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武汉市乙型肝炎病毒基因型分布和Ｐ区耐药突变模式

及两者相关性分析

崔　艳，李　艳△，乔　斌，汪　明（武汉大学人民医院检验科，武汉　４３００６０）

　　【摘要】　目的　探讨武汉地区乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因型的分布情况和Ｐ区耐药突变模式及两者的相关性。

方法　提取 ＨＢＶＤＮＡ进行聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增后以直接测序法检测 ＨＢＶ基因型及Ｐ区耐药突变位点，用

ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。结果　２１９例慢性乙型肝炎患者血浆中检出 ＨＢＶ基因型Ｂ型１３５例（６１．６％）、Ｃ

型６１例（２７．９％）、Ｄ型２例（０．９％）、Ｂ＋Ｃ混合型３例（１．４％）、Ｂ＋Ｆ＋Ｇ混合型１例（０．４％）、未分型１７例

（７．８％）。对２０２例分出基因型的标本进行耐药突变检测，其中７６例发生耐药突变，突变位点以 Ｍ２０４Ｉ（４２．９％）、

Ｍ２０４Ｖ（２２．１％）、Ｌ１８０Ｍ（２７．３％）多见。ＹＭＤＤ突变的发生率在Ｂ、Ｃ基因型之间比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），但ＹＭＤＤ突变类型中的 Ｍ２０４Ｖ和 Ｍ２０４Ｉ在Ｂ、Ｃ基因型中的分布比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　武汉地区 ＨＢＶ基因型以Ｂ型和Ｃ型为主，ＨＢＶ耐药突变以 Ｍ２０４Ｉ、Ｍ２０４Ｖ、Ｌ１８０Ｍ多见，临床医生应根据

基因分型和耐药突变结果为慢性乙型肝炎患者选择适合的治疗方案。

【关键词】　乙型肝炎病毒；　基因型；　耐药突变；　核苷（酸）类似物
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）基因型包括Ａ～Ｈ，不同地区的分布

特征可能存在差异，我国以Ｂ、Ｃ型常见，还有少量Ｄ型。基因

型是影响 ＨＢＶ感染结果的主要决定因素之一，不同基因型的

致病性有所差异，并且与临床表现、预后、治疗应答均有一定的

关系［１］。目前，临床应用最广泛的抗 ＨＢＶ药物为核苷（酸）类

似物，但由于长期及不规范用药，使 ＨＢＶ产生耐药突变，影响

了治疗效果。因此，本研究进行 ＨＢＶ基因型分型及耐药变异

检测，以期为临床医生合理用药提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２１９例血浆标本均来自本院２０１１年４月至

２０１４年４月门诊及住院部的慢性乙型肝炎患者，年龄１８～７６

岁，其中男１８３例，女３６例。慢性肝炎的诊断标准符合中华医

学会肝病学分会和感染病学分会于２０１０年更新的《慢性乙型

肝炎防治指南》［２］。所有患者血浆丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）、丁型

肝炎病毒（ＨＤＶ）、戊型肝炎病毒（ＨＥＶ）、人类免疫缺陷病毒

（ＨＩＶ）等检测均为阴性。

１．２　方法

１．２．１　病毒ＤＮＡ提取　ＨＢＶＤＮＡ提取采用上海莱枫生物

科技有限公司生产的体液游离ＤＮＡ微量提取试剂盒，提取过

程严格按照试剂盒说明书操作。
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１．２．２　ＨＢＶ基因分型及耐药突变检测　对待检血浆标本中

提取的 ＨＢＶＤＮＡ进行 Ｐｏｌ基因 ＲＴ区核酸聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增后直接测序，测序引物为上海生工合成，上游引物

为５′ＴＧＧＡＣＴＴＣＴＣＴＣＡＡＴＴＴＴＣＴ３′，下游引物为５′

ＴＧＡＣＡＧＡＣＴＴＴＣＣＡＡＴＣＡＡＴ３′，采用美国 ＡＢＩ公司

３５００测序仪及其配套试剂检测，并将所测序列与美国国立生

物技术信息中心（ＮＣＢＩ）核酸序列数据库（ＧｅｎＢａｎｋ）中 ＨＢＶ

ＤＮＡ Ｐｏｌ基 因 ＲＴ 区 参 考 序 列 ＡＦ１００３０９、ＡＢ０１４３８１ 和

Ｘ５１９７０等进行比对分析，确定受检血浆标本中 ＨＢＶＤＮＡ的

基因型，以及所检测区域是否发生耐药突变和其耐药突变

类型。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行数据处理

与统计学分析，计数资料以例数、频次或百分率表示，组间比较

采用χ
２ 检验；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶＤＮＡ基因型分布及耐药分布　２１９例慢性乙型肝

炎患者血浆中共检出 ＨＢＶ基因型Ｂ型１３５例（６１．６％）、Ｃ型

６１例（２７．９％）、Ｄ型２例（０．９％）、Ｂ＋Ｃ混合型３例（１．４％）及

Ｂ＋Ｆ＋Ｇ混合型１例（０．４％）、未分型１７例（７．８％）。Ｂ基因

型标本中５０例发生耐药突变，Ｃ基因型标本中２６例发生耐药

突变，Ｂ、Ｃ基因型耐药突变发生率比较差异无统计学意义

（χ
２＝３．６０９，犘＝０．０５７）。ＨＢＶ耐药突变检测结果见图１。

图１　ＨＢＶ耐药突变检测结果

２．２　ＨＢＶ耐药模式分布　对２０２例基因分型标本中 ＨＢＶ

ＤＮＡ的Ｐ区进行测序，其中１２例没有发生突变，１１３例发生

的突变尚不确定与核苷（酸）类似物耐药相关，７６例明确发生

耐药突变。与耐药相关的单个氨基酸突变模式见表１。

表１　ＨＢＶ单个氨基酸突变模式结果

突变模式 检出频次 检出率（％） 相关药物

Ａ１８１Ｔ ８ １０．４ 替诺福韦／拉米夫定／阿德福韦／替比夫定／恩替卡韦

Ａ１８１Ｖ ９ １１．７ 替诺福韦／拉米夫定／阿德福韦／替比夫定／恩替卡韦

Ｍ２０４Ｖ １７ ２２．１ 拉米夫定／替比夫定／恩替卡韦

Ｍ２０４Ｉ ３３ ４２．９ 拉米夫定／替比夫定／恩替卡韦

Ｎ２３６Ｔ １０ １３．０ 拉米夫定／阿德福韦

Ｌ１８０Ｍ ２１ ２７．３ 恩曲他滨／拉米夫定／替比夫定／恩替卡韦

Ｍ２５０Ｖ ３ ３．９ 拉米夫定／替比夫定

Ｍ２５０Ｒ １ １．３ 拉米夫定／替比夫定／恩替卡韦

Ｍ２０７Ｉ ３ ３．９ 拉米夫定／替比夫定

Ｖ１７３Ｍ １ １．３ 恩曲他滨／拉米夫定

Ｖ１７３Ｌ ３ ３．９ 恩曲他滨／拉米夫定／替比夫定／恩替卡韦

Ｌ８０Ｉ １０ １３．０ 阿德福韦

Ｌ８０Ｖ ６ ７．８ 阿德福韦

Ｓ２０２Ｉ ３ ３．９ 恩替卡韦

Ｖ８４Ｍ １ １．３ 阿德福韦

表２　ＨＢＶＹＭＤＤ突变与基因型的关系

基因型 狀 ＹＭＤＤ突变 非ＹＭＤＤ突变 ＹＭＤＤ突变（％）

Ｂ型 ５０ ３４ １６ ６８．０

Ｃ型 ２６ １４ １２ ５３．８

表３　ＨＢＶＹＭＤＤ突变类型与基因型的关系

基因型 狀 Ｍ２０４Ｖ Ｍ２０４Ｉ

Ｂ型 ３４ １５ １９

Ｃ型 １４ １ １３

２．３　ＹＭＤＤ突变与基因型之间的关系　Ｂ基因型和Ｃ基因

型ＹＭＤＤ突变的发生率比较，差异无统计学意义（χ
２＝１．７８３，

犘＝０．１８２）；而ＹＭＤＤ突变类型中的 Ｍ２０４Ｖ和 Ｍ２０４Ｉ在Ｂ、Ｃ

两种基因型中的分布比较差异有统计学意义（χ
２＝６．０１，犘＝

０．０１４）。见表２～３。

３　讨　　论

ＨＢＶ基因型分布呈现一定的地区差异性，其中 Ａ基因型

主要分布在欧洲西部、北部及非洲撒哈拉沙漠地区；Ｂ、Ｃ型主

要分布在远东东部和亚洲南部；Ｄ型的分布较广，常见于地中

海地区及近东地区，同时在亚洲少数地区也有发现；Ｅ型主要

在非洲撒哈拉沙漠地区；Ｆ型主要分布在美国
［３］。本研究显

示，武汉市慢性乙型肝炎患者的基因型以Ｂ型（６１．６％）为主，
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其次为Ｃ型（２７．９％），这一结果符合我国 ＨＢＶ基因型南方以

Ｂ型为主、北方以Ｃ型为主的分布特征
［４５］。此外，在本次研究

中还发现了在我国较少见的几种基因型，其中 Ｄ 型２例

（０．９％）、Ｂ＋Ｃ混合型３例（１．４％）、Ｂ＋Ｆ＋Ｇ混合型１例

（０．４％），由此可见武汉市 ＨＢＶ基因型分布有复杂化的趋势。

临床上进行 ＨＢＶ基因分型检测具有相当重要的意义，与Ｂ基

因型相比，Ｃ基因型的 ＨＢＶ感染更易发生重症肝病、肝硬化、

肝癌等肝脏疾病。此外，Ｃ基因型 ＨＢＶ感染者的乙型肝炎ｅ

抗原（ＨＢｅＡｇ）阳性率较高，病毒复制活跃，免疫清除比较晚，

不易发生 ＨＢｅＡｇ血清转化
［１］。而且，不同基因型的 ＨＢＶ对

抗病毒治疗药物的反应有着十分大的差异，总体上Ｂ基因型

比Ｃ基因型易治疗
［６］。

目前已明确有抗 ＨＢＶ效果的药物包括核苷（酸）类似物

及α干扰素，其中以核苷（酸）类似物应用最为广泛。但由于核

苷（酸）类似物的长期应用及不规范用药，使 ＨＢＶ产生耐药突

变，影响了治疗效果。因此，定期进行 ＨＢＶ耐药变异相关检

测对指导临床医生用药具有相当重要的意义。我国慢性乙型

肝炎抗病毒治疗专家委员会认为采用核苷（酸）类似物来进行

长期治疗的关注点在于选择性耐药位点的出现，治疗期间至少

应该每３个月进行一次 ＨＢＶＤＮＡ耐药变异检测
［７］。

本研究中，７６例标本检出有核苷（酸）类似物相关耐药变异，

突变位点以 Ｍ２０４Ｉ（４２．９％）、Ｍ２０４Ｖ（２２．１％）、Ｌ１８０Ｍ（２７．３％）多

见，其中Ｍ２０４Ｉ／Ｖ位点的变异与拉米夫定、替比夫定、恩替卡韦的

耐药相关。Ｌ１８０Ｍ位点的变异常引起拉米夫定、替比夫定、恩

曲他滨、恩替卡韦发生耐药。Ａ１８１Ｔ／Ｖ、Ｎ２３６Ｔ、Ｌ８０Ｉ／Ｖ、

Ｖ８４Ｍ等位点的变异与阿德福伟的耐药有关，其中 Ａ１８１Ｔ位

点突变较为特殊，除了可引起拉米夫定、替比夫定、阿德福韦的

非典型耐药以外，还影响Ｓ蛋白的表达分泌
［８］。此外，ｒｔＡ１８１

位点变异被认为是多药耐药的标志，此位点的变异除了导致阿

德福韦耐药外，还可引起替诺福韦、拉米夫定和替比夫定耐

药［８］，有文献建议临床上治疗ｒｔＡ１８ｌ位点突变的患者应该采

用替诺福韦与恩替卡韦联合用药的治疗方案［９］。

ＹＭＤＤ变异是 ＨＢＶ对拉米夫定最常见的耐药变异模式。

耐药 基 因 位 点 ＹＭＤＤ 位 于 聚 合 酶 的 Ｃ 区 （ｒｔＭ２０４Ｉ或

ｒｔＭ２０４Ｖ），分别是ＹＭＤＤ中的蛋氨酸（Ｍ）被异亮氨酸（Ｉ）或

缬氨酸（Ｖ）所取代，形成ＹＩＤＤ或ＹＶＤＤ变异，这两种变异分

别是 ＨＢＶ基因组第７３９位碱基腺嘌呤（Ａ）被鸟嘌呤（Ｇ）替代

和第７４１位碱基鸟嘌呤（Ｇ）被胸腺嘧啶（Ｔ）替代
［１０１１］。本研究

分析了拉米夫定经典耐药中的ＹＭＤＤ突变与基因型的关系，

以及ＹＭＤＤ突变类型与基因型的关系。分析显示，ＹＭＤＤ的

发生在Ｂ、Ｃ基因型之间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），而

ＹＭＤＤ中的 Ｍ２０４Ｉ、Ｍ２０４Ｖ在Ｂ、Ｃ基因型中的分布比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。ＹＭＤＤ突变比例随着服药时间的

延长而增加，服用拉米夫定第１、２、３、４年的耐药发生率分别为

１４％、３８％、４９％和６６％
［１２］。也有文献表明 ＹＭＤＤ突变的发

生率可能与 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ水平具有相关性
［１３１４］。

综上所述，临床医生在治疗慢性乙型肝炎时应结合 ＨＢＶ

基因分型和耐药突变模式及其他检测结果制订出合理的治疗

方案，从而达到理想的治疗效果。
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