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  摘 要:目的 探讨甘肃地区乙型肝炎病毒(HBV)基因型分布特征及耐药情况,为乙型肝炎患者抗病毒用

药提供指导依据。方法 选择2018年1月至2019年8月于该院就诊的131例乙型肝炎患者,通过Sanger测

序法分析患者HBV基因型和耐药突变位点分布情况。结果 131例乙型肝炎患者共检出B、C、D
 

3种基因型。
其中B型2例(1.53%),C型126例(96.18%),D型3例(2.29%)。检出51例核苷酸类似物耐药,总耐药率为

38.93%,其中B型1例,C型49例,D型1例。耐药突变位点最多见于 M204V/I,多位点突变以 M204V/I+
M204V联合突变多见,常在此基础上发生3位点、4位点甚至5位点突变。与阿德福韦酯相关的 A181V/T、

N236T、A181V/T+N236T耐单药突变最常见,共15例(29.41%)。耐多药突变36例(70.59%),主要以拉米

夫定和替比夫定联合耐药为主,在此基础上多有恩替卡韦联合耐药发生。结论 甘肃地区HBV患者基因型以

C型为主,耐药形势严峻,突变组合模式复杂多样,应及时检测患者 HBV基因型及耐药突变位点,以评价乙型

肝炎患者临床疗效,并指导临床抗病毒治疗合理用药。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

genotype
 

distribution
 

characteristics
 

and
 

drug
 

resistance
 

situation
 

of
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

in
 

Gansu
 

area,so
 

as
 

to
 

provide
 

a
 

guidance
 

basis
 

for
 

antiviral
 

medication
 

for
 

the
 

pa-
tients

 

with
 

hepatitis
 

B.Methods A
 

total
 

of
 

131
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

Janu-
ary

 

2018
 

to
 

August
 

2019
 

were
 

selected.The
 

distribution
 

situation
 

of
 

HBV
 

genotypes
 

and
 

drug-resistant
 

muta-
tion

 

sites
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

Sanger
 

sequencing
 

method.Results Among
 

131
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B,the
 

genotype
 

B,C
 

and
 

D
 

were
 

detected
 

out,including
 

2
 

cases
 

(1.53%)
 

of
 

type
 

B,126
 

cases
 

(96.18%)
 

of
 

type
 

C
 

and
 

3
 

cases
 

(2.29%)
 

of
 

type
 

D.Fifty-one
 

cases
 

of
 

nucleotide
 

drug
 

resistance
 

were
 

detected
 

with
 

a
 

total
  

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

38.93%,including
 

1
 

case
 

of
 

type
 

B,49
 

cases
 

of
 

type
 

C
 

and
 

1
 

case
 

of
 

type
 

D.M204V/I
 

was
 

the
 

most
 

common
 

drug-resistant
 

mutation
 

site,and
 

the
 

M204V/I+M204V
 

combined
 

mutation
 

was
 

more
 

com-
mon

 

in
 

multi-stie
 

mutation.The
 

mutations
 

at
 

three
 

sites,four
 

sites
 

and
 

even
 

five
 

sites
 

often
 

occurred
 

on
 

this
 

basis.Adefovir
 

dipivoxil-related
 

A181V/T,N236T,and
 

A181V/T+N236T
 

single-agent
 

mutations
 

were
 

the
 

most
 

common,which
 

had
 

15
 

cases
 

(29.41%).There
 

were
 

36
 

cases
 

(70.59%)
 

of
 

multi-drug
 

mutations,which
 

was
 

dominated
 

by
 

lamivudine
 

(LAM)
 

and
 

telbivudine
 

(LDT)
 

combined
 

resistance,on
 

this
 

basis
 

more
 

Ente-
cavir

 

(ETV)
 

combined
 

resistance
 

occurred.Conclusion The
 

genotype
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

in
 

Gan-
su

 

area
 

is
 

mainly
 

the
 

genotype
 

C,the
 

drug
 

resistance
 

situation
 

is
 

severe,and
 

its
 

mutation
 

combination
 

forms
 

are
 

complex
 

and
 

diverse.Therefore,the
 

HBV
 

genotype
 

and
 

drug
 

resistance
 

mutation
 

site
 

should
 

be
 

detected
 

in
 

time
 

to
 

evaluate
 

the
 

clinical
 

efficacy
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

and
 

guide
 

the
 

drug
 

rational
 

use
 

in
 

clinical
 

antiviral
 

therapy.
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  乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(HBV)引起的可导 致肝损伤的慢性传染性疾病。全球约有20亿人既往
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或正在感染HBV,每年约有82万人死于 HBV相关

的肝衰竭、肝硬化和肝癌[1]。我国属于 HBV感染高

发国家,约有2
 

000万人为携带 HBV的慢性乙型肝

炎患者[2]。核苷酸类似物(NAs)是治疗慢性乙型肝

炎患者的主要药物,且不同基因型患者对 NAs的治

疗应答有所差异。相关研究报道,HBV会产生耐药

突变甚至多重耐药[3],给临床治疗带来了困扰。因

此,本文采用Sanger测序法就目前甘肃地区 HBV感

染者体内HBV基因型及耐药情况进行统计分析,为
临床慢性乙型肝炎患者的个体化治疗提供数据支持。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2018年1月至2019年8月在

本院就诊的HBV感染者131例,其中男101例、女30
例,年龄15~74岁、平均(45±12)岁。所有患者均符

合2015年中华医学会肝病学分会和中华医学会感染

病学会联合修订的《慢性乙型肝炎防治指南(2015年

版)》[4]中的诊断标准,同时排除甲、丙、丁、戊型肝炎

病毒感染,排除自身免疫性肝炎、酒精性肝炎、药物性

肝炎等疾病。本研究经医院医学伦理委员会审核通

过(审批号:lzsdermyyyxllwyh202308)。

1.2 仪器与试剂 3500Dx基因分析仪(美国ABI公

司)、Eppendorf
 

Centrifuge
 

5430R
 

404A离心机、Ep-
pendorf

 

Research
 

plus加样枪、Life
 

technologies
 

2720
 

Thermal
 

Cycler
 

PCR仪。HBV耐药基因突变检测试

剂盒(中山大学达安基因股份有限公司)、HBV核酸

提取试剂盒(湖南圣湘生物技术有限公司)、SanPrep
柱式PCR产物纯化试剂盒(上海生工生物工程股份

有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 DNA的提取 严格按照圣湘生物技术有限

公司产品说明书进行操作,取 HBV患者分离血清1
 

mL,采用磁珠法提取患者HBV
 

DNA。

1.3.2 PCR测序 按照中山大学达安基因产品说明

书取37
 

L反应液、3
 

L反应酶、10
 

L核酸产物加入

PCR反应管中,充分混匀后瞬时离心,上机运行PCR
程序;PCR扩增结束后,按照PCR产物纯化试剂盒步

骤纯化获得PCR产物,鉴定后立即进行PCR测序;按
照1

 

L
 

PCR纯化产物、2
 

L
 

BigDye、3
 

L
 

BigDye缓冲

液、1
 

L测序引物、13
 

L灭菌纯化水的比例配制测序

PCR体系,混匀后上机运行测序程序。

1.3.3 测序产物纯化 各PCR反应管分别加入2
 

L
 

125
 

mmol/L乙二胺四乙酸(EDTA)、2
 

L
 

3mol/L醋

酸钠(pH值5.2)和50
 

L
 

100%无水乙醇,短时振荡,
室温避光放置15

 

min。4
 

℃
 

12
 

000
 

r/min
 

离心30
 

min,去 上 清 液,加 入150
 

L
 

预 冷70%乙 醇,4
 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,立即去上清液,室温避光

放置15~30
 

min;加入10
 

L甲酰胺,短时振荡溶解

DNA,短时离心后95
 

℃变性5
 

min,迅速置冰水中冷

却4
 

min,取样电泳分析。

1.3.4 基因分析仪测序 变性后的测序产物加入与

基因分析仪配套的96孔板,盖好,按加样顺序编辑样

品列表。根据测序仪型号选用具有IVD标志的测序

程序进行测序。

1.3.5 结果分析 测序结束后运用美国国家生物技

术信息中心网站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
 

projects/genotyping/formpage.cgi)及生物信息分析

云 平 台 (https://www.celloud.cn/#/app/dash-
board/list)进行测序结果的基因分型和耐药突变位点

分析。常见耐药突变位点的信息参考《欧洲肝病协会

HBV感染临床操作指南》及试剂盒说明书。

1.4 统计学处理 采用Excel2010软件进行统计分

析,计数资料以例数或百分率表示。

2 结  果

2.1 HBV感染者病毒基因型及耐药情况 131例乙

型肝炎 患 者 中 男 性 占 比(77.10%)显 著 高 于 女 性

(22.90%),40岁以上中老年患者比例(67.18%)高于

青年(32.82%)。131例 HBV感染者中产生耐药突

变51例,耐药率为38.93%。此外,共检测出B、C、D
 

3种基因型别,其中C型是主要基因型。见表1。
表1  不同基因型突变及耐药情况

基因分型 n 构成比(%) 耐药突变例数(n) 耐药率(%)

B型 2 1.53 1 50.00

C型 126 96.18 49 38.89

D型 3 2.29 1 33.33

合计 131 100.00 51 38.93

2.2 不同基因型耐药突变模式分析 51例耐药患者

中检出 M204I(10例)、M204V/I(29例)、M204V(10
例)、M250V/L/I(10例)、S202G/I(3例)、T184A/G/

S/(2例)、A181V/T(17例)、N236T(11例)、L180M
(13例)、V173L(2例)及I160T(1例)共11个耐药突

变位点。其中突变频率最高的位点是 M204V/I(29
例),这种高频突变主要引起拉米夫定(LAM)和替比

夫定(LDT)耐药;其次为A181V/T(17例),这种突变

主要引起阿德福韦酯(ADV)耐药。此外,共检出19
种耐药突变位点组合模式,其中单一位点突变17例

(33.33%,17/51),双位点突变17例(33.33%,17/

51),3位点突变12例(23.53%,12/51),4位点及以

上 突 变 5 例 (9.80%,5/51)。多 位 点 突 变 以

M204V/I+M204V联合突变多见,常在此基础上发

生3位点、4位点甚至5位点突变,未检出与富马酸替

诺福韦酯(TDF)耐药相关位点。见表2。
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2.3 HBV感染者耐药情况突变位点分析 51例耐

药患 者 中,耐 单 药 突 变15例,突 变 率 为29.41%
(15/51);耐 多 药 突 变 36 例,突 变 率 为 70.59%
(36/51)。其中与 ADV 相关的 A181V/T、N236T、

A181V/T+N236T以耐单药突变最常见,共15例

(29.41%,15/51)。混合突变主要以LAM和LDT联

合耐药为主(21.57%,11/51),在此基础上多有ADV
(5.88%,3/51)、恩替卡韦(ETV,9.80%,5/51)以及

与ADV、ETV联合耐药(5.88%,3/51)发生。此外,
还有LAM和ETV联合耐药(13.72%,7/51),ADV、

ETV联合耐药(13.73%,7/51),未检出 TDF耐药

株。见表2。

表2  HBV感染者耐药突变情况(n)

突变位点 耐药情况 B型 C型 D型 合计

A181V/T ADV 1 8 0 9

A181V/T+M250V/L/I ADV+ETV 0 4 0 4

A181V/T+N236T ADV 0 2 0 2

N236T ADV 0 4 0 4

N236T+M250V/L/I ADV+ETV 0 3 0 3

A181V/T+M204V/I
 

ADV+LDT+LAM 0 1 0 1

V173L+L180M+M204V+M204V/I ADV+LAM+LDT 0 1 0 1

A181V/T+N236T+M204V/I ADV+LAM+LDT 0 1 0 1

M204V/I+M204I LDT+LAM 0 4 0 4

M204V/I+M204V LDT+LAM 0 3 0 3

M204V/I LDT+LAM 0 4 0 4

L180M+M204V/I+S202G/I ETV+LAM 0 1 0 1

L180M+M204V/I+M204V ETV+LAM 0 5 0 5

S202G/I+L180M+M250V/L/I+M204V+M204V/I ETV+LAM 0 1 0 1

L180M+M204V/I+M204I ETV+LAM+LDT 0 2 1 3

I160T+L180M+M250V/L/I+M204V/I ETV+LAM+LDT 0 1 0 1

V173L+L180M+M204I+M204V/I ETV+LAM+LDT 0 1 0 1

T184A/G/S/I/L/F+M204I+M204V/I
  

ADV+ETV+LAM+LDT 0 2 0 2

N236T+M250V/L/I+M204I+M204V/I ADV+ETV+LAM+LDT 0 1 0 1

3 讨  论

HBV是严重危害人类健康的肝炎病毒之一,

NAs能 有 效 抑 制 HBV
 

DNA 复 制,缓 解 病 情,但

HBV在慢性持续感染中可产生自然变异,也会因药

物治疗产生诱导变异,从而导致其对抗病毒药物敏感

性降低,难以根除病毒,患者病情反复发作,给临床治

疗带来了极大的困扰[5-6]。本研究对甘肃地区 HBV
基因分型特征及耐药突变模式进行分析,对指导临床

用药具有一定意义。
目前,将HBV分为9个基因型(A~I),另有报道

J型HBV[7]。HBV不同基因型呈现不同的地区分布

特点,B型和C型是我国最常见的HBV基因型,约占

我国乙型肝炎患者的95%[8]。其中北方以C型多见,
南方以B型为主,各省间分布不完全相同[9]。本研究

对甘肃地区131例 HBV感染者进行 HBV基因型分

析,结果显示,共检出B、C、D
 

3种基因型,C型为主要

基因型,这与既往研究结果一致[10]。

临床常用的 NAs有 LAM、LDT、ADV、ETV、

TDF这5种[11]。本研究131例患者中共检出51例

耐药突变,耐药率达38.93%,耐药形势严峻,且多发

生 联 合 耐 药。混 合 突 变 以 M204V/I/、L180M、

M204V位点及其组合形式突变例数较多,这3种位

点突变导致LAM 及LDT耐药。LAM 与LDT是我

国较早上市的核苷酸类药物,虽有一定的抗病毒疗

效,但耐药屏障低,长时间服用易导致患者产生耐药

性[12]。单药耐药以A181V/T、N236T及其组合形式

突变导致的ADV耐药最为常见,耐药率为29.41%。
部分患者在 LAM、LDT 及 ADV 耐药基础上发生

M250V/I、T184A/G/S/I、V173L、S202G/I位点突变

导致ETV耐药且耐药率高,这提示本地区患者仍大

量使用耐药屏障低的 NAs作为初治药物,会导致

ETV类耐药屏障高的药物耐药,应减少LAM、ADV、

LDT等耐药屏障低的药物的使用,首选强效耐药屏障

高的药物[13]。有研究显示80%患者在使用 LAM、
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ADV等耐药屏障低的药物作为初治药物是导致我国

HBV耐药率居高不下的重要因素之一[14-15]。TDF耐

药在临床中少见,这提示TDF在本地乙型肝炎治疗

中具有广泛应用前景。
慢性乙型肝炎患者需长期服药,停药后复阳率

高[16-17]。但由于经济条件差及随访制度不健全等因

素,我国慢性乙型肝炎患者坚持长期服药的依从性并

不高。有研究显示,依从性差是导致慢性乙型肝炎抗

病毒初级治疗失败的主要原因[18-20]。患者自行停药

不仅起不到治疗作用,还可能加速HBV耐药的发生,
甚至使病毒复制增多,导致病情加重。一旦发生耐

药,患者须加大药物剂量或者换药,从而进一步增加

治疗成本。随着NAs纳入医保及强效低耐药屏障药

物的应用,患者的依从性及耐药情况都有所改善。
综上所述,本研究通过对甘肃地区 HBV患者进

行基因分型及耐药突变位点的检测分析,为制订患者

个体化精准治疗方案提供了一定科学依据,在用药过

程中临床需加强对患者的监测与管理,以免发生多重

耐药。
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