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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
HBV)基因型分布
存在地域性, 我国
主要以B、C基因
型为主. 自然状态
下, HBV基因型一
般不会发生改变, 
然而在核苷(酸)类
似物抗HBV治疗
过程中, HBV基因
型可能发生改变. 
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Abstract
AIM: To investigate the hepatitis B virus (HBV) 
genotype changes in entecavir (ETV)-naïve 
chronic hepatitis B (CHB) patients.

METHODS: Thirty-eight ETV-naïve CHB pa-
tients treated and followed at our hospital were 
retrospectively analyzed. Blood serum samples 
were collected at months 0, 1, 3, 6, 9, 12, and 24. 

HBV DNA was retrieved from those samples 
and subjected to amplification, sequencing, and 
genotyping. 

RESULTS: A total of 100 serum samples were 
collected from 38 CHB patients included in this 
study. Among all detected serum samples, geno-
type B was detected in 80 cases, genotype C was 
detected in 20 cases, and genotypes A, D, E, F, G, H, 
I and J were not detected in those samples. HBV 
genotype was detected to switch among 11 ETV-
naïve patients. Six patients changed from geno-
type C to genotype B, and 5 cases switched from 
genotype B to genotype C. Of 14 patients who had 
reserved baseline serum, HBV genotype changed 
in 5 patients, including 2 patients switching from 
genotype B to genotype C and 3 patients from 
genotype C to genotype B. Phylogenetic analysis 
showed that the genetic distance of genetic se-
quences changed between baseline and the time 
point when HBV genotype changed. 

CONCLUSION: HBV genotype may change in 
ETV-naive CHB patients, and the mechanisms 
require further investigation.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察恩替卡韦(entecavir, ETV)初治慢性
乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)患者体内
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)基因型
的变化情况. 

方法: 选取中山大学附属第三医院随访门诊
38例留有系列血清的ETV初治CHB患者为研
究对象, 其中14例留有基线血清, 检测ETV初
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■研发前沿
恩替卡韦是一种
高效、低耐药的
抗HBV药物, 临床
实践中观察到恩
替卡韦治疗不同
的慢性乙型肝炎
(chronic hepatitis 
B, CHB)患者疗效
不同, HBV基因型
及HBV准种的变
化是否影响恩替
卡韦抗病毒疗效
值得进一步研究.

治基线、1、3、6、9、12、24 mo时间点的血
清. 标本经提取HBV DNA, 巢氏PCR扩增HBV
逆转录酶(reverse transcriptase, RT)区基因, 凝
胶电泳鉴定后行基因测序及基因型分型. 

结果: 38例患者, 100份血清纳入分析, 所测血
清标本中, 基因型B型80例, C型20例, 未发现
其他如A、D、E、F、G、H、I、J等基因型. 
11例(28.9%)患者在ETV抗病毒治疗过程中基
因型发生了改变, 6例从C型变成B型, 5例从B
型变成C型. 14例留有基线血清的患者中, 5例
患者基因型发生了改变, 2例从B型变为C型, 3
例从C型变为B型, 进化树分析显示这些患者
在基线与基因型改变时间点的基因序列的遗
传距离也发生改变. 

结论: ETV初治CHB患者HBV基因型可发生
改变, 但其原因及意义有待于进一步研究. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 恩替卡韦(entecavir)初治慢性乙型肝炎
(chronic hepatitis B)基因型可发生改变, 不同的患
者基因型改变的时间不一, 且基因型的改变表现
为同一流行区内的基因型转变, 并没有改变成其
他流行区的基因型.
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)在复制过

程中, 缺乏有效的校正酶的作用, 容易发生病毒

突变, 突变的累积可产生不同的基因型. 目前鉴

定的HBV基因型有A-J 10种[1], 基因型的分布有

一定的地域性, 我国主要以B型和C型为主. 不同

的基因型不仅影响着HBV疾病的进程, 也影响着

抗病毒药物的疗效[2], 特别是对干扰素(interferon, 
IFN)治疗的患者而言, HBV基因型可作为IFN治

疗慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)是否获

得持续病毒学应答重要的基线预测因子之一. 同
样, 相关研究提示[3,4]拉米夫定、阿德福韦酯治

疗CHB过程中, 患者体内的HBV基因型会发生

改变, 但其原因还不甚清楚. 恩替卡韦(entecavir, 
ETV)是强效高耐药屏障的口服抗HBV药物, 抗

病毒疗效优于拉米夫定、阿德福韦酯, 但ETV是

否会引起内患者体内HBV基因型的改变不甚清

楚? 因此, 本研究目的探讨ETV初治CHB过程中

患者体内HBV基因型的变化情况.  

1  材料和方法 

1.1 材料 回顾性分析2006-06/2011-11中山大学

附属第三医院感染科门诊CHB随访患者, 均符

合《慢性乙型肝炎防治指南2010版》的诊断标

准, 且使用ETV单药抗病毒治疗. 入选标准: 年
龄18-65岁, 治疗前乙型肝炎表面抗原(hepatitis 
B surface antigen, HBsAg)阳性持续>6 mo, HBV 
DNA>2000 IU/mL, 丙氨酸氨基转移酶(alamine 
aminotransferase, ALT)>2倍正常值上限, ETV治

疗3 mo以上, 选取3、6、9、12 mo时间点HBV 
DNA>100 IU/mL, 随访过程中保存有系列血清. 
排除标准: 合并其他肝炎病毒感染, 合并人免疫

缺陷病毒(human immunodeficiency virus, HIV)
感染, 合并酒精性肝病、药物性肝病、自身免

疫性肝病等可引起肝功能异常的情况, 排除孕

妇及哺乳期妇女以及其他可能影响研究进行

的情况. 患者均被详细告知治疗过程中长期服

药、病毒耐药可能引起的不良反应及病情变化, 
并签署知情同意书. ETV治疗总人数为385例, 其
中347例患者不满足入组条件: 31例患者ETV治

疗不足3 mo, 38例患者基线资料不全, 3、6、9、
12 mo HBV DNA<100 IU/mL 269例, 47例患者无

系列血清, 故最终38例有系列血清的患者纳入

分析. 血清DNA提取试剂盒(E.Z.N.A. Viral DNA 
Kit试剂盒)及PCR产物纯化回收试剂盒(E.Z.N.A. 
Gel Extraction Kit试剂盒)均购自美国OMEGA
公司; Platinum® TaqDNA聚合酶、10 mmol/L 
dNTP、ddH2O、Agarose、SYBR® SAFE DNA 
GEL STAIN均购自美国Invitrogen公司; DNA 
Marker 100 bp购自北京全式金生物技术有限公

司; HBV DNA实时荧光定量检测试剂盒购自

中山大学达安基因有限公司; ABI 3730XL测序

仪、ABI Gene Amp PCR System 9700 PCR仪购

自美国ABI公司; Thermo EC250-90型电泳仪购

自美国Thermo公司; Milli-Q超纯水系统购自美

国Millipore公司; 紫外照相分析系统购自天能科

技(上海)有限公司. 
1.2 方法
1.2.1 HBV DNA水平检测: 患者随访过程中, 常
规HBV DNA检测均由中山大学附属第三医院肝

■相关报道
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福韦酯抗病毒治
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酯抗病毒治疗1年
后乙型肝炎病毒
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的情况.
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病实验室完成, 实时荧光定量PCR方法按照试剂

盒要求进行操作. 
1.2.2 巢式PCR扩增HBV RT/S区: (1)HBV DNA
提取: 严格按照E.Z.N.A. Viral DNA Kit试剂盒所

附说明书提取外周血病毒DNA; (2)巢式PCR扩
增: 采用Primer Premier5.0软件, 设计包括HBV 
S区及RT区全长的扩增引物如下. 引物由英潍

捷基(Invitrogen)上海贸易有限公司合成. 扩增

的HBV片段长度为1202 bp(nt 56-nt 1258), 包含

HBV RT基因(nt 130-nt 1161)和S基因(nt 155-nt 
835). 引物序列信息如下: 外侧引物5'-C C T-
GCTGGTGGCTCCAGTTCCG-3'(forward, nt 
56-77), 和5'-AGGAGTTCCGCAGTATGGATC-
GGCAG-3'(reverse, nt 1283-1258); 内侧引物

5'-CCATATCGTCAATCTTCTCGA-3'(forward, 
nt 111-131), 和5'-CCCGTGGGGGTTGCGT-
CAGCAA-3'(reverse, nt 1205-1184). 巢式PCR
方法: 第一轮PCR反应体系: 以外侧引物配制

Supermix, 混匀后分配到反应管中, 每管25 μL, 
最后加入DNA模板5 μL. 反应体系为: 10×PCR
缓冲液2.5 μL、10 mmol/L dNTP混合液0.5 μL、
50 mmol/L MgCl2 0.75 μL、外侧引物1(5 μmol/L) 
1 μL、外侧引物2(5 μmol/L) 1 μL、Platinum® 
Taq DNA聚合酶0.25 μL、模板DNA 5 μL、加

入灭菌蒸馏水14 μL使反应体系总体积至25 μL. 
反应条件为: 95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性15 s, 
55 ℃退火30 s, 68 ℃延伸2.5 min, 30个循环. 然
后以第一轮PCR产物为模板, 分别以内侧引物, 
配置第二轮PCR反应体系, 反应体系除模板及

引物外, 其余成分同第一轮, 反应条件同第一轮. 
第二轮扩增产物用0.8%的琼脂糖胶鉴定. 

1.2.3 基因分型: 对PCR产物送英潍捷基(Invitro-
gen)上海贸易有限公司进行双向测序, 以肝炎病

毒数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
genotyping/formpage.cgi)的标准序列为参照进行

HBV基因分型, 应用Vector NTI 9软件的Alignx
程序并结合Condoncode软件对测序结果与NCBI 
Genbank中参考序列进行比对, 用MEGA4软件

对14例有基线血清的标本RT/S基因序列进行进

化树分析. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件分析, 将测

得的各组HBV DNA定量进行对数转换, 计量资

料正态分布数据采用mean±SD表示, 非正态分

布数据采用中位数表示, 两组比较采用t检验, 计
数资料(n <40)采用Fisher精确概率法检验, 率的

比较采用χ2
检验. P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果 

2.1 38例患者一般情况 38例CHB患者中男性33
例, 占86.8%, 平均年龄38.2岁, 平均体质量指数

22.6 kg/m2, 有乙型肝炎家族史29例, 占76.3%, 肝
硬化3例, 占10.7%, 肝癌2例, 占5.26%. 27例乙型

肝炎e抗原(hepatitis B e antigen, HBeAg)阳性患者

中, 基线ALT水平163.8 U/L±285.5 U/L, 基线HBV 
DNA水平7.3 log10 IU/mL±1.0 log10 IU/mL, 11例
HBeAg阴性患者中, 基线ALT水平和HBV DNA水

平分别为158.8 U/L±151.9 U/L、7.1 log10 IU/mL
±0.8 log10 IU/mL, 其一般情况如表1所示. 
2.2 PCR产物鉴定 38例患者留有血清110份, 提
取血清标本病毒DNA后, 经两次PCR, 取第二轮

PCR产物25 μL与6×上样缓冲液按照比例混合后, 
用微量移液器缓慢加入凝胶样品池中, 并加入

表  1  38例慢性乙型肝炎患者的一般情况

     
临床参数            HBeAg阳性 HBeAg阴性 P 值

n 27 11

年龄(mean±SD, 岁) 37.63±10.1  39.5±15.0 0.908

性别[男, n (%)] 23(85.2) 10(90.9) 0.545

体质量指数(kg/m2) 23.4±2.4        20.7±2.8 0.027

乙型肝炎家族史(%) 21(77.8)   7(63.6) 0.305

随访时间(中位数, mo) 19(3-41)  17(3-40) 0.823

乙型肝炎肝硬化n(%) 2(7.4)   5(45.5) 0.014

肝癌n(%) 1(3.7) 1(9.1) 0.501

基线ALT(U/L)   163.8±285.5  158.8±151.9 0.998

基线HBV DNA(log10 IU/mL)  7.3±1.0 7.1±0.8 0.697

ALT: 谷丙转氨酶; HBV: 乙型肝炎病毒; HBsAg: 乙型肝炎表面抗原; HBeAg: 乙型肝炎e抗原.

■创新盘点
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DNA Marker, 电泳鉴定, 在1200 bp附近出现阳性

条带. 部分PCR产物凝胶电泳图如图1所示. 血清

标本110份中, 1份血清标本(37和44号标本)重复; 
4份血清标本(分别为1、3、24、106号标本)未扩

增出条带; 49号、51号、81号、86号和90号标本

引物测序出现双峰, 可能由于样本在实验过程中

被污染, 造成样品不纯, 被剔除; 不纳入本研究, 
因此最终38例患者、100份血清标本纳入分析. 
2.3 基因型鉴定 38例患者全部100份标本经测序

及基因型鉴定, 其中B型占80%, C型占20%, 未发

现A、D、E、F、G、H、I、J等基因型. 其中11
例(28.9%)患者在ETV治疗后基因型发生了改变, 

6例从C型变成B型, 5例从B型变成C型. 11例HBV
基因型发生改变的分布情况如表2所示. 11例基

因型发生改变患者的RT区出现不同程度的点突

变, 其中主要的变异位点为rtS223A/T、rtI224V、

rtN238T/H、rtT128A、rtM/L145L/V, 并没有出现

常见ETV耐药位点(rtM204V/I, rtI169T, rtT184A/
F/G/I/L, r tS202G/I, r tL180M/C、r tM250V、

rtI169T、rtS213T、rtS/C256G)的基因突变. 11例
基因型改变患者逆转录酶区核苷酸变异位点如

表3所示.
2.4 14例患者RT区基因序列进化树分析 对14
例有基线系列血清的患者PCR标本经测序后, 
选取肝炎病毒数据库中2例基因型B(编号为

A B40595、A B40591)、2例基因型C(编号为

AB644300、AB644302)、1例基因型D(编号为

AB644325)为对照, 进化树分析结果显示发生基

因型改变的患者, 基线与基因型改变时间点的

序列分支的遗传距离发生改变, 如图2所示. 

3  讨论 

HBV基因型是根据HBV全基因组核苷酸序列

表  2  11例慢性乙型肝炎患者基因型改变情况

     

患者编号 样本编号
基因型

基线 1 mo 3 mo 6 mo 9 mo 12 mo 24 mo

2 26/43/54 C C B

4 7/58/29/59/60 B C B B B

6 42/53 B C

10 78/76 C B

13   77/102 C B

15 57/36 C B

23 67/87/84 C C B

28 20/21/31/13 B B B C

29 99/71/70 C C B

32 40/23 B C

34 69/107/73 B B C

     

表  3  11例基因型改变患者逆转录酶区核苷酸变异位点

变异位点 氨基酸替换 频数n (%)

rt106 S→C 3(2.75)

rt109 P→S 1(0.92)

rt123 N→D 3(2.75)

rt124 Y→H 3(2.75)

rt127 G→R 1(0.92)

rt128 T→A 4(3.67)

rt134 N→D 1(0.92)

rt135 S→A 1(0.92)

rt145            M/L→L/V 4(3.67)

rt151 F→Y 1(0.92)

rt164 L→F 1(0.92)

rt191 V→L 1(0.92)

rt207  V→M 1(0.92)

rt219 S→A 1(0.92)

rt223    S→A/T             10(9.17)

rt224  I→V 7(6.42)

rt238    N→T/H 6(5.50)

rt250 M→W 1(0.92)

■应用要点
HBV基因型的改
变是否影响到恩
替卡韦抗HBV疗
效, 是否增加恩替
卡韦耐药的几率
值得进一步研究, 
这将为恩替卡韦
疗效预测及个体
化治疗方案的实
施提供新的参考
价值.

图  1  部分标本PCR产物凝胶电泳图. M: 100 bp DNA marker; 
1-10: 部分标本巢氏PCR产物.
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差异≥8%或S区基因序列差异≥4%来分类的, 
HBV目前已经鉴定出A-J等10个基因型[1], 基因

型的分布有一定的地域性[5,6], 我国主要以B基因

型和C基因型为主[7], 而且存在着混合型感染[8]. 
本研究38例CHB患者100份血清标本通过检测

基因型结果为基因型B或C型, 未见其他基因型, 

这也进一步证实了上述观点. 
本研究随访检测系列血清发现, 38例患者中

有11例患者在ETV治疗过程中出现基因型改变, 
6例从C型变成B型, 5例B型变成C型. 而且在治

疗的不同时间发生, 其中1例在1 mo时发生改变, 
4例在3 mo时发生改变, 3例在6 mo时发生改变, 
3例在2年时发生基因型改变. 自然状态下, CHB
患者的基因型一般是不会发生改变的[3], 由于

HBV在复制过程中要积累到8%的随机突变要一

定时间. 但在外力抗病毒药物的干预下, 病毒优

势株发生改变, 当变异累积到一定程度, 基因型

可能发生变化, 但没有引起耐药突变. 我国学者

卢建溪等[4]在ADV抗HBV治疗的研究中, 观察到

基因型发生转变的现象. 温志立等[9]也报道了52
例ADV抗病毒的CHB患者中, 有1例患者基因型

从B型转向B+C混合型. Gerner等[10]观察到IFN治

疗的CHB儿童中发生基因型从A型向D型的转

变. Jardi等[3]的研究也证实了抗病毒药物的作用

下, 体内的基因型可发生改变. 可能是HBV在药

物选择的压力下, HBV病毒株之间的突变发生, 
并出现新的优势株以适应环境的改变. 

本研究观察到ETV抗病毒治疗后, 不同的

患者发生基因型改变的时间不同. 有患者在短

时间内发生基因型的转换, 有的在较长时间内

发生基因型的改变, 这可能由于不同患者对药

物的敏感性不同, 或者患者的依从性影响了药

物的作用. 另外, 本研究也观察到患者在抗病毒

过程中, 基因型发生B-C-B的改变, 卢建溪等[4]的

报道也提示了同样的结果. 究其原因, 可能与混

合基因型的存在有关. 在ETV抗病毒治疗前, 患
者体内存在混合基因型感染, 但以某种优势株

更容易被检测出来, 经过一定时间的抗病毒治

疗后, HBV复制被抑制, 体内的优势株发生改变, 
导致检测出不同的基因型. 另外, HBV具有准种

的特性, 经过抗病毒治疗后, HBV准种复杂性和

多样性均发生改变, 从而表现为不同的基因型

优势. 此外, 基因型的改变表现为同一流行区内

的基因型转变, 并没有改变成其他地区的基因

型, 如B型改变成C型, 并没有改变成F型D型, 这
种现象的发生是否与物种的进化有关, 原因不

甚清楚, 有待于更深入的研究. 
HBV基因型改变是否影响到抗病毒疗效？

研究表明不同的基因型抗病毒药物的疗效不

一, 尤其是影响到I F N的疗效. 台湾的研究 [11]

结果提示IFNα-2b治疗CHB患者, 基因型B患

图  2  14例留有基线血清患者乙型肝炎病毒RT序列进化
树分析. AB40595、AB40591、 AB644300、AB644302、
AB644325为肝炎病毒数据库对照序列, 其余数字如67、

96、93、85等为患者标本所测序列.
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■名词解释
HBV基因型: 根据
HBV全基因组核
苷酸序列差异≥
8%或S区基因序
列差异≥4%来分
类的, HBV目前已
经鉴定出A-J等10
个基因型.
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者取得病毒学应答率(41%)高于基因型C患者

(15%), Erhardt等[12]研究提示IFNα治疗CHB患
者HBV基因型A较基因型D能取得更好的病毒

学应答. Akuta等[13]在关于LAM的研究中发现, 
不同HBV基因型患者发生耐药的几率不同. 而
Zeuzem等[14]研究结果与之不同. 这亦是大多数

研究者在使用核苷(酸)类似物抗HBV治疗的同

时, 一般不会结合基因型的情况来决定治疗方

案[15-18], 而且本研究并没有检测到ETV常见耐药

变异的发生. 由于基线血清标本的数量较少, 本
研究并没有比较不同基因型CHB患者之间病毒

学应答的异同, 我们将在后续的研究中扩大样

本量, 进一步观察HBV基因型的改变是否影响

ETV抗病毒疗效. 
因此, CHB患者在ETV抗病毒治疗后基因

型可发生改变, 至于何种原因导致了基因型改

变、基因型改变是否具有重要的生物学意义, 
这些都需要更进一步的研究. 
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■同行评价
本研究提示恩替
卡韦治疗CHB过
程中, 出现HBV基
因型的漂移, 该文
选题紧密结合临
床实践, 具有一定
的新颖性和临床
指导意义.
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