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要"目的
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探讨某地区维吾尔族与汉族
W6̀

对拉米夫定和阿德福韦天然耐药情况及基因型分布%方法
!

采用基因芯

片对来自某地区的维吾尔族(汉族初次感染未使用核苷"酸$类似物抗病毒治疗的
W6̀

患者
$($

例血清标本进行与
W6̀

耐药相

关的
HK7$)(_

(

HK_%(=9

&

`

(

HK;$)$/

&

`

和
HKS%*A/

的耐药突变检测和基因型分析%结果
!

某地区
W6̀

对拉米夫定和阿德福韦

的天然耐药率为
@&@?

!其中维吾尔族耐药率
%&$E?

!汉族
$A&*A?

!维吾尔族人群
W6̀

天然耐药率明显低于汉族!差异有统计

学意义"

*

%

j'&A'*@

!

I

'

(&('

$#在维吾尔族突变的
$

例中只检出
HK_%(=9

&

`

突变!而在汉族检测突变的
@

例中
=

个常见位点的

A

种突变都有检出%结论
!

该地区维吾尔族
W6̀

对拉米夫定和阿德福韦的天然耐药发生率较汉族低!且对拉米夫定耐药者多

见!而汉族
W6̀

对这两种药物耐药都可检出%

关键词"肝炎病毒!乙型#
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基因突变#

!

天然耐药#

!

维吾尔族

!"#

!

$(&*@A@

"

B

&5CCD&$AE*0=$*(&%($%&$=&($*

文献标识码"

;

文章编号"

$AE*0=$*(

"

%($%

$

$=0$A@=0(*

$%1%,0&8'+-8%+,-=0,50%1*1-,+&%;,0*,-*'+'3NOP*+Q

76

8=0,+2N,+R,-*'+,5*-

7

*+&%0-,*+,0%,

,0B*1%

$

#

,1#G"1%-0"

%

#

)*1#

&

)*1%J"1

$

%

$

$.708"91=!15%213%2

6

B0#302

#

:"2;3<

44

"="1308,%;

'

"31=

#

G"#

C

"1#

&

708"91=@#"A02;"3

6

#

@2(-

V

"

#

G"#

C

"1#

&

)*(('=

#

B*"#1

%

%.B="#"91=!15%213%2

6

#

B%#;32(93"%#E%2+02O;,%;

'

"31=

#

!1#?*%(

#

>1#;(E*((*(

#

B*"#1

&

9)1-0,&-

!

")

:

%&-*;%

!

/3JDJ4

N

VFKPFHFC5CKJDK

O

FD3K

N"

F#5CKH51MK53DJD#KPFDJKMHJ4HFC5CKJD2FIMKJK53D3LPF

"

JK5K5C6Q5HMC

$

W6̀

&

5De

NO

PMHJD#WJDSJK53DJ45K

N

5D2FHKJ5DJHFJ&<%-8'21

!

$($CFHMICJI

"

4FCRFHF2344F2KF#LH3I

"

JK5FDKC3Le

NO

PMHJD#

WJDSJK53DJ45K

N

R5KP

"

H5IJH

N

5DLF2K53D3LW6̀ JD##5#DaKHF2F5Q5D

O

DM24F3C5#F

$

DM24F3K5#F

&

JDJ43

O

CL3HJDK5Q5HJ4KHFJKIFDK

#

JD#J44

3LKPFCJI

"

4FCRFHF#FKF2KF#1

NO

FDF2P5

"

CL3HHK7$)(_

#

HK_%(=9

"

`

#

HK;$)$/

"

`JD#HKS%*A/IMKJK53DC&$%1=5-1

!

/PFDJKMHJ4HF0

C5CKJD2FIMKJK53DHJKF3LW6̀ 5De

NO

PMHSJK53DJ45K

N

RJC%&$E?

#

C5

O

D5L52JDK4

N

43RFHKPJD$A&*A? 3LWJDSJK53DJ45K

N

$

*

%

j

'&A'*@

#

I

'

(&('

&

&cD4

N

3DF2JCF5De

NO

MHSJK53DJ45K

N

RJC#FKF2KF#R5KPHFC5CKJD2FIMKJK53D3LHK_%(=9

"

`

#

JD#KPF=23II3D

C5KFC3LA<5D#C3LIMKJK53DCRFHF#FKF2KF#5DWJDSJK53DJ45K

N

&>'+&5=1*'+

!

/PFDJKMHJ4HFC5CKJD2FIMKJK53DHJKF3LW6̀ K34JI5QM0

#5DFJD#J#FL3Q5H#5

"

5Q3G345De

NO

PMHSJK53DJ45K

N

I5

O

PK1FIM2P43RFHKPJDKPJK5DWJDSJK53DJ45K

N

#

JD#KPFI3HFJHF4JI5QM#5DF

HFC5CKJD2F&6MK5DWJDSJK53DJ45K

N

#

KPFKR3<5D#C3L#HM

O

CHFC5CKJD2FK3DM24F3C5#F

$

DM24F3K5#F

&

JDJ43

O

C13KP23M4#1F#FKF2KF#&

?%

7

@'021

!

PF

"

JK5K5C6Q5HMC

%

!O

FDFIMKJK53D

%

!

DJKMHJ4HFC5CKJD2F

%

!

e

NO

PMH

!!

乙型肝炎病毒$

W6̀

&是一种呈世界性分布*危害严重的

传染病'

$

(

)如今全球约有
%(

亿人曾感染过
W6̀

#其中慢性感

染者
*&'

$

=

亿#占全球人口的
A?

'

%0*

(

)中国约有
$&'

亿
W6̀

携带者#其中慢性
W6̀

患者高达
%A((

多万'

=

(

)随着拉米夫

定和阿德福韦作为临床治疗
W6̀

感染的一线核苷$酸&类似

物#

W6̀

对这两种药物耐药的报道也越来越多)如果
W6̀

新发病例就存在对这两种常规一线药物耐药#即天然耐药#那

么临床再使用这两种药物不仅不会对患者体内的
W6̀

进行

有效的抑制#延缓肝功能损伤#反而还会加重患者的病情)因

此#对使用拉米夫定和阿德福韦治疗前就对其常见耐药变异进

行检测是必要的)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

%($(

年
)

月至
%($$

年
)

月在本院就诊的初

次感染
W6̀

的患者
$($

例#诊断标准符合
%(((

年第
$(

次全

国病毒性肝炎与肝病学术会议制定的诊断标准'

'

(

#其中汉族

''

例#维吾尔族
=A

例%男性患者
A*

例#女性患者
*)

例%年龄

$*

$

'*

岁#平均年龄$

*(iE

&岁)均为初次感染患者#乙肝三

系统显示#

W6C;

O

$

T

&*

W6F;

O

$

T

&*抗
0W6C

$

T

&#伴有
;7/

水平升高或肝功能受损#未服用拉米夫定或阿德福韦等核苷酸

类抗病毒药物治疗)

A&B

!

仪器与试剂

A&B&A

!

试剂
!

W6̀ 08S;

定量检测试剂使用
W6̀

核酸定量

检测试剂盒$

+,-

荧光探针法&#试剂盒包括
8S;

提取试剂和

+,-

扩增试剂两部分#由达安基因生物有限公司提供)耐药

基因突变检测的
8S;

提取试剂使用
SM24F3C

"

5D

2

6433#

#扩增

和杂交试剂使用晶芯2

W6̀

耐药检测试剂盒$芯片法&#由博

奥生物科技有限公司提供)

A&B&B

!

仪器
!

W6̀ 08S;

的提取使用的仪器有
Se;9-,4JCC

)

/

N"

F%

生物安全柜*

Y545D1F5FH\U0)(;

漩涡混合仪*中佳

W,0%'$A

高速离心机*干浴恒温器*

,J

"

CM4FLM

O

F/c_g+_,0

(A(

瞬时离心机*

_7\0A[

迷你型离心机等)

+,-

扩增使用

;69E*((

扩增仪和
5,

N

24FH

扩增仪)基因芯片杂交使用的仪器

有晶芯2

653_5GFH

/_芯片杂交仪*晶芯2

:45#RJCPFH

/_芯片洗干

仪*晶芯2

7MG:2JD

/_

$([06

微阵列芯片扫描仪)

A&C

!

方法

A&C&A

!

标本采集与保存
!

用一次性无菌真空采血管采集患者

+

=@A$

+

国际检验医学杂志
%($%

年
E

月第
**

卷第
$=

期
!

9DK̂ 7J1_F#

!

M̂4

N

%($%

!

3̀4&**

!

S3&$=



静脉血
%I7

#室温放置至少
*(I5D

#待血液自发完全凝固#

*(((H

"

I5D

离心
'I5D

#转移至
$&'I7

的灭菌离心管)对于

不能及时完成检测的标本于
h%(b

冷冻保存)

A&C&B

!

W6̀ 08S;

的检测
!

实时荧光定量
+,-

法检测

W6̀ 08S;

含量#用试剂盒中的
8S;

提取部分
W6̀ 08S;

#取

%

#

7

加入
+,-

反应体系中#在
;69E*((

扩增仪上扩增
*(

个

循环后#利用实时荧光定量
+,-

分析系统对结果进行分析)

该方法的检测范围在
$&((>$(

%

$

$&((>$(

)

23

"N

"

I7

#一般结

果小于
'&((>$(

%

23

"N

"

I7

就判为阴性)

A&C&C

!

W6̀

耐药基因变异的检测
!

基因芯片上通过设置各

种质控探针#包括表面化学质控探针*杂交阳性外对照探针*内

对照探针*空白对照和阴性对照探针等进行检测的质量控制)

检测探针包括
HK$)(

*

HK%(=

*

HK$)$

和
HK%*A

的四个位点的野生

型和
A

种突变型#它们覆盖了中国拉米夫定和阿德福韦耐药的

常见变异)质控和检测反应的探针均重复
'

次#以保证结果的

重复性)根据荧光信号的强度与位置#由晶芯2

W6̀

耐药基

因芯片检测分析系统软件自动判读结果并生成检测报告)

A&D

!

统计学处理
!

采用
:+::$E&(

软件进行统计学处理#定

量资料用
3

检验#不同组间率的比较及构成比的比较用
+FJH0

C3D

*

% 检验和
d5CPFH

确切概率检验#

I

'

(&('

为差异有统计学

意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

新疆维吾尔族与汉族
W6̀

天然耐药
W6̀ 08S;

定量结

果
!

$($

例初次感染
W6̀

的患者
W6̀ 08S;

定量检测结果

均大于
'&((>$(

%

23

"N

"

I7

#其中最高检测量为
@&%E>$(

E

23

"N

"

I7

#最低检测量为
=&)$>$(

=

23

"N

"

I7

#平均
'&A@>$(

A

23

"N

"

I7

)维吾尔族患者中
W6̀ 08S;

的最高检测量为

=&$)>$(

E

23

"N

"

I7

#最低检测量为
=&)$>$(

=

23

"N

"

I7

%汉族

患者中
W6̀ 08S;

的最高检测量为
@&%E>$(

E

23

"N

"

I7

#最低

检测量为
A&)$>$(

=

23

"N

"

I7

)两组比较见表
$

)

表
$

!!

两民族初次感染
W6̀

患者
W6̀ 08S;

!!!

定量结果比较

民族 例数$

#

&

J

$

23

"N

"

I7

&

;

$

23

"N

"

I7

&

维吾尔族
=A %&==>$(

A

$

(&)@>$(

A

汉族
'' '&A@>$(

A

$&$E>$(

A

!!

$

!

3j$'&=A%$

#

I

'

(&('

#与汉族比较)

B&B

!

维吾尔族与汉族
W6̀

天然耐药突变率的比较结果
!

$($

例初次感染
W6̀

的患者血清通过基因芯片法检出耐药者

$(

例#耐药率为
@&@?

$

$(

"

$($

&%其中维吾尔族
$

例#耐药率

%&$E?

$

$

"

=A

&%汉族
@

例#耐药率
$A&*A?

$

@

"

''

&)维吾尔族明

显低于汉族#差异有统计学意义$

*

%

j'&A'*@

#

I

'

(&('

&)

B&C

!

维吾尔族与汉族
W6̀

天然耐药基因类型分布结果
!

$(

例对
W6̀

天然耐药的患者耐药基因类型结果#见表
%

)

=A

例

维吾尔族初次感染
W6̀

的患者中检出
$

例天然耐药
W6̀

株#该毒株对拉米夫定天然耐药#耐药突变为基因型
HK_%(=9

"

`

#拉米夫定和阿德福韦耐药相关的其他
*

个位点均未检出突

变基因%

''

例汉族患者中检出
@

例天然耐药者#对两种一线抗

病毒药物均产生耐药的患者有
*

例#其中有
%

例患者为
=

个常

见位点都发生突变%对拉米夫定产生耐药者共
=

例#其中
%

个

位点都发生突变者有
*

例#其中有
$

例患者的
HK%*AS

无任何

杂交信号#只有
HK%(=_

位点发生变异者
$

例%对阿德福韦产生

耐药者
%

例)其中
$

例为
%

个位点均突变#

$

例只有
HK%*AS

发

生突变)

表
%

!!

新疆地区
W6̀

天然耐药基因类型分布表

序号 民族
拉米夫定耐药

HK$)( HK%(=

阿德福韦耐药

HK$)$ HK%*A

$

维吾尔族
h HK_%(=9

"

` h h

%

汉族
HK7$)(_ HK_%(=̀ h h

*

汉族
HK7$)(_ h HK;$)$/

"

` HKS%*A/

=

汉族
h h HK;$)$̀ HKS%*A/

'

汉族
HK7$)(_ HK_%(=9 h

未检出

A

汉族
h HK_%(=9

"

` h h

E

汉族
HK7$)(_ HK_%(=9

"

` HK;$)$/

"

` HKS%*A/

)

汉族
h h h HKS%*A/

@

汉族
HK7$)(_ HK_%(=9

"

` HK;$)$/

"

` HKS%*A/

$(

汉族
HK7$)(_ HK_%(=9

"

` h h

!!

h

!野生型)

C

!

讨
!!

论

新疆是一个以汉族和维吾尔族为主的多民族地区#维吾尔

族在民俗*饮食习惯及生存环境上和汉族有很大差异#其
W6̀

的感染率和基因型等也存在差异)血清流行病学调查表明#新

疆地区属于中等
W6̀

地方性流行地区#

W6C;

O

携带率低于

全国水平#且维吾尔族
W6C;

O

携带率低于汉族$维吾尔族为

*&(E?

#汉族为
)&(=?

&

'

A

(

)

关于
W6̀

对核苷酸类似物的天然耐药的报道并不多见#

并且大多数此方面的研究也只是针对于拉米夫定耐药变异的

HK_%(=9

"

`

#即
g_88

变异)有学者采用不同的
g_88

变异

检测方法对其自然变异毒株的流行状况进行了调查#认为

g_88

自然变异毒株的检出率在
$(?

$

*(?

'

E0)

(

)

在利用
8S;

微阵列基因芯片检测两个民族
W6̀

耐药基

因突变时#经过统计#新疆乌鲁木齐地区的
W6̀

天然耐药率

为
@&@?

#和
$(?

$

*(?

的范围较为接近)在
$($

例患者中#

HK%(=_

位点发生突变$即
g_88

变异&的患者有
E

例#突变率

为
A&@*?

#较其他学者的报道低#这可能与维吾尔族人群中天

然耐药变异检出率低有关)在
$(

例发生天然耐药的患者中#

汉族占
@

例#耐药率为
$A&*A?

%维吾尔族占
$

例#耐药率为

%&$E?

)维吾尔族的
W6̀

天然耐药率明显低于汉族人群)

这表明#维吾尔族较汉族更不易产生自然变异#这与维吾尔族

人群的生活特点是分不开的#

W6̀

是经消化道和血液途径传

播的#维吾尔族人在饮食和生活习惯上的独有特点#使得
W6̀

在维吾尔族人群中的传播较为局限#从而减小了感染上已经产

生耐药变异的
W6̀

的可能性)而汉族生活方式使其感染上

已经产生耐药变异的
W6̀

的概率大大增加)当然#产生维吾

尔族与汉族人群在
W6̀

天然耐药变异检出率上的差异的确

切原因#还有待于进一步的研究确定)

慢性乙肝患者治疗前#肝组织
W6̀ 2228S;

与血清

W6̀ 08S;

含量呈正相关'

@

(

)因此#检测血清中
W6̀ 08S;

含量有助于了解肝组织中
W6̀ 2228S;

含量的变化#可作为

抗病毒治疗适应证和选择临床疗效判断的依据)本研究

W6̀ 08S;

定量结果比较显示#两民族之间
W6̀

病毒载量差

异有统计学意义#且维吾尔族较汉族低#这和何洁静等'
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的病毒含量和耐药相关的结论一致)

从两个民族
W6̀

天然耐药基因类型分布上看#

=A

例维吾

尔族初次感染
W6̀

的患者中检出
$

例天然耐药
W6̀

株#该

毒株对拉米夫定天然耐药#其耐药基因型为
HK_%(=9

"

`

%其他

*

个相关位点均未发生突变#该患者只对拉米夫定耐药#使用

阿德福韦治疗仍然有效%

''

例汉族
W6̀

患者中检出的
@

例天

然耐药者#对两种一线抗病毒药物均产生耐药的患者有
*

例#

其中有
%

例患者为
=

个常见位点都发生突变%对拉米夫定产生

耐药者共
=

例#其中
%

个位点都发生突变者有
*

例#其中有
$

例患者的
HK%*A

位点无任何杂交信号#只有
HK%(=

位点发生变

异者
$

例%对阿德福韦产生耐药者
%

例)其中
$

例为两个位点

均突变#

$

例只有
HK%*A

发生突变)这
$

例维吾尔族
W6̀

天然

耐药变异患者的变异发生在
HK%(=

位点上#其突变方式是

HK_%(=9

"

`

#也就是
g_88

突变为
g988

和
g̀ 88

#这种突变

方式在国内外
W6̀

耐药突变中均较为常见#并且#该患者针

对拉米夫定耐药变异的协同位点
HK$)(

并没有发生变异#在治

疗时#使用拉米夫定联合阿德福韦或单用阿德福韦治疗均有

效)在检出天然耐药变异的
@

例汉族
W6̀

患者中#对拉米夫

定和阿德福韦同时产生耐药的患者有
*

例#占检出者的
$

"

*

#

并且有
%

例患者是
=

个常见位点均发生了突变#那么#对
*

例

患者而言#在治疗上采用拉米夫定或阿德福韦都是无效的#可

以考虑使用长效干扰素或是恩替卡韦治疗)由于替比夫定和

拉米夫定的耐药位点相同#且
@'?

以上对拉米夫定和替比夫

定耐药的突变位点都发生在
HK_%(=̀

"

9

位点上#一小部分患

者的耐药突变发生在
HK;$)$/

"

`

位点上'

$$

(

)所以#该患者使

用替比夫定治疗的效果也不理想)

综上所述#对于使用拉米夫定或阿德福韦#不管是单用还

是联合用药#不仅在使用过程中要随时检测
W6̀

耐药基因突

变情况#在使用这两种药物之前#对其耐药基因检测也是十分

必要的)这样#不仅可以提高核苷$酸&对
W6̀

的治疗效果#

减轻乙型肝炎患者的经济压力#还可以有效地降低
W6̀

的耐

药率)
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