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探讨十堰地区乙型肝炎病毒"
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$基因型分布和
2

区耐药突变模式及两者的相关性&方法
!

将在该院进行

治疗的
##I

例慢性乙型肝炎患者纳入本研究!提取患者血液标本中的
.!Z/01

!利用
1!;EHE&

型遗传分析仪对
/01

进行测

序!通过
'*

U

X,+

软件实施序列比对!分析
.!Z/01

的基因型和
2

区耐药突变的情况&结果
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检出
.!Z

基因型为
!

型者
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例!占
G&$H"D

#为
3

型者
G#
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&二者比例均高于
/

型%
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型及未分型者!差异有统计学意义"
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例明

确出现耐药突变!其中
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基因型对于拉米夫定以及阿德福韦的耐药率分别为
"8$E8D

与
C$%GD
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基因型对于二者的耐药率

"G$"ED
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基因型患者
X#&IZ
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X#&I;

耐药突变的发生率分别为
E8$G&D
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"H$%ID
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基因型患者则分别为
#8$%HD

与
E8$"&D

!两种基因型患者比较差异无统计学意义"
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3

型基因突变患者

间
cX//

突变"

X#&IZ
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X#&I;

$及非
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突变所占比例比较!差异均无统计学意义"
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基因型及
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基因型分别与

X#&IZ
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X#&I;

两种突变均呈正相关&结论
!

十堰地区
.!Z

的基因型主要是
!

型及
3

型!发生的
.!Z

耐药突变则以
X#&I;

和
X#&IZ

为主!在临床治疗时应按照基因分型以及耐药突变情况合理选择药物进行慢性乙型肝炎的治疗&

关键词"乙型肝炎病毒#

!

基因型#

!

耐药突变#

!

相关性

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$)&$3&%$$

文献标志码"

1

文章编号"

"GH#7CI%%

"

#&"G

$

"87#%8#7&E

!+,@=+HD@+6-6>A:

<

8@+@+,EI+=D,

7

:-6@

B<

:,8-99=D

7

=:,+,@8-C:PD@8@+6-,+-S=:

7

+6-+-8C:=@8+-8=:8

,/.;"7E%"&

"

#

'(/$+"&<+"7

8

#

#

'('+"7

"

#

)/-&7

8

O+"

E

#

$

"A2*

M

"GH#*7H&

N

I<+7+E"<'"R&G"H&G

?

#

K*&

M

<*J9-&9

M

+H"<5

NN

+<+"H*DH&-1R*+/7+F*G9+H

?

&

N

C*D+E+7*

#

0%+

?

"7

#

-1R*+II#&&&

#

I%+7"

%

#AK%"G#"E

?

2*

M

"GH#*7H

#

-"7

T

+"7

8

-&9

M

+H"<

#

2"7

T

+"7

8

S&1

#

-1R*+II#H&&

#

I%+7"

%

EA2*

M

"GH#*7H&

N

I<+7+E"<'"R&G"H&G

?

#

Q"+%*-&9

M

H"<

#

0%+

?

"7

#

-1R*+II#&&&

#

I%+7"

&

GH,@=8C@

!

"H

*

:C@+I:

!

6B=>PS

M

>N*SK=>?K@P>KB+BLN*

5

,>K>K=!TK?P=

R

*+B>

M5

*=K+'NK

M

,+3K>

M

,+S,+,A

M

=*>N*OB??*A,>KB+@*>W**+

K>,+S>N*

5

,>>*?+BLS?P

R

?*=K=>,+O*JP>,>KB+K+2SK=>?KO>$J:@A69,

!

6B>,AA

M

##I

5

,>K*+>=WK>NON?B+KON*

5

,>K>K=!W*?**+?BAA*SK+

>N*=>PS

M

#

,L>*?>N*.!Z/01=,J

5

A*=W*?**Q>?,O>*S

#

+POA*B>KS*=*

U

P*+OK+

R

W,=O,??K*SBP>@

M

P=K+

R

1!;EHE&

R

*+*>KO,+,A

M

V*?

#

>N*=*

U

P*+O*,AK

R

+J*+>W,=SB+*@

M

P=K+

R

'*

U

X,+=BL>W,?*$6N*.!Z

R

*+B>

M5

*,+SS?P

R

?*=K=>,+O*JP>,>KB+,>2?*

R

KB+BL.!Z

/01W*?*,+,A

M

V*S$K:,D5@,

!

)*+B>

M5

*!W,=S*>*O>*SK+"EGO,=*=,OOBP+>K+

R

LB?G&$H"D

%

R

*+B>

M5

*3W,=S*>*O>*SK+G#O,=*=

,OOBP+>K+

R

LB?#H$G8D$6N*

5

?B

5

B?>KB+BL>N*>WBW*?*NK

R

N*?>N,+>NB=*BL/>

M5

*

#

!93>

M5

*,+S+B+7OA,==KLKO,>KB+O,=*=

#

>N*

SKLL*?*+O*W,==>,>K=>KO,AA

M

=K

R

+KLKO,+>

$

K

%

&$&%

&

$6B>,AA

M

H8O,=*=W*?*OB+LK?J*S>BN,T*S?P

R

?*=K=>,+O*JP>,>KB+$6N*S?P

R

?*7

=K=>,+O*?,>*BL

R

*+B>

M5

*!>BA,JKTPSK+*,+S,S*LBTK?W*?*"8$E8D ,+SC$%GD ?*=

5

*O>KT*A

M

#

WNKA*>NB=*BL

R

*+B>

M5

*3W*?*

"G$"ED,+SC$G8D?*=

5

*O>KT*A

M

$6N*SKLL*?*+O*@*>W**+>N*>WB

R

*+B>

M5

*=W,=+B>=>,>K=>KO,AA

M

=K

R

+KLKO,+>

$

K

&

&$&%

&

$6N*?*W,=

+B=K

R

+KLKO,+>SKLL*?*+O*,JB+

R

>N*

5

?B

5

B?>KB+BL!JP>,>KB+=

$

X#&IZ

#

X#&I;

&

,+S+B+cX//JP>,>KB+K+

5

,>K*+>=

$

K

&

&$&%

&

$!

,+S3

R

*+B>

M5

*=W*?*

5

B=K>KT*A

M

OB??*A,>*SWK>NX#&IZ,+SX#&I;JP>,>KB+=$46-C5D,+6-

!

6N*

R

*+B>

M5

*=BL.!ZK+'NK

M

,+OK>

M

W*?*J,K+A

M

!,+S3,+S>N*>

M5

*=BLS?P

R

?*=K=>,+O*JP>,>KB+=W*?*J,K+A

M

X#&IZ,+SX#&I;$6N*>N*?,

5

K*==NBPAS@*ONB=*+,O7

OB?SK+

R

>B>N*

R

*+B>

M5

*,+SS?P

R

?*=K=>,+O*JP>,>KB+$

L:

B

M6=9,

!

N*

5

,>K>K=!TK?P=

%

!R

*+B>

M5

*

%

!

S?P

R

?*=K=>,+O*JP>,>KB+=

%

!

OB??*A,>KB+

!!

乙型肝炎病毒$

.!Z

&属于
/01

病毒#容易感染人体并引

发肝炎(目前已经确定该病毒具有
1

至
.

共计
8

个基因型#

而且我国各地区人口所携带的
.!Z

基因型分布存在一定差

异(各基因型
.!Z

的致病能力有差异#进而导致治疗用药方

案的不同)

"

*

(有研究表明#

.!Z

的基因十分容易发生突变)

#

*

#

尤其是当应用强效抗
.!Z

药物进行治疗时#

.!Z

基因会发

生变异进而躲避药物杀伤(接受核苷类药物进行治疗的患者

检测出
2

基因突变且此变异和
.!Z

的耐药性有关)

E

*

(因此

了解患者
.!Z

基因型分布特点以及掌握基因耐药突变的情

况对临床治疗有极大帮助(本课题组分析了十堰市的
.!Z

基因型分布及其与
2

区耐药突变模式的相关性#旨在为临床

治疗方案的选择提供参考依据#现报道如下(

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

选取自
#&"%

年
#

月到
#&"%

年
"&

月在本院

治疗的
##I

例慢性乙型肝炎患者纳入本研究#男
"8I

例'女
I&

例#年龄
#"

'

HE

岁#平均$

%"$Ih#$"

&岁(纳入标准!$

"

&满足

<.\

关于慢性乙型肝炎的有关诊断标准)

I

*

%$

#

&其他类型的

肝炎病毒及
.;Z

病毒检测呈阴性%$

E

&年龄
&

#&

岁(排除标

准!$

"

&有其他种类的肝脏病变%$

#

&恶性肿瘤者%$

E

&血液类疾

病者(本研究获得患者本人的知情同意且已签署同意书(本

院伦理委员会同意进行本研究(

$$/

!

方法
!

选用产自北京天根生化公司的
6;1,J

5

病毒基因

+

#8%#

+

检验医学与临床
#&"G

年
C

月第
"E

卷第
"8

期
!
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!
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!
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!
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组的
/01

"

401

提取试剂盒对患者血液标本中的
.!Z/01

进行提取操作(对于
.!Z2

基因相关核苷类似物的作用靶

区实施聚合酶链反应#构建引物的序列为
%̂716)666333

6366)6 6)3 6)7Ê

以及
%̂7331 136 633 116 613

16163337Ê

#扩增条件!

C%_"%&=

%

C%_E&=

#

%G_E&=

#

H#_E&=

#共
E%

个循环%

H#_"&JK+

(对
234

产物经过电

泳'切胶和纯化之后进行测序(对于
.!Z

基因分型的检测#

使用产自上海浩源公司的试剂盒进行处理#操作过程严格按说

明书步骤进行(利用
1!;EHE&

型遗传分析仪对核苷酸进行测

序#通过
'*

U

X,+

软件进行序列比对#确定检测区域发生的耐

药突变情况(

$$'

!

观察指标
!

分析
.!Z

的基因型和耐药情况#

2

区基因发

生耐药突变的情况#

.!ZcX//

的突变类型和基因型之间的

关系#以及不同基因型与
2

区基因耐药突变模式的相关性(

$$1

!

统计学处理
!

通过
'2''#&$&

统计软件进行数据分析#

计数资料的比较采用
!

# 检验#相关性用
2*,?=B+

相关分析#

K

%

&$&%

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/$$

!

.!Z

的基因型和耐药情况分析
!

##I

例患者中#

.!Z

基因型为
!

型者占
G&$H"D

$

"EG

"

##I

&#

3

型者占
#H$G8D

$

G#

"

##I

&#两者所占比例均高于
/

型'

!93

型及未分型者#差异均

有统计学意义$

K

%

&$&%

&(

!

基因型患者中发生耐药突变的占

EH$%&D

$

%"

"

"EG

&#与
3

基因患者中发生耐药突变者的百分比

IE$%%D

比较#差异无统计学意义$
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#

a&$G%E

%

Ka&$I"C

&(见

表
"

(

表
"
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患者
.!Z

基因型的分布和发生耐药突变的情况

基因型
7

构成比$

D

&

发生耐药突变

7

百分比$

D

&

!

型
"EG

G&$H"

"#+

%" EH$%&

3

型
G# #H$G8

"#+

#H IE$%%

/

型
I "$HC & `

!93

型
I "$HC & `

未分型
"8 8$&I & `

合计
##I "&&$&& H8 8"$&%

!!

注!与
/

型比较#

"

K

%

&$&%

%与
!93

型相比#

#

K

%

&$&%

%与未分

型相比#

+

K

%

&$&%

%

`

表示该项无数据(
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2

区耐药突变的检测结果分析
!

除
"8

例未分型外#为

#&G

例
.!Z

基因型明确的患者进行
.!Z/012

区的测序#

其中
H8

例出现耐药突变(

!

基因型患者对于拉米夫定以及阿

德福韦的耐药率分别为
"8$E8D

与
C$%GD

#与
3

基因型对于二

者的耐药率$

"G$"ED

和
C$G8D

&比较#差异均无统计学意义

$
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#

a&$"IC

#

Ka&$H&&

%

!

#

a&$&&"

#

&$CHC

&(见表
#

(

表
#
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2

区耐药突变的检测结果分析(

7

#

D

$)

项目
!

型
3

型

无耐药突变
HC

$

%8$&C

&

I"

$

GG$"E

&

拉米夫定耐药
#%

$

"8$E8

&

"&

$

"G$"E

&

阿德福韦耐药
"E

$

C$%G

&

G

$

C$G8

&

替比夫定耐药
C

$

G$G#

&

&

$

&$&&

&

恩替卡韦耐药
G

$

I$I"

&

&

$

&$&&

&

拉米夫定及阿德福韦的交叉耐药
I

$

#$CI

&

%

$

8$&G

&

/$'

!

2

区耐药突变模式的检测结果分析
!

!

基因型及
3

基因

型的
2

区耐药突变模式以
X#&IZ

及
X#&I;

为主(

!

基因型

X#&IZ

'

X#&I;

耐药突变的发生率分别为
E8$G&D

'

"H$%ID

#

3

基因型这两种突变的发生率分别为
#8$%HD

与
E8$"&D

#

#

种

基因型比较#差异无统计学意义$
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&(见表
E

(

表
E

!!

2

区耐药突变模式的检测结果分析(

7

#

D

$)

突变模式
!

型$

7a%H

&

3

型$

7a#"

&

!

#

K

1"8"6 E

$

%$#G

&

"

$

I$HG

&

&$&&8 &$C#C

1"8"Z "

$

"$H%

&

&

$

&$&&

&

&$EHE &$%I"

X#&IZ ##

$

E8$G&

&

G

$

#8$%H

&

&$GH& &$I"E

X#&I; "&

$

"H$%I

&

8

$

E8$"&

&

E$G%" &$&%G

0#EG6 #

$

E$%"

&

#

$

C$%#

&

"$"I" &$#8%

:"8&X C

$

"%$HC

&

"

$

I$HG

&

"$GH& &$"CG

X#%&Z E

$

%$#G

&

"

$

I$HG

&

&$&&8 &$C#C

X#%&4 &

$

&$&&

&

&

$

&$&&

&

` `

X#&H; "

$

"$H%

&

&

$

&$&&

&

&$EHE &$%I"

Z"HEX "

$

"$H%

&

&

$

&$&&

&

&$EHE &$%I"

Z"HE: E

$

%$#G

&

"

$

I$HG

&

&$&&8 &$C#C

:8&; &

$

&$&&

&

&

$

&$&&

&

` `

:8&Z "

$

"$H%

&

&

$

&$&&

&

&$EHE &$%I"

'#&#; "

$

"$H%

&

"

$

I$HG

&

&$%%G &$I%G

Z8IX &

$

&$&&

&

&

$

&$&&

&

` `
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注!

`

表示该项无数据(

/$1
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.!ZcX//

突变和基因型之间的关系
!

.!Z/01!

型和
3

型患者之间非
cX//

突变'

cX//

突变的两种类型所

占比例比较#差异均无统计学意义$

K

&

&$&%

&#见表
I

(

表
I

!!

.!ZcX//

的突变类型和基因型之间的

!!!

关系分析(

7

#

D

$)

基因型
7

非
cX//

突变
cX//

的突变

X#&IZ X#&I;

!

型
%H #%

$

IE$8G

&

##

$

E8$G&

&

"&

$

"H$%I

&

3

型
#" H

$

EE$EE

&

G

$

#8$%H

&

8

$

E8$"&

&

!

#

&$H&E &$GH& E$G%"

K &$I&# &$I"E &$&%G

/$2

!

不同基因型与
2

区耐药突变模式的相关性
!

!

基因型及

3

基因型分别与
X#&IZ

及
X#&I;

均呈正相关#见表
%

(

表
%

!!

不同基因型与
2

区耐药突变模式的相关性

突变模式
!

型

G K

3

型

G K

X#&IZ &$H#G

%

&$&% &$G8E

%

&$&%

X#&I; &$8&I

%

&$&% &$H""

%

&$&%

'

!

讨
!!

论

!!

.!Z

可感染人体引发肝炎#严重者会导致肝硬化'肝脏器

官功能缺失甚至肝癌#并且由于
.!Z

具有泛嗜性#会可造成

多器官损伤#其危害性应受到高度重视(我国目前有
C&&&

多

万人携带
.!Z

#患有慢性乙型肝炎者数量高达
#&&&

万)
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由于
.!Z

属于
/01

病毒#进行复制时易出现核苷酸配对出

错现象#造成同种病毒核苷酸序列的差异#于是出现了各种基

因类型(

.!Z

基因型直接关系到乙型肝炎患者临床症状以及

治疗方案的制订和预后)

H78

*

(患者的长期'大量不规范用药会

导致
.!Z

发生耐药突变#影响临床治疗(在乙型肝炎的治疗

过程中#医生应认真研究并掌握患者
.!Z

基因型分布特点#

检查是否发生耐药突变#进而制订出高效的临床治疗方案(

.!Z

可按照
/01

差异分成
1

'

.

共
8

个类型#我国

.!Z

感染者目前仅包含
1

'

!

'

3

'

/I

种#主要为
!

型以及
3

型(分布特点表现为北方主要为
3

型#南方主要为
!

型)

C

*

(

各种类型
.!Z

致病特点以及对药物的敏感程度等均有所不

同#如
!

型感染者出现肝脏纤维化和患肝癌的平均年龄比
3

型感染者大(同时#观察对比各类型病毒复制活动的活跃度发

现#

3

型复制活跃度更高#不容易出现
.@*1

R

型血清转换(

!

型更容易出现前
3

区位置突变#而
3

型已发生突变区域则是

在核心启动子部位#该位置突变和重型肝炎的发生相关(

本研究中#

.!Z

基因型为
!

型和
3

型者所占比例均高于

/

型'

!93

型及未分型者#但
!

基因型与
3

基因型所占比例

比较差异不明显%

.!Z

基因型主要以
!

'

3

型为主#与国外

cP-KJ,=,

等)

"&

*的报道结果一致(

!

基因型患者对拉米夫定以

及阿德福韦的耐药率与
3

基因型患者比较#差异不明显(这

提示
!

基因型以及
3

基因型均可能与拉米夫定和阿德福韦耐

药有关(

!

'

3

基因型患者之间
X#&IZ

和
X#&I;

耐药突变的

发生率比较#差异均不明显#而且
cX//

突变$

X#&IZ

和

X#&I;

&和非
cX//

突变者所占比例比较#差异也不明显(

cX//

突变是
.!Z

对拉米夫定耐药最为常见的一类耐药突

变模式(其耐药基因 的 位 点
cX//

在 聚 合 酶
3

区 $即

?>X#&I;

或者
?>X#&IZ

&#内部的蛋氨酸可被异亮氨酸或缬氨

酸取代(相关性分析发现#

!

基因型及
3

基因型分别与

X#&IZ

及
X#&I;

均呈正相关(提示以
X#&IZ

及
X#&I;

为主

的耐药突变在
!

基因型以及
3

基因型中的比例较高#与鲍艳

婷等)

""

*的报道一致(究其原因#可能是因为发生在
X#&IZ

及

X#&I;

等位点的突变主要与拉米夫定和替比夫定等药物的耐

药作用有关(

.!Z

的基因结构为环状双股型
/01

#其副链可

以编码目前已知的所有
.!Z

蛋白质类型#而正链功能为开放

读码区#但是不能对病毒蛋白进行编码(因此#虽然
.!Z

是

/01

型病毒#但是该病毒复制不是按照
/017/01

的模式进

行的#需要借助前基因组以
/0174017/01

模式来完成复

制(在
401

反转录副链
/01

期间#因为该病毒的反转录酶

不具备严谨的校正机制#使得
.!Z

复制时易出现核苷酸错配

现象(目前较常用的治疗
.!Z

感染的药物为核苷酸类药物#

其通过对
.!Z

聚合酶中反转录酶区域的活性进行抑制以达

到阻断
401

反转录产生病毒
/01

目的#进而抑制
.!Z

复

制(但是核苷酸类药物治疗
.!Z

过程较长#使用量大#面对

选择压力#

.!Z

容易出现耐药突变(

.!Z/01

副链具有
I

大开放区域#分别为
'

'

3

'

2

和
e

区#其中
2

区为最长区#大概

占据整个基因组的
H%D

#负责对
/01

多聚酶进行编码#相对

更易发生耐药突变)

"#

*

(因此#了解
.!Z

基因分型以及突变情

况对治疗方案确定具有较高指导意义(

综上所述#十堰地区
.!Z

的基因型主要是
!

型及
3

型#

发生的
.!Z

耐药突变以
X#&I;

和
X#&IZ

为主#在临床治疗

时应按照基因分型以及耐药突变情况合理选择药物(
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