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Abstract
AIM: To use pyrosequencing to establish a 
method for monitoring hepatitis B virus mutants 
resistant  to lamivudine.  

METHODS: Plasmids cloned, sequenced and 
constructed from the lamivudine-resistant 
HBV mutants at rtM204I/V (YMDD motif) and 
rtL180M were used as a standard. The frequen-
cies of mutation-site nucleotides were detected 
by pyrosequencing in sera from 4 patients who 
underwent lamivudine therapy. HBV DNA with 
rtM204I, rtM204V and wildtype plasmids were 
constructed for subtracting the background sig-
nal frequencies.

RESULTS: The frequency of background sig-
nals in all plasmids were between 0.1% and 
3.9%, The frequency of background signals was 
determined as 5%. In all 4 patients, HBV varia-
tions were detected from 4.5% to 33% before 
lamivudine therapy. Virological breakthrough 

was monitored for 4 to 8 months along with the 
gradually increasing HBV variations at positions 
of rtM204I/V and rtL180M. 

CONCLUSION: Pyrosequencing is an effective 
method to quantify and monitor HBV variations 
during lamivudine therapy. HBV lamivudine-
resistant mutants exist before lamivudine treat-
ment and gradually increase during treatment, 
and then virological breakthrough and clinical 
resistance occur. 
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摘要
目的: 建立定量检测及监测乙肝病毒DNA的
rtM204I/V(YMDD)及rtL180M变异的方法. 

方法:  以克隆、测序鉴定及构建乙肝病毒
DNA YMDD及变异(YIDD和YVDD)质粒作为
标准, 4例接受拉米夫定治疗(100 mg/d, 疗程
48 wk以上)的慢性乙型肝炎患者血清标本为
对象, 用焦磷酸测序的方法检测变异位点核苷
酸的频率, 并计算变异株的含量比例, 通过检
测不同变异株类型的标准质粒, 确定测序峰图
的背景信号. 

结果: 通过检测标准质粒后, 确定背景信号为
5%, 变异位点调整后的核苷酸频率转化为变
异病毒株的比例后, 4例患者治疗前均检测出
变异的病毒株(4.5%-33%), 并且随治疗时间
延长呈增多的趋势. 病毒载量及ALT分析提
示基因型耐药发生后, 将发生病毒学反跳及
临床耐药. 

结论: 焦磷酸测序可以定量检测及动态监测
变异病毒株的含量. 拉米夫定耐药突变株在拉
米夫定治疗前已存在, 并随治疗时间的增加而
增长, 出现病毒学反弹及临床耐药.
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■背景资料
随着核苷 (酸 )类
似物抗HBV的治
疗以来, HBV耐药
的问题越来越突
出, 而目前无比较
满意的监测HBV
耐药突变的方法. 



关键词: 乙型肝炎病毒; 变异; 拉米夫定; 焦磷酸测序

田国保, 席宏丽, 田地, 崔建军, 于敏, 陆海英, 曾争. 拉米夫定治

疗慢性乙型肝炎中变异病毒株的动态变化.  世界华人消化杂志  

2007;15(30):3245-3250

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3245.asp

0  引言

拉米夫定作为第一个获批准国际公认的p o 抗

乙肝病毒(HBV)药物, 其问世推动了慢性乙型

肝炎治疗的进程. 然而随着治疗时间的延长(6 
mo以后), 其DNA聚合酶的基序酪氨酸-蛋氨酸

-天冬氨酸-天冬氨酸(YMDD)(rtM204I/V)变异

的发生率逐渐增高达到14%-32%(1年)、38%(2
年)、49%(3年)及66%(4年)[1], 并且常伴随其上

游位点rtL180M的变异[2]. 有研究表明未经拉米

夫定治疗的HBV感染者血清中可检测HBV的

YMDD变异的病毒株[3], 而且治疗后常常表现为

变异株与野生株的共生. 目前尚无满意的定量

检测变异株的方法. 我们通过采用焦磷酸测序

(pyrosequencing)分析变异位点的核苷酸频率, 
以乙型肝炎病毒(HBV)聚合酶区(r tM204I/V及

rtL180M)为研究位点, 动态观察4例拉米夫定治

疗的慢性乙型肝炎患者体内变异病毒株的动态

变化情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 4例慢性乙型肝炎患者均为北京大学第

一医院的就诊者, 均为男性, 诊断标准符合2005
年慢性乙型肝炎防治指南标准, 并排除其他原

因如甲型、丙型及戊型肝炎病毒所致肝脏损害. 
4例患者都服用拉米夫定(用法: 100 mg, 1次/d)至
少48 wk, 治疗中定期进行肝脏功能检查、血清

学检查(HBeAg和anti-HBe, 美国Abbott AxSYM)
及HBV DNA定量检测(罗氏Cobas Amplicor 
HBV monitor), 并作详细记录. 留取血清标本, 保
存于-20℃冰箱. 
1.2 方法 
1.2.1 血清HBV DNA的提取 采用QIAgen全血基

因组提取试剂盒(德国Qiagen公司), 操作按试剂

盒说明书进行. 
1.2.2 标准质粒的构建 以3例被DNA测序法证

明分别为YMDD、YIDD及YVDD的HBV DNA
为模板, PCR产物(793 bp)经琼脂糖凝胶电泳鉴

定后, 采用DNA胶回收试剂盒(TIANGEN DNA 
gel extraction kit(中国北京天根生化科技有限公

司)纯化, 而后与pGEM-T载体(pGEM-T vector 
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ligation assay(Promega, USA))连接并转化感受

态的大肠杆菌, 接种于含有氨苄青霉素的培养

皿中, 37℃, 16 h. 每个培养皿随机挑选8个克隆

接种于5 mL LA细菌培养基中进行增菌培养, 提
取质粒(E.Z.N.A plasmid miniprep kit(Omega))后, 
用引物P1和P2进行PCR扩增后, 测序鉴定. 引物

P1(5'CTCWSCCATATCGTCAATC3' W = A/T, S 
= C/G, 106-124 bp)和P2(5'AACTYCCAATTACA
TATCCC3' Y = C/T, 879-898 bp).  
1 .2 .3  焦磷酸测序  (1 )测序前P C R扩增 :  以
上述试剂盒提取的H B V  D N A为模板 ,  以
引物P3(5 'A C A A A A C C T W C G G A C G G A 
3'W = A o r T, 572-589 b p)和P4(5'B i o t i n- 
SAAAGGGACTCAAGATGT 3'S = C or G, 
774-791 b p, 5'端生物素标记)扩增片段包括

r tM204I/V及r tL180M位点的片段(220 bp). 扩
增体系: 2.5 µL dNTP, 5 µL 10×Buffer(含有1.5 
mmol/L MgCl2), 1 µL Primer, 0.5 µL Hotstart 
Taq DNA聚合酶(5 U/µL TaKaRa大连宝生物

工程有限公司), 4 µL模板和36 µL ddH2O, 总
体系50 µL. 扩增条件: 94℃ 5 min预变性, 而
后94℃ 30 s、55℃ 20 s和72℃ 20 s, 50个循

环, 最后72℃ 10 min充分延伸. 最后扩增片段

用20 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. (2)单链DNA模

板的准备: 将PCR产物转移至96孔PCR板, 加
45 µL 1×结合缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl、
2 m o l/L N a C l、1 m m o l/L E D TA和1 m L/L 
Tween20)和4 µL链霉素磁珠(10 g/L, Dynabeads 
M280-链霉素磁珠), 1400 r/min离心30 min, 充
分摇动混匀 .  被固定在磁珠上P C R产物先后

在750 mL/L乙醇、0.5 mol/L NaOH(变性使

之变成单链)、复性缓冲液(20 m m o l/LTr i s-
Acetate、5 mmol/L MgAc)及ddH2O中分别洗

涤1 m i n. (3)测序引物杂交: 测序引物P5(5'-
AGTGGGCCTCAGTCCGTTTC-3'645-664 
bp, 针对r tL180M位点)或P6(5'CTGTYTGG 
CTTTCAGT3' Y = C or T, 720-735 bp, 针对 
r tM204I/V位点)和单链DNA模板随磁珠转入

45µL复性缓冲液(含测序引物10 µmol/L), 在
80℃杂交3 min, 冷却至室温. (4)利用PSQ96MA
测序仪(中科奥华基因组研究所有限公司提供)
和SNP通用试剂盒(Pyrosequencing AB公司, 瑞
典), 按仪器和试剂盒说明书进行PCR产物SNP
的焦磷酸测序, 分别检测rtL180M位点(CTG)及
rtM204I/V位点(TATATGGATGAT)中变异位点

的核苷酸频率.
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■研发前沿
探讨新的敏感的
定 量 检 测 变 异
病 毒 株 的 方 法
是 当 前 耐 药 研
究的热点之一 ,  
Pyrosequencing方
法及其技术是目
前低－中通量检
测DNA突变位点
的定量方法之一. 
本文应用此技术
和方法进行HBV
耐药株的动态监
测. 
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2  结果

2.1 拉米夫定治疗中HBV DNA和ALT的动态
变化 4例慢性乙型肝炎患者在接受拉米夫定治

疗后, HBV DNA在1-2 wk后病毒核酸部分应

答, 4-8 wk后出现一过性的ALT升高, 而后伴随

着HBV DNA的进一步下降和ALT的复常或下

降(部分应答). 然而治疗18-36 wk后不同程度上

均发生了HBV DNA的反跳(virological break-
through, 病毒学反弹), 伴随或不伴随ALT的再次

升高(clinical resistance, 临床耐药)(图1). 4例患者

从治疗开始到结束, 持续HBeAg(+)及HBeAb(-), 
均未发生血清学转换.
2.2 HBV DNA YMDD, YIDD和YVDD质粒的构
建示意图及测序鉴定结果 构建质粒的示意图如

图2, 挑选18个克隆后, 质粒测序鉴定结果如图3. 
由图3看出, 患者(B)治疗前血清中可检测到变异

病毒株(1/7).
2.3 焦磷酸测序定量检测变异位点核苷酸频率
的调整 通过检测代表不同变异类型的标准质

粒, 结果显示背景峰核苷酸频率在0.1%-3.9%
之间. 为了增加特异性, 确定5%为测序背景信

号峰核苷酸频率, 也就是说碱基频率分析的敏

感性可以达到5%. 因为用α-硫化的三磷酸腺苷

(dATPαS)替代三磷酸腺苷(dATP)后, 尽管可以

有效地被DNA聚合酶利用而不被虫荧光素识别, 
但是核苷酸“A”的信号峰会偏高, 所以频率分

析软件计算“A”的频率时默认把“A”的峰值

乘86%后, 重新计算“A”的频率.

2.4 变异位点调整后的核苷酸频率转化为变异
病毒株的比例 rtL180M位点(CTG)和rtM204I/V
位点(TATATGGATGAT)调整后, 核苷酸频率如

图4所示. 既然编码密码子已知为: Leu(CTG和

TTG)、Met(ATG)、Ile(ATT、ATC及ATA)和
Val(GTG), 那么把核苷酸频率转化为变异株比

例为: rtL180M位点, 野生株所占比例为1-A%, 变
异株所占比例为A%; rtM204I/V位点, YMDD所

占比例为G2%-G1%, YIDD所占比例为1-G2%, 
YVDD所占比例为G1%(图4). 
2.5 拉米夫定治疗中变异病毒株的动态变化 按
上述计算4例慢性乙型肝炎患者在接受拉米

夫定治疗时的血清中变异病毒株比例后, 4例
患者治疗前血清中均可检测出变异的病毒株

(4.5%-33%). 随着治疗时间的延长, 变异病毒株

的比例呈增多的趋势(图5). 结合临床资料(病毒

载量及ALT)分析, 基因型耐药发生后, 发生的病

■相关报道
国外学者分别通
过探针杂交、荧
光定量PCR及挑
选多个克隆测序
的办法, 动态观察
了变异病毒的存
在变化, 但以上方
法有其自身的缺
点.

■创新盘点
本文应用较先进
的焦磷酸测序, 通
过检测变异位点
的核苷酸频率来
定量观察了变异
病毒株的变化, 方
法快速、准确而
且结果直观. 

ampR
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图  2  HBV DNA 
Y M D D ,  Y I D D 和
YVDD质粒的构建
示意图.

图  1  4例慢性乙型肝炎患者拉米夫定治疗中HBV DNA和ALT的动态变化. A: male 32岁; B: male 21岁; C: male 37岁; D: male 19岁.
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毒学反跳及临床耐药在时间上不尽一致, 提示

可能与其他因素有关, 如变异病毒株本身的复

制能力及机体的免疫力状态等.

3  讨论

1995年拉米夫定作为临床上较早而且广泛应用

的口服抗HBV的药物, 能够迅速降低患者血清

中HBV DNA的载量, 并且患者耐受性较好. 然而

随着治疗时间的延长, 病毒耐药的问题越来越

突出. 值得注意的是拉米夫定治疗后发生的耐

药变异常常为变异株和野生株共生, 即变异病

毒株的载量不同或变异病毒株在共生的总病毒

中所占的比例不同产生对变异界定的差异(国外

有学者以共生病毒中变异株>5%定义为发生了

变异), 从而影响变异发生后对治疗应答的判断. 
因此, 对耐药变异的诊断, 包括有无变异, 变异

病毒株载量及所占比例等, 是当前迫切需要解

决的问题[4-5]. 
目前, 定量检测变异病毒株的方法主要有

探针杂交(line probe hybridization)[6]、实时扩

增突变阻止系统PCR(real-time amplification 
refractory mutation system PCR)[7]以及聚合酶

链式反应(PCR)扩增、克隆、鉴定及测序[8]等. 
但是上述方法可能存在如敏感性低(线性探针

敏感性为为变异株>10%以上才检测出)且操

作烦琐等问题. 焦磷酸测序(pyrosequencing)
是由4种酶催化的同一反应体系中的酶级联化

学发光反应, 每一轮测序反应依次只加入一种

dNTP, 若该dNTP与模板配对, 聚合酶就可以将

其掺入到引物链中并释放出等摩尔数的焦磷酸

基团(PPi). PPi可最终转化为可见光信号, 并由

PyrogramTM转化为一个峰值, 然后加入下一种

dNTP, 继续DNA链的合成. 因为每个峰值的高

度与反应中掺入的核苷酸数目成正比, 所以在

遗传多态性关联研究中, 该技术常常与DNA池

(DNA pooling)技术相结合, 来研究不同组DNA
池中的等位基因频率. 有研究证实该方法检测

的核苷酸频率与实际的核苷酸频率相关性达

97%-99%, 敏感性达2%[9]. 因为测序过程可能

会有一定的背景信号峰, 本实验通过检测构建

的纯代表野生株或变异株的标准质粒, 结果显

示背景峰核苷酸频率在0.1%-3.9%之间. 为了

增加特异性, 确定5%为测序背景信号峰核苷酸

频率, 也就是说核苷酸频率分析的敏感性可以

达到5%. 另外该技术具有不用制胶、不需要荧

光染料和同位素标记、高通量、快速(96个/10 
min)、结果直观等优点. 

应用拉米夫定治疗后, 出现变异病毒株的

机制有两种学说. 一是选择学说, 即自然状态下

就存在处于劣势的对拉米夫定不敏感的变异病

毒株. 拉米夫定治疗中野生株迅速受到抑制, 而
变异病毒株逐渐转变为优势病毒株, 目前多数

学者支持此学说. 本实验的4例慢乙肝患者治疗

前均可检测到变异病毒株(4.5%-33%), 与国外学 
者[7-8]采用其他方法研究的结果一致. 另一是诱

导学说, 如国内学者[10]采用治疗前克隆(20个克

隆/份标本)测序的方法, 未检测到变异病毒株, 
尽管不能排除诱导出现变异的可能, 我们认为

可能与挑选的克隆数较少(国外学者挑选30个克

隆/份标本)及标本中变异病毒株所占的比例较

低(可能<5%)有关. 本实验结合临床资料(总病毒

■应用要点
本文建立的焦磷
酸测序方法, 可以
对变异病毒株进
行定量, 有潜在的
临床应用价值.
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图  3  挑选18个克隆后质粒测序鉴定结果. 
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图  4  变异位点调整后的核苷酸频率转化为变异病毒株的
比例. A: rtL180M; B: YMDD.

B
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■名词解释
焦磷酸测序技术: 
是由4种酶催化的
同一反应体系中
的酶级联化学发
光反应 ,  既可进
行DNA序列分析, 
又可进行基于序
列分析的SNP检
测及等位基因频
率测定; 有操作简
单、高通量、准
确等优点. 
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认识. 中华传染病杂志 2006; 24: 145-14

6	 Pas SD, de Man RA, Fries E, Osterhaus AD, 
Niesters HG. The dynamics of mutations in the 
YMDD motif of the hepatitis B virus polymerase 
gene during and after lamivudine treatment as 
determined by reverse hybridization. J Clin Virol 
2002 ;25:63-71

7	 Punia P, Cane P, Teo CG, Saunders N. Quantitation 

载量及ALT)分析显示, 随着治疗时间的延长, 变
异病毒株的比例呈增多的趋势. 但是基因型耐

药发生后, 发生的病毒学反跳及临床耐药在时

间上不尽一致, 可能与变异病毒株本身的复制

能力(治疗前变异病毒株比例及类型等)[11]及机

体的免疫力状态等有关, 有待于进一步研究.
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本刊讯 为了满足读者的多样化需求, 解决一些作者因为资金不足而导致订阅印刷版的困难, 自2007年开始, 
世界华人消化杂志(WCJD ), 推出以下个性化服务策略来为广大读者服务.
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WCJD旬刊的服务方式: (1)每月8,  18,  28日通过E-mail发送精彩专家述评PDF; (2)2007年底将精彩专家述评专
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分理处; 账号: 0200041609020180741.  附言注明: 订购的内容和发票的抬头.

总之, WCJD将尽自己的最大努力, 满足广大读者的需求, 同时欢迎更多个性化服务的意见和建议E-mail
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