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■背景资料
随 着 核 苷 ( 酸 ) 
(n u c l e o s( t ) i d e 
analogues, NAs)
广泛应用, 乙型肝
炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)耐
药变异的问题越
发突出 ,  也逐渐
被 临 床 所 重 视 , 
但对于HBV预存
耐药变异与临床
的关系仍缺少相
应的调查. 
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Abstract
AIM
To investigate the relationship between 
hepatitis B virus (HBV)-related drug resistance 
mutations and HBV genotype in patients with 
HBV-related liver cirrhosis (LC).

METHODS
Serum samples were collected from 112 
patients with HBV-related LC who did not 
receive prior anti-viral treatment. HBV reverse 
transcriptase regions were amplified by PCR, 
and PCR products were directly sequenced.

RESULTS
Among 112 HBV-related LC patients, 13 
(11.61%, 13/112) had lamivudine resistance 
associated mutations, 15 (13.39%, 15/112) 
had adefovir resistance associated mutations, 
and 1 had mutations associated with both 
lamivudine and adefovir resistance. All of 
these resistance mutations occurred in patients 
infected with HBV genotype C, and there was 
no mutation in patients infected with HBV 
genotype B.

CONCLUSION
Adefovir/lamivudine resistance associated 
mutations exist in patients with HBV-related 
LC, and the mutations are related to HBV 
genotype. Compared with patients infected 
with HBV genotype B, those infected with 
HBV genotype C are prone to resistance 
mutations. 
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0  引言

核苷(酸)(nucleos(t)ide analogues, NAs)类药物

抗乙型肝炎病毒的疗效已经得到临床证实. 但
目前所有口服NAs类, 拉米夫定、阿德福韦、

替比夫定、恩替卡韦(entecavir, ETV)及替诺福

韦(tenofovir disoproxil fumarate, TDF)等在治

疗过程中均可出现不同程度的耐药性[1-6]. 一旦

出现耐药可能会出现病情的不易控制或者恶

化, 因此指南[7,8]推荐对于乙型肝炎肝硬化(liver 
cirrhosis, LC)患者抗病毒应选用高基因耐药屏

障的ETV或者TDF. 对于抗病毒治疗过程中及

时进行病毒耐药变异检测呼声很高, 但对抗病

毒治疗之前进行基因耐药变异检测却很少提

及. 由于HBV DNA聚合酶缺少校对功能, 在复

制过程中会产生大量的核苷酸错配. 因此在未

抗病毒治疗的慢性乙型肝炎感染者中可能就

存在与耐药有关的变异株. 对于LC患者而言, 
由于反复的免疫损伤, 病毒在免疫压力之下可

能发生变异的机会增多, 因此有必要在抗病毒

治疗之初进行基因耐药检测, 根据检测结果选

用合适的药物, 既可以减少耐药的发生也可以

减少不必要的浪费. 

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 标本来源: 112例外周血HBV DNA阳性的

乙型肝炎LC患者血清来自2011-04/2014-04徐
州医学院附属医院感染科门诊及住院患者. 
1.1.2 仪器与试剂: 罗氏有限公司Light Cycler
实时荧光定量聚合酶链反应(polymerase chain 
reaction, PCR)系统; 美国ABI公司的3130型基

因测序仪; 上海申友生物工程股份有限公司提

供的乙型肝炎病毒逆转录酶区PCR检测及测序

试剂; ABI公司提供的测序用试剂BIGDYE等. 
1.2 方法 
1.2.1 HBV DNA定量检测: 采用匹基公司的实

时荧光PCR仪及其荧光定量检测试剂盒, 按照

说明进行HBV DNA进行检测. 
1.2.2 HBV DNA模板提取: 按照上海申友公司

说明书提取HBV DNA. 
1.2.3 HBV DNA逆转录酶片断PCR扩增: 用扩
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摘要
目的
了解乙型肝炎肝硬化(liver cirrhosis, LC)患
者中乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)预
存耐药变异与基因型的关系. 

方法
利用聚合酶链反应产物直接测序法检测
112例从没用过核苷(酸)类药物治疗的HBV 
DNA阳性的乙型肝炎LC患者外周血HBV 
DNA逆转录酶区基因序列. 

结果
112例LC患者中发生与拉米夫定相关的耐药
变异13例(11.61%, 13/112), 与阿德福韦酯相
关的耐药变异15例(13.39%, 15/112), 拉米夫
定和阿德福韦酯均相关的耐药变异1例. 上
述耐药变异均发生在C基因型中, B基因型中
没有发现有预存耐药的发生. 

结论
本地区乙型肝炎LC患者中存在拉米夫定和
阿德福韦酯的预存耐药变异, 预存耐药容易
发生在C基因型中. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 乙型肝炎病毒; 肝硬化; 预存耐药; 基因型 

核心提要: 本实验利用聚合酶链反应产物直接

测序法检测了乙型肝炎肝硬化(liver cirrhosis, 
LC)患者外周血乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)逆转录酶区的基因序列, 证实在乙型肝炎

LC患者中存在HBV预存耐药变异, 且耐药变异

与基因型相关. 
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■研发前沿
近年来HBV基因
变异已经成为研
究热点 ,  但其耐
药机制及如何干
预耐药的发生是
亟需解决的问题. 

■相关报道
在NAs应用过程
中出现病毒学反
弹及时进行HBV
基因耐药检测报
道颇多 ,  但预存
耐药变异与基因
型及肝病的进展
的关系如何未见
报道. 
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增引物进行PCR扩增: PCR反应体系: 缓冲液

20 mL, MgCl2 2 mL, 引物2 mL, Taq酶2 mL, 
HBV DNA模板4 mL, 总反应体积为30 mL. 反
应条件: 42 ℃保温5 min、94 ℃预变性5 min、
然后94 ℃变性10 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸

40 s, 45个循环; 37 ℃恒温. 
1.2.4 PCR产物酶解: 取3 μL PCR产物, 加入

2 μL SAP的混合物, 混匀, 37 ℃ 60 min, 80 ℃ 
15 min, 最后4 ℃保存. 
1.2.5 HBV逆转录酶区测序: 取3 μL PCR酶

解、BIGDYE 1 μL和测序引物2 μL进行PCR扩
增: 96 ℃ 1 min变性, 而后96 ℃ 10 s, 50 ℃ 5 s, 
60 ℃ 4 min共25个循环, 而后4 ℃恒温保存. 
1.2.6 测序产物纯化: 按操作说明进行. 
1.2.7 耐药位点检测: 对H B V D N A>5×103 
copies/mL的标本利用ABI基因测序仪3130检
测. 已知拉米夫定耐药位点: rtV173L, rtL180M, 
rtM204I/V/S, rtV207I/L/G, rtS213T; 阿德福韦

酯的耐药位点rtA181V/T/S, rtV214A, rtQ215S, 
r tN236T, r tP237H, r tN/H238T/D; ETV的耐

药位点: r tI169M, rtT184A/G/I/S, r tS202G/I, 
rtM204V/I, rtM250V/L; 替比呋定的耐药位点: 
rtL180M, rtM204I/V/S; TDF耐药位点: rtP177G, 
rtA194T, rtF249A, rtA181V/T/S, rtN236T. 

采用Chromas2.0软件对HBV DNA P基因片

段核苷酸编码氨基酸的差异和变异类型进行分

析, 将测序结果(核苷酸序列)与Genbank中已知

的HBV不同基因型野毒株序列进行比较, 从而

确定感染的HBV基因型和耐药位点变异特点. 
统计学处理 采用SPSS16.0软件包, 比较

B型、C型HBV DNA水平, 先行方差齐性检

验, 然后进行单因素方差分析并进行两两比较, 

检验水准α = 0.05; 不同基因型之间变异发生

率的比较采用χ2检验, 均值比较采用t检验, 以
P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 患者的基线特征 在112例LC患者中, 男性

88例, 女性24例, 平均年龄44.12岁, C型106例, 
B型6例, 没有检测到其他基因型. 两基因型中

患者年龄、性别分布无统计学差异(P >0.05). 
两组患者ALT、TBil及PLT比较有统计学差异, 
(P <0.01). 两基因型之间病毒载量比较有统计

学差异(P <0.05, 表1). 
2.2 耐药变异类型检测结果 112例LC患者中发

生已知位点耐药变异的29例(25.90%), 其中与

拉米夫定相关的耐药变异13例(11.61%), 与阿

德福韦酯耐药相关的变异15例(13.39%), 1例
rtS213T+rtN/H238T/D为拉米夫定和阿德福韦

酯均相关耐药变异. 已知位点耐药均发生在C
基因型中, B基因型中没有发现已知位点耐药

变异, 结果如表2. 

3  讨论

慢性乙型肝炎患者在服用NAs过程中出现应

答不良或者病毒学反弹及时进行耐药检测已

经逐渐被临床所重视[2,3], 但对于在服用NAs
治疗之前是否需要进行耐药检测则持有不同

的观点[9]. 由于HBV DNA聚合酶缺少校对功

能, 因此在自然状况下HBV有可能会发生与

耐药相关的变异(预存变异), 这一观点在多数

研究中都已经得到证实[10-12]. 但多数研究认为

这种预存耐药发生率低[13-16]. Gomes-Gouvêa
等[17]检测了702例慢性乙型肝炎患者, 结果发

     基线特征 B型(n  = 6) C型(n  = 106) P 值

年龄(岁)   35.83±14.13   48.81±12.50 0.600

性别(男/女)   6/0   82/24 0.340

ALT(U/L)   377.83±377.24   117.38±152.65 0.000

TB(μmol/L)   154.17±224.67   56.09±97.86 0.000

ALB(g/L) 39.60±6.17 33.66±8.05 0.590

PLT(log10/L)   2.42±0.70   1.87±0.25 0.000

WBC(log10/L)   0.72±0.09   0.60±0.22 0.148

HBV DNA(log10IU/mL)   4.88±2.37   5.81±1.27 0.018

ALT: 谷丙转氨酶; TB: 总胆红素; ALB: 白蛋白; PLT: 血小板; WBC: 白细胞; HBV: 乙型肝

炎病毒.

表 1 患者的基线特征 ■创新盘点
本文采用聚合酶
链反应(polymer-
ase chain reaction, 
P C R ) 产 物 直 接
测序法检测从没
用过NAs治疗的
乙型肝炎肝硬化
(liver cirrhosis, 
L C)患者外周血
HBV DNA逆转
录酶区基因序列, 
获得了乙型肝炎
L C患者H B V预
存耐药变异与基
因型的关系. 
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现1.6%(11/702)存在对NAs的单位点耐药或联

合耐药变异, 但其研究人群主要是A基因型患

者, C基因型患者仅占0.9%. 土耳其学者Özgüler
等[18]应用INNO-LiPA检测了当地78例HBeAg-
阴性和22例HBeAg-阳性的慢性乙型肝炎患者

初始基因耐药变异, 结果只发现1例L180M和

M204V变异. 国内也有学者检测了620例住院

的慢性乙型肝炎及相关患者, 认为原发的基因

型耐药变异率低, 没有必要在抗病毒治疗之初

进行基因耐药检测[19]. 但也有学者研究发现在

没有抗病毒治疗的慢性乙型肝炎患者中存在

的基因耐药变异与使用抗病毒治疗的患者基

因耐药变异发生率无明显差异[20], 并认为在抗

病毒治疗之初应该予以HBV基因耐药检测以

利于选择有益的抗病毒药物治疗[21]. 
本研究发现在112例没有服用NAS治疗的

乙型肝炎LC患者中发生发现已知位点耐药变

异的29例(25.90%), 其中与拉米夫定相关的耐

药变异13例(11.61%), 与阿德福韦酯耐药相关

的变异15例(13.39%), 1例rtS213T+rtN/H238T/D
为拉米夫定和阿德福韦酯均相关耐药变异. 另
外我们还检测到191V/I, 229L/V, 224I/V, 221F/Y, 
191V/I+221F/Y, 191V/I+221F/Y+229L/V等未

知的变异类型. 并且已知位点的耐药变异均发

生在C基因型中, 在B基因型中没有发现已知

位点耐药变异. 
目前研究多数认为HBV预存基因耐药率

低, 没有必要在抗病毒治疗前检测基因型耐药, 
但我们研究发现在LC患者中预存基因耐药率

高达25.9%, 这可能与各研究选择的人群不同, 
上述研究没有区分患者病情, 也许在慢性乙型

肝炎或者乙型肝炎病毒携带者中这种预存基

因耐药变异率低, 但随着病情进展, 病毒在免

疫压力下发生变异的机会增加, 因此到了LC阶
段预存耐药变异自然也就明显增高. 因此我们

推测随着病情进展, 这种预存耐药的发生率有

可能就会增高. 另外rt191V/I单位点及多点变

异发生率较高10.7%(12/112), 但该位点变异是

否会影响NAs的抗病毒疗效还有待于进一步

临床验证. 
多数研究认为HBV耐药变异与HBV基因

型无关[22-24]. 也有研究发现HBV耐药变异与基

因型有关[25-28], Li等[27]调查了国内13847例核苷

类药物治疗的慢性乙型肝炎感染者, 结果发现

感染基因C型的患者发生多药耐药的风险高于

基因B型, 且两种基因型感染的患者对ETV耐

药的模式也有不同. 戚应杰等[29]对81例慢性乙

型肝炎患者的基因型与耐药关系也发现C基

因型与B基因型相比更易发生耐药变异. 但罗

杰等在观察ETV初治慢性乙型肝炎患者体内

HBV基因型的变化情况时发现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, 患
者体内HBV基因型可发生改变[30]. 这也意味着

ETV抗病毒治疗过程中可能会导致HBV基因

型的改变. 而本研究选择的是从未服用过NAs
的人群, 因此不存在NAs对HBV基因型的影响. 
我们研究结果发现已知耐药位点相关变异均

发生在C基因型中, 在B基因型中没有检测到

相关的耐药变异. 这可能意味着感染HBV C基
因型LC患者比B基因型更容易发生耐药变异. 
当然本研究涉及的病例数少, 还需要扩大样本

量来证实HBV基因型与耐药变异的关系. 
由于病毒, 宿主和环境因素之间复杂的相

互作用, HBV基因型和临床分布之间的关系仍

然没有明确. 有学者研究认为, 肝病的进展与

患者感染的乙型肝炎病毒基因B/C型无关[31,32]. 
本研究发现在乙型肝炎LC患者中B基因型患

LAM: 拉夫米定; ADV: 阿德福韦; LDT: 替比夫定.

     变异类型 n 耐药相关

rtV173L   2 LAM

rtA181T/V   1 ADV

rtM204I/V/S   1 LAM/LDT

rtV207I/L/G   1 LAM

rtS213T   7 LAM

rtV214A   7 ADV

rtQ215S   2 ADV

rtN/H238T/D   4 ADV

rtL180M+rtS213T   1 LAM

rtA181T/V+rtV214A   1 ADV

rtV207I/L/G+rtS213T   1 LAM

rtS213T+rtN/H238T/D   1 LAM+ADV

191V/I   7 未知

229L/V   1 未知

224I/V   3 未知

221F/Y   3 未知

191V/I+221F/Y   4 未知

191V/I+221F/Y+229L/V   1 未知

合计 48

表 2 预存耐药变异类型分布■应用要点
本研究获得了乙
型 肝 炎 L C 患 者
HBV预存耐药变
异与基因型的关
系, 为乙型肝炎LC
患者抗病毒精准
治疗提供了有力
的循证医学证据. 
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者的病毒载量相对较少(P <0.05), 而B基因型组

患者ALT及TB升高程度比C基因者明显, 可能

提示到LC阶段, B基因型患者的肝脏损害程度

较C基因型患者明显(P <0.01). 
总之, 本研究结果提示在乙型肝炎LC患者

中存在较高比例的预存耐药变异, 主要是针对

拉米夫定及阿德福韦酯的补偿耐药变异位点, 
没有发现有ETV或者TDF的预存耐药. 并且这

种已知耐药变异均发生在C基因型患者, 提示

与感染HBV B基因型患者相比, C基因型患者

可能更容易发生预存耐药变异. 到LC阶段, B
型患者的肝损程度比C基因型明显. 因此对于

LC患者而言, 在选用NAs之前最好进行基因耐

药检测, 根据检测结果选择合适的抗病毒药物. 
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■同行评价
本文采用PCR产
物直接测序法检
测了没有抗病毒
治疗的乙型肝炎
L C 患 者 外 周 血
HBV DNA逆转
录酶区基因序列, 
了解乙型肝炎LC
患者中HBV预存
耐药变异与基因
型的关系 ,  为临
床诊疗提供有力
的循证医学证据. 
具有较好的使用
价值. 
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