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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
HBV YMDD mutations and the polymorphism 
of human leukocyte antigen (HLA) alleles in 
patients with chronic hepatitis B virus (HBV) 
infection.

METHODS: Fluorescent hybridization biprobe 

PCR and melting curve assay (FH-PCR-MC) was 
used to determine HBV YMDD mutations in 
serum specimens from 142 patients with chronic 
HBV infection. HLA-A, B, and DRB1 alleles in 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
were detected by polymerase chain reaction-
sequence specific primer (PCR-SSP). The PBMCs 
were collected from 56 of the 142 patients.

RESULTS: YMDD mutations occurred in 56.3% 
of the 142 patients who received lumivudine 
treatment. The frequencies of HLA-B*58 and 
DRB1*03 alleles were significantly lower in 
YMDD mutation group in comparison with 
those in YMDD wild group (0.013 vs 0.094, P = 
0.036; 0.000 vs 0.063, P = 0.024). The frequency of 
HLA-A*30 allele was markedly higher in YIDD 
group than that in YVDD group (0.158 vs 0.024, 
P = 0.034), while the frequency of HLA-A*33 al-
lele was lower in YIDD group ( 0.119 vs 0.000, P = 
0.028).

CONCLUSION: YMDD mutation is associ-
ated with the polymorphism of HLA alleles in 
patients with chronic hepatitis B. Individuals 
with HLA-B*58 and DRB1*03 alleles may have 
resistance to YMDD mutation. Patients with 
HLA-A*30 allele may have a susceptibility to 
YIDD mutation, and those with HLA-A*33 al-
lele are susceptible to YVDD mutation. 

Key Words: Hepatitis B virus; Chronic hepatitis B; 
YMDD mutation; HLA allele
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摘要
目的: 初步探讨慢性乙型肝炎(C H B)患者
拉米夫定治疗中Y M D D变异与H L A-A, B, 
DRB1各位点等位基因分布频率的相关性. 

方法: 对142例CHB患者, 采用荧光标记杂交
双探针PCR融解曲线法(FH-PCR-MC)检测血

■背景资料
目 前 常 用 的 抗
HBV药物有干扰
素和核苷类似物. 
干扰素(IFN)是机
体组织细胞产生
的一种具有抗病
毒、抗细胞增殖
和免疫调节等生
物活性的细胞因
子. 核苷(酸)类似
物是一类抗病毒
的 化 学 药 物 ,  目
前已批准临床应
用的有拉米夫定
(LMD)、阿德福
韦(adefovir)和恩
替卡韦(entecavir). 
美国FDA于1998
年底批准葛兰素
威康公司的拉米
夫定(贺普丁)用于
治疗CHB. 但长期
应用易发生HBV 
YMDD变异, 从而
影响拉米夫定的
疗效和应用. 目前
HBV YMDD变异
的机制尚未完全
阐明.
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浆HBV YMDD变异; 对其中56例患者的外周
血白细胞, 采用序列特异性引物/聚合酶链式
反应(PCR-SSP)技术检测人类白细胞表面抗
原等位基因(HLA-A, B, DRB1)分型. 

结果: 在用拉米夫定治疗的142例CHB患者
中, Y M D D变异率为56.3%. H L A-B*58和
DRB1*03等位基因分布频率在YMDD变异组
与YMDD野生组比较有显著性降低(0.013 vs 
0.094, P = 0.036; 0.000 vs  0.063, P  = 0.024)；
HLA-A*30等位基因分布频率在YIDD组明
显增高, 与YVDD组比较差异显著(0.158 vs  
0.024, P  = 0.034); HLA-A*33等位基因分布频
率在YVDD变异组明显增高, 与YIDD变异组
比较差异显著(0.119 vs  0.000, P  = 0.028).

结论: YMDD耐药变异与HLA等位基因多态
性有一定相关性. 携有HLA-B*58和DRB1*03
等位基因的个体感染的H B V可能不易发生
YMDD变异; 携有HLA-A*30等位基因的个
体感染的HBV可能易发生YIDD变异; 携有
HLA-A*33等位基因的个体感染的HBV可能
易发生YVDD变异.

关键词: 乙型肝炎病毒；慢性乙型肝炎；YMDD变

异；人类白细胞抗原等位基因
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0  引言

HBV感染仍然是全球性的健康问题. 目前全球

约有20亿人感染过HBV, 其中慢性感染者达3.5
亿之多, 并易发展为肝硬化和肝癌, 每年约有

100万人死于肝硬化和肝癌, 严重地威胁着人类

的健康. 我国是乙型肝炎高发区, 约占全球HBV
感染者的50%, 对HBV的防治仍是我国健康与

传染病控制中的首要问题[1-2]. 拉米夫定是目前

治疗慢性乙型肝炎(CHB)较有效的药物, 但长期

服用易出现耐药. 这主要与HBV的多聚酶基因

变异有关, 在HBV基因序列上主要表现为739位
A→G 或741位G→T,在HBV聚合酶上表现为酪

氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨酸(tyrosine-
methionine-asparticacid-asparticacid, YMDD)
基序改变, 即第522位蛋氨酸(M)被缬氨酸(V)
或异亮氨酸(I)所取代, 形成M552V(YVDD)与
M552I(YIDD)变异株[3-7]. 他们可单独或混合存

在, 在群体中表现出异质性. 目前HBV YMDD变

异发生的机制尚不清楚. 大量研究表明YMDD
变异与用药时间呈正相关[8-11]. 近年也有研究报

道YMDD变异可能与机体感染的HBV基因型[12-14]

以及机体免疫功能[15-19]等因素有关. 人类白细

胞抗原(HLA)作为免疫遗传因素在HBV感染、

免疫和治疗中已备受关注[20-22]. HLA等位基因

在乙肝疫苗的有无应答[23-24]、乙肝病毒的清除

或持续[25-27]、对干扰素治疗反应[28-30], 以及肝硬

化等[31]的发生上都有优势位点. 但YMDD变异

与HLA等位基因多态性是否相关未见报道. 为
深入探讨HBV YMDD变异的机制, 对拉米夫定

治疗的CHB患者HBV YMDD变异和HLA-A, B, 
DRB1等位基因多态性进行了检测和分析 . 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-10/2005-11就诊CHB患者142例, 
男112例, 女30例, 年龄18-63(平均42.4±11.9)岁, 
诊断符合第10次全国病毒性肝炎及肝病学术会

议讨论修订的诊断标准[32]. 所有患者均口服拉米

夫定(100 mg/d)进行治疗, 时间为8-40 mo; 均为

无血缘关系的黑龙江地区汉族人, 排除免疫性

疾病和共感染因素. HBV YMDD突变核酸扩增

(PCR)荧光检测试剂购自深圳匹基生物工程有

限公司; HLA-A, B, DRB1等位基因检测试剂盒

(Biotest ABDR SSPtray kit)购自北京诺诗生物技

术有限公司. 
1.2 方法 HBV YMDD变异采用荧光标记杂交双

探针荧光PCR融解曲线法(FH-PCR-MC)检测, 具
体操作步骤按试剂盒的说明进行. 该试剂盒可

检出YMDD野生型(YMDD)、变异型(YVDD或

YIDD)或混合型(YVDD和YIDD). 根据对照品融

解温度(Tm)值和标本Tm值之间符合情况, 判定

标本YMDD变异类型. 对照品Tm值: YMDD(Tm) 
= 50.0±1.5˚C; YVDD(Tm) = 58.0±1.5˚C; 
YIDD(Tm) = 42.5±1.5˚C(图1). HLA-A, B, DRB1
等位基因采用序列特异性引物/聚合酶链式反应

(PCR-SSP)技术检测; 基因组DNA提取、PCR反
应和电泳按试剂盒说明进行; 通过凝胶成像分析

系统记录电泳结果(图2); 用试剂公司提供的软

件进行HLA等位基因判断. 该试剂盒可检测HLA 
A*01-80等位基因44个, B*07-83等位基因163个
和DRB1*01-16等位基因43个. 等位基因分布频率

(AF)采用直接计数法. 
统计学处理 分组间比较采用χ 2检验, P <0.05

■研发前沿
深 入 研 究 H B V 
YMDD变异发生
的机制和影响因
素, 以及如何控制
HBV YMDD变异
的发生是目前该
领域研究的热点.
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YVDD组中为优势基因; HLA-A*33和DRB1*09
在YMDD组中为优势基因.
2.3 YMDD变异组和野生组HLA-A, B, DRB1
各位点等位基因分布频率  在40例Y M D D变

异(YIDD或/和YVDD)患者中, HLA-B*58和
D R B 1 * 0 3等位基因分布频率明显降低 ,  与
YMDD比较差异显著(0.013 vs  0.094, P  = 0.036; 
0.000 vs  0.063, P  = 0.024); 虽然HLA-A*31和
A*33均有2倍以上降低(OR﹤0.500), HLA-B*40, 
D R B1*07和D R B1*15等位基因频率均有2倍
以上增高(O R >2.000), 但均没有统计学意义

(P >0.05)(表2). 其他位点未见明显差异. 
2.4 YIDD和YVDD 变异组HLA-A, B, DRB1各

位点等位基因分布频率 在YIDD组, HLA-A*30
等位基因分布频率明显增高, 而HLA-A*33则
明显降低, 与YVDD组比较差异显著(0.158 vs 
0.024, P  = 0.034和0.000 vs 0.119, P  = 0.028); 
HLA-A*01和A*32在YIDD组也明显增高, 但与

YVDD组比较统计学上均无显著差异(0.079 vs 
0.000, P  = 0.063); HLA-DRB1*09和DRB1*11在
YIDD组均较YVDD组2倍以上增高(OR >2.000), 
HLA-A*24, B*15和B*35在YIDD组均较YVDD
组2倍以上降低(OR﹤0.500), 但均没有统计学意

有统计学意义; AF≥0.010的等位基因纳入统计

分析; 关联度采用优势比(odds ratio, OR )反映, 
并计算其95%可信区间(95%CI). 数据处理采用

SPSS 10.0统计软件完成.

2  结果

2.1 HBV YMDD变异检测 在142例CHB患者中, 
62例为YMDD野生型(YMDD), 占43.7%; 80例发

生YMDD变异, 占56.3%. 在YMDD变异中, 38例
发生YIDD变异, 占47.5%; 24例发生YVDD变异, 
占30.0%; 18例发生YIDD+YVDD混合变异, 占
22.5%.
2.2 YMDD, YIDD和YVDD 3组中HLA-A, B, 
DRB1各位点等位基因分布(表1) 对56例检测

了HBV YMDD变异的CHB患者(包括YMDD16
例、YIDD19例和YVDD21例)的外周血白细

胞进行了HLA-A, B, DRB1等位基因检测. 检
出HLA-A*01-68共11个位点, HLA-B*07-58共
14个位点, HLA-DRB1*01-15共11个位点. 以
AF≥1.00为优势基因, HLA-A*02, 11, B*13和
DRB1*12在3组中均为优势基因, 而HLA-A*30, 
B*40和DRB1*07, 09, 15在YIDD组中为优势

基因; HLA-A*24, 33, B*40和DRB1*07, 15在

■创新盘点
本文对56例应用
拉米夫定的CHB
患 者 ( Y M D D 1 6
例 、 Y I D D 2 1
例 和 Y V D D 1 9
例)HLA多态性进
行 了 检 测 ,  检 出
了HLA-A*01~68
共 1 1 个 位 点 , 
HLA-B*07~58共
14个位点, HLA-
DRB1*01~15共11
个位点. 结果分析
表明HBV YMDD
耐药变异与HLA
等位基因多态性
可能有一定相关. 
携有HLA-B*58和
DRB1*03等位基
因的个体感染的
HBV可能不易发
生YMDD变异; 携
有HLA-A*30等位
基因的个体感染
的HBV可能易发
生YIDD变异; 携
有HLA-A*33等位
基因的个体感染
的HBV可能易发
生YVDD变异.

图  1  YMDD及其变异标准质粒融
解曲线图(Tm值). Tm: YIDD 42.5±
1.5℃, YMDD 50.0±1.5℃, YVDD 
58.0±1.5℃. 

图  2  HLA-A, B, DRB1等位基因电泳图. A: HLA-A*26/A*30, B*13/B*40, DRB1*07/DRB1*11; B: HLA-A*02/A*11, 
B*35/B*55, DRB1*01/DRB1*14.
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义(P >0.05)(表3). 其他位点未见明显差异.

3  讨论

拉米夫定即2' ,3 '-双脱氧-3 '-硫代胞嘧啶核苷

(3TC), 为双脱氧胞嘧啶核苷类似物, 是逆转录酶

抑制剂. 拉米夫定口服后在体内磷酸化为三磷酸

3TC, 和dGTP竞争掺入病毒DNA链中, 抑制HBV
的逆转录酶, 有效阻止病毒核酸的合成.由于拉

米夫定能抑制HBV DNA复制, 故能迅速降低患

者的血清HBV DNA水平, 促进血清丙氨酸转氨

酶(ALT)恢复正常[33], 获得一定比率的HBeAg消
失[34], 改善肝组织损伤[35], 已广泛应用于CHB患
者的治疗, 但长期应用易发生耐药. YMDD变异

是拉米夫定治疗发生耐药的主要原因[34]. 本研

究对142例应用拉米夫定治疗的CHB患者进行

了YMDD变异及其分型检测, 结果YMDD变异

总检出率为56.3%, 与文献报道基本一致[8-11].在
YMDD变异中, YIDD变异占47.5%; YVDD变异

占30.0%; YIDD+YVDD混合变异占22.5%. 这些

结果也体现了YMDD变异的异质性和个体差异.
我们以前的研究已表明不同个体感染相同

基因型, 用相同的药物剂量, 可发生不同的变异

类型; 不同的HBV基因型发生YIDD和YVDD的

变异趋势不同, 如B基因型以YVDD变异为主占

77.8%, 而YIDD变异仅占22.2%; C基因型则以

YIDD变异为主占50.0%, YVDD变异占25.0%, 
YVDD+YIDD混合变异占25.0%[14]. 另外, HLA
等位基因的多态性不仅与HBV在体内的持续或

清除有关[27], 也与易感染何种HBV基因型有关

(资料未发表). 为探讨YMDD变异的异质性和个

体差异是否与HLA等位基因的多态性相关, 我
们对142 例应用拉米夫定的CHB患者中的56例

■应用要点
本文为深入研究
HBV YMDD发生
的机制和影响因
素, 以及如何控制
HBV YMDD发生
和开展个体化治
疗等提供理论和
实验依据.
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0.143
0.071
0.071
0.024
0.262
0.000
0.024
0.167

1
7
0
4
5
2
2
3
0
5
0
1
6
3
2
1
3
2
1
1
3
0
0
1
3
1
2
3
3
1
6
2
8
1
2
2

0.031
0.219
0.000
0.125
0.156
0.063
0.063
0.094
0.000
0.156
0.000
0.031
0.188
0.094
0.063
0.031
0.094
0.063
0.031
0.031
0.094
0.000
0.000
0.031
0.094
0.031
0.063
0.094
0.094
0.031
0.188
0.063
0.250
0.031
0.063
0.063

0.079
0.211
0.079
0.105
0.053
0.053
0.158
0.000
0.079
0.000
0.053
0.053
0.211
0.026
0.026
0.000
0.211
0.079
0.079
0.000
0.026
0.053
0.000
0.053
0.000
0.026
0.000
0.079
0.211
0.053
0.158
0.079
0.158
0.026
0.026
0.105

  0
10
  4
  7
  7
  1
  1
  2
  0
  5
  1
  1
  5
  4
  4
  1
  8
  4
  1
  2 
  3
  2
  3
  0
  1
  2
  0
  4
  6
  3
  3
  1
11
  0
  1 
  7

表  1   不同YMDD变异HLA- A，B，DRB1各位点等位基因频率分布

YIDD			            YVDD			   YMDD

n = 19                   AF	           n  =21                      AF	                         n  = 16                AF
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(YMDD16例、YIDD21例和YVDD19例)HLA
多态性进行了检测和分析 ,  结果表明H L A-
DRB1*03和B*58等位基因频率在YMDD变异组

明显低于YMDD野生组(P  = 0.024和P  = 0.036), 
说明含有HLA-DRB1*03和B*58等位基因的患者

可能不易发生YMDD变异; HLA-A*33等位基因

频率在YVDD变异组显著高于YIDD变异组(P  = 
0.028), 但在YMDD变异组与YMDD野生组比较

中无差异, 说明含有HLA-A*33等位基因的患者

可能与YMDD变异发生无关, 但若发生YMDD
变异则可能以YVDD变异为主.HLA-A*30等位

基因分布频率在YIDD组明显高于YVDD组, 为7
倍以上增高(OR = 7.688, P  = 0.034), 但在YMDD
变异组与YMDD野生组比较中无差异, 说明含有

这些等位基因的患者也可能与YMDD变异发生

无关, 但若发生YMDD变异则可能以YIDD变异

为主. 另外, HLA-B*40, DRB1*07和DRB1*15等
位基因分布频率在YMDD变异组都高于YMDD

野生组2倍以上, 但统计学上差异不显著, 而且

在变异分型比较中这些等位基因都未见明显差

异, 提示含有这些等位基因的患者可能有发生

YMDD变异的趋势, 但没有变异类型上的差异, 
其确切的临床意义还有待于扩大标本量进一步

研究.
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表  2   YMDD变异组和野生组HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率差异

HLA
Alleles

03
31
33
40
52
58
03
07
09
15

YMDD变异                     YMDD

  7
  2
  5
16
  4
  1
  0
14
  9
11

n = 40
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0.025
0.063
0.200
0.050
0.013
0.000
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0.113
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0
3
5
3
0
3
2
3
6
2
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表  3   YIDD和YVDD 变异组HLA-A, B, DRB1各位点等位基因分布频率差异

HLA
Alleles

      YIDD                         YVDD

n = 19 AF	   n  = 21         AF
χ2 	       P  	           OR 	                95%CI

DRB1

B

01
24
30
31
32
33
13
15
35
48
55
09
11
12

3
2
6
0
3
0
8
1
1
0
0
6
3
6

0.079
0.053
0.158
0.000
0.079
0.000
0.211
0.026
0.026
0.000
0.000
0.158
0.079
0.158

  0
  7
  1
  2
  0
  5
  5
  4
  4
  2
  3
  3
  1
11

0.000
0.167
0.024
0.048
0.000
0.119
0.119
0.095
0.095
0.048
0.071
0.071
0.024
0.262

3.445
2.598
4.492
1.856
3.445
4.825
1.227
1.617
1.617
1.856
2.820
1.494
1.277
1.290
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0.107
0.034
0.173
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0.028
0.268
0.203
0.203
0.173
0.093
0.222
0.258
0.256

-
0.278
7.688
0.000
-
0.000
1.973
0.257
0.257
0.000
0.000
2.438
3.514
0.528

-
0.054-1.430
0.880-67.121
-
-
-
0.585-6.662
0.027-2.406
0.027-2.406
-
-
0.565-10.523
0.350-35.322
0.174-1.604

A 
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