
·临床研究·

永川地区慢性乙型肝炎患者病毒基因分型及耐药性研究
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　　摘　要：目的　探讨永川地区慢性乙型肝炎患者乙型肝炎病毒类型分布、耐药情况及其临床意义。方法　采用基因芯片法对

６０５例慢性乙型肝炎患者经核苷（酸）类似物治疗后，进行耐药情况分析，并对发生耐药的乙型肝炎ＤＮＡ进行分析。结果　永川

地区６０５例慢性乙型肝炎患者的基因分型以Ｂ型为主６３．１％，１１６例慢性乙型肝炎患者出现不同位点耐药，耐药率为１９．１７％。

耐药突变型以Ｂ型为主，其中对阿德福韦酯耐药占所有耐药突变的４９．１４％ 且以Ｂ型逆转录酶２３６Ｔ为主，为３５．０９％；拉米夫定

耐药以Ｂ型逆转录酶１０８ Ｍ为主，占３４．２９％，荧光定量ＰＣＲ仪检测发现发生耐药患者的病毒复制数与未发生耐药患者病毒复

制数存在差异（犘＜０．０５）。结论　监测慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶ耐药基因突变情况，有助于早发现临床乙型肝炎耐药患者，指导

临床合理应用抗病毒药治疗乙型肝炎，提高治疗效果。
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　　乙型病毒性肝炎（简称乙肝），是由乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）

感染机体后所引起的疾病。２０１０年版慢性乙型肝炎防治指南

指出慢性乙型肝炎治疗的总体目标是：最大限度地长期抑制

ＨＢＶ，减轻肝细胞炎症坏死及肝纤维化，延缓和减少肝脏失代

偿、肝硬化、肝癌及其并发症的发生［１］。循证医学研究表明长

期使用核苷（酸）类似药物可能导致 ＨＢＶ基因产生耐药性突

变，从而导致病情反复或反弹［２３］。本研究通过分析永川地区

乙型肝炎患者治疗过程中的乙型肝炎耐药情况，对了解该地区

乙型肝炎病毒分型，减少 ＨＢＶ变异和耐药的产生，指导临床

合理治疗乙型肝炎具有重要意义［４］。

１　资料与方法

１．１一般资料　２０１１年１月至２０１２年１２月间来本院门诊和

住院的慢性 ＨＢＶ感染者共６０５例，其中男３７９例，女２２６例，

年龄１５～６５岁，诊断按照慢性乙型肝炎诊断（２０１０版）
［１］的诊

断标准，所有病例其他类型的肝炎病毒（甲、丙、丁、戊、庚）均为

阴性，所有样本收集均征得患者同意，并与患者签订了知情同

意书。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　静脉采集慢性乙型肝炎患者不抗凝血３

ｍＬ，２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，分离血清置１．５ｍＬＥＰ管中，

－２０℃储存备用。

１．２．２　荧光定量ＰＣＲ检测　循环参数设定：尿嘧啶Ｎ糖基

化酶（ＵＮＧ酶）反应５０℃，２ｍｉｎ；Ｔａｑ酶活化９４℃，２ｍｉｎ；变

性９４℃，１０ｓ；退火；延伸及荧光采集６０℃，３０ｓ；ＰＣＲ仪冷却

３５℃，１０ｓ；详细操作按荧光定量试剂盒说明书。ＨＢＶＤＮＡ

定试剂盒量（上海科华生物工程股份有限公司），荧光定量

ＰＣＲ仪（上海宏石有限公司）。

１．２．３　基因芯片反向斑点杂交检测　ＨＢＶＤＮＡ耐药基因芯
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片试剂盒（深圳亚能生物技术有限公司），ＦＹＹ３型分子杂交

仪（兴化市分析仪器厂），ＰＣＲ 扩增仪（中国杭州博日有限公

司），ＨＢＶＤＮＡ提取及扩增、杂交条件的具体操作按说明书。

根据显色（蓝色斑点）出现的阵列位点直接判读 ＨＢＶ的基因

型和耐药突变类型。

１．２．４　血清标志物检测　乙型肝炎病毒血清标志物和甲、丙、

戊、庚型肝炎病毒抗体检测试剂盒由厦门新创公司提供，具体

操作按照说明书。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据处理，计量

资料以狓±狊表示，采用狋检验进行单因素统计学分析，率的比

较用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶ基因分型情况　６０５例慢性乙

型肝炎患者中，Ｂ型基因型３８２例（６３．１％），Ｃ型基因型１８９

例（３１．２％），Ｂ、Ｃ混合基因型１８例（３．０％），Ｄ基因型９例

（１．５％），Ｂ、Ｃ、Ｄ以外的其他基因型７例（１．２％）。Ｂ型慢性乙

型肝炎患者所占百分比明显高于Ｃ型，差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。

２．２　慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶＢ、Ｃ、Ｄ基因型耐药情况　６０５

例慢性乙型肝炎患者中，５１６例对拉米夫定敏感，３５例对拉米

夫定耐药，５７例对阿德福韦酯耐药，２３例表现为多重耐药性。

５７例对阿德福韦酯耐药的突变基因型中，耐药基因型表现为

Ｂ型基因型和Ｃ型基因型为主，Ｂ、Ｃ混合型与其他型未见耐

药，其突变基因型以２３６Ｔ为主，且多见于Ｂ基因型，Ｂ型２３６Ｔ

基因突变型为３５．０９％，Ｂ型基因型和Ｃ型基因型的２３６Ｔ基

因突变型为５０．８０％，见表１。３５例对拉米夫定耐药，耐药以

Ｂ、Ｃ型基因型为主，其他型未见耐药。其突变基因型以

ｒｔ１０８Ｍ为主，且多见于Ｂ基因型。Ｂ型ｒｔ１０８Ｍ基因突变型为

３４．２９％。Ｂ型基因型和Ｃ型基因型的ｒｔ１０８Ｍ 基因突变型为

４８．５７％，见表２。

表１　　ＨＢＶＢ、Ｃ基因型与阿德福韦酯耐药

　　　变异类型的关系［狀（％）］

ＨＢＶ基因型 ｒｔＡ１８１Ｖ ｒｔ２３６Ｔ ｒｔ１８１Ｖ＋ｒｔ２３６Ｔ

Ｂ １５（２６．３２） ２０（３５．０９） ４（７．０１）

Ｃ ６（１０．５３） ９（１５．７９） ３（５．２６）

合计 ２１（３６．８５） ２９（５０．８８） ７（１２．２７）

表２　　ＨＢＶＢ、Ｃ基因型与拉米夫定耐药

　　　变异类型的关系［狀（％）］

ＨＢＶ基因型 ｒｔ１０８Ｍ ｒｔ２０４Ｖ ｒｔ２０４Ｉ ｒｔ１０８Ｍ＋ｒｔ２０４Ｖ

Ｂ １２（３４．２９）７（２０．００） ２（５．７１） ２（５．７１）

Ｃ ５（１４．２９）６（１７．１４） ０（０．００） １（２．８５）

合计 １７（４８．５８）１３（３７．１４） ２（５．７１） ３（８．５７）

２．３　ＨＢＶ耐药患者乙型肝炎ＤＮＡ复制数与未发生 ＨＢＶ耐

药ＤＮＡ复制数关系　临床上应用核苷（酸）类药物治疗出现

耐药 的 １１６ 例 患 者，常 见 耐 药 位 点 为：ｒｔａ１８１Ｖ、ｒｔ２３６Ｔ、

ｒｔ２０４Ｖ、ｒｔ１８０Ｍ ，患者发生乙型肝炎耐药后ＨＢＶ病毒（７．０８±

４．１２）×１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ，而未发生乙型肝炎耐药后 ＨＢＶ病毒

（６．０８±３．５２）ｃｏｐｙ／ｍＬ，两者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

目前，ＨＢＶ可分为Ａ～Ｉ基因型。ＨＢＶ基因型分布有明

显地域性，文献报道国内 ＨＢＶ基因型以Ｂ型、Ｃ型和Ｄ型为

主。ＨＢＶ基因型分布在中国存在明显地区和民族差异。北方

以Ｃ型为主，南方以Ｂ型为主，汉族以Ｂ、Ｃ为主，Ｄ型少见。

经对永川地区乙型肝炎患者的 ＨＢＶ基因型分析发现，在６０５

例慢性乙型肝炎患者中，Ｂ基因型３８２例（６３．１％）；Ｃ基因型

１８９例（３１．２％）；Ｂ，Ｃ混合基因型１８例（３．０％）；Ｄ基因型９例

（１．５％）；Ｂ，Ｃ，Ｄ以外的其他基因型７例（１．２％）。结果表明：

ＨＢＶ基因型以Ｂ型为主，Ｃ型较少，与目前文献报道比较一

致［５６］。本研究在对乙型肝炎耐药性研究的同时采用酶联免疫

吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方法检测其他肝炎病毒血清学指标，有效保

证患者为单纯乙型肝炎病毒感染引起慢性乙型肝炎，只有其他

类型的肝炎病毒（甲、乙、丙、丁、戊、庚）均为阴性的患者才能作

为研究纳入研究对象，这样可防止临床并发其他病毒感染患者

对实验的干扰。

拉米夫定是最早被用于乙型肝炎抗病毒治疗药物［７］，其主

要是通过抑制乙型肝炎ＤＮＡ的合成发挥作用，拉米夫定的耐

药突变位点主要集中在逆转录酶Ｃ区上的ＹＭＤＤ基因序列与

保守Ｂ区（主要包括ｒｔ１０８Ｍ、ｒｔ２０４Ｖ、ｒｔ２０４Ｉ３个突变位点），由

于拉米夫定使用早，易发生突变，临床已不常使用［８１０］。本研

究发现永川地区乙型肝炎耐药主要表现为对阿德福韦酯耐药，

这可能与临床医生广泛使用阿德福韦酯治疗乙型肝炎有关。

阿德福韦酯作为一种腺苷酸的类似物，具有广谱抗病毒特点，

其主要通过竞争性的抑制ｄＡＴＰ结合到病毒ＤＮＡ 上，从而阻

止病毒ＤＮＡ的合成。阿德福韦酯耐药突变主要表现为 ＨＢＶ

逆转录酶Ｂ区的ｒｔＡ１８１Ｖ和Ｄ区的ｒｔ２３６Ｔ
［１１］。５７例对阿德

福韦酯耐药的突变基因型中，表现为Ｂ和Ｃ基因型出现耐药

（３８例为Ｂ型，１９例为Ｃ型），Ｂ，Ｃ混合型与其他型未见耐药。

突变基因型以２３６Ｔ为主，未检测出２０７Ｉ突变基因型。研究还

表明：永川地区Ｂ型较Ｃ型更容易对阿德福韦酯产生耐药，临

床乙型肝炎患者一旦发生 ＨＢＶ耐药后病毒复制相数对较高，

而未发生耐药患者，病毒复制数普遍偏低，提示：慢性乙型肝炎

患者治疗过程要重视 ＨＢＶ耐药性发生，加强对乙型肝炎治疗

效果的评估，建议临床医生在乙型肝炎治疗过程中密切关注病

毒复制和耐药情况。一但发生耐药要及时调整治疗方案，如对

于拉米夫定、恩替卡韦发生耐药者，可加用阿德福韦酯联合治

疗。对于阿德福韦酯耐药者，可加拉米夫定、替比夫定、恩替卡

韦联合治疗，以提高治疗效果［１２１３］。

ＨＢＶ耐药基因检测方法主要有质谱分析法、限制性片段

长度多态法、线性探针分析法、荧光定量ＰＣＲ 熔解曲线分析

法、基因芯片技术等［１４］。本研究采用ＰＣＲ扩增法和ＤＮＡ反

向斑点杂交相结合的基因芯片技术，可一次性检测 ＨＢＶ３种

常见基因型（Ｂ、Ｃ、Ｄ型）及对临床上所用药物拉米夫定、阿德

福韦酯、替比夫定、恩替卡韦等常见耐药相关点的突变检测。

该法准确度高、灵敏高和特异性好、检测速度快，值得在临床广

泛推广使用［１５］。
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