆地区核苷类似物治疗

后
!"#

多聚酶$

+

区&基因突变的主要类型'发生频率及其与

!"#

基因型的关系#现报道如下(

@

!

资料与方法

@(@

!

一般资料
!

&)*

例患者均为
%**.

年在西南医院门诊就

诊的患者#诊断符合
%***

年修订的.病毒性肝炎防治方案/标

准+

$

,

#其中男
%/'

例#女
./

例#平均年龄
&'(/

岁%所有患者服

用核苷类似物的时间均超过
$

年以上#且治疗过程中出现病毒

学突破$

!"#456

较最低值升高超过
%;?

=

$*P?

H

:<B

"

O7

&(

@(A

!

方法

@(A(@

!

血清
!"#45!

提取
!

采用上海复兴公司生产的核

酸提取试剂提取
!"#456

#

$**

$

7

血清中加入
$**

$

7

核酸

提取液
6

#震荡混匀
$*B

#

$%***K

"

O:C

离心
$*O:C

#负压抽干

上清液%向沉淀内分别加入
%)

$

7

核酸提取液
"

#震荡混匀

$*B

#

$**W

保温
$*O:C

#

$%***K

"

O:C

离心
$*O:C

#上清液作

模板(

@(A(A

!

引物设计
!

根据
!"#+

区基因的保守序列#目的片段

扩增采用巢式
+,-

(用
+K:O<K+K<O:<K)(*

软件包设计引物

序列#引物由上海生工生物技术公司合成#序列为!外侧正向引

物
U9+

!

)e36QQ,,8868 66Q88QQ,Q 63&e

#反向引物

U6+

!

)e38,,8Q,8,66QQ66,,8,863&e

%内侧正向引

物
T9+

!

)e3,Y

$

8

"

,

&

8Q8688,,,68,,,68,3&e

#反向引

物
T6+

!

)e38Q6,686,888,,668,6686QQ3&e

(目

的片段共
&1*L

H

#涵盖了目前已知的主要
!"#

核苷类抗病毒

药物耐药突变位点(

@(A(B

!

+,-

反应体系
!

第
$

轮扩增体系!
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各
$

$

O?;

"

7

#
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#
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模板
%

$

7

#灭菌水加至
%)

$

7

(

反应条件!

@'W

预变性
.O:C

#

@'W&*B

#

)'W&*B

#

1%W$

O:C

共
&*

个循环#

1%W

延伸
$*O:C

(第
%

轮扩增体系!
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+,-LENN<K)

$

7

#

%)OZ Z

=

,;

%

&

$

7

#

$*

$

Z>58+'

$

7

#

T9+

'

T6+

各
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酶
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#第
$

轮产物
$

$

7

#灭菌水加至
)*

$

7

(反应条件!

@'W

预变性
.O:C

#

@'W&*B

#

))W'*B

#

1%

')%$

重庆医学
%*$$

年
)

月第
'*

卷第
$&

期



W)*B

扩增
&*

个循环#

1%W

延伸
$*O:C

(取
)

$

7+,-

产物

进行电泳鉴定#其余产物送上海生工测序#测序仪采用
6"T

&1&*

(

@(A(C

!

试剂和仪器
!

%)OZ Z

=

,;

%

#

$*

$

Z>58+

#

8I

`

酶'

$*\+,-"ENN<K

'

47%***456 ZIK̂<K

均购自
8ÎI-I

宝生物

科技有限公司#

+8,3%%)+<;D:<K8G<KOI;,

F

P;<K

热循环仪购自

Z[-U9U6-,!

公司(

@(A(D

!

!"#

基因型 '

+

区基因的序列及编码氨基酸的分析

方法
!

以
5,"T

基因分型中
%&

株基因型为
6

!

!

型的
!"#

全基因组标准序列为参照来确定基因型%采用
"TXU4T8

软件

包$版本
1(*(@

&进行核酸和氨基酸序列的比对#分析氨基酸的

变异#用于比对的参考序列包括!

6

型$

Z)1//&

和
g*%1/&

&'

"

型$

4**&&$

和
4**&%@

&'

,

型$

6Y$%&*'$

和
g1)/)/

&及
4

型

$

g*%'@/

和
g@1.'.

&(

@(B

!

统计学处理
!

采用
9+99$$()

统计软件进行数据处理#

组间率的比较采用
+<IKB?C

#

% 检验#

!

%

*(*)

为差异有统计学

意义(

A

!

结
!!

果

A(@

!

基因型分布
!

&)*

例患者中#有
$%'

例$

&/2

&患者检测

出基因型耐药#

$%'

例基因型耐药患者中
"

基因型
%&

例

$

$.()2

&#

,

基因型
$*$

例$

.$()2

&%

%%/

例无基因型耐药患者

中
"

基因型
$*&

例$

')(/2

&#

,

基因型
$%&

例$

)'('2

&#

,

基

因型在基因型耐药患者中所占比例显著高于无基因型耐药患

者的比例$

#

%

]%)(&.)

#

!

%

*(**$

&(

A(A

!

耐药突变类型
!

单纯
KDZ%*'T

突变
'$

例$

&&($2

&#单纯

KDZ%*'#

突变
$

例$

*(.2

&#单纯
KD9%$&8

突变
%

例$

$(/2

&#

单纯
KD#%*1Z

突变
'

例$

&(%2

&#单纯
KD6$.$8

突变
/

例

$

'(.2

&#单纯
KD6$.$#

突变
1

例$

)(/2

&#单纯
KD5%&/8

突变

'

例$

&(%2

&#单纯
KDZ%)*T

突变
$

例$

*(.2

&#出现
KDZ%*'#

"

KD7$.*Z

突变
%)

例$

%*(%2

&#

KDZ%*'T

"

KD#%*17

突变
&

例

$

%('2

&#

KDZ%*'#

"

KD9%$&8

突变
$

例$

*(.2

&(

KDZ%*'#

"

KD7$.*Z

"

KD#%*17

"

KD9%$&8

突 变
$

例 $

*(.2

&#

KDZ%*'T

"

KDZ%)*7

突 变
$

例 $

*(.2

&#

KDZ%*'T

"

KD7$.*Z

突 变
.

例

$

/()2

&#

KDZ%*'#

"

KD7$.*Z

"

KD#$1&7

突 变
/

例 $

'(.2

&#

KDZ%*'T

"

KD9%$&8

突 变
&

例 $

%('2

&#

KDZ%*'#

"

KD7$.*Z

"

KD6$.$8

"

KD5%&/8

突变
$

例$

*(.2

&#

KD6$.$8

"

KD5%&/8

突变

$

例$

*(.2

&#

KD6$.$#

"

KDh%$)!

突变
$

例$

*(.2

&#

KD6$.$9

"

KD5%&/8

突 变
$

例 $

*(.2

&#

KD6$.$#

"

KD5%&/8

突 变
$

例

$

*(.2

&#

KD6$.$8

"

KD5%&/8

突 变
'

例 $

&(%2

&#

KD9%$&8

"

KD5%&/8

突变
$

例$

*(.2

&#合计
%&

种突变类型(

图
$

!!

主要核苷类似物耐药所占比例

A(B

!

核苷类似物耐药所占比例及其突变类型
!

主要核苷类似

物耐药所占比例见图
$

(

76Z

耐药率为
/*()2

$

1)

"

$%'

&#

%*'

位点变异率为
@%2

$

/@

"

1)

&#其中
KDZ%*'#

占
')2

$

&'

"

1)

&#

KDZ%*'T

占
'/(12

$

&)

"

1)

&%

KD7$.*Z

位点变异率为
)&(&2

$

'*

"

1)

&#全部合并有
KDZ%*'#

"

T

变异%

%*1

位点变异率为

@(&2

$

1

"

1)

&%

%$&

位点变异率为
@(&2

$

1

"

1)

&(

64#

耐药率

为
%$(.2

$

%1

"

$%'

&#其中
$.$

位点单独变异占
'.($2

$

$&

"

%1

&#

%&/

位点单独变异占
$'(.2

$

'

"

%1

&#

$.$

"

%&/

联合变异占

%)(@2

$

1

"

%1

&#

KD9%$&8

"

KD5%&/8

变异率为
&(12

$

$

"

%1

&#

KD6$.$#

"

KDh%$)!

变异率
&(12

$

$

"

%1

&#

KDZ%*'#

"

KD6$.*Z

"

KD6$.$8

"

KD5%&/8

变异
$

例
&(12

$

$

"

%1

&#为
76Z

及
64#

序

贯治疗中出现的变异(

U8#

耐药率为
$(/2

$

%

"

$%'

&#

KDZ%)*T

单独变异
$

例#

KDZ%)*T

联合
KDZ%*'T

变异
$

例(

748

变异率

为
$/($2

$

%*

"

$%'

&#全部为
KDZ%*'T

变异(

B

!

讨
!!

论

我国是慢乙肝的高发区#抗病毒治疗是慢乙肝治疗的一个

重要方面(核苷类似物由于血清
!"#456

短期转阴率高'

不良反应少'服用简便等特点#在临床上已得到广泛应用(现

已发现#有些病例在长期用药过程中发生了耐药#形成耐药性

的机制是由于长期用药后诱导了
!"#+

区基因突变+

%

,

(核

苷类药物中
76Z

耐药率最高#亚洲一项多中心研究显示

76Z

治疗
$

'

%

'

&

'

'

'

)

年
YZ44

$酪氨酸
3

甲硫氨酸
3

天门冬氨

酸
3

天门冬氨酸&变异发生率分别为
$)2

'

&.2

'

))2

'

/12

'

/@2

#提示
76Z

疗程越长#

!"#+

区变异发生率越高+

&

,

(有

资料显示#未用药也有可能发生
!"#+

区基因原发耐药变

异#变异率达
&(*2

左右+

'

,

(因此首次选择核苷类药物治疗#

最好进行基因耐药变异检测#以排除原发耐药(

本研究显示对核苷类似物耐药的患者比例依次为
76Z

$

64#

$

748

$

U8#

(

!"#+

区基因变异位点及类型较为复

杂#

KDZ%*'

为
76Z

主要突变位点与以往报道一致+

)

,

(其中

以
KDZ%*'T

突变最常见#为
'$

例$

&&($2

&#其次
KDZ%*'#

联

合
KD7$.*Z

突变为
%)

例$

%*($2

&#

KDZ%*'T

联合
KD7$.*Z

突

变
.

例$

/()2

&#单纯
KD6$.$#
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