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Abstract
AIM: To investigate the dynamic changes of 
hepatitis B virus (HBV) mutants in lamivudine-
resistant chronic hepatitis B (LAM-R CHB) 
patients who received sequential monotherapy 
with adefovir dipivoxil (ADV).

METHODS: Twenty-eight consecutive LAM-R 
CHB patients with viral breakthrough or inad-
equate virologic response during ADV mono-
therapy were studied. The dynamics of HBV 
mutants were analyzed over time by detecting 
the quantity of HBV DNA using real-time fluo-
rescent quantitative PCR and by sequencing 
PCR products. Additionally, PCR-TA cloning 

was performed to study the dynamics of HBV 
quasispecies in 2 patients.

RESULTS: HBV DNA load fluctuated with the 
evolution of HBV mutants. Of all patients, 24 de-
veloped LAM resistance-associated substitutions 
during LAM therapy, and 4 had no resistance-
associated mutations; 13 had LAM resistance-
associated mutations, 11 had ADV resistance-
associated mutations, and 7 had no resistance-
associated mutations. Of 11 patients with ADV 
resistance-associated mutations, 6 had A181V 
mutation, 3 had A181T mutation, 1 had N236T 
mutation, and 1 had A181T/V+N236T mutation. 
PCR-TA cloning analysis showed that LAM-re-
sistant viral population was gradually replaced 
by ADV-resistant viruses during ADV sequen-
tial monotherapy. We also detected rtI233M and 
rtA194T mutations that are associated with re-
sistance to ADV and tenofovir, respectively.

CONCLUSION: Viral quasispecies dynamics in 
LAM-R CHB patients during ADV sequential 
monotherapy may manifest as various forms, 
such as LAM resistance-associated mutations 
with/without ADV resistance-associated muta-
tions, or absence of resistance-associated muta-
tions. Potential resistance quasispecies could be 
detected by PCR-TA cloning.
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摘要
目的: 观察阿德福韦酯(ADV)单药序贯治疗拉
米夫定(LAM)耐药慢性乙型肝炎(CHB)出现
再耐药患者HBV变异株的动态变化.  

方法: 28例初始LAM治疗的CHB患者, 出现
LAM耐药后换用ADV单药序贯治疗再次出现
不充分病毒学应答或病毒学突破. 采用实时荧
光定量PCR检测DNA, 分析HBV DNA动态变
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■背景资料
NAs抗HBV治疗
产生耐药模式具
有 多 样 性 ,  出 现
NAs耐药后应根
据耐药模式选择
挽救治疗方案, 目
前对NAs耐药模
式及其准种变化
正逐步深入, 并据
此进行更科学的
抗病毒管理.

■同行评议者
杨江华 ,  副教授 , 
安徽省芜湖市皖
南医学院弋矶山
医院感染科



化; 采用直接PCR产物测序法检测耐药变异, 
分析变异模式变化. 对其中2例患者系列血清
进行基因克隆分析其HBV耐药株动态变化. 

结果: 28例入选患者HBV DNA载量随耐药
变异株的消长而波动: 基线为(7.65±1.04) 
Log10copies/mL, LAM疗程中最低值中位数为
3.68 Log10copies/mL; 出现病毒学突破或/和耐
药变异时为(6.87±1.16) Log10copies/mL, 患者
换用ADV后最低值中位数为3.78 Log10copies/
mL; 患者出现耐药变异模式改变或再次病毒
学突破时为(6.04±0.93) Log10copies/mL. 治疗
基线及两次病毒突破3个时点HBV DNA载量
均数逐渐下降, 且两两之间差异均有统计学意
义. 28例患者LAM治疗后24例发生rtM204I/V
伴或不伴rtL180M等变异, 4例无耐药变异; 换
用ADV单药序贯治疗出现病毒学突破后, 进
行测序检测耐药发现: LAM耐药变异13例(包
括3例多重耐药), ADV耐药变异11例(包括3例
多重耐药), 无耐药变异7例. 其中11例ADV耐
药患者: rtA181V变异6例、rtA181T变异3例、

rtN236T变异和rtA181V+rtN236T联合变异各
1例. 对2例患者血清TA克隆发现ADV耐药准
种出现和LAM耐药准种消失的过程, 同时发
现对ADV耐药的rtI233M变异和对替诺福韦耐
药的rtA194T变异.

结论: ADV单药序贯治疗LAM耐药CHB出现
再耐药患者HBV变异株动态变化存在5种形
式, 且克隆分析可观察耐药株动态变化过程和
发现预存的耐药准种.

关键词: 乙型肝炎病毒; 阿德福韦酯; 拉米夫定; 
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0  引言

核苷/酸类似物(nucleos/tide analogues, NAs)治疗

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)患者能

有效改善肝功能, 促进肝组织学重建、HBeAg
消失、血清学转换并有良好的耐受性[1]. 乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus, HBV)聚合酶缺乏3'-5'
外切酶校对功能, 因此在HBV慢性感染者体内

存在不同准种[2]. 在NAs治疗压力选择下导致

原有变异准种在成为优势株或P基因RT区变异

成为耐药株. 拉米夫定(Lamivudine, LAM)治疗

常发生YMDD耐药变异, 阿德福韦酯(Adefovir 
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dipivoxil, ADV)可显著降低YMDD变异患者

的血清H B V D N A滴度和丙氨酸氨基转移酶

(alanine amino-transferase, ALT)水平[3]. Yeon 
等[4]报道ADV治疗LAM耐药患者较初治患者出

现ADV耐药率高. 为了解ADV治疗LAM耐药患

者体内HBV准种的变化, 我们对LAM耐药后换

用ADV单药序贯治疗后再次出现不充分病毒学

应答(inadequate virologic response)或病毒学突

破(virologic breakthough)患者耐药株动力学变

化进行了初步研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-03/2008-07在我院门诊或住院

治疗的慢性乙型肝炎患者 .  全部符合2005年
制订慢性乙型肝炎防治指南 [5]的慢性乙型肝

炎诊断标准. 主要入选标准包括: (1)HBsAg阳
性; (2)HBV DNA阳性; (3)血清ALT持续或反

复升高; (4)服用LAM 6 mo以上. 出现病毒学突

破或/和耐药变异(DNA测序法)后调整治疗方

案. 排除标准包括: 入选时合并肝硬化、其他

慢性肝病; 血清肌酐水平大于正常上限, 慢性

肾病; 合并其他严重全身性疾病; AFP明显升

高, ≥100 μg/L. 所有患者血清标本, 于-70 ℃保

存待测. 治疗前、疗程中每3 mo或6 mo采用荧

光定量PCR法检测HBV DNA(上海申友试剂)1
次; 生物化学检测采用全自动分析仪, 病毒学突

破时采用PCR产物在ABI3730型DNA自动荧光

测序仪测序[上游引物: 5'-CCTGCTGGTGGCT 
CCAGTTCAGGAACAG-3'(nt 56-83); 下游引物

5'-AAGCCCCAACCAGTGGGGGTTGCGTCA-
3'(nt 1 188-1 214), 引物由上海申友公司合成].
1.2 方法 从2例ADV耐药患者的系列血清标本

中抽提HBV DNA(QIAGEN GmbH公司试剂

盒), 在HBV聚合酶RT区A-E基序两侧设计PCR
引物: RTS1: 5'-CTAGGACCCCTGCTCGTGTT-
3 ' (n t  179 -198) ,  RTA S1:  5 ' -G C A A A C C 
CCAAAAGACC CA-3'(nt 1 001-1 019), RTS2: 
5'-AAAATCCTCACAATACCAC-3'(nt 224-242), 
RTAS2: 5'-GACATACTTTCCAATCAATAG-3'(nt 
971-991), 引物由上海申友生物技术公司合成. 
以上述抽提的HBV DNA为模板, 采用套式PCR
方法进行扩增. 第1轮上游和下游引物分别为

TRS1和RTAS1, 第2轮PCR上游和下游引物RTS2
和RTAS2, PCR扩增条件均为: 94 ℃ 30 s, 56 ℃ 
60 s, 72 ℃ 45 s, 共35个循环, 反应体系为50 µL. 
PCR扩增采用TaKaRa公司的Premix Taq酶. PCR

www.wjgnet.com

■相关报道
Idilman等报道有
限的时间里LAM
耐 药 患 者 加 用
ADV并不能比换
用ADV获得更多
利益, 但Lee等确
认为LAM耐药患
者加用ADV比换
用ADV获益更多, 
Viganò等报道20 
mg ADV不能改善
用LAM和10 mg 
ADV治疗的LAM
耐药乙型肝炎患
者的不完全应答.
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产物经胶回收(上海华舜生物工程有限公司试剂

盒)纯化后直接测序, 同时采用PMD18-T Vector 
TA克隆试剂盒(TaKaRa公司)筛选含目的片段的

克隆. 阳性克隆在ABI3730型DNA自动荧光测序

仪上进行测序.
统计学处理 采用Chromas2.0软件对HBV 

D N A P基因片段核苷酸编码的氨基酸的差异

和变异类型分析, 采用Clustalx1.81.msw软件对

HBV基因型分析. 采用SAS V8.1统计软件分析.

2  结果

2.1 入选患者病情、ALT及治疗方案变化 共有

28例患者进入本研究, 其中男25例, 女3例, 年龄例患者进入本研究, 其中男25例, 女3例, 年龄患者进入本研究, 其中男25例, 女3例, 年龄

18-60(平均36.67±10.54)岁. 入选时HBeAg阳性

CHB 24例, HBeAg阴性CHB 4例; 疗程中另有5
例出现HBeAg消失, 5例进展至肝硬化, 2例发展

为肝癌. 所有患者初始服用LAM 100 mg/d, 基
线ALT为39-342 U/L(中位数109.5 U/L), 疗程

24-180(中位数72) wk, 均出现病毒学突破或/和
耐药变异, 初始疗程结束时ALT为21-500(中位

数44) U/L. 出现LAM耐药后改用ADV 10 mg/d
单药序贯治疗, 疗程24-180(中位数72) wk, 再次

出现病毒学突破或耐药模式改变. 
2.2 HBV DNA载量动态变化 28例入选患者HBV 
DNA载量基线为(7.65±1.04)Log10copies/mL, 在
24-180 wk LAM疗程中出现HBV DNA载量下降, 
最低值为小于检测值下限至6.48Log10copies/mL 
(中位数3.68Log10copies/mL); 出现病毒学突破

或/和耐药变异而终止初始治疗时HBV DNA载

量为(6.87±1.16)Log10copies/mL, 患者在换用

ADV后再次出现HBV DNA载量下降, 最低值为

小于检测值下限至7.01Log10copies/mL(中位数

3.78Log10copies/mL); 28例患者ADV治疗24-180 
w k中再次出现病毒学突破或耐药变异模式改

变, 此时HBV DNA载量为(6.04±0.93)Log10co-
pies/mL, 患者HBV DNA动态变化见图1. 基线及

两次病毒学突破后3个时点HBV DNA均数逐渐

下降, 采用SNK检验结果显示3个时点两两之间

差异均有统计学意义, 这可能与变异后病毒复

制改变及部分患者发生HBeAg血清转换有关. 
2.3 核苷类似物疗程中耐药模式改变 对28例
LAM治疗时不充分病毒学应答或突破患者进行

基因耐药检测发现: r tM204I变异9例, 其中2例
伴随rtL180M等变异; rtM204V变异12例, 其中

9例伴随rtL180M等变异; rtM204I+rtM204V变

异同时存在2例, 其中1例伴随rtL180M变异. 另

外, 1例患者为rtV207M+rtL180M变异, 4例未检

测到耐药变异. 进入第二阶段ADV治疗28例患

者再次出现不充分病毒学应答或突破, 再进行

基因耐药检测: 存在LAM耐药变异13例(包括3
例多重耐药), ADV耐药变异11例(包括3例多重

耐药), 无耐药变异7例. 其中11例ADV耐药患者: 
rtA181V变异6例、rtA181T变异3例、rtN236T变
异和rtA181V+rtN236T联合变异各1例. LAM耐

药后换用ADV单药序贯治疗12例LAM耐药变异

消失, 序贯治疗耐药准种动力学变化存在5种形

式: (1)随HBV DNA逐渐下降LAM耐药株比例减

少并发生完全病毒学应答; 随疗程的延长, HBV 
DNA突破, ADV耐药变异出现(8例); (2)换用

ADV治疗后不充分病毒学应答, 在LAM耐药株

的基础上出现ADV耐药变异, 即对LAM和ADV
的多重耐药变异株(3例); (3)换用ADV治疗后不

充分病毒学应答, LAM耐药株依然存在(10例); 
(4)换用ADV治疗后不充分病毒学应答, LAM耐

药株消失后成为野毒株(4例); (5)LAM和ADV治

疗过程中病毒学均不充分应答, 但无耐药变异(3
例)(表1). 
2.4 2例患者耐药株的动态变化 本研究28例患者

ADV疗程中HBV DNA最低值12例<103 copies/mL, 
16例>103 copies/mL, 是否发生病毒学完全应答

与基线HBV DNA有关, 完全应答组为(7.02±
1.07)Log10copies/mL, 而不充分应答组为(8.06±
0.82)Log10copies/mL(t  = 2.76, P  = 0.011). 选取

ADV疗程中病毒学完全应答(患者6)和不充分应

答(患者10)各1例, 对该2例患者在LAM耐药时至

ADV耐药出现各3个时间点的血清标本应用TA
克隆技术分析各时间点病毒准种的构成比. 患
者6在LAM和ADV治疗后均较快出现完全病毒

学应答, 但LAM治疗180 wk和ADV治疗136 wk
时分别发现相关耐药变异, 抗病毒治疗320 wk

图  1  抗HBV疗程中HBV DNA动态变化. 最低值1、突破1: 

LAM疗程中HBV DNA最低量和病毒学突破时载量; 最低值2、

突破2: ADV疗程中HBV DNA最低量和病毒学突破时载量.
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■创新盘点
本文对28例初始
L A M 治 疗 出 现
L A M 耐 药 后 换
用ADV单药序贯
治疗再次出现不
充分病毒学应答
或病毒学突破的
CHB患者 ,  HBV 
DNA和耐药模式
变化进行详细描
述, 并对通过基因
克隆分析了其中2
例患者HBV耐药
准种动态变化.
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时发现肝脏占位, 手术病理证实为肝细胞癌. 患
者10在LAM和ADV治疗过程中均发生不充分

病毒学应答, LAM治疗48 wk和ADV治疗96 wk
时分别发现相关耐药变异. 两患者HBV DNA、

ALT、测序结果及治疗情况分别见图2, TA克隆

分析该病例各时间点病毒准种的构成比分别见

表2和表3, 其中患者6在ADV治疗136wk时克隆

出1/13例rtA181V+rtI233M变异, 患者10在LAM
治疗48 wk时克隆出1/10例rtV207M+rtA194T变
异(图3).

3  讨论

核苷类似物治疗CHB患者能有效抑制HBV复制, 
但治疗过程中可出现病毒学突破导致病情恶化, 
病毒学突破常因耐药变异引起. Allen等[6]和赵

卫峰等[7]都报道LAM治疗常发生rtM204V/I伴或

不伴rtL180M变异. Gaillard等[8]报道rtM204V/I

和r tL180M单独或联合变异病毒株的复制能力

均较野毒株下降. 而ADV治疗出现耐药变异后

DNA多聚酶对天然底物的亲合力下降, 使得变

异株的复制能力降低[9]. 本研究发现出现LAM
或ADV耐药变异后出现病毒学突破, 但变异株

的病毒载量较治疗前低, 且存在统计学差异, 这
可能因为: (1)耐药变异导致HBV复制能力下降; 
(2)部分患者出现HBeAg消失, 或血清转换; (3)抗
病毒药物对变异株仍有较弱的抑制作用. 

ADV可显著降低YMDD变异患者的血清

HBV DNA滴度和ALT水平[3], 但Yeon等[4]报道

ADV治疗LAM耐药患有较高的ADV耐药率, 
1、2年耐药率分别是6.4%、25.4%. 这可能与

LAM可诱导r tA181V/T变异有关. 本研究观察

到ADV序贯治疗LAM耐药患者, 出现ADV耐药

变异主要为rtA181V/T变异(9/11例), 这与ADV
初治者以rtN236T变异为主不同. Villet等[10]报道

表  1  28例LAM、ADV序贯治疗患者测序结果

     
模式	               患者	 基因型

		         LAM				           ADV

			                  治疗时间(wk)              变异形式	               治疗时间(wk)	  变异形式

A   1 C   96 M204V 120 A181V

  2 C   96 M204I 180 A181V

  3 C   48 M204I   24 A181T

  4 C   96 M204V 120 A181T

  5 C   48 M204V+L180M   96 A181T

  6 C 180 M204V+L180M 136 A181V

  7 C   24 204I+L180M   72 A181V

  8 C 150 M204V+L180M   96 N236T+A181V

B   9 B   48 无   96 M204V+A181V

10 B   48 V207M+L180M   96 V207M+N236T

11 C   72 M204I   72 M204I+A181V+T184I

C 16 C   96 M204I/V+L180M   48 M204I/V+L180M

17 C   72 M204I/V   48 M204V+L180M

18 C   72 M204V+L180M+V207L   48 M204V+L180M+V207L

19 C   48 M204I   48 M204I

20 C   24 M204V+L180M   72 M204V+L180M

21 B   96 M204V+L180M   72 M204V+L180M

22 B   48 M204V   96 M204V

23 B   72 M204I+M250L   24 M204I

24 C   72 M204V+L180M   48 M204V+L180M

25 B   48 M204V+L180M   72 M204V+L180M

D 12 B   48 M204I   48 无

13 B   72 M204I   72 无

14 B   96 M204V+L180M 120 无

15 C   24 M204I 150 无

E 26 C   24 无   72 无

27 B   72 无   72 无

28 B   72 无   48 无

■应用要点
本 文 � � 提 示
ADV单药序贯治
疗LAM耐药患者
耐药准种动力学
变 化 存 在 5 种 形
式, 提示HBV耐药
的复杂性, 临床工
作中应尽可能根
据耐药模式进行
挽救治疗.



www.wjgnet.com

邵幼林, 等. LAM耐药后ADV序贯治疗再耐药HBV变异株的动态变化					               1899

rtA181V/T变异株的存在可使LAM敏感性下降

5-11倍, 对ADV敏感性下降2-5倍, 导致LAM和

ADV交叉耐药的出现. Idilman等[11]报道有限的

时间里LAM耐药患者加用ADV并不能比换用

ADV获得更多利益, 但Lee等[12]确认为LAM耐

药患者加用ADV比换用ADV获益更多, Viganò
等[13]报道20 mg ADV不能改善用LAM和10 mg 
ADV治疗的LAM耐药乙型肝炎患者的不完全应

答. 因此, LAM和ADV耐药后应根据耐药模式选

择挽救治疗方案, 但目前不同的报道存在差异, 
有待更深入研究.  

本研究通过测序发现A D V单药序贯治疗

LAM耐药患者耐药准种动力学变化存在5种形

式: (1)随HBV DNA逐渐下降LAM耐药株比例减

少并发生完全病毒学应答; 随疗程的延长, HBV 
DNA突破, ADV耐药变异出现; (2)换用ADV治

疗后不充分病毒学应答, 在LAM耐药株的基础

上出现ADV耐药变异, 即对LAM和ADV的多

重耐药变异株; (3)换用ADV治疗后不充分病毒

表  2  患者6耐药变异株动态变化

     
时点	           HBV DNA	

rtM204V+rtL180M	 rtM204V        rtA181V         rtA181V+rtI233M         野毒株
(克隆数)	    (Log10copies/mL)

L180(10)	            8.31	           80%	    20%	        -		  -	          -

A120(10)	            3.54	           -		     -	        70.0%	 -	          30%

A136(13)	            7.29	           -		     -	        92.3%	 7.7%	          -

L180: LAM治疗180 wk; A120: ADV治疗120 wk; A136: ADV治疗136 wk. 

表  3  患者10耐药变异株动态变化

     
时点	           HBV DNA	 rtV207M           rtV207M+           rtV207M+        rtV207M+     rtN236T    野毒株	

(克隆数)	    (Log10copies/mL)		          rtL180M               rtA194T	        rtN236T

L48(10)	            8.29	   60.0%	           30%	 10.0%	        -	           -	          -

A72(11)	            5.01	   36.4%	           -		  -	        45.4%         9.1%      9.1%

A96(10)	            6.56	   -	           -		  -	        60.0%       40.0%      -

L48: LAM治疗48 wk; A72: ADV治疗72 wk; A96: ADV治疗96 wk.

图  2  患者6和患者10 HBV DNA和ALT动态变化. A: 患者6; B: 

患者10.
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AGGACTTTCCCCCACTGTCTGGCTTTCAGTTATATGGATGATATG
R    T     F    P    H    C    L     A    F     S    Y    M    D    D   M

GGTATGCATTTGAACCCCAATAAAACCAAACGTTGGGGCTACTC
G    M    H    L     N    P     N    K    T     K     R   W     G    Y     S

图  3  rtI233M和rtA194T变异克隆图谱. 患者6 rtI233M变异

(Amino acid codon: ATA→ATG); B: 患者10 rtA194T变异

(Amino acid codon: GCT→ACT)和rtV207M变异(Amino acid 

codon: GTG→ATG).

■名词解释
1 不充分病毒学
应答(inadequate 
virologic response): 
指治疗24 wk, 血
清中HBV DNA载
量下降幅度大于2 
Log10copies/mL以
上 ,  但仍≥2 000 
I U / m L 或≥ 1 0 4 
copies/mL.
2  病 毒 学 突 破
(virologic break-
through): 指在治
疗过程中, 虽然患
者对药物治疗有
良好的依从性, 相
隔 l  mo的连续两
次检查, 血清HBV 
DNA载量比获得
应答后的最低值
的上升值均大于
1Log10copies/mL, 
病毒学突破常常
提示耐药的产生.
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学应答, LAM耐药株依然存在; (4)换用ADV治

疗后不充分病毒学应答, LAM耐药株消失后成

为野毒株; (5)LAM和ADV治疗过程中病毒学

均不充分应答, 但无耐药变异. 从4例实施过3次
测序患者的耐药株动态变化可以看出: 随治疗

时间延长, LAM耐药株逐渐消失, ADV耐药株

逐渐出现, 还因为耐药检测的时间不统一, 因此

此种方法可能不够严谨, 其耐药动力学变化需

要更严谨的大样本深入研究. 由于LAM可诱导

r tA181V/T变异[14], LAM疗程中可能产生少量

rtA181V/T变异的HBV准种, 而在ADV单药序贯

治疗时被选择出来成为耐药优势株. 
克隆分析发现LAM耐药后换用ADV序贯

治疗, 随着LAM耐药株消失, 由于ADV抗病毒

能力较弱, ADV疗程中病毒学突破早期野毒株

占一定比率, 但随ADV治疗时间的延长, 野毒株

消失, 全为ADV耐药株. 患者6在ADV治疗136 
wk时克隆出1/13例rtA181V+rtI233M变异, 患者

10在LAM治疗48wk时克隆出1/10例rtV207M+ 
rtA194T变异, 而rtI233M[15]和rtA194T[16]变异分

别ADV和替诺福韦耐药, 最近有报道未治疗患

者测序发现rtA194T变异[17]. 克隆出rtA194T变异

准种说明耐药变异株在用药前就存在, rtA194T
变异HBV对替诺福韦敏感性降低并导致变异株

复制能力下降[18], 该患者目前rtA194T变异虽未

成为优势株但如果后续治疗中使用了替诺福韦

可能导致快速病毒学反弹. 另外, 对部分ADV治

疗后出现病毒学突破的患者未能检测到ADV耐

药变异, 这可能与测序敏感性较低、存在其他

耐药变异或机体免疫因素参与导致耐药等因素

有关, 其原因有待于进一步研究.
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