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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e p r e v a l e n c e o f 
lamivudine-resistant hepatitis B virus (HBV) 
strains (YIDD/YVDD variants) in patients with 
acute HBV infection (AHB).

METHODS: A total of 321 patients with HBV 
infection (HBV DNA ≥ 1.0 × 107 copies/L) 

were included in the study, of which 100 had 
AHB and underwent no treatment, and 221 had 
chronic HBV infection (CHB) and were treated 
with lamivudine (100 mg/d). Serum specimens 
were taken from these patients and used to iden-
tify wild-type and YMDD motif mutant HBV 
strains by fluorescent hybridization biprobe-
based polymerase chain reaction (PCR) and 
melting curve assay (FH-PCR-MC). 

RESULTS: Only wild-type HBV was detected 
in patients with AHB (YMDD, 100%). Both wild-
type and YMDD motif mutant HBV strains 
were detected in patients with CHB. The YMDD 
mutation rate in CHB patients was 63.4%. Of all 
YMDD mutations detected, YIDD variant ac-
counted for 52.1%, YVDD variant 37.9%, and the 
mixed type (YIDD + YVDD) 10.0%. The YMDD 
mutation rates in CHB patients treated with la-
mivudine for < 1 year, 1-2 years, 2-3 years, 3-4 
years and > 4 years were 45%, 66%, 77%, 75% 
and 40%, respectively. There was a significant 
difference in the YMDD mutation rate between 
the two groups of patients (χ2 = 112.3, P = 0.00). 

CONCLUSION: Lamivudine-resistant HBV 
strains are not detected in patients with acute 
HBV infection. 

Key Words: Hepatitis B virus; Acute hepatitis B; 
Chronic hepatitis B; Lamivudine; YMDD mutations; 
Polymerase chain reaction
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摘要
目的: 调查Y M D D变异株在急性H B V感染
(AHB)中的流行情况, 为指导AHB的防治提供
依据.

方法: 收集HBV感染者321例(HBV DNA≥1.0
×107 copies/L), 其中未开始治疗的AHB患者
100例和拉米夫定治疗(100 mg/d)不同时期的
CHB患者221例. 采集外周血标本, 用荧光标
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■背景资料
在国外拉米夫定
不仅能安全有效
地用于慢性乙型
肝炎的治疗, 也安
全有效地用于急
性 (重症 )乙型肝
炎的治疗, 以促进
病毒清除和机体
康复. 但大量的临
床实践已证明, 应
用拉米夫定治疗
慢性乙型肝炎易
发生HBV YMDD
基序的变异(用药
3年变异率可达
70%) ,  变异株的
存在会导致拉米
夫定疗效下降或
无效, 部分病例还
会出现病情加重, 
威胁生命. 而且目
前国内外也均有
报道在未经拉米
夫定治疗的慢性
乙型肝炎患者中
也有YMDD变异
株存在 ,  比率高
达20%以上. 有必
要调查急性HBV
感染者中是否有
YMDD变异株存
在, 以明确YMDD
变异株的流行情
况, 更好地指导拉
米夫定安全有效
地应用.

■同行评议者
黄恒青 ,  主任医
师, 福建省第二人
民医院消化内科



记杂交双探针PCR融解曲线法(FH-PCR-MC)
检测血清HBV YMDD及其变异, 统计分析
HBV YMDD变异在两组中的分布. 

结果: 在AHB组, 只检出HBV YMDD野生
型, 未检出变异型. 而在CHB组, YMDD变异
检出率为63.4%, 其中YIDD占52.1%, YVDD
占37.9%, YIDD+YVDD混合变异占10.0%; 1
年内、1-2年、2-3年、3-4年和4年以上疗程
YMDD变异率分别为45%, 66%, 77%, 75%和
40%, YMDD变异检出率在两组中差异显著(χ2 
= 112.3, P  = 0.00).

结论: 目前在用拉米夫定治疗的CHB患者中
仍有较高比率的YMDD变异株存在, 但尚未
发现该变异株在AHB患者中流行.

关键词: 乙型肝炎病毒; 急性乙型肝炎; 慢性乙型肝

炎; 拉米夫定; YMDD变异; 聚合酶链反应
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0  引言

核苷(酸)类似物作用于乙型肝炎病毒(hepa t i t is 
B virus, HBV)多聚酶区, 终止HBV DNA链的合

成, 抑制病毒复制, 具有较好的抗病毒作用[1-2]. 
拉米夫定是第1个在全球和我国批准的核苷类

似物, 大量临床研究证明拉米夫定能迅速降低

外周血H B V载量 ,  改善肝功能和肝组织学病

变, 延缓肝硬化进展和减少肝癌的发生率, 已被

广泛应用于慢性HBV感染(chronic hepatitis B, 
CHB)的抗病毒治疗, 其长期应用的安全性和有

效性已得到评价[3-4]. 目前在国外, 拉米夫定也

已安全和有效地用于治疗急性(重症)乙型肝炎

(acute hepatitis B, AHB), 以促进病毒清除和机

体康复[5-6]. 但大量的临床实践已证明, 应用拉

米夫定治疗CHB易发生HBV耐药变异, 主要表

现为HBV聚合酶区酪氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸

-天门冬氨酸(tyrosine-methionine-asparticacid-
asparticacid, YMDD)基序变异, 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, 变异株

的存在会导致拉米夫定疗效下降或无效, 部分

病例还会出现病情加重, 威胁生命[3-4,7]. 近年国

内外也有研究报道在未经拉米夫定治疗的CHB
中存在YMDD基序自然变异[8-11]. 那么, 在AHB
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人群是否有HBV YMDD变异株的传播目前还

不清楚. 因此, 我们检测了100例AHB患者中的

HBV YMDD及其变异, 初步调查了HBV YMDD
变异株的流行情况, 以便指导AHB的防治.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-10/2008-12我院就诊的AHB患者 
100例, 男68例, 女32例, 平均年龄38.47±13.03
岁; 选同期就诊的口服拉米夫啶(100 mg/d)治疗

的CHB患者221例作为对照组, 男182例, 女39例, 
平均年龄37.66±9.81岁. 诊断均符合第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[12]. AHB组: 入组时HBsAg阳性和HBcAb-
IgM阳性, 追踪1年HBsAg阴性和(或)HBsAb阳
性; CHB组: HBsAg阳性持续超过6 mo以上. 所
有入组病例HBV DNA≥1.0×107 copies/L, 均排

除免疫性疾病和共感染因素. HBV DNA荧光定

量试剂盒和HBV YMDD突变核酸扩增(PCR)荧
光检测试剂盒均购自深圳匹基生物工程有限公

司. 仪器主要使用美国罗氏公司的LightCyclerTM

荧光定量PCR仪.
1.2 方法 HBV血清学和酶学检测采用临床常规

方法, 即病毒感染的血清学检测采用ELISA方

法, 酶学检测采用生化方法; 血清HBV DNA定

量采用实时荧光定量PCR法.
HBV YMDD变异检测采用荧光标记杂交双

探针PCR融解曲线法(FH-PCR-MC), 具体操作步

骤按试剂盒说明进行. 该方法的原理和阳性对

照品检测结果及分析参见文献[13].
统计学处理 数据处理采用SPSS13.0统计软

件完成. 组间比较采用t检验和χ2检验, P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 321例急慢性HBV感染者的一般临床资料 在
两组资料中, 年龄和HBV DNA 水平相匹配, 无
统计学差异. AHB组的女性和HBeAb(+)比率、

ALT和AST水平均较CHB组高, 而HBeAg(+)比
率较CHB组低, 均有统计学差异(P <0.01), 反映

两组疾病的性质不同(表1). 
2.2 HBV YMDD及其变异 在AHB组中, 100份
检测标本均为YMDD野生型, 占100%, 未检出

YMDD变异型.在CHB组中, 检出YMDD野生型

81例, 占36.7%; YMDD变异型140例, 占63.4%, 
其中YIDD变异(YIDD/YIDD+YMDD)73例, 占
52.1%; YVDD变异(YVDD/YVDD+YMDD)53

www.wjgnet.com

■创新盘点
已有大量报道总
结和评价了拉米
夫 定 治 疗 慢 性
HBV感染者的安
全性、有效性和
YMDD基序变异
率 ;  也有报道调
查了在未经拉米
夫定治疗的慢性
HBV感染者中有
YMDD变异株存
在, 但在急性HBV
感染人群中是否
有H B V  Y M D D
变异株的传播目
前报道较少.本文
即对新发HBV感
染人群中是否有
YMDD变异株存
在进行了调查.

■研发前沿
抗病毒药物的开
发、应用和耐药
变异的防控仍是
该研究领域的热
点和重点.
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例, 占37.9%; YIDD+YVDD混合变异14例, 占
10.0%. 两组比较, YMDD变异检出率有显著差

异(0.0% vs  63.4%, χ2  = 112.3, P  = 0.00).
2.3 CHB组中YMDD变异与治疗时间的关系 拉
米夫定治疗3年左右YMDD变异率高达70%以上

(表2).

3  讨论

1996年Tipples et al [14]和Ling et al [15]就报道了拉

米夫定治疗HBV感染Ⅱ期临床试验时发现的耐

药YMDD基序变异. 1998年Allen et al [7]报道了体

外验证的结果. 但拉米夫定确实能迅速降低外

周血HBV载量, 改善肝功能和肝组织学病变, 因
而在1999年在我国正式批准上市. 姚光弼 et al [3]

系统总结和评价了拉米夫定治疗HBeAg阳性

慢性乙型肝炎患者7年结果, 认为拉米夫定治疗

HBeAg阳性慢性乙型肝炎是安全有效的, 但同

时也报道了拉米夫定治疗5年内HBV YMDD基

序的高变异率, 分别为12.1%、49.7%、70.5%、

67.0%和70.8%. 我们对本地区近两年就诊的221
例接受拉米夫定治疗不同时期的CHB患者进行

了HBV YMDD及其变异检测和分析, 用药1-4年
变异检出率分别为45%、66%、76%和75%, 总
变异检出率为63.4%, 包括YIDD、YVDD及其混

合型, 用药3年左右YMDD基序变异率高达70%

以上, 与其他报道基本一致[3-4], 但比我们以前统

计报道的总变异检出率结果略高[13-16], 说明本地

区在拉米夫定治疗人群中仍有较高比率的HBV 
YMDD变异株存在.

那么如此高比率的HBV YMDD变异株在人

群中是否有流行, 以及对AHB临床表现及其防

治有何影响尚不清楚. 我们对100例AHB患者治

疗前外周血中的HBV YMDD及其变异进行检

测, 均为YMDD野生型, 未检出YMDD变异型, 
初步表明本地区尚无明显的Y M D D变异株引

起的AHB患者, YMDD变异株尚未成为AHB预
防和治疗的问题. 日本学者Hayashi et al [17]曾对

AHB患者HBV YMDD变异株进行检测, 也未检

出HBV YMDD变异株. 分析YMDD变异株尚未

引起AHB患者的原因可能有以下几点: (1)接受

拉米夫定治疗的患者也接受了预防HBV传播的

教育, 可能会避免HBV YMDD变异株传播的机

会. (2)在拉米夫定治疗过程中一旦检测到HBV 
YMDD变异株会采取新的治疗措施, 如联合应

用干扰素或改用阿德福韦酯等, 控制变异株, 使
HBV YMDD变异株没有足够的时间引起新的感

染. (3)体外实验证明HBV YMDD变异株复制能

力较野生株低, 认为其可能具有较弱的传染性, 
但尚需进一步证明.

在本研究中AHB组均为急性自限性HBV

表  1  321例急慢性HBV 感染者的一般临床资料

     
分组            	                         AHB (n  = 100)		  CHB (n  = 221)		    P 值

年龄 (mean±SD, 岁) 	     38.5±13.0 	  	   37.7±9.8 		    NS

性别 (男/女)		      68∶32			  182∶39			   0.004

ALT 水平 (mean±SD, U/L)	 1361.4±1165.9		  115.5±252.5		  0.000

AST 水平 (mean±SD, U/L)	   816.0±684.8		    95.4±141.2		  0.000

HBV DNA (copies/L)		       9.6±6.4×109		      2.1±5.7×109		    NS

HBeAg阳性(%)		      31(31)			   159(72.0)			  0.000

HBeAb阳性(%)		      57(57)			     23(10.4)			  0.000

表  2  221例CHB患者拉米夫定治疗时间和YMDD变异

     
治疗时间(年)         n 	                YMDD

		          变异类型		       
变异检出率(%)

				      YIDD	    YVDD	 YIDD+YVDD         合计

<1	           44		  24                12                7                1                20                45

1-2	         112		  38                34              32                8                74                66

2-3	           43		  10                20              10                3                33                77

3-4	           12		    3                  5                2                2                  9                75

≥4	           10		    6                  2                2                0                  4                40

合计	         221		  81                73              53              14              140                63.4

■名词解释
YMDD基序变异: 
即HBV聚合酶区
酪氨酸 -蛋氨酸 -
天门冬氨酸-天门
冬氨酸 (YMDD )
基序的第 5 2 2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. 由于HBV
不同基因型在基
因组长度上的差
异 ,  使得对于耐
药突变的命名有
些混乱 .  基因型
不同突变位点基
因序列数目表示
不同 ,  在基因型
A为M552V/I, 在
基因型 B和 C为
M 5 5 0 V / I ,  基因
型D为M539V/I , 
基因型 E和G为
M549V/I. 这个区
域中的突变应该
这样描述: 在前缀
字母rt后的是原始
的氨基酸, 接着是
从此区域开始计
数的密码子编号, 
最后是突变的氨
基酸. 
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感染, 使本研究可能有一定局限性, 因为有报道

在未经拉米夫定治疗的慢性H B V感染者中有

YMDD变异株存在, 比率高达20%以上, 而且该

类慢性感染是否有由YMDD变异株急性感染所

致尚不清楚[9-11]. 所以, 我们认为应该研究新发病

例的HBV特征, 更好地了解HBV感染后的临床表

现. 另外在应用拉米夫定治疗时要选择合适的患

者和治疗方案, 提高疗效, 减少HBV突变发生[18].
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■同行评价
本 研 究 调 查
YMDD变异株在
急性 H B V感染
(AHB )中的流行
情况, 显示在AHB
中 ,  只检出HBV 
YMDD野生型, 未
检出变异型, 对防
治AHB具有临床
意义.
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