
总之#骨创伤后血浆
U4U

和血糖水平随创伤严重度的加

重而升高#反映了机体对创伤应激反应的强弱#血浆
U4U

和血

糖水平变化随创伤程度的变化与创伤后机体生理病理变化随

损伤轻重而变化是相符合的#监测创伤后血浆
U4U

和血糖水

平的变化在一定程度上可判断创伤程度及预后)
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实时荧光定量聚合酶链反应在
[̂QjOUU

基因变异

检测中的应用

刘兴态!郑
!

霞!汪亚洲!秦
!

军"葛洲坝中心医院检验科!湖北宜昌
!

..$##,

#

!!

"摘要#

!

目的
!

以
UR+

测序法为标准!探讨实时荧光定量聚合酶链反应"

*P'

#技术检测乙型肝炎"下称乙

肝#病毒
jOUU

基因变异的敏感性和特异性$方法
!

选取
/-

例乙肝患者经拉米夫定治疗前及治疗
0

个月后其血

清采用荧光定量
*P'

技术联合检测
[̂QUR+

及
jOUU

变异!并随机选取
"#

例"

!

例实时荧光定量
*P'

提示

jOUU

变异'

!

例提示未变异#慢性乙肝患者做
UR+

测序!分析二者的检测结果$结果
!

拉米夫定治疗前
[̂Q

UR+

的载量!两组相比差异无统计学意义"

!

'

#1#!

#!

0

个月后
jOUU

的变异率为
".1%2

"

"#

%

/-

#'

jOUU

变异型

组
[̂QUR+

无
9

例阴转!

jOUU

野生型组
[̂QUR+

阴转率为
%01$2

"

./

%

!-

#!差异有统计学意义"

!

"

#1#"

#'

"#

例测序法所测结果与实时荧光定量
*P'

完全相符!总符合率为
"##1#2

$结论
!

实时荧光定量
*P'

技术联合检测

[̂QUR+

及
jOUU

变异具有很好的临床应用前景$

"关键词#

!

实时荧光定量聚合酶链反应'

!

测序法'

!

拉米夫定'

!

jOUU

变异

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&%(&%'1

文献标志码$

+

文章编号$

"/%,40.!!

"

,#",

#

#04"#0"4#,

!!

拉米夫定是治疗慢性乙型肝炎病毒$

[̂Q

%的一种核苷类

药物#对
[̂QUR+

复制有明显抑制作用#经过
"

年治疗#它

可使
/#2

左右的患者血清
[̂QUR+

水平快速降低#且患者

的耐受性较好#但随着疗程的延长#约
".2

的患者又出现

[̂QUR+

阳转#呈现拉米夫定耐药*

"4,

+

)研究发现#这种耐药

性变拉米夫定是一种具有很强的抑制
[̂Q

复制作用的核苷

酸药物#但在使用过程中
[̂QUR+

聚合酶活性区往往发生

病毒变异$

jOUU

变异%#影响治疗效果或引起病情加重*

$

+

)

对
[̂Q

进行
jOUU

变异检测#对于指导临床用药-疗效判断

和推测预后都具有十分重要的临床意义)目前对拉米夫定相

关的
[̂Q

变异的检测方法有多种)本文采用实时荧光定量

聚合酶链反应$

*P'

%#以
&?

X

H?A OS[

探针分析技术检测

[̂QjOUU

变异株#并以
UR+

测序法为金标准#以评价实时

荧光定量
*P'

的敏感性和特异性#现将结果报道如下)

$

!

资料与方法

$1$

!

一般资料
!

,##0

年
"#

月至
,#""

年
.

月本院用拉米夫定

抗
4̂ [Q

治疗的慢性乙肝患者
/-

例#符合
,###

年
0

月西安第

"#

次全国病毒性肝炎及肝病学术会议讨论修订的.病毒性肝

炎防治方案/的诊断标准*

.

+

)男
..

例#女
,.

例#治疗时间大于

或等于
0

个月#年龄
"/

!

/%

岁#平均$

$-1"c!1$

%岁)清晨空

腹采集静脉血
$HN

#不添加抗凝剂#分离血清#于
d,# Y

保存)

$1/

!

方法
!

采用实时荧光定量
*P'

和
UR+

测序法)

$1/1$

!

实时荧光定量
*P'

!

仪器!

&?

X

H?AOS[

探针分型试

剂盒购自杭州夸克生物技术有限公司#采用西安天隆公司生产

的
&N0--

型荧光定量
*P'

仪)操作方法!按照试剂说明书及

仪器操作程序进行)

$1/1/

!

UR+

测序法
!

随机选取经实时荧光定量
*P'

检测
!

例
jOUU

变异型和
!

例
jOUU

野生型的血清样本#送中山大

学达安基因股份有限公司进行
UR+

测序)

$1'

!

统计学方法
!

采用
)*))""1#

统计软件#样本均数之间

的差异采用方差分析)

,

"0#"

,

检验医学与临床
,#",

年
!

月第
0

卷第
0

期
!

N?JO6=P9>A

!

O?

G

,#",

!

Q5910

!

R510



/

!

结
!!

果

/1$

!

/-

例患者血清中
"#

例发生变异#变异率为
".1%2

$

"#

"

/-

%#变异类型与年龄和性别无明显相关性)将结果分为
jO4

UU

野生型和
jOUU

变异型#回顾性分析两组治疗前的
[̂Q

UR+

拷贝数 $取对数值%#差异无统计学意义$

?3#1!,"

#

!

'

#1#!

%#见表
"

)

表
"

!

jOUU

野生型和变异组治疗前的

!!!!

[̂QUR+

拷贝数

[̂Q

组别
& [̂QUR+

$

C5

8G

"

HN

% 对数值

jOUU

野生型
!- $1,.a"#

$

!

%1/!a"#

%

$1!"

!

%1--

jOUU

变异型
"# 01/"a"#

$

!

"1.!a"#

-

$10-

!

-1"!

/1/

!

拉米夫定用药
0

个月后#其
jOUU

变异型与
jOUU

野

生型相 比#

[̂Q UR+

阴 转 率 明 显 不 同#以 小 于
"1#a

"#

$

C5

8G

"

HN

$对数值为
$1##

%为阴性#结果显示#变异后
[̂Q

UR+

含量反跳#无
"

例阴转)而野生型在用药
0

个月后#

[̂Q

UR+

阴转率明显增加#阴转率达
%01$2

#两组相比差异有统

计学意义$

?3,.10

#

!

"

#1#"

%#见表
,

)

表
,

!

jOUU

野生型和变异型治疗后
[̂QUR+

阴转率

[̂Q

组别 治疗前 治疗后 阴转 阴转率$

2

%

jOUU

野生型
!- ", ./ %01$

jOUU

变异型
"# "# # #1#

/1'

!

"#

例$

!

例实时荧光定量
*P'

提示
jOUU

变异型(

!

例

提示野生型%慢性乙肝患者做
UR+

测序#结果与实时荧光定

量
*P'

完全相符#总符合率为
"##1#2

#见表
$

)

表
$

!

实时荧光定量
*P'

测定结果与直接测序结果比较

样本号
ÛQUR+

$

C5

8G

"

HN

%

*P'

检测结果
测序结果

" !1-$a"#

/

jOUU

野生型
!̀4&+&+&SS+&S+& 4$̀

#

, %1$/a"#

!

jOUU

变异型
!̀4&+&+&&S+&S+& 4$̀

-

$ .1!%a"#

.

jOUU

变异型
!̀4&+&S&SS+&S+&4$̀

(

. !1,-a"#

!

jOUU

野生型
!̀4&+&+&SS+&S+& 4$̀

#

! "1,.a"#

%

jOUU

野生型
!̀4&+&+&SS+&S+& 4$̀

#

/ $1,.a"#

$

jOUU

野生型
!̀4&+&+&SS+&S+& 4$̀

#

% "1.!a"#

-

jOUU

变异型
!̀4&+&S&SS+&S+&4$̀

(

- .1.-a"#

!

jOUU

变异型
!̀4&+&+&&S+&S+& 4$̀

-

0 $10.a"#

.

jOUU

野生型
!̀4&+&+&SS+&S+& 4$̀

#

"# !1$$a"#

!

jOUU

变异型
!̀4&+&S&SS+&S+&4$̀

(

!!

注!

#代表
jOUU

野生型(

(代表
jQUU

变异(

-代表
jMUU

变异)

'

!

讨
!!

论

目前乙肝治疗药物比较多#但是功效明确针对
[̂Q

的药

物主要有两大类!核苷类似物如拉米夫定-阿德福韦-恩替卡韦(

干扰素如
+

干扰素-长效
+

干扰素)拉米夫定抑制
[̂Q

复制作

用显著-肝功能正常化作用显著-肝脏组织病理学改善作用显

著-基本无不良反应-口服用药$

"##H

@

"

=

%方便)但在拉米夫定

治疗期间#病毒
UR+

编码的
UR+

聚合酶基因系列易发生变

异#这种变异在
jOUU

序列及其附近#因而称为
jOUU

变异)

jOUU

位于
*

区第
!.0

!

!!,??

$即
j!.0O!!#U!!"U!!,

%#

jO4

UU

中蛋氨酸$

O

%被吉氨酸$

Q

%或异亮氨酸$

M

%替代#变成

jQUU

"

jMUU

*

!

+

)目前检测
jOUU

变异的分子生物学方法主

要有直接测序法-限制性片断多态性分析$

'fN*

%-

!4

核酸酶检

测法-基因芯片法-荧光定量
*P'

溶解解曲线法-焦磷酸测序

技术-高效变性液相色谱法等*

/

+

)测序法是目前专家公认的金

标准#但需配置测序仪#一次性投入资金较大#测序周期较长#

费用较高(

*P'

与酶联免疫吸附试验在进行
*P'

扩增后#需

要预杂交-杂交-显色等开放性试验#容易造成标本的交叉污染

以及影响实验室的质量控制)同时操作繁琐-费时#不适合当

天出检测报告)基因芯片需要开放式杂交#会造成一定的交叉

污染需要配置芯片仪#一次性投入资金较大#且芯片成本较高)

这些方法对技术和设备要求很高或者操作繁琐#耗时费力#不

利于大范围的普及与推广)

以直接测序法为金标准#实时荧光定量
*P'

检测
jOUU

变异具有灵敏度高-特异性强和诊断符合率高的特点#能够满

足临床需求)由表
$

结果可以充分说明这一点)

OS[

探针分型技术荧光定量
*P'

检测
[̂QjOUU

变

异)采用一对共同
*P'

引物#两种分别针对
[̂Q

保守区-

jOUU

变异区核酸序列的
&?

X

H?AOS[

探针#

f+O

荧光素作

为报告基团#

,

管平行检测#荧光
*P'

仪的实验数据通过计算

分析#此法不仅可以检测
[̂Q4jOUU

野生株"变异株混合型#

还可以对
[̂QUR+

进行定量检测)本方法无需使用外在定

量标准#提高了检测效率#降低了检测成本#具有快速-灵敏-准

确-经济实用等优点#适合临床实验室开展拉米夫定耐药性突

变的监测#值得推广)
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