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　　摘　要：目的　研究太仓地区慢性乙肝患者耐药突变和基因型分布情况，及 ＨＢＶ基因型与耐药突变的相关性。方法　选择

太仓地区３５０例慢性乙型肝炎患者，在使用核苷（酸）类药物抗病毒前，检测患者耐药突变及基因型情况，分析患者耐药突变与基

因型的相关性。结果　３５０例慢性乙肝患者，ＨＢＶ基因型分布：Ｂ基因型１７２例，占４９．１４％；Ｃ基因型１６４例，占４６．８５％；其中Ｄ

基因型９例，占２．５７％；Ｂ、Ｃ混合型基因型有５例，占１．４２％；未发现其他基因型。本研究共检出５８例耐药突变患者，其中Ｂ基

因型２２例，Ｃ基因型３５例，Ｄ基因型１例，Ｂ、Ｃ混合基因型患者未发现耐药突变。耐药突变位点：与拉米夫定相关的耐药突变３６

例（１０．２８％），与阿德福韦相关的耐药突变１６例（４．５７％），与恩替卡韦相关的耐药突变６例（１．７１％）。结论　太仓地区慢性乙肝

患者 ＨＢＶ基因型以Ｂ、Ｃ型为主，２种基因型占９０％以上，两种基因型比例相似。Ｃ基因型患者发生耐药突变的比例较Ｂ基因型

高，拉米夫定相关的耐药突变比例最高。建议对用药史不明确、复发再治疗的慢性乙肝患者，在接受核苷（酸）类药物治疗前进行

耐药检测，选择针对性治疗方案。
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　　我国是乙型病毒型肝炎的高发区，据２００６年全国乙型病

毒性肝炎流行病学调查，我国慢性乙型肝炎患者约２０００万

人。核苷和核苷酸类药物（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎａｌｏｇｓ，ＮＡｓ）是目前使

用最为广泛的抗乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的药物，ＮＡｓ作用靶点

均为乙型肝炎病毒聚合酶基因区，直接抑制 ＨＢＶＤＮＡ复制，

能减轻肝细胞炎症坏死及纤维化，从而延缓和减少肝脏失代

偿、肝硬化、肝癌及并发症的发生［１３］，为乙型肝炎的治疗带来

了突破性进展。

目前我国在使用核苷（酸）类药物治疗乙型肝炎的过程中，

存在着诸多不规范使用情况，如单药随意序贯、短期内频繁换

药或加药，以及耐药后不合理加药或换药等情况，致我国慢性

乙型肝炎抗病毒治疗的耐药问题较为严重。近年来，研究发现

一些患者在接受核苷（酸）类药物治疗前，体内就有 ＨＢＶ耐药

突变毒株，即预存耐药［４］。

本研究采用ＰＣＲ反向点杂交的基因芯片方法，检测太仓

地区慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶ的基因型及耐药突变的分布，积

累本地区 ＨＢＶ基因型的流行病学情况，探讨患者基因型与耐

药的关系，为临床选择合适的诊疗方案提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０～２０１３年期间在本院就诊的慢性乙型

肝炎患者３５０例，年龄３０～６０岁，纳入标准：（１）慢性乙型肝炎

患者，ＨＢｅＡｇ阳性、ＨＢＶＤＮＡ≥１０
３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、２×ＵＬＮ≤

ＡＬＴ≤５×ＵＬＮ，患者从未使用过核苷（酸）类药物或用药史不

明确；（２）诊断均符合２０１０年中华医学会肝病学分会、感染病

学分会修订的 《慢性乙型肝炎防治指南》的诊断标准［５］。排

除标准：（１）肝硬化患者；（２）有严重基础疾病、酗酒及静脉药

·６３３３· 国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２４



瘾者；（３）有遗传性或代谢性疾病史；（４）合并 ＨＡＶ、ＨＥＶ、

ＨＤＶ、ＨＣＶ及 ＨＩＶ感染者。

１．２　方法　所有患者均进行常规理化检查、ＨＢＶ血清学标记

物、ＨＢＶＤＮＡ定量检测及 ＨＢＶ基因型和耐药突变位点的检

测，其中 ＨＢＶ 血清标记物检测采用美国 Ａｂｂｏｔｔ公司的

Ｃｉ８２００型全自动化免工作站及试剂，ＨＢＶＤＮＡ 定量检测采

用罗氏诊断（上海）有限公司的ＣＯＢＡＳ? ＴａｑＭａｎ? 仪器及试

剂。乙肝病毒基因分型和耐药突变检测，采用亚能生物技术

（深圳）有限公司 ＨＢＶ基因分型和耐药突变基因检测试剂盒。

１．３　ＨＢＶ基因分型和耐药突变检测　按亚能生物技术（深

圳）有限公司 ＨＢＶ基因分型和耐药突变基因检测试剂盒的要

求操作。

１．４　统计学处理　检测数据采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行分析，

组间比较采用两独立样本的χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　患者基因型和耐药突变结果　本研究组患者基因型检出

结果为 Ｂ基因型１７２例，占４９．１４％；Ｃ基因型１６４例，占

４６．８５％；Ｄ基因型９例，占２．５７％；Ｂ、Ｃ混合型基因型有５例，

占１．４２％。发生耐药突变的５８例患者中，Ｂ基因型２２例，耐

药突变率为１２．２９％；Ｃ基因型３５例，耐药突变率为２１．３４％；

Ｄ基因型１例，突变率为１１．１１％；Ｂ、Ｃ混合基因型患者未发现

耐药突变。其中Ｃ基因型者较Ｂ基因型更易发生耐药突变，

且两组间差异有统计学意义（犘＜０．０５），Ｂ基因型与 Ｄ基因

型、Ｃ基因型与 Ｄ 基因型之间的差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。以上各组间统计学情况：Ｂ型与Ｃ型之间差异有统计

学意义（犘＜０．０５），Ｂ型与Ｄ型、Ｃ型和Ｄ型之间的差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　患者基因型与耐药突变分布

ＨＢＶ基因型 狀 耐药突变数（狀） 耐药突变率（％）

Ｂ型 １７２ ２２ １２．７９

Ｃ型 １６４ ３５ ２１．３４

Ｄ型 ９ １ １１．１１

Ｂ、Ｃ型 ５ ０ ０．００

２．２　患者耐药突变位点　本研究组共检出耐药突变患者５８

例，检出率为 １６．５７％，其中与拉米夫定耐药关的 ３６ 例

（１０．２８％），与阿德福韦耐药相关的１６例（４．５７％），与恩替卡

韦耐药相关的６例（１．７１％），详见表２。

表２　患者耐药突变位点检测结果［狀（％）］

指标 耐药突变位点 检出率

与拉米夫定相关 ｒｔＬ１８０Ｍ １１（３．１４）

ｒｔＬ１８０Ｍ ＋ｒｔＭ２０４Ｉ／Ｖ ７（２．００）

ｒｔＭ２０４Ｉ／Ｖ １８（５．１４）

与阿德福韦相关 ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ ５（１．４２）

ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ＋ｒｔＮ２３６Ｔ ３（０．８５）

ｒｔＮ２３６Ｔ ８（２．２８）

与恩替卡韦相关 ｒｔＳ２０２Ｉ ２（０．５７）

ｒｔＴ１８４Ｉ ２（０．５７）

ｒｔＳ２０２Ｇ＋ｒｔＴ１８４Ａ＋ｒｔＴ１８４Ｌ ２（０．５７）

３　讨　　论

目前已发现 ＨＢＶ基因型有 ＡＩ９个基因型，我国以Ｃ型

和Ｂ型为主
［５］。本研究组患者基因型：Ｂ基因型１７２例，占

４９．１４％；Ｃ基因型１６４例，占４６．８５％；两种基因型患者比例相

似，患者数量占９０％以上。与张韧等
［６］的研究报道我国 ＨＢＶ

基因型以Ｂ、Ｃ型为主，两者之间的感染人数差别不明显的结

果一致。本研究还发现有５例Ｂ、Ｃ混合基因型 ＨＢＶ感染，占

总数的１．４２％。显著低于王其亮等
［７］的报道Ｂ、Ｃ混合型患者

比例２１．５％，这与人群 ＨＢＶ感染的基因型分布存在地域性差

异有关。

本研究组选取的慢性乙型肝炎患者为未使用过核苷（酸）

类或用药史不明确的患者，耐药检出率１６．５７％，其中拉米夫

定相关的耐药突变比例最 高 （１０．２８％），阿 德 福 韦 次 之

（４．５７％），恩替卡韦最最低（１．７１％）。说明已经有 ＨＢＶ耐药

病毒株的传播，慢性乙型肝炎患者存在预存耐药的情况。因

此，对用药史不明确的患者，在接受核苷（酸）类药物治疗前，建

议进行耐药突变位点检测，明确耐药情况，选择针对性治疗方

案，提高临床疗效，节约医疗成本。２０１２年欧洲肝病学会指

南［８］发布数据显示，恩替卡韦５年的耐药率不超过１．２％。本

研究中恩替卡韦的耐药率达１．７１％，可能与以下因素相关：

（１）既往不规范使用核苷（酸）类药物，如单药序贯治疗、短期内

频繁换药或加药，耐药后不合理用药等；（２）患者依从性不高；

（３）我国使用核苷（酸）类药物的历史相关：１９９８年开始使用拉

米夫定，到２００５年阿德福韦和恩替卡韦才上市，期间使用拉米

夫定，致累积耐药率增加。

ＨＢＶ基因型与核苷（酸）类药物耐药发生率的关系尚不明

确。Ｏｒｉｔｏ等
［９］的一项病例对照研究表明，基因型Ｂ与基因型

Ｃ的患者对拉米夫定治疗的应答并无差异，但Ｃ基因型患者更

容易出现ＹＭＤＤ变异。南方医院
［１０］的一项临床研究结果显

示，基因型Ｃ的患者与Ｂ基因型患者的ＹＭＤＤ变异的方式无

差异。本研究结果显示：基因型Ｂ基因型２２例，耐药突变率为

１２．２９％；Ｃ基因型３５例，耐药突变率为２１．３４％；两组间差异

有统计学意义（犘＜０．０５），说明Ｃ基因型患者较Ｂ基因型患者

更易发生耐药突变。

核苷（酸）类药物在治疗慢性乙型肝炎过程中，耐药是极为

重要的问题，耐药可能导致疾病进展，增加肝功能失代偿和肝

细胞癌的风险，加大后续治疗的难度，增加长期治疗的医疗成

本。因此，重视慢性乙型肝炎患者耐药的预防及监测，尤其是

用药史不明确的患者的预存耐药情况，及时发现耐药突变，选

择合理治疗方案，提高临床疗效，节约医疗成本。本研究采用

基因芯片进行耐药检测，具有快速、灵敏、高通量等特点，及时

给临床调整治疗方案提供依据，适合各级实验室推广使用。
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表５　　非发酵革兰阴性杆菌对常用抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物
鲍曼不动杆菌

耐药 敏感

铜绿假单胞菌

耐药 敏感

嗜麦芽窄食

单胞菌

耐药 敏感

氨苄西林／舒巴坦 ２２．７ ６８．２ １００ ０ － －

哌拉西林／他唑巴坦 １９ ６６．７ １２．５８７．５ － －

头孢他啶 ４５．５ ５４．５ １２．５８７．５ ８．０ ６４．０

头孢曲松 １００．０ ０．０ １００．０ ０．０ － －

头孢吡肟 ２２．７ ６３．６ ２５ ７５．０ － －

亚胺培南 ３１．８ ６８．２ ０．０６２．５ － －

庆大霉素 １９．０ ６６．７ １２．５８７．５ － －

妥布霉素 ３３．３ ６６．７ ０．０８７．５ － －

环丙沙星 １９．０ ６２．０ ０．０８７．５ － －

左旋氧氟沙星 １３．６ ６８．２ ０．０１００．０ ０．０ １００．０

复方新诺明 ３６．４ ６３．６ １００．０ ０．０ ４．０ ９２．０

　　－：无数据。

３　讨　　论

本研究共收集８８４６份血培养标本，其中阳性标本９６９

例，检出阳性率为１１．０％，略低于近期有关报道
［１２］。这可能

与本院未能全面开展双侧采血有关系。毛美丽等［３］的统计显

示，实行血培养双侧采血后１０个月阳性率增加５．０８％。亦有

报道表明，血培养双侧双瓶可提高血培养阳性率，且并不增加

污染率［４］。２０１４年我将进一步向临床医生宣传双侧采血，提

高本院血培养的阳性率，降低污染率，为临床判断血流感染提

供更可信的实验室依据。

本研究表明，血液感染中革兰阳性菌占５５．７％，革兰阴性

菌占４２．６％，真菌占１．７％。革兰阳性菌感染率略高于革兰阴

性菌，与陈杏春等［５］和杜坤等［６］的研究结果相一致，而与陈文

思等［７］和刘行超等［８］的研究结果存在一定的差异。这说明不

同研究地域和不同时间期间，血培养阳性病原菌的菌群分布是

有区别的，因此，及时了解本地区血液感染病原菌分布及耐药

性，为指导临床合理用药极为重要。从表１中可看出，凝固酶

阴性葡萄球菌已经成为医院感染最重要的病原菌，表皮葡萄球

菌是最常见的凝固酶阴性葡萄球菌占２１．６％，这与各种侵袭

性操作和介入治疗手段的广泛应用有关。链球菌和肠球菌的

检出率分别为５．６％和２．３％。革兰阴性杆菌中肠杆菌科细菌

分离率高于非发酵菌。其中肠杆菌科以大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌为主，并检出３株沙门伤寒菌属菌株。非发酵革兰阴性

杆菌中，主要是嗜麦芽窄食单胞菌和鲍曼不动杆菌以及铜绿假

单胞菌。真菌检出率最低，以假丝酵母菌为主。

表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球菌均对青霉素和复方新诺

明有较高的耐药性，均对利奈唑胺和万古霉素敏感。革兰阴性

杆菌主要以大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌为主，二者ＥＳＢＬｓ的

检出率分别为５４．８％和１８．２％，含β内酰胺酶抑制剂的药物

中两种菌均对哌拉西林／他唑巴坦高度敏感（＞９５％）。肠杆菌

科细菌对亚胺培南仍然保持较高敏感度（＞８５％），故碳青霉烯

类抗菌药物还是临床治疗肠杆菌科细菌感染的最有效药物之

一，但是近年来随着抗菌药物的大量广泛使用，耐药率也呈上

升趋势，另外嗜麦芽窄食单胞菌的检出率在非发酵革兰阴性杆

菌中最高，是否与此类药物的大量使用有关，有待进一步研究。

也有研究表明，鲍曼不动杆菌一旦对碳青霉烯类抗菌药物耐

药，则对其他抗菌药物基本都耐药［９］，患者往往无药可用。本

研究中鲍曼不动杆菌对亚胺培南的敏感率为６８．２％，但已发

现有泛耐药的鲍曼不动杆菌，因此要严格控制碳青霉烯类抗菌

药物在临床的经验性使用。

综上所述，本院２０１２～２０１３年血培养阳性病原菌种类繁

多，科室分布广。临床各科应重视血培养，推广双侧采血，进一

步提高血培养阳性率，降低污染率。医生应根据药敏试验结果

合理使用抗菌药物，减少不合理性的经验用药，预防及控制多

重耐药菌株的产生。
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ｐａｔｉｅｎｔｓｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｏｆｇｅｎｏｔｙｐｅｓＢ

ａｎｄＣ［Ｊ］．ＨｅｐａｔｏｌＲｅｓ，２００６，３５（２）：１２７１３４．

［１０］ＳｕｎＪ，ＷａｎｇＺ，ＭａＳ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆｌａｍｉｖｕｄｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｐａｔｉｅｎｔｓ：ａｓｉｎｇｌｅ

ｃｅｎｔｅｒｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，２００５，７５（３）：３９１３９８．

（收稿日期：２０１４０５１５）

·０４３３· 国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２４


