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乙型肝炎病毒逆转录酶区ＰＣＲ产物测序方法的建立及应用
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　　摘　要：目的　建立乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）逆转录酶区ＰＣＲ产物测序方法，检测 ＨＢＶ耐药突变位点及基因型。方法　采用

了巢式ＰＣＲ方法，分别在 ＨＢＶ基因组逆转录（ＲＴ）区头尾设计内外两对引物，扩增全长ＲＴ区１２２３ｂｐ序列。并用该方法对已

经完成测序的ＨＢＶＢ、Ｃ基因型，拉米夫定耐药株，恩替卡韦耐药株全长重组质粒扩增ＲＴ区来验证方法的保真度；用该方法从病

毒载量１×１０３～１×１０
８ｃｏｐｙｓ／ｍＬＨＢＶ血清中扩增ＲＴ区来验证方法的灵敏度；通过对４例临床标本的检测来验证方法的实用

性。结果　建立了乙型肝炎病毒逆转录酶区ＰＣＲ产物测序方法；以已经完成测序的 ＨＢＶＢ、Ｃ基因型，拉米夫定耐药株，恩替卡

韦耐药株全长重组质粒为模板扩增ＲＴ区序列，测序结果与已知序列确证无误，有很好保真度；能从病毒载量１×１０３～１×１０８

ｃｏｐｙｓ／ｍＬＨＢＶ血清中扩增到目标序列，有很好的灵敏度；能从临床患者血清中扩增 ＨＢＶＲＴ区并测序，序列分析后能为临床提

供 ＨＢＶ核苷（酸）类似物耐药位点突变及 ＨＢＶ基因型信息。结论　建立了一种具有很好保真度、灵敏度以及实用性的 ＨＢＶ逆

转录酶区ＰＣＲ产物测序方法。
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　　近年来由于拉米夫定（ＬＭＶ）、阿德福韦酯（ＡＤＶ）、恩替卡

韦（ＥＴＶ）和替比夫定（ＬｄＴ）等核苷（酸）类似物（ＮＡ）抗病毒药

物在临床乙型肝炎治疗方面的广泛使用，导致了乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）耐药问题的出现
［１］。目前公认的核苷（酸）类似物变异

位点发生在 ＨＢＶ聚合酶（Ｐ）区的逆转录酶（ＲＴ）区。拉米夫

定的耐药株主要是 ＹＭＤＤ基序的变异，ＲＴ区 ＹＭＤＤ基序

２０４位点的甲硫氨酸（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ）被结氨酸（ｖａｌｉｎｅ）或异亮氨

酸（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）所替代（ＲＴＭ２０４Ｖ／Ｉ）；阿德福韦耐药株主要发

生在ＲＴＮ２３６Ｔ和ＲＴＡ１８１Ｖ／Ｔ；恩替卡韦具有较高的耐药基

因屏障，需要３个（或３个以上）位点同时突变才能产生耐药

性，包括２个拉米夫定耐药位点（Ｌ１８０Ｍ＋Ｍ２０４Ｖ／Ｉ），另外的

突变位点还包括 Ｔ１８４Ｇ、Ｓ２０２Ｉ和 Ｍ２５０Ｖ 中一个位点变

异［２４］。ＲＴ区全长１０３２ｂｐ，正好重叠Ｓ基因的编码区，通过

对Ｓ基因的序列比对，可以确定 ＨＢＶ的基因型，因此通过对

扩增的ＲＴ区分析可同时获得ＨＢＶ的基因型信息。目前分析

ＲＴ区耐药变异位点的方法有多种，但测序法无疑是“金标

准”［５６］，通过对测序序列的分析，除了能检测出已知耐药突变

位点，同时能发现新的耐药相关突变位点。因此，本研究拟建

立扩增ＲＴ区，测序并分析病毒基因型及是否出现耐药位点突

变的方法，并初步验证其在临床样本分析中的实用性。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＢＶＢ、Ｃ基因型，拉米夫定耐药株，恩替卡韦耐

药株全长重组质粒由本实验室构建保存。慢性乙型肝炎患者

血清样本收集于２０１２年１２月到２０１３年３月在本院门诊及住

院治疗的患者，临床诊断标准参照２０００年９月（西安）全国会

议修订的《病毒性肝炎防治方案》标准［７］。抽取患者血液，分离

血清于－８０℃冰箱保存备用。

１．２　方法　血清病毒核酸提取试剂盒购自硕世生物技术有限

公司，ＤＮＡ聚合酶为ＴａＫａＲａ公司的ＥｘＴａｑ酶，ＰＣＲ扩增仪

为ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪，凝胶成像系统为ＳＹＮＧＢＯＸ。
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１．３　检测方法

１．３．１　检测方法的建立　采用了巢式ＰＣＲ法，参考文献［８］

方法设计引物，ＨＢＶＲＴＦ１：５′ＴＴＡ ＴＴＴ ＡＣＡ ＴＡＣ ＴＣＴ

ＫＴＧ ＧＡＡ ＧＧＣ３′，ＨＢＶＲＴＲ１：５′ＣＴＡ ＧＧＡ ＧＴＴ ＣＣＧ

ＣＡＧＴＡＴＧＧＡ Ｔ３′，ＨＢＶＲＴＦ２：５′ＧＴＧ ＧＣＴＣＣＡ ＧＴＴ

ＣＭＧＧＡＡＣＡＧＴ３′，ＨＢＶＲＴＲ２：５′ＣＴＡＧＧＡＧＴＴＣＣＧ

ＣＡＧＴＡＴＧＧＡＴ３′，引物由上海捷瑞生物工程有限公司合

成部合成。扩增条件：第１轮反应，９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５０℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。第２轮反

应，９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，３５个循

环；７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离、切胶

回收后送上海英骏生物公司测序部测序。

１．３．２　验证方法保真度　以已经完成测序的 ＨＢＶＢ、Ｃ基因

型，拉米夫定耐药株，恩替卡韦耐药株全长重组质粒０．２μＬ为

模板，参照１．３．３建立的方法扩增质粒的 ＲＴ 区。测序后

ＤＮＡＳＴＡＲ软件将序列与质粒已测序列比对，验证方法保

真度。

１．３．３　确定方法灵敏度　以已知浓度 ＨＢＶ血清进行系列稀

释，获得溶液终浓度为１×１０８、１×１０７、１×１０６、１．２×１０５、１．２×

１０４、１．２×１０３ｃｏｐｙｓ／ｍＬ的血清。严格按照血清病毒分离试剂

盒说明书提取病毒ＤＮＡ，扩增条件及方法参照１．３．２步骤。扩

增产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离以验证方法灵敏度。

１．３．４　验证方法实用性　慢性乙型肝炎患者血清 ＨＢＶＲＴ

区扩增及测序。血清病毒分离试剂盒提取慢性乙型肝炎患者

血清 ＨＢＶＤＮＡ，扩增条件及方法参照１．３．２步骤。测序后

ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析耐药突变位点，ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃ

ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｆｏｒｍｐａｇｅ．ｃｇｉ）在线分析

基因型。

２　结　　果

２．１　方法保真度的验证　ＨＢＶＢ、Ｃ基因型，拉米夫定耐药

株，恩替卡韦耐药株全长重组质粒均扩增出１２２３ｂｐ的条带

见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）；ＰＣＲ产

物测序序列与质粒已测序列比对证实：４个ＰＣＲ产物测序序

列与质粒已测序列完全一致，见图２～５（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

２．２　方法灵敏度验证　已知浓度为１×１０
８、１×１０７、１×１０６、

１×１０５、１×１０４、１×１０３ｃｏｐｙｓ／ｍＬＨＢＶ血清扩增 ＨＢＶＲＴ区

后在１２２３ｂｐ位置出现明显条带，均能够达到ＰＣＲ产物切胶

回收送测序的浓度见图６（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。

２．３　方法实用性验证　对４例慢性乙型肝炎患者血清 ＨＢＶ

ＲＴ区扩增及测序后，电泳时均能在１２２３ｂｐ位置出现明显条

带见图７（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），测序

后ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析检出２例出现耐药位点突变见图８（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ／ｆｏｒｍｐａｇｅ．ｃｇｉ）

在线分析发现３例为Ｃ基因型，１例为Ｂ基因型见图９～１０（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

由于自身的免疫压力及药物的筛选作用，通常引起的

ＨＢＶ耐药突变是一种 ＨＢＶ基因的致畸或致死突变，使血清

中病毒载量维持在低水平浓度［９］，本方法采用的巢式ＰＣＲ，可

以大大提高检测的灵敏度，所采用的ＥｘＴａｑ酶也兼具保真性

和扩增效率。作者能从病毒载量１×１０３～１×１０８ｃｏｐｙ／ｍＬ

ＨＢＶ血清中均能扩增到目标序列。

ＨＢＶ基因型分布有较明显的地域特征，Ａ、Ｄ型主要分布

在欧洲和美国，Ｂ、Ｃ型主要分布在东南亚和东亚，Ｅ型在西非

流行，Ｆ型集中在中南美洲，而Ｇ型仅在个别国家有单个案例

报道［１０］。我国以Ｂ、Ｃ基因型为主，因此，本方法验证了 ＨＢＶ

Ｂ、Ｃ基因型质粒的特异性
［１１］。

本研究采用的ＰＣＲ产物直接测序法也有缺陷。病原体的

核酸突变可造成体内同时存在基因序列有微小差别的种群，

ＨＢＶ基因序列的异质性和准种特点是慢性 ＨＢＶ感染患者普

遍存在的一种现象［１２］，因此，在ＰＣＲ扩增过程中的模板其实

是一个有微小差别的基因序列组成的模板库，只是看哪个模板

在数量上更占优势。目前常用的几种耐药位点检测方法要求

耐药株达到的比例分别为：ＰＣＲ产物直接测序法大于２０％，

ＩＮＮＯＬｉＰＡ线性杂交法大于５％，实时荧光ＰＣＲ法在１％～

５％之间，超深焦磷酸测序法大于１％。因此，作为补救措施，

当测序峰图出现明显重叠峰时，可以将 ＨＢＶＲＴ区 ＰＣＲ扩增

产物克隆后挑斑测序，每个样本需测定１０～２０个克隆，以获得

正确的序列信息。

本方法通过扩增 ＨＢＶＲＴ区，可以同时给临床提供 ＨＢＶ

耐药变异及 ＨＢＶ基因型信息，可收到一举两得的效果。
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