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Abstract
AIM: To investigate the resistance profiles of 
chronic hepatitis B patients with entecavir (ETV) 
refractory treatment.

METHODS: Twenty serum samples of patients 
who failed treatment with ETV were assigned 
into non-complete virological group and vi-
rological breakthrough group in accordance 
with response action. Direct sequencing of PCR 
products was used to determine ETV resistance. 
NCBI HBV genotyping tool was used to identify 
HBV genotype. 

RESULTS: ETV resistance was detected from 
11 out of 20 ETV-refractory patients, all of 
which was in virological breakthrough group, 
and rtM204V + rtL180M + rtT184L was com-
mon in Chinese ETV resistance patients. There 
was remarkably statistical difference between 
the two groups (P = 0.0022). Three in 6 patients 
with genotype B were detected to have ETV re-
sistance, meanwhile 11 in 14 with genotype C. 
There was no statistical difference in resistance 
among genotype B and C patients. 

CONCLUSION: rtM204V + rtL180M + rtT184L 
mutations are common in genotype B and C 
ETV resistance patients. Patients with virological 
breakthrough experienced more ETV resistance 
than non-complete virological group. There is 
no statistical difference in resistance between 
genotype B and C patients. 
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摘要
目的: 检出恩替卡韦(ETV)治疗失败的慢性乙
型肝炎(CHB)患者的耐药.

方法: 收集ETV治疗失败的患者血清20份, 根
据应答情况分为非完全病毒学应答组和病毒
学突破组. PCR产物直接测序法检测ETV耐药, 
NCBI HBV基因型分析软件确定HBV基因型. 

结果: 20例患者中, 检出ETV耐药11例, 其变异
类型以rtM204V+rtL180M+rtT184L为主. 非完
全病毒学应答组6例患者中未检出ETV耐药, 
病毒学突破组14例患者中检出ETV耐药11例, 
二者之间有统计学差异(P = 0.0022). B基因型6
例患者中检出ETV耐药3例, C基因型14例患者
中检出ETV耐药8例, 二者之间无统计学差异.

结论: rtM204V+rtL180M+rtT184L变异类型
在B和C基因型的ETV耐药患者中较为常见; 

®

■背景资料
抗病毒治疗是慢
性乙型肝炎的核
心治疗措施. 核苷
类似物是目前抗
病毒治疗的主流
药物. ETV作为目
前抗病毒效力最
强的核苷类药物, 
其耐药问题备受
关注.

■同行评议者
朱 传 武 ,  主 任 医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科
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ETV耐药多见于病毒学突破患者; ETV治疗失
败患者的耐药检出率在B和C基因型中无显著
差异.
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0  引言

在慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)的治

疗中, 抗病毒治疗是关键. 目前主要有两大类抗

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)药物: 干扰

素和核苷(酸)类似物. 核苷(酸)类似物由于服用

方便、抗病毒作用强且不良反应小在临床上应

用广泛. 目前在我国临床上应用的核苷(酸)类似

物主要有4种: 拉米夫定(lamivudine, LVD)、阿

德福韦酯(adefovir dipivoxil, ADV)、恩替卡韦

(entecavir, ETV)和替比夫定(telbivudine, LdT). 
随着治疗的进行, HBV会逐渐出现对核苷(酸)类
似物的耐药, 这给临床工作带来了很大的困难. 
目前对LVD和ADV的耐药研究国内外已经积累

了大量的临床和实验室数据, 但有关ETV耐药

的报道很少. ETV是新一代抗HBV药物, 为鸟嘌

呤核苷类似物, 对HBV有强大的抑制作用[1], 自
2006年在中国正式上市以来, 因其抗病毒活性

强且耐药发生率低, 逐渐在临床上得到应用. 但
随着治疗时间的延长和治疗群体的扩大, 一些

患者出现ETV治疗失败. 因此, 我们对这部分患

者进行了耐药检测并对其相关因素进行了初步

分析.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-03/12北京地坛医院就诊的

CHB患者20例. ETV由中美上海施贵宝制药公司

生产, 批号H20052237.
1.2 方法 
1.2.1 入选标准: 符合2000年《病毒性肝炎防治

方案》CHB的诊断标准; 患者规范服用ETV(核
苷初治0.5 mg/d, LVD治疗失败患者1.0 mg/d)并
且出现治疗失败, 除外依从性等原因.
1.2.2 治疗失败的界定: 将病毒学无应答、不充

分病毒学应答及病毒学突破的患者归为治疗失

败. 病毒学无应答指经过3 mo的ETV治疗, HBV 
DNA载量下降<1 log10 copies/mL; 不充分病毒

学应答指经过6 mo的ETV治疗, HBV DNA载量

下降≥2 log10 copies/mL, 但仍≥104 copies/mL; 
病毒学突破指在ETV治疗过程中出现完全病毒

学应答, 但之后HBV DNA较治疗最低点上升≥

1 log10 copies/mL, 1 mo后重复检测再次证实. 
将病毒学无应答和不充分病毒学应答归为非完

全病毒学应答组.
1.2.3 检测方法及结果判定: 采用聚合酶链反

应(PCR)扩增HBV逆转录酶区(RT区), 对PCR
产物进行直接测序, 分析测序结果. PCR产物

直接测序法: 取患者血清200 μL提取HBV模板

(采用Axygen体液病毒提取试剂盒). 巢式PCR
扩增HBV逆转录酶区: 第一轮PCR引物为P3(5'-
YCTCWSYCAYATCGTCAA-3', nt 105-122)
和AP3(5'-GAGMCACAAAGGTTCCAC-3', nt 
1238-1256). 反应条件为: 94℃预变性5 min; 94℃
变性50 s, 50℃退火45 s, 72℃延伸1 min, 共35
个循环; 72℃延伸7 min. 第二轮引物为Xnp2(5'-
AGGCAGGATAGCCACATT-3', nt 146-163)和
XAnp2(5'-GCACCGAACATGGAGAR C-3', nt 
1034-1051). 反应条件为94℃预变性5 min; 94℃
变性50 s, 50℃退火45 s, 72℃延伸1 min共40个
循环; 72℃延伸7 min. PCR产物经纯化后直接

用于测序分析, 测序引物采用Xnp2, 测序仪为

ABI 3730xl, 通过Sequence Navigator软件得出

序列. 测序结果分析: 分析HBV RT区常见的9个
耐药位点的变异情况(204、180、173、184、
202、250、169、181和236位点). r tM204V、

r tL180M合并r tT184、r tS202或r tM250三者中

任意一个位点的氨基酸替代即认定为ETV基因

型耐药[2]. HBV基因型通过NCBI HBV基因型

分析软件确定[3].
统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计处

理, 率的显著性检验运用Fisher确切概率法, 以
P <0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 一般情况 病毒学突破组14例(男12例, 女2
例), 平均年龄42.9(30-66)岁, 平均ETV治疗时

间为23.1(16-58) mo. 非完全病毒学应答组包

括不充分病毒学应答和病毒学无应答, 其中不

充分病毒学应答组4例(均为男性), 平均年龄为

42.8(29-45)岁, 平均ETV治疗时间为20(16-26) 
mo; 病毒学无应答组2例(均为男性), 平均年龄

43(28-58)岁, 平均ETV治疗时间为6.5(6-7) mo.
2.2 既往用药与ETV耐药 20例患者中, 有15例既

■相关报道
Locarnini et al 通
过表型分析证明
M204V+L180M
的 变 异 会 使 得
HBV对ETV的敏
感性下降1000倍, 
这可以解释为何
LVD耐药的患者
更容易突破ETV
的高耐药基因屏
障.

■创新盘点
目前关于ETV耐
药国内仅见个案
报道. 本研究对20
例ETV治疗失败
患者进行初步的
HBV基因变异检
测和临床特点分
析, 为ETV耐药的
后续实验室研究
和临床应用提供
线索和依据.
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往有LVD治疗失败史, 其中10例检出ETV耐药变

异, 4例检出YMDD变异; 有3例既往有单一ADV
治疗失败史, 均未检出变异; 有2例既往无任何

核苷类似物应用史, 其中1例检出ETV耐药.
2.3 PCR产物直接测序结果 对20例患者的血清

标本均进行了PCR产物直接测序, 运用CHRO-
MAS软件读取测序结果, 分析常见耐药位点的

变异情况, 发现有11例患者出现ETV耐药, 其
耐药位点如表1所示. 可以发现, 在r tM204V和

rtL180M变异的基础上, rt184是ETV变异的主要

位点, 而且以rtT184L为主(8/11).
2.4 病毒学突破组与非完全病毒学应答组耐药

检出结果 病毒学突破组14例患者中检出ETV耐

药患者11例; 非完全病毒学应答组6例患者中未

检出ETV耐药. 经Fisher确切概率法检验, 两组的

ETV耐药检出率有统计学差异(P = 0.0022).
2.5 B基因型与C基因型患者ETV耐药检出率比

较 将患者测序结果输入NCBI HBV基因型检

测软件, 得出此20例患者中B基因型6例, C基因

型14例. 6例B基因型患者中检出ETV耐药3例; 
14例C基因型患者中检出ETV耐药8例. 两组的

ETV耐药检出率无统计学差异(P = 1.0000).

3  讨论

随着ETV在临床上的逐渐推广, 其耐药问题日

益受到重视. ETV具有较高的耐药基因屏障, 至
少要有3个位点的氨基酸置换才能构成临床意

义上的ETV耐药, 即M204V和L180M再加上1个
ETV耐药位点T184、S202或M250. 在我们检测

到的11例ETV基因型耐药的患者中, 变异组合

以rtM204V+rtL180M+rtT184L为主(8/11). 结合

Tenney et al [2]研究中所发现的16例ETV耐药患

者的基因型与相应的耐药位点, 我们发现r t184

位点苏氨酸(T)可以被多种氨基酸置换, 但被亮

氨酸(L)置换主要存在于B、C基因型的ETV耐

药患者中. 我国的HBV患者以B、C基因型为主,  
rtM204V+rtL180M+rtT184L很可能是我国ETV
耐药患者的主要变异类型, 这可以为下一步国

内ETV基因芯片等方法的建立提供初步依据.
ETV在核苷初治患者中的耐药发生率很低, 

但在既往LVD治疗失败的患者中其耐药发生率

要明显增高[4-5]. Langley et al [6]发现, LVD耐药后

会导致对ETV的敏感性下降5-58倍. 而Locarnini 
et al [7]的表型分析显示, M204V+L180M的变异

会使得HBV对ETV的敏感性下降1000倍. 在我

们的研究中, 11例ETV基因型耐药的患者中有10
例既往有LVD治疗失败史. 在这10例患者中, 有4
例是在LVD治疗失败后停药1年以上进行的ETV
治疗. 早期研究表明, rtM204I/V/S突变株对LVD
高度耐药, 但其复制能力却较野生株弱[8-9], 停药

一段时间后野生型病毒会重新成为优势株. 这4
例患者在LVD停药1年以上进行ETV治疗后仍然

较容易地出现了ETV耐药, 这提示我们, LVD失

效/耐药的患者, 即使停药后野生株重获优势, 应
用ETV治疗时, LVD的耐药变异株仍容易被选择

出来. 其原因可能在于既往发生过LVD变异的患

者, 停药后变异株并没有完全被野生株取代, 应
用ETV后强有力地抑制了野生株的复制, 使原本

处于劣势的LVD变异株重新成为优势株, 从而容

易出现ETV耐药.
在我们的研究中, 病毒学突破组的ETV耐

药检出率(11/14)显著高于非完全病毒学应答组

(0/6), 11例ETV耐药患者全部来自于病毒学突破

组; 在非完全病毒学应答组, YMDD变异的检出

率相对较高(3/6). 由于ETV具有高的耐药基因屏

障, 所以其出现原发基因型耐药的几率非常小; 
但如果其中的1个或2个位点发生变异, 则会导

致病毒对ETV的敏感性下降, 从而出现非完全病

毒学应答. 耐药患者全部来自于病毒学突破组

也提示我们, 在ETV治疗过程中, 如果出现病毒

学的突破, 要高度怀疑耐药的发生, 并及时进行

多位点耐药检测, 以便指导下一步治疗.
HBV基因型与核苷类似物治耐药的关系在

其他核苷类似物中多有研究, 有关ETV耐药与基

因型的关系目前尚无报道. 我们对ETV治疗失败

的不同基因型的患者的耐药情况进行分析, 20
例患者中B基因型6例, C基因型14例. 6例B基因

型患者中检出ETV耐药3例; 14例C基因型患者

中检出ETV耐药8例, 两组的ETV耐药检出率无

表  1  ETV耐药患者的变异位点

     
编号       rtM204       rtL180       rtT184       rtS202        rtM250

1	   V	 M	 L	 G              -

2	   V	 M	 L	 -              -

3	   V	 M	 L	 -              -

4	   V	 M	 L	 -              -

5	   V	 M 	 L	 -              -

6	   V	 M	 A	 -              -

7	   V	 M	 -	 G              -

8	   V	 M	 L	 -              -

9	   V	 M	 L	 -              -

10	   V	 M	 -	 G              -

11	   V	 M	 L	 -              -

■应用要点
本 研 究 发 现 
rtM204V+rtL180M 
+rtT184L在我国
ETV耐药患者较
为多见, 这可以为
下一步国内ETV
基因芯片等方法
的建立及表型耐
药研究提供初步
依据.
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统计学差异. 但由于目前国内外ETV治疗失败的

病例报道较少, 本研究受客观限制也仅20例, 仍
需要进一步积累样本量进行验证.

总之 ,  通过对 2 0例E T V治疗失败的患

者进行基因和临床分析 ,  我们发现 :  (1)我国

B/C基因型的乙肝患者中 ,  E T V耐药类型以

rtM204V+rtL180M+rtT184L较为多见. (2)ETV耐

药多见于病毒学突破的患者. (3)ETV在B基因型

和C基因型中的耐药检出率无统计学意义上的

差别, 这需要进一步加大样本量进行验证.
对于ETV耐药的患者应该如何治疗, 目前尚

没有系统的研究和统一的规定, 主要主张有: (1)
换用ADV; (2)LVD+ADV; (3)干扰素; (4)替诺福

韦(TDF). 本研究中11例耐药患者依据病情及患

者意愿已分别接受了不同的治疗, 随访工作正

在进行.
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■同行评价
本研究设计合理, 
统计方法正确, 结
果可信, 实用性较
强, 具有一定的临
床指导意义.
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中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布世界华人消化杂志
2007 年影响因子 0.568   

本刊讯 2007年世界华人消化杂志的总被引频次为2353, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第86位, 

内科医学类28种期刊的第5位. 2007年世界华人消化杂志的影响因子为0.568, 内科医学类28种期刊的第15位. 

即年指标0.082, 他引率0.69, 引用刊数372种, 扩散因子15.81, 学科影响指标0.54. (编辑: 程剑侠 2009-04-28)


