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Abstract
AIM: To establish a simple, accurate and practical 
method for the detection of adefovir dipivoxil 
resistance-associated mutation (rtA181V 
mutation) in hepatitis B virus.

METHODS: Four shares of serum were collected 
from patients who had been treated with adefovir 
dipivoxil for more than 1 year, and HBV DNA 
replication reoccurred. Two pairs of primers were 
designed to amplify the region of HBV reverse 
transcriptase codon 181(rt181) in order to intro-
duce a BlpI restriction site upon PCR product of 
wild type (wt). After amplification, the PCR prod-
ucts were digested with BlpI and then subjected to 
electrophoresis. The patterns of rtA181V mutation 
were detected by restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) analysis.

RESULTS: Of the 4 patients, rtA181V mutation 

was detected in 2 cases by the above method. The 
established nest PCR-RFLP assay could detect 
HBV DNA at the level of 103 copies/L. The result 
of RFLP analysis was in accordance with that of 
DNA sequencing.

CONCLUSION: The ntPCR–RFLP assay is a 
rapid, simple, specific and sensitive method for 
the detection of rtA181V mutation in HBV.
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摘要
目的: 建立一种简便、快速、实用的乙型肝

炎病毒(H B V)阿德福韦(A D V)耐药变异—

rtA181V变异的快速检测方法. 

方法: 根据GenBank收录的HBV基因全序设

计巢式PCR引物, 使野生株(rt181 A)PCR产物

中含有Blp Ⅰ酶切位点(5,GCTNAGC3,), 而变

异株(r t181V)无此限制性酶切位点. 选取4份

应用ADV治疗1 a以上出现HBV DNA反跳的

临床耐药慢性乙型肝炎患者血清，经PCR扩

增、Blp Ⅰ酶切、30 g/L琼脂糖凝胶电泳, 进
行限制性片段长度多态性(RFLP)分析. 并选择

经该方法鉴定的野生株及变异株各一例进行

HBV RT区基因序列分析及对照质粒的构建. 

结果: 自4份血清标本中检测到2例rtA181V变

异. 所建立的ntPCR-RFLP方法灵敏度高, 可以

检测到103 copies/L的HBV DNA; 特异性强, 其
RFLP分析结果与DNA测序结果一致.

结论: 应用ntPCR-RFLP方法检测r tA181V
变异具有灵敏、特异、简便的优点, 适用于

ADV耐药变异的临床监测工作. 
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■背景资料
阿德福韦酯是抗
HBV核苷类似物,
目前发现HBV对
该药存在耐药现
象 ,  已 得 到 学 术
界公认的耐药株
有两种: rtN236T
变异和 r tA181V
变 异 .  研 究 针 对
该药物的HBV耐
药变异快速检测
方法对指导临床
合理用药意义重
大.
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0  引言

抗乙型肝炎病毒 ( H B V )新药 -阿德福韦酯

(adefovir dipivoxil, ADV)已经国家食品药品

管理局(S F D A)批准在我国上市. 临床研究表

明ADV能有效地抑制HBV DNA复制, 使HBV 
D N A滴度迅速降低 ,  而且在出现拉米夫定

(lamivudine)耐药的患者中ADV能继续有效地

抑制变异株[1-3]. 但随着ADV的长期应用, 目前

已发现该药亦存在耐药现象; 现已得到学术界

公认的耐药株有两种: rtN236T变异和rtA181V
变异[4-5]. 此前我们已建立了基于巢式聚合酶链

反应－限制性片段长度多态技术(ntPCR-RFLP 
assay)的rtN236T变异快速检测方法[6]. 进一步应

用该技术建立用于r tA181V变异的快速检测方

法, 以期对ADV耐药变异进行更为全面的监测. 

1  材料和方法

1.1 材料 4份慢性乙型肝炎(CHB)血清取自北京

地坛医院及济南传染病医院就诊患者. 4患者均

应用ADV治疗1 a以上, 治疗过程中曾出现HBV 
DNA阴转, 此后再次出现HBV DNA反跳.
1.2 方法 胃采用异硫氰酸胍一步法提取血清中

的DNA．待检血清50 mL加入含4 mol/L异硫

氰酸胍的裂解液60 mL，37℃温育10 min; 加入

酚/氯仿/异戊醇(25∶24∶1)50 mL, 震荡混匀后

13 000 g离心10 min; 取上清, 加入等量异丙醇, 
-20℃沉淀2 h, 13 000 g离心10 min, 弃上清; 加
入600 mL/L 乙醇50 mL, 13 000 g离心10 min, 弃
上清, 室温干燥后加入双蒸水20 mL溶解, -20℃
保存．

rtA181V变异是由于HBV基因组第671碱基

由胞嘧啶(C)突变为胸腺嘧啶(T), 从而导致HBV
聚合酶B区rt181氨基酸由丙氨酸(alanine, A)变
异为缬氨酸(valine, V)(图1). 故而以此为基础, 
检索GenBank收录的HBV基因全序, 采用Primer 
Premier 5.0及Oligo 6.67软件辅助分析, 设计巢

式PCR引物(外引物: P1、P2, 内引物: rt181up, 
rt181low); 旨在使野生株(rt181 A)PCR产物中

含有BlpⅠ酶切位点(5, GCTNAGC3, ), 而变异株

(rt181V)无此限制性酶切位点(图1, 表1).
以血清提取物为模板进行巢式P C R反应: 

30 mL PCR反应体系含Taq酶1 U, 10×扩增缓冲

液3 mL，25 mol/L dNTP 0. 12 mL、50 mmol/L引
物0.12 mL; 第一轮PCR模板为血清提取物6 mL, 
引物为P1, P2; 第二轮PCR模板为第一轮PCR产
物3 mL, 引物为rt181up, rt181low. 两轮PCR循环

条件均为94℃ 3 min, 94℃ 10 s, 53℃ 30 s, 72℃ 
30 s, 共 30循环, 72℃ 7 min. 取第二轮PCR产物

8 mL, 以10 g/L琼脂糖凝胶电泳, EB染色后于紫

外灯下观察结果, 于331 bp处出现荧光条带者为

■创新盘点
本文应用ntPCR-
R F L P 技 术 对
r tA181V变异进
行快速检测, 显示
其具有灵敏、特
异、简便、实用
之优点.

表  1   PCR引物序列

    引物	                                     nt 	                序列      

P1
P2
rt181up
rt181low

   105-122
1 255-1 238
   362-380
   692-672

5'CCTCACCCATATCGTCAA3'
5'CCTCACCCATATCGTCAA3'
5'CCTGGT(C)TATCGC(T)TGGATGT 3'
5'TGAACAAATG(T)GCACTAGTAAGCTGA 3'

rt  aa seq 176-S       P       F      L       L       A       Q      F       T        S

nt seq 655-AGT     CCG   TTT  CTC   CTG  GCT    CAG  TTT    ACT    AGT

         rt181 low  primer
 L       A       Q       F

(wild)rt 181A         CTG   GCT   CAG   CTT

   Blp   Ⅰ site
 L       V       Q       F

(mutant)rt 181V     CTG   GTT    CAG   CTT

 no  Blp   Ⅰ site

图  1  PCR-RFLP检测rtA181V变异的设计．
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阳性．

BlpⅠ酶切: 10 mL酶切反应体系内含第二轮

PCR产物8 mL, BlpⅠ10 U, 酶切缓冲液1 mL, 于
37℃酶切4 h. 将全部酶切产物以30 g/L琼脂糖凝

胶电泳, EB染色后于紫外灯下观察结果. PCR产
物经酶切后野生株较变异株缺失21 bp, 故电泳

速度稍快．

对照质粒的构建: 同时采用PCR产物直接测

序方法对经该方法鉴定的野生株及变异株进行

HBV RT区基因序列分析（方法见参考文献[7], 
序列测定由上海生工生物工程技术服务公司

完成); 并将上述PCR产物纯化后与T-载体(美国

Promega公司)连接, 构建重组质粒, 转化JM109
菌, 经双脱氧末端终止法进行测序鉴定后用作

对照质粒.

2  结果

以不同HBV DNA浓度的血清提取物为模板进

行PCR检测, 终检浓度为103 copies/L(HBV DNA
荧光定量试剂盒购自深圳匹基生物技术公司), 
表明该巢式PCR反应具有良好的灵敏度. 阳性

标本PCR产物大小与预期值相符(331 bp), 表明

该巢式PCR反应具有高度特异性．RFLP分析: 
BlpⅠ酶切后电泳结果显示, 4份血清标本中有

2份被完全酶切, 为野生株(rt181A); 尚有2份未

被酶切, 为变异株(rt181V)(图2). HBV RT区基

因序列测定结果与RFLP分析结果一致(图3), 并
将2条变异株RT区基因序列提交至GenBank, 其
序列号(accession number)分别为: DQ343155、
DQ343156.

3  讨论

随着ADV临床应用时间的延长, 与之相关的HBV

耐药变异发生率亦逐年增多,  并且该类耐药变

异的出现可能会导致严重的肝脏失代偿[8]. 我国

HBV慢性感染患者众多, 在ADV广泛应用之前

应建立完善的耐药监测体系以指导临床合理用

药[9], 为此亟待建立一种简便、快速的ADV耐药

变异检测方法. 目前得到学术界公认的耐药株

有两种: rtN236T变异和rtA181V变异[4-5], 此前我

们已建立了基于巢式聚合酶链反应-限制性片段

长度多态技术(ntPCR-RFLP assay)的rtN236T变
异快速检测方法[6]; 为了能够对ADV耐药变异进

行更为全面的监测, 进一步应用该技术建立用

于rtA181V变异的快速检测方法．

在技术路线方面, 仍采用用于检测rtN236T
变异的ntPCR-RFLP技术和30 g/L琼脂糖凝胶电

泳; 是因为基于上述技术的拉米夫定耐药变异

检测方法已为国内众多实验室广泛应用, 具有

灵敏、特异、简便、实用之优点[10-13], 故而采用

该技术便于在国内推广, 建立全国性的完善的

ADV耐药监测体系．

目前已有两种品牌的阿德福韦酯在我国上

市, 随着用药时间的延长, 已有部分患者出现

HBV DNA反跳, 甚至临床症状的加重. 我们应用

ntPCR-RFLP技术检测4例服用ADV 1 a以上出现

临床耐药的患者血清中HBV变异情况, 发现2例
rtA181V变异和1例rtN236T(将于另文报道); 可
见对ADV耐药变异进行临床监测确系刻不容缓.
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有较好的实用性, 
具有推广价值.
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