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Abstract
AIM: To investigate the evolution characteristics 
of hepatitis B virus (HBV) quasispecies during 
sequential therapy in patients with lamivudine-
resistant HBV infection.

METHODS: Serum samples were collected from 
seven patients with lamivudine-resistant HBV 
infection during sequential therapy. The reverse-
transcriptase (RT) region of the HBV polymerase 
gene was amplified, cloned and sequenced. Se-
quence mutations were analyzed to characterize 
the evolution of HBV quasispecies.

RESULTS: Lamivudine-resistant strains were 
persistently present in the serum of patients 
1, 4 and 5. The main mutation patterns were 
M204I+L80I, M204I+L80I+L180M, M204V+ 
L180M+G173L, and M204V+L180M. The 
proportion of these mutant strains changed 
constantly. The wild-type strain was detected 
in patients 2 and 3. However, lamivudine-
resistant strains were detected in patient 2 dur-
ing following therapy. Double-resistant mutant 
strains M204V+L180M+G173L+T184A and 
M204V+L180M+G173L+N236D were detected in 
patient 6, who underwent combination therapy 
with adefovir dipivoxil and lamivudine, and 
in patient 7, who underwent adefovir dipivoxil 
monotherapy.

CONCLUSION: Lamivudine-resistant mutant 
strains in the serum of patients with HBV infec-
tion do not easily disappear during sequential 
therapy. Cross-resistant or multi-resistant strains 
of HBV quasispecies are often present during 
sequential therapy and affect the response to the 
therapy, thereby resulting in therapeutic failure.

Key Words: Lamivudine; Resistance; Hepatitis B vi-
rus; Quasispecies
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摘要
目的: 探讨拉米夫定(LAM)耐药后序贯治疗中
HBV准种的演变特点. 

方法: 收集7例拉米夫定耐药患者序贯治疗中
的血清, 对HBV聚合酶基因逆转录酶区进行
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■背景资料
拉 米 夫 定
(LAM)、阿德福
韦酯(ADV)、恩
替卡韦 ( E T V )、
替比夫定(LdT)等
核苷 ( 酸 ) 类似物
(NAs)被广泛用于
抗乙型肝炎病毒
(HBV)治疗, 但长
期服用NAs易使
HBV聚合酶基因
发生选择性耐药
突变. 拉米夫定能
够快速抑制HBV
的 复 制 ,  但 耐 药
发生率很高, 针对
这些LAM耐药患
者, 目前常用的有
效补救治疗方案
是联合ADV或换
用ETV治疗. 在长
期应用LAM治疗
过程中HBV聚合
酶基因会连续变
异产生不同类型
的耐药位点. 那么
LAM耐药后的序
贯治疗中HBV聚
合酶基因耐药突
变如何演变? 值得
进一步深入研究.

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科



PCR扩增克隆并测序, 结合临床用药分析序列
突变, 探讨其演变特征.

结果: 患者1、4、5在序贯治疗中L A M耐
药变异株一直存在, 主要以M204I+L80I、
M 2 0 4 I + L 8 0 I + L 1 8 0 M 、 M 2 0 4 V + 
L180M+G173L、M204V+L180M为主, 所占
比例在不断发生变化. 患者2、3在序贯治疗中
检测出野生株, 但患者2在后续治疗中又选择
出LAM耐药变异株. 患者6在ADV联合ETV治
疗时、患者7在单用ADV治疗时测时分别测
出双重耐药株M204V+L180M+G173L+T184A
和M204V+L180M+G173L+236D.

结论: 拉米夫定耐药后序贯治疗中原耐药突
变不易消失, 且容易在此基础上筛选出交叉耐
药株或多重耐药株, 他的出现影响序贯治疗的
应答甚至导致序贯治疗的失败.

关键词: 拉米夫定; 耐药; 乙型肝炎病毒; 准种
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0  引言

拉米夫定(L A M)、阿德福韦酯(A D V)、恩替

卡韦(ETV)、替比夫定(LdT)等核苷(酸)类似物

(nucleotide/side analogs, NAs)被广泛用于抗乙

型肝炎病毒(HBV)治疗, 但长期服用NAs易使

HBV聚合酶基因发生选择性耐药突变. 拉米夫

定能够快速抑制HBV的复制, 但耐药发生率很

高, 针对这些LAM耐药患者, 目前常用的有效

补救治疗方案是联合ADV或换用ETV治疗[1,2]. 
在长期应用LAM治疗过程中HBV聚合酶基因

会连续变异产生不同类型的耐药位点[3]. 那么

LAM耐药后的序贯治疗中HBV聚合酶基因耐

药突变如何演变? 值得进一步深入研究, 本研究

主要探讨7例LAM耐药患者序贯治疗中HBV准

种的演变特征. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取7名2003-2008年间在天津市第三

中心医院肝胆内科就诊的HBV患者, 这些患者

LAM耐药后接受NAs序贯治疗. 每例患者选取

3-4份不同时间点的血清进行HBV聚合酶基因的

序列分析. 7例患者基本特征及临床用药见表1. 
此研究经本院医学伦理委员会批准, 患者签署
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知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 HBV DNA的定量: 采用上海科华生物工程

公司生产的HBV核酸扩增(PCR)荧光定量检测

试剂盒(S200359), 检测下限为500拷贝/mL, 本研

究中将低于检测下限定为阴性. 
1.2.2 巢式PCR扩增: 用上述试剂盒处理的血清

样品进行巢式PCR扩增, 扩增区域为聚合酶基

因的逆转录酶区(A-F, rt40-rt280). 应用Primer 
Express 2.0软件设计引物, 上游引物1为5'-GAG
TCTAGACTCGTGGTGGAC-3', 下游引物2为
5'-GGGTCTTTTGGGCTTTGCTGCC-3', 下游引

物3为5'-TGATTGGAAAGTATGTCAGAGAC-3'. 
一次PCR反应体系包括: 5 μL 10×PCR缓冲液

(含Mg2+)、4 μL dNTP(各1.25 mmol/L)、引物1/2
各1、2 μL Taq酶(1 U/μL)、4 μL模板, 加超纯

水至50 μL 反应条件: 预变性94 ℃, 2 min; 变性

94 ℃, 1 min; 复性60 ℃, 45 s; 延伸72 ℃, 45 s; 35
个循环, 延长72 ℃, 5 min. 二次PCR反应体系同

前, 引物为1/3, 模板为一次PCR产物. 
1.2.3 克隆及测序: 将二次PCR产物电泳、纯化

回收后克隆到PMD18-T载体中, 每个样本挑选

5-12个重组克隆送上海英俊生物技术有限公司

测序, 序列峰图应用Chromas(V1.62)分析, 序列

比对采用BioEdit(V7.0.4)软件, 选用的GenBank
序列包括M57663(A基因型)、D00329(B型)、
X01587/X75656/X75665(C型)、X02496(D型)、
X75657(E型)、X69798(F型)、AF160501(G型), 
患者HBV序列均与X01587相似性最高, 为C基

因型.

2  结果

2.1 患者临床特征 患者1、2、5用药过程中HBV 
DNA(以下简称DNA)和ALT的动态演变分别见

图1-3. 患者1开始服LAM时Child-Pugh分级为

A级, 在LAM耐药后联合ADV治疗22 wk, 由于

DNA持续阳性而换用LdT, 10 wk后DNA反弹至

6.32log10拷贝/mL, 同时出现ALT反弹, 故换用

ETV 0.5 mg/d, 13 wk后DNA持续阴性, ALT亦恢

复正常, 患者病程中未出现任何并发症. 患者2
开始服LAM时已并发腹水、胸水, Child-Pugh
分级为B级, 服LAM 63 wk时出现DNA反弹至

5.64log10拷贝/mL, 继续服LAM仍维持在5-7log10

拷贝/mL, 132 wk后ALT反复异常, 139 wk时
DNA反弹至8.53log10拷贝/mL, 后联合ADV治疗, 
56 wk后DNA基本维持阴性, 但ALT仍异常, 且
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■相关报道
Gerolami等报道
服 用 L A M 时 出
现 A D V 耐 药 株
A181V.
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119 wk时患者出现肾损害, 故换用ETV 1 mg/d, 
同时予胸腺肽调节免疫, DNA仍维持阴性, 26 
wk后ALT正常, 该患者病程中反复出现腹水、

胸水及食管胃底静脉曲张出血 ,  予保肝、利

尿、补充白蛋白、间断放腹水、胸水治疗, 食
管胃底静脉曲张予套扎治疗, 病情稳定. 患者5

开始服LAM时Child-Pugh分级为A级, 停药24 wk
后再服LAM, 32-40 wk DNA在4-5log10拷贝/mL
波动, 联合ETV 0.5 mg/d治疗, 8 wk后DNA仍为

4.75log10拷贝/mL, 换用ETV 1 mg/d, DNA从第6
周开始持续阴性, 治疗期间ALT基本维持正常, 
在此期间先后行8次TACE治疗, 84 wk时ALT的

表  1  患者的基本特征及序贯用药情

 
患者		              1		    2	             3	                     4                        5	               6	                     7

诊断		  CR	          CR		    HCC	            HCC	  HCC	         CHB	         CHB

年龄/性别		 36/男	          55/男	   58/女	            70/男	  51/男	         22/男         34/女

HBeAg/HBeAb	 +/-	          +/-		    -/+	            +/+	  +/-	         +/-	          +/-

基因分型		  C型	          C型		   C型	            C型	  C型	         C型	          C型

初始治疗药物	 LAM	          LAM	   LAM	            LAM	  LAM	         LAM	         LAM

用药时间(wk)	 40	          139		   62	            28		  48	         48	          40

第2次序贯用药	 LAM+ADV        LAM+ADV        LAM+ADV        LAM               LAM	         LAM	         ETV

用药时间(wk)	 22	          119		   88	             60		   40	         48	          12

第3次序贯用药	 LdT	          ETV 1 mg/d	       	             LAM+ADV     LAM+ETV     ADV	          ADV

								          0.5 mg/d

用药时间(wk)	 10	          55			               22		   8	         70	          48

第4次序贯用药	 ETV 0.5 mg/d					       ETV 	         ETV	          ADV+ETV 

								          1 mg/d	         1 mg/d      0.5 mg/d

用药时间(wk)	 45						        44	         20	          28

第5次序贯用药								                ADV+ETV

									                 0.5 mg/d	

用药时间(wk)								                36	

患者4、5、6服用LAM中间自动停药, 后再次服用LAM, 第2次用药时间为停药后重新服LAM的时间; CR: 肝硬化; HCC: 肝细胞癌, 

CHB: 慢性乙型病毒性肝炎.
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图  1  患者1病毒耐药突变的临床过程和进化. 该患者LAM

耐药后联合ADV序贯治疗, 病毒载量一直在3-4log10拷贝

/mL, 换用LdT 10 wk后出现病毒反弹, 后改用ETV 0.5 mg/d. 

抗病毒治疗方案在图的上方显示, L: 拉米夫定; A: 阿德福韦

酯; E: 恩替卡韦.

图  2  患者2病毒耐药突变的临床过程和进化. 该患者在使

用LAM 63 wk后出现病毒反弹继续使用LAM, 病毒一直维持

在5-7log10拷贝/mL, 139 wk时为8.53log10拷贝/mL联合ADV

治疗, 56 wk后病毒基本维持阴性, 但119 wk时患者出现肾损

害, 最终换用ETV 1 mg/d.
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■应用要点
对需抗病毒治疗
的HBV感染者, 初
始治疗尽可能选
耐药率低的NAs.
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反弹可能由于在此期间接受了TACE治疗, 病程

中病情稳定未出现并发症. 
患者3开始服LAM时Child-Pugh分级为A级, 

在LAM耐药后联合ADV治疗, 28 wk后DNA持续

阴性, 在此期间先后行5次TACE治疗, 并出现食

管胃底静脉曲张出血给予套扎治疗, 病情稳定. 
患者4开始服LAM时Child-Pugh分级为A级, 停
药4 wk后DNA为4.89log10拷贝/mL, YMDD为野

生型, 再次服LAM 60 wk时DNA反弹至6.69log10

拷贝/mL, 联合ADV治疗12 wk时DNA转阴, 但
22 wk时又升至3.25log10拷贝/mL, 在此期间先后

4次行TACE治疗, 病情稳定未出现并发症. 患者

6停药64 wk后, 再次服LAM 48 wk时DNA反弹, 
换用ADV 70 wk时DNA再次反弹, 后换服ETV 1 
mg/d 20 wk, DNA仍阳性; 又换成ADV联合ETV 
0.5 mg/d治疗, 16 wk时DNA为5.49log10拷贝/mL, 
36 wk时下降到3.72log10拷贝/mL, 目前仍在随访

中. 患者7服LAM 40 wk时发生耐药, DNA为6.63 
log10拷贝/mL, 换用ETV 0.5 mg/d治疗12 wk降
至5.72log10拷贝/mL, 后因经济原因换用ADV 48 
wk, DNA持续在4-5 log10拷贝/mL波动, 改ADV
联合ETV 0.5 mg/d治疗, 28 wk后DNA转阴, 目前

仍在随访中. 
2.2 克隆分析及多重耐药突变的演化 每例患

者选取3-4份不同时间点的血清进行克隆测

序做准种分析 ,  研究耐药株聚合酶基因的序

列变化, 总克隆数为225个(表2). 患者1、2、5
的耐药突变模式及克隆数见表3, 值得注意的

是患者1联合ADV治疗22 wk时, 有20%(2/10)
的克隆出现T184I, 在LdT 10 wk时57%(4/7)的
克隆出现L180M, 同时出现DNA及ALT反弹, 
ETV 21 wk时虽然DNA为阴性, 但采用巢式

PCR扩增, 克隆测序发现仍存在LAM耐药突变

M204I+L80I约67%(8/12)和M204I+L180M+L80I
约33%(4/12). 患者2经联合ADV治疗11 wk后, 

图  3  患者5病毒耐药突变的临床过程和进化. 该患者LAM

服用48 wk病毒转阴后自动停药24 wk, 重新服用LAM 40 wk

时耐药, 改联合ETV 0.5 mg/d治疗, 8 wk后持续不降, 改单用

ETV 1 mg/d.
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表  2  3例患者的准种分析

     
                                                 各患者在不同时间点的HBV聚合酶基因与参考序列X01857C比对的全部氨基酸替代位点

患者1	

    LAM+ADV 22 wk	   (G0173V10M0204I10C0256S10L180I8/V1E1263D9D5131N5H655Q4H794R3T8184I2S9117P1R9120K1N9

		     139S1S9246P1)10

    LdT 10 wk	    (H055Q7L080I7G0173V7M0204I7C0256S7E0263D7V3112A4L3180M4)7

    ETV 7 wk	    (H055Q5L080I5V0112A5G0173V5L0180M5M0204I5C0256S5E0263D5)5

    ETV 21 wk	    (H055Q12L080I12G0173V12M0204I12C0256S12E0263D12V8112A4L8180M4F1046L2D10131G2S10143P2)12

患者2	

    LAM 60 wk	    (G0173V10L0180M10M0204V8/A2L5231S5S857T2S9116A1F9249L1)10

    LAM+ADV 11 wk	   (G0173L10L0180M10M0204V8/I2C0256S10L0267Q10V8207A2F8249S2)10

    LAM+ADV 89 wk	   (G0173V8L0180M8M0204V8S0223A8I0224V8C0256S8N665D2L672P2K6168R2F6178S2L6229F2R6280S2)8

    ETV 1 mg/d, 12 wk (R0153W10G0173V10L0267Q10M8129V2S8223P2)10

患者5	

    再服LAM 40 wk	    (N0139K11G0173L6/V5L0180M11M0204V11S0213T11I0224V11C0256S11D2134N9L8229F3S9116P2R9120

		     G2F9227S2P9237H2S10137P1L10144P1G10165X1)11

    ETV 1 mg/d, 16 wk (D0134N10N0139K10G0173L10L0180M10M0204V10S0213T10I0224V10C0256S10L877S2S8185G2Y9245H1)10

    ETV 1 mg/d, 44 wk (D0134N7N0139K7G0173L7L0180M7M0204V7S0213T7I0224V7C0256S7A686T1)7

扩号内大写字母为氨基酸缩写, 大写字母的下标数字表示克隆数, 大写字母之间数字表示其在逆转录酶区的位置, 数字前的氨基酸

代表与参考株相同, 后面的氨基酸代表变异株, 括号外的下标数字为总克隆数.

■同行评价
本文选题明确, 具
有一定的创新性, 
方法简单可靠, 可
重复性强, 较准确
反映了研究工作
的科学问题和特
定内容.
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在原耐药突变基础上选择出100%(10/10)的
G173L及20%(2/10)的M204I, 但89 wk时G173L
及M204I突变消失, 25%(2/8)的耐药株上出现

T184S, 换用ETV 1 mg/d, 12 wk时均为野生型

(10/10). 患者5在ETV 1 mg/d序贯治疗6 wk后
虽然DNA持续阴性, 但16、44 wk时仍检测到

M204V+L180M+G173L(10/10、7/7). 
患者3在LAM 62 wk时出现DNA反弹, 检

测均为M204I+L80I(10/10)突变 ,  联合A D V
治疗20 w k时恢复野生型(9/9) ,  虽然28 w k
后D N A持续阴性 ,  但36、54 w k时仍检测到

M204I+L80I(11/11)、M204V+L180M(10/10). 
患者4停药4 w k时均为野生型(10/10),  再服

L A M出现D N A反弹时以M 2 0 4 I为优势株

(90%, 9/10), 联合A D V治疗22 w k时选择出

M204I+L180M+L80I约56%(5/9)和M204I+L80I
约44%(4/9). 患者6再次服L A M 48 w k时均

为M204V+L180M+G173L(6/6),  换用A D V 
70 w k后D N A反弹, 仍为M204V+L180M+G
173L(10/10), 在ADV联合ETV 0.5 mg/d治疗

36 w k时出现双重耐药株M204V+L180M+
G173L+T184A(10%, 1/10). 患者7在LAM耐

药时均为M204V+L180M+G173L(10/10), 在
ADV治疗15 wk时出现10%(1/10)双重耐药株

M204V+L180M+G173L+N236D, 48 wk时出现

40%(4/10)的M204V+L180V+G173L.

3  讨论

HBV耐药是乙肝患者抗病毒治疗过程中最棘手

的问题之一. HBV耐药的根源在于: HBV复制水

平很高, 但由于其聚合酶缺乏校正功能, 因而复

制过程中很容易参入错误碱基形成变异株. 这
些变异株的特点各不相同, 在一个HBV感染者

体内常形成以某一个优势株为主的相关突变株

组成的病毒群称为准种, 他是一个不断变化的

病毒群. 
本研究除了患者2和3在L A M耐药后的序

贯治疗过程中选择出野生株为优势株外, 其余

5名患者仍以LAM耐药株为优势株, 且L180M
与L80I分别伴随M204V及M204I出现, G173L多
在M204V/I+L180M的基础上发生. 患者3联合

ADV治疗后短期内恢复为野生株, 但随着用药

时间的延长, LAM耐药株将再次被筛选出来, 并
且呈动态演变, 36 wk时为M204I+L80I, 54 wk
时为M204V+L180M. 患者1换用E T V后虽然

DNA阴性, 但通过巢式PCR提高扩增效率, 仍
检测到M204I+L180M+L80I和M204I+L80I耐药

株. 患者5换用ETV治疗, 在DNA阴性后亦发现

表  3  耐药突变及克隆分析

     
	                 用药时间(wk)	                     耐药突变模式	                       克隆数(总)

患者１	         LAM+ADV 22		             M204I+L80I			              6

				               M204I+L80I+T184I		             2

				               M204I+L80V			             1

				               M204I			              1(10)

	         LdT 10		             M204I+L180M+L80I		             4

				               M204I+L80I			              3(7)

	         ETV 7		             M204I+L180M+L80I	  	            5(5)

	         ETV 21		             M204I+L80I		      	            8

				               M204I+L180M+L80I	  	            4(12)

患者2	         LAM 63		             M204V+L180M		             8

				               L180M			              2(10)

	         LAM+ADV 11		             M204V+L180M+G173L	            8

				               M204I+L180M+G173L	     	            2(10)

	         LAM+ADV 89		             M204V+L180M		             6

				               M204V+L180M+T184S	            2(8)

	         ETV 1 mg/d, 12	            无耐药突变			            10(10)

患者5	         LAM+ETV 0.5 mg/d, 8	            M204V+L180M+G173L	            6

				               M204V+L180M		             5(11)

	         ETV 1 mg/d, 16	            M204V+L180M+G173L	          10(10)

	         ETV 1 mg/d, 44	            M204V+L180M+G173L	            7(7)
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M204V+L180M+G173L耐药株, ETV耐药主要发

生在LAM耐药基础上, M204V+L180M+G173L
的存在增加了ETV耐药风险[4]. 这些耐药株影响

HBV复制能力及对NAs的敏感性, 此3例患者虽

然在目前随访中DNA仍保持阴性, 但从准种角

度讲, 序贯治疗仍具有潜在的耐药风险, 对于这

类患者将考虑从免疫学等角度进行综合治疗. 
患者1、2、5在L A M耐药后最终都采用

ETV治疗, 经ETV治疗后患者1和5仍能检测出

LAM耐药株, 而患者2中M204V+L180M+T184S
和M204V+L180M突变株则全部演变为野生

型 .  推测这可能与不同的变异株的复制性、

对E T V的敏感性及宿主的免疫有关 .  突变株

M204V+L180M+T184S对ETV耐药, 但患者2经
ETV治疗后病毒株却全部演变为野生型, 这提示

ETV加倍剂量同时给予胸腺肽调节免疫治疗能

更有效地抑制耐药病毒株的复制. 
患者6在ADV联合ETV治疗、患者7在单

用A D V序贯治疗过程中分别出现双重耐药

株M204V+L180M+G173L+T184A和M204V+ 
L180M+G173L+N236D, N236D与ADV的耐药相

关, 这与Yim等报道相似[5,6]. 这种双重耐药变异

株可能导致HBV复制能力增强及对NAs敏感性

降低, 容易导致序贯治疗的失败[7]. 
准种分析揭示了HBV以群体、动态的形式

存在, 很多位点的改变是DNA复制过程中非特

异的变异, 受内源(宿主免疫)和外源性(NAs)因
素的影响, HBV的变异位点众多, 文中列出患

者1、2、5的HBV逆转录酶区域与参考序列比

对的所有不同“变异”, 从中可发现患者1在联

合ADV治疗时并无L180M变异, 但在换用LdT
后57%的克隆上出现L180M, 目前尚无报道此

位点与LdT耐药直接相关, 但是LdT与LAM同

属左旋类核苷酸类似物, 所以在其作用下是否

更容易筛选出L180M值得进一步观察. T184S/I
与ETV耐药相关, 患者1和2在LAM联合ADV
后分别出现T184I和T184S变异, 同样, 患者5在
LAM耐药时11份克隆里有2份出现P237H, 有
报道Q215H、P237H、N236D与ADV的耐药有 
关[5,8]. 推测这些患者在体内HBV仍复制的情况

下, 药物作用更容易筛选出对其他NA耐药的突

变, Gerolami等亦报道服用LAM时出现ADV耐

药株A181V[9]. 另外患者2在LAM耐药时20%克

隆为M204A, 推测可能是HBV复制过程的非特

异突变, 与LAM耐药无关, 他不影响HBV复制能

力及对NAs的敏感性, 因而在联合ADV治疗过

程中能被完全抑制, 故联合治疗后M204A消失, 
而只检测到M204V/I耐药突变. 患者7在ADV治

疗48 wk时40%的突变株出现L180V, 他是否与

耐药相关有待进一步实验验证. 另外, 从结果中

可看出H55Q、C256S、E263D、S223A、I224V
等位点突变率较高, 这些突变的临床意义还需

要做体外表型实验来检测其对HBV复制能力及

对NAs敏感性的影响[10]. 
总之, 本研究分析了7例LAM耐药患者序贯

治疗后HBV准种的演变特点, 结果显示部分患

者即使采用ADV、ETV等序贯治疗, LAM耐药

突变仍不易消失, 即使DNA检测为阴性, 提高扩

增效率仍可检测到耐药变异株, 即使短时间内

HBV野生株恢复为优势株, 但随着用药时间的

延长, 原耐药变异株仍然会被筛选出来, 甚至在

此基础上筛选出交叉耐药株或多重耐药株. 因
此, 一旦发生耐药, 将对序贯治疗产生持续的影

响, 因而进一步说明对需抗病毒治疗的HBV感

染者, 初始治疗尽可能选耐药率低的NAs.
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