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　　［摘要］　目的　了解乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）逆转录酶区Ｎ２３６Ｔ单独突变患者与逆转录酶区Ｎ２３６Ｔ＋Ａ１８１Ｔ联合突变患
者核苷（酸）类药物应用情况和病毒学特点的异同。方法　对发生ＨＢＶ逆转录酶区Ｎ２３６Ｔ单独突变与逆转录酶区Ｎ２３６Ｔ＋
Ａ１８１Ｔ联合突变的慢性乙型肝炎患者的血清 ＨＢｓＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ和丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）水平进行检测和 ＨＢＶ基因分型，并

对所有患者的核苷（酸）类药物治疗史进行回顾性调查。结果　逆转录酶区 Ｎ２３６Ｔ单独突变组与逆转录酶区 Ｎ２３６Ｔ＋
Ａ１８１Ｔ联合突变组相比较，两者血清 ＨＢｓＡｇ水平的差异无统计学意义（Ｐ＝０．９７５５），但后者血清 ＨＢＶＤＮＡ（Ｐ＝０．００１４）和

ＡＬＴ（Ｐ＝０．００３２）水平高于前者。此外，Ｃ型较Ｂ型容易发生ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ联合突变（４０％ｖｓ２０．４５％，Ｐ＝０．０２３５），

由拉米夫定换用阿德福韦的治疗方式容易引起病毒突变。结论　ＨＢＶ逆转录酶区 Ｎ２３６Ｔ单独突变患者与逆转录酶区
Ｎ２３６Ｔ＋Ａ１８１Ｔ联合突变患者在引起突变的核苷（酸）类药物的使用情况上存在一致性（拉米夫定换用阿德福韦），但基因型构

成和血清病毒学指标存在明显差异。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓＢ，ＨＢＶ）逆转录
酶（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｒｔ）区 Ｎ２３６Ｔ突变是阿德

福韦的标志性耐药变异位点［１］，有些文献认为，

ｒｔＡ１８１Ｔ变异也与阿德福韦耐药相关，但对此存在
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争议［２３］。为了解 ＨＢＶｒｔＮ２３６Ｔ单独突变患者与

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ联合突变患者的用药形式和病
毒学特点的异同，我们对ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变患者与

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ联合突变患者的血清 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢＶＤＮＡ、丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）水平、ＨＢＶ基因
型以及核苷（酸）类药物［ｎｕｃｌｅｏｓ（ｔ）ｉｄｅａｎａｌｏｇｕｅ，

ＮＡ］应用情况等方面进行了对比分析。

１　对象和方法

１．１　研究对象　在２００７年７月至２００９年１２月送
至解放军３０２医院病毒性肝炎研究室进行 ＨＢＶｒｔ
区序列测定的所有诊断为慢性乙型肝炎的患者（诊
断符合２０００年全国病毒性肝炎与肝病学术会议修
订的诊断标准［４］，均排除其他肝炎病毒感染、药物或
酒精性肝病）血清中，选取ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变（ｒｔ区
无其他突变）的患者血清标本９２例，ｒｔＮ２３６Ｔ＋
ｒｔＡ１８１Ｔ突变（ｒｔ区无其他突变）的患者血清标本４７
例，对这些标本的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ、ＡＬＴ水平以
及ＨＢＶ基因型进行检测，并对这些患者的核苷（酸）
类药物治疗史进行回顾性调查。单独ｒｔＮ２３６Ｔ突变
组的年龄中位数为４０，四分位数间距为１７，男８５例，
女７例；ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ组的年龄中位数为４２，四
分位数间距为２０，男４５例，女２例。

１．２　ＨＢＶｒｔ区序列测定和分析　采用四川绵阳天
泽基因工程有限公司生产的病毒ＤＮＡｏｕｔ试剂提取
病毒ＤＮＡ。将完全包括整段ｒｔ基因（ｎｔ１３０～１１６１）
的ＨＢＶ基因片段（ｎｔ５４～１２７８）用巢式ＰＣＲ方法进
行２ 轮 扩 增，第 一 轮 扩 增 的 上 游 引 物 为 Ｕｐ３
（ｎｔ３１４６～３１６７）：５′ＡＧＴ ＣＡＧ ＧＡＡ ＧＡＣ ＡＧＣ
ＣＴＡ ＣＴＣＣ３′，下 游引物为 Ｄｏｗｎ１（ｎｔ１５７７～
１５９６）：５′ＡＧＧＴＧＡＡＧＣＧＡＡＧＴＧＣＡＣＡＣ３′；第
二轮扩增的上游引物为 Ｕｐ４（ｎｔ５４～７５）：５′ＴＴＣ
ＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡＧＴＴＣ３′；下游引物为

Ｄｏｗｎ２（ｎｔ１２５８～１２７８）：５′ＴＴＣＣＧＣＡＧＴＡＴＧ
ＧＡＴＣＧＧＣＡＧ３′。产物经琼脂糖凝胶电泳（０．７％琼
脂糖、１×ＳｕｐｅｒＢｕｆｆｅｒ，２１０Ｖ，５ｍｉｎ）鉴定，送北京天一
辉远生物科技有限公司行ＤＮＡ序列测定。用Ｖｅｃｔｏｒ

ＮＴＩ软件对序列测定结果进行比对，并对每个位点的
序列峰图依次进行分析，对正、反双向测序结果进行
比较印证。

１．３　ＨＢＶ基因分型　应用 ＭＥＧＡ４．０软件中的

ＣｌｕｓｔａｌＷ组件对ＨＢＶｒｔ区序列（包含完整Ｓ区序列）
进行比对，Ｋｉｍｕｒａ两参数法计算进化距离，Ｎｅｉｇｈ
ｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化树分析基因型；Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
分析其可靠程度（校正次数不低于１０００）。已知基因
型的ＨＢＶ全基因组序列作为本研究基因型分析的标
准序列，具体包括：Ａ 型（Ｘ７０１８５）、Ｂ型（Ｄ００３３０、

ＡＢ０７３８４９、ＡＢ０７３８２４、ＡＢ０７３８３０、ＡＹ２１７３５８）、Ｃ 型
（Ｘ０１５８７、ＡＢ０７４７５５、ＡＦ１８２８０４、ＡＦ４１１４０９、Ｍ１２９０６）、

Ｄ型（Ｘ６８２９２）、Ｅ型（Ｘ７５６６４）、Ｆ型（Ｘ７５６６３）、Ｇ型
（ＡＦ１６０５１０）、Ｈ型（ＡＢ０５９６６０）。

１．４　血清 ＨＢｓＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ、ＡＬＴ定量测定　
（１）应用瑞士罗氏诊断公司 ＭｏｄｕｌａｒＥ１７０全自动电
化学发光免疫分析仪对血清 ＨＢｓＡｇ进行测定，将标
本产生的光电信号强度与定标液中 ＨＢｓＡｇ含量进
行比较，计算出Ｓ／Ｃｏ值及Ｃｕｔｏｆｆ值，并与标本的计
算值比较。试剂为罗氏诊断公司 ＨＢｓＡｇⅡ代检测
试剂。（２）应用实时荧光ＰＣＲ对血清 ＨＢＶＤＮＡ进
行定量测定，检测仪器为罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ检
测仪，试剂购自上海复星公司。最低检测下限为１００
ＩＵ／ｍｌ。（３）应用日本奥林巴斯 ＡＵ５４００型生化分
析仪检测ＡＬＴ，检测试剂也购自该公司，正常范围
上限为４０Ｕ／Ｌ。

１．５　统计学处理　应用ＳＡＳ９．０软件对数据进行
统计学分析，ＨＢｓＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ、ＡＬＴ水平的组间
比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验，ＨＢＶ基因型构成比
较采用χ

２检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　两组 ＨＢｓＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ、ＡＬＴ水平的比较　
逆转录酶区 Ｎ２３６Ｔ单独突变组与 Ｎ２３６Ｔ＋Ａ１８１Ｔ
联合突变组血清ＨＢｓＡｇ水平差异无统计学意义，但
后者血清 ＨＢＶＤＮＡ（Ｐ＝０．００１４）和 ＡＬＴ（Ｐ＝
０．００３２）水平高于前者（表１）。

表１　ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变组与ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ突变组ＨＢｓＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ、ＡＬＴ水平的比较

Ｔａｂ１　ＬｅｖｅｌｓｏｆＨＢｓＡｇ，ＨＢＶＤＮＡａｎｄＡＬＴｉｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｎｌｙｒｔＮ２３６ＴｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄｇｒｏｕｐｗｉｔｈｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ
［Ｍ（Ｑ３－Ｑ１）］

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＨＢｓＡｇ（Ｃｏｉ） ＨＢＶＤＮＡｚＢ／（ＩＵ·ｍｌ－１） ＡＬＴｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

ＯｎｌｙｒｔＮ２３６Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ ９２ ６２９９（２０６４） ５８８００（７６８８００） ３８（３１）

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ ４７ ５８６４（３８２９） １６５００００（６５９５４００） ５９．５（９８）

Ｚｖａｌｕｅ ０．０３０８ ３．２０４２ ２．９４４２
Ｐｖａｌｕｅ ０．９７５５ ０．００１４ ０．００３２
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２．２　两组病毒基因型构成的比较　两组病毒基因
型构成情况见表２，可见Ｂ型发生ｒｔＮ２３６Ｔ单独突
变的比例较高（７９．５５％ ｖｓ６０％），而 Ｃ 型发生

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ联合突变的比例较高（４０％ｖｓ
２０．４５％，Ｐ＝０．０２３５）。

表２　ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变组与ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ
突变组的基因型构成情况

Ｔａｂ２　ＨＢＶｇｅｎｏｔｙｐｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎｇｒｏｕｐｏｆｏｎｌｙｒｔＮ２３６Ｔ

ｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄｇｒｏｕｐｏｆｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ
［ｎ（％）］

Ｇｒｏｕｐ Ｂｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｃｇｅｎｏｔｙｐｅ

ＯｎｌｙＮ２３６Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ ３５（７９．５５） ５７（６０）

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ ９（２０．４５） ３８（４０）

Ｔｏｔａｌ ４４（１００） ９５（１００）

　　χ２＝５．１３，Ｐ＝０．０２３５

２．３　两组核苷（酸）类药物应用情况的比较　
ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变组与ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ突变组
患者核苷（酸）类药物应用情况见表３，可见由拉米
夫定换用阿德福韦的治疗方式容易引起病毒突变。

表３　ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变组与ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ
突变组患者核苷（酸）类药物应用情况

Ｔａｂ３　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｒｕｇａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐｏｆｏｎｌｙ
ｒｔＮ２３６ＴｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄｇｒｏｕｐｏｆｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔｍｕｔａｔｉｏｎ

［ｎ（％）］

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｄｒｕｇ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐｏｆ
ｏｎｌｙＮ２３６Ｔ
ｍｕｔａｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐｏｆ
ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ

ｍｕｔａｔｉｏｎ

ＡＤＶ ４２（４５．６５） １７（３６．１７）
ＬＡＭ ３（３．２６） １（２．１３）
ＬｄＴ １（１．０９） ０（０）
ＬＡＭｔｏＡＤＶ ３８（４１．３０） ２１（４４．６８）
ＡＤＶｔｏＬＡＭ＋ＡＤＶ ３（３．２６） ２（４．２６）
ＬＡＭｔｏＡＤＶｔｏＥＴＶ １（１．０９） ０（０）
ＡＤＶｔｏＬｄＴ ０（０） ２（４．２６）
ＬＡＭｔｏＡＤＶｔｏＬｄＴ ０（０） １（２．１３）
ＬＡＭｔｏＬＡＭ＋ＡＤＶ ０（０） ２（４．２６）
Ｎａｉｖｅ ４（４．３５） １（２．１３）

Ｔｏｔａｌ ９２（１００．００） ４７（１００）

　ＬＡＭ：Ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ；ＡＤＶ：Ａｄｅｆｏｖｉｒ；ＬｄＴ：Ｔｅｌｂｉｖｕｄｉｎｅ；ＥＴＶ：

Ｅｅｎｔｅｃａｖｉｒ．Ａｌｌｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｈｉｓｔｏｒｙｗｉｔｈｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｒｕｇｓｗａｓａｔ

ｌｅａｓｔｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｆｏｒ３ｍｏｎｔｈｓ

３　讨　论

　　ＨＢＶｒｔ区包括７个功能亚区，从ｒｔ区上游第１
个氨基酸起依次为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ亚区。ｒｔＮ２３６
位点位于Ｄ亚区，ｒｔＡ１８１位点位于Ｂ亚区。Ｗａｒｎｅｒ
等［５］通过体外实验研究认为，ＨＢＶｒｔ区Ａ１８１Ｔ突变
反映到Ｓ基因上可以引起１７２位原来编码色氨酸
（Ｗ）的密码子突变为终止密码子，即ｓＷ１７２突变，导

致ＨＢｓＡｇ丢失大部分Ｃ末端疏水区，从而抑制 ＨＢ
ｓＡｇ的分泌；而且突变引起的 ＨＢｓＡｇ分泌障碍不仅
发生在ｒｔ区Ａ１８１Ｔ单独突变的病毒株，在Ａ１８１Ｔ与

ｒｔ区其他位点联合突变的病毒株中也出现了 ＨＢｓＡｇ
分泌障碍。此外，Ａ１８１Ｔ突变还会引起病毒在肝细胞
内的积聚和ＨＢＶＤＮＡ载量的下降，这将影响临床上
仅仅依据血清 ＨＢＶＤＮＡ水平诊断病毒学突破的结
果。但是，根据本研究，ｒｔＮ２３６Ｔ 单独突变组与

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ突变组血清 ＨＢｓＡｇ水平无统计
学差异，此外，ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ 突变组的血清

ＨＢＶＤＮＡ和ＡＬＴ的水平要明显高于ｒｔＮ２３６Ｔ单独
突变组，我们倾向认为ｒｔＮ２３６Ｔ突变与ｒｔＡ１８１Ｔ突变
互为补偿突变，一种突变可以增强另一种突变的病毒
复制力和适应能力，而且ｒｔＮ２３６Ｔ与ｒｔＡ１８１Ｔ联合突
变导致患者血清ＡＬＴ升高，这会引起肝脏炎症的波
动。体外药敏实验也表明，ｒｔＮ２３６Ｔ单独突变可使

ＨＢＶ对阿德福韦的敏感性下降７倍，而ｒｔＮ２３６Ｔ＋
ｒｔＡ１８１Ｔ联合突变可使药物敏感性下降１８倍［６］。

　　在核苷（酸）类药物应用方面，本研究发现，由拉
米夫定换用阿德福韦的治疗方式在两组耐药突变患

者的用药形式中所占的比例均较高，说明这种临床
用药方式不规范，可能会增加病毒耐药突变的产生，
这与最近的文献报道一致［７９］。在 ＨＢＶ基因型构
成方 面，本 研 究 显 示，Ｃ 型 较 Ｂ 型 容 易 发 生

ｒｔＮ２３６Ｔ＋ｒｔＡ１８１Ｔ联合突变，其分子机制不明，有
待于进一步研究。
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