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　　摘　要：目的　研究８１例慢乙型肝炎患者乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）耐药基因位点变异状况及其基因型分布特征，并探讨其与

ＨＢＶＤＮＡ、乙型肝炎Ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）的关系。方法　采用荧光定量

ＰＣＲ和基因芯片反向斑点杂交技术检测８１例慢乙型肝炎患者血清 ＨＢＶＤＮＡ载量、基因型和６种常见耐药位点；用电化学发光

法检测 ＨＢｅＡｇ的含量，用酶法检测患者血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ的浓度。结果　８１例慢乙型肝炎患者中，ＨＢＶ基因型Ｂ型３８例占

４６．９％；Ｃ型３８例占４６．９％；Ｂ、Ｃ混合型５例占６．２％；未发现其他基因型。检测出的４３例耐药基因位点发生变异：Ｂ基因型２６

例突变率为６０．５％，Ｃ基因型１７例突变率为３９．５％；其中ｒｔ２０４Ｖ变异率为９．３％；ｒｔ２０４Ｉ变异率为３４．９％；ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／

ｒｔ２０４Ｖ变异率为４１．９％；ｒｔ１８１Ｖ变异率为９．３％；ｒｔ２３６Ｔ变异率为４．７％。在４３例出现基因位点变异的患者中，发生ｒｔ２０４Ｉ变

异的Ｂ基因型占６０％，ＨＢＶＤＮＡ（Ｕ／ｍＬ）的对数值为５．７３±１．７７；Ｃ基因型占４０％，ＨＢＶＤＮＡ（Ｕ／ｍＬ）的对数值为６．９３±２．

１２；发生ｒｔ２０４Ｖ变异的Ｂ基因型占７５％，ＨＢＶＤＮＡ（Ｕ／ｍＬ）的对数值为６．８５±２．０６；Ｃ基因型占２５％，ＨＢＶＤＮＡ（Ｕ／ｍＬ）的对

数值为４．１７±１．１５；发生ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ变异的Ｂ基因型占２２．２％，ＨＢＶＤＮＡ（Ｕ／ｍＬ）的对数值为５．８９±１．９５；Ｃ基因

型占７７．８％，ＨＢＶＤＮＡ（Ｕ／ｍＬ）的对数值为５．５８±１．５６；发生ｒｔ１８１Ｖ变异的全部为Ｃ基因型。结论　ＨＢＶ发生变异的位点以

ｒｔ２０４Ｉ位点变异和ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ混合位点变异为主；在 ＨＢＶ发生变异的不同位点中Ｃ基因型更易发生ｒｔ１８１Ｖ位点

和ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ混合位点变异，Ｂ基因型可能更易发生ｒｔ２０４Ｖ位点和ｒｔ２０４Ｉ位点变异；在发生ｒｔ２０４Ｖ位点和ｒｔ２３６Ｔ

位点的突变中，ＨＢＶＤＮＡ的载量Ｂ基因型组明显高于Ｃ基因型组，在发生ｒｔ２０４Ｉ位点的突变中 ＨＢＶＤＮＡ的载量Ｃ基因型组

则明显高于Ｂ基因型组，Ｃ基因型较Ｂ基因型更易发生耐药位点变异。

关键词：慢性乙型肝炎；　基因型；　耐药基因位点；　ＤＮＡ检测；　乙型肝炎Ｅ抗原

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０３．０４５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０３０３９２０３

　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）是一种嗜肝 ＤＮＡ病毒，主要引起

急、慢性肝炎，肝硬化和肝癌等。如果病情反复活动或持续进

展，则需要及时给予抗病毒治疗［１］。ＨＢＶ的逆转录酶缺乏校

正阅读功能，ＨＢＶ的变异率较其他 ＤＮＡ病毒高十倍以上，

ＨＢＶ耐药变异的产生无法完全避免，目前已有报道发现针对

拉米夫定（Ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ，ＬＡＭ）以及阿德福韦酯（ａｄｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘ

ｉｌ，ＡＤＶ）预存耐药变异的病例
［２３］。因此，加强耐药管理，优化

治疗显得更为主动。本研究旨在通过分析８１例慢乙型肝炎患

者 ＨＢＶ耐药突变位点的临床特点、基因型分布及病毒学特

征，为临床抗病毒治疗与监测提供参考价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年６至２０１３年６月在合肥市传染

病医院门诊就诊和住院的慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者８１例，其

中男４６例、女３５例，年龄１８～７２岁，平均（３６±１１）岁。ＣＨＢ

的诊断参照《慢性乙型肝炎防治指南（２０１０版）》
［１］中的标准，

所有病例甲、丙、丁、戊型肝炎均阴性，并按是否发生基因耐药

位点变异分为变异组和非变异组。

１．２　试剂与仪器　美国ＡＢＩ７３００型实时荧光定量分析仪；厦

门安普利９８００型全自动荧光定量基因扩增仪；日立 Ｈ７１８０型

全自动生化分析仪；罗氏电化学发光仪；深圳亚能分子杂交仪。

ＨＢＶＤＮＡ试剂使用厦门安普利公司生产；乙型肝炎Ｅ抗原

（ＨｂｅＡｇ）测定使用罗氏公司生产试剂；ＨＢＶ基因分型与耐药

位点变异检测使用深圳亚能公司生产试剂；丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）浓度检测使用宁波美

康酶法试剂盒。

１．３　方法　用一次性无菌真空采血管抽取受检者静脉血２

ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上层血清，转移至１．５ｍＬ灭

菌离心管中。标本可立即用于处理，也可－２０℃储存备用。

荧光定量 ＨＢＶＤＮＡ的检测采用厦门安普利９８００型全自动

基因扩增仪，试剂由安普利公司提供，按说明书要求操作。

ＨＢＶ基因分型以及耐药突变基因位点检测，利用ＰＣＲ结合

ＤＮＡ基因芯片反向斑点杂交技术，可同时在同一芯片上检测

Ｂ、Ｃ、Ｄ３种常见基因型以及６个常见突变位点（ｒｔ１８０Ｍ、

ｒｔ２０７Ｉ、ｒｔ２０４Ｉ、ｒｔ１８１Ｖ、ｒｔ２３６Ｔ、ｒｔ２０４Ｖ）。ＨＢｅＡｇ定量检测采

用电化学发光法；血清ＡＬＴ、ＡＳＴ浓度检测采用动态速率法在

生化仪上直接检测结果。

１．４　统计学处理　ＨＢＶ病毒载量对数值、ＡＬＴ、ＡＳＴ等计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，率及构成比等计数资

料的比较采用χ
２ 检验，所有数据均采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行

统计学分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　乙型肝炎患者基因型分布及其与 ＨＢＶＤＮＡ 载量、

ＨＢｅＡｇ水平和 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平的关系　８１例慢乙型肝炎患

者中，Ｂ型３８例占４６．９％，Ｃ型３８例占４６．９％，Ｂ、Ｃ混合型５

例占６．２％；未发现其他基因型。基因型为Ｂ型和Ｃ型两组

ＨＢＶＤＮＡ载量的对数值、ＨＢｅＡｇ水平和 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平比

较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　两种基因型患者 ＨＢＶＤＮＡ载量、ＨＢｅＡｇ、ＡＬＴ、

　　　ＡＳＴ水平的比较（狓±狊）

基因型 狀
ＨＢＶＤＮＡ

（ｌｇＵ／ｍＬ）

ＨＢｅＡｇ

（ＣＯＬ）

ＡＬＴ

（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ

（Ｕ／Ｌ）

Ｂ型 ３８ ５．３４±２．１５ ２１５．８±４０．２１１９．７±３２．５１０８．３±２６．５

Ｃ型 ３８ ５．２６±２．０９ ２６１．７±５１．１ ８５．６±２０．３ ９．８±１６．８

狋 ０．６８２ １．３２５ １．５６８ １．８６２

犘 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５
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２．２　ＨＢＶ 变异组与非变异组 ＨＢＶＤＮＡ 载量、ＨＢｅＡｇ、

ＡＬＴ、ＡＳＴ水平的比较　将８１例ＣＨＢ患者分为变异组和非

变异组。８１例ＣＨＢ患者中 ＨＢＶ发生耐药位点变异的为４３

例，占５３．１％。变异组 ＨＢＶＤＮＡ水平明显高于非变异组，两

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；变异组的 ＡＬＴ和 ＡＳＴ

水平明显低于非变异组（犘＜０．０５）；变异组与非变异组的

ＨｂｅＡｇ水平比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　　ＨＢＶ变异组与非变异组病毒载量、ＨＢｅＡｇ、

　　　ＡＬＴ、ＡＳＴ水平的比较（狓±狊）

组别 狀
ＨＢＶＤＮＡ

（ｌｇＵ／ｍＬ）

ＨＢｅＡｇ

（ＣＯＬ）

ＡＬＴ

（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ

（Ｕ／Ｌ）

变异组 ４３ ５．９１±２．２６ ２１２．３±４８．９１３１．５±２５．６ ７１．９±１５．８

非变异组 ３８ ４．４０±２．０１ ２７３．３±６１．２３３８．６±７６．３２０３．７±４４．７

狋 ２．４３６ １．８６３ ２．９８２ ４．３６１

犘 ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１

２．３　ＨＢＶ基因突变位点与基因型之间的关系　在４３例发生

耐药基因位点变异的患者中，Ｃ基因型的突变率为６０．５％，Ｂ

基因型突变率为３９．５％，二者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。在１５例发生ｒｔ２０４Ｉ位点的突变中，Ｂ基因型突变率为

６０．０％，明显高于Ｃ基因型的４０．０％，在４例发生ｒｔ２０４Ｖ位

点的突变中，Ｂ基因型的突变率（７５．０％）也明显高于Ｃ基因型

的突变率（２５．０％），二者比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；在１８例发生ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ混合位点的突变

中和发生ｒｔ１８１Ｖ位点的突变中，Ｃ基因型突变率明显高于Ｂ

基因型的突变率，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。见表３。

表３　　ＨＢＶ基因突变位点与基因型之间的关系［狀（％）］

突变位点 狀 Ｂ型 Ｃ型 χ
２ 犘

ｒｔ２０４Ｉ １５ ９（６０．０） ６（４０．０） ４．３２６ ＜０．０５

ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ １８ ４（２２．２） １４（７７．８） ７．０６５ ＜０．０１

ｒｔ２０４Ｖ ４ ３（７５．０） １（２５．０） ４．９６８ ＜０．０５

ｒｔ１８１Ｖ ４ ０（０．００） ４（１００） ８．６５３ ＜０．０１

ｒｔ２３６Ｔ ２ １（５０．０） １（５０．０） ０．０３１ ＞０．０５

２．４　ＨＢＶ基因突变位点与病毒载量的关系　在１５例发生

ｒｔ２０４Ｉ位点的突变中，Ｂ基因型组 ＨＢＶＤＮＡ载量（Ｕ／ｍＬ）对

数值为５．７３±１．７７，Ｃ基因型组为６．９３±２．１２。在４例发生

ｒｔ２０４Ｖ位点的突变中，Ｂ基因 ＨＢＶＤＮＡ载量（Ｕ／ｍＬ）对数值

为６．８５±２．０６，Ｃ基因型组为４．１７±１．１５，二者比较差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）；而在１８例发生ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／

ｒｔ２０４Ｖ混合位点的突变中，Ｂ基因型组和Ｃ基因型组的 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量对数值比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

　　目前，我国流行的 ＨＢＶ基因型主要以Ｂ基因型和Ｃ基因

型为主，ＨＢＶ基因型存在地理分布差异，北方以Ｃ基因型为

主，南方以Ｂ基因型为主
［４５］。本研究中，Ｂ基因型３８例占

４６．９％；Ｃ基因型３８例占４６．９％；Ｂ、Ｃ混合型５例占６．２％；

未发现其他基因型，提示本地区 ＨＢＶ感染基因型主要为Ｂ型

和Ｃ型。研究结果提示，Ｂ基因型患者血清 ＨＢＶＤＮＡ水平、

ＨＢｅＡｇ水平、ＡＬＴ和ＡＳＴ的浓度与Ｃ基因型相比均无明显

差异。许利军等［６］报道Ｂ基因型患者的 ＨＢＶＤＮＡ水平低于

Ｃ基因型患者，说明在拉米夫定无良好应答的患者中，Ｃ基因

型患者更容易出现病毒载量升高。本研究结果与之不符，原因

可能系本研究病例数不足及病例选择有关。赵鸿等［４］对８８４

例 ＨＢＶ感染者的调查结果表明，未经抗病毒治疗的Ｂ基因型

患者与Ｃ基因患者之间的病毒载量无明显差别。本研究中表

２的结果显示，变异组患者中 ＨＢＶＤＮＡ的载量值明显高于非

变异组，可能与发生耐药基因位点突变的患者更易发生病毒反

弹有关；变异组与非变异组中的 ＨＢｅＡｇ水平无显著性差异；

而非变异组中的ＡＬＴ和ＡＳＴ水平明显高于变异组，其原因可

能是变异组的患者绝大多数为使用核苷酸类药物治疗的ＣＨＢ

患者，其肝组织中的炎症程度与ＡＬＴ和ＡＳＴ的异常程度并不

相关［１３］。

ＨＢＶＰ区位点变异是 ＨＢＶ对核苷（酸）类似物抗病毒药

物发生耐药的分子基础，也是病毒反弹的重要原因之一。本研

究结果显示，在对８１例慢乙型肝炎患者 ＨＢＶ耐药基因位点

突变检测结果中发现，４３例患者 ＨＢＶ发生了耐药基因位点的

突变，在４３发生基因位点突变的患者中有１５例发生了ｒｔ２０４Ｉ

位点突变占３４．９％和有１８例发生了ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ

混合位点的突变占４１．９％，其他位点的突变占２３．２％，提示

ｒｔ２０４Ｉ位点和ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ混合位点变异在患者中

最为普遍，是主要发生变异的位点，与许利军等［６］报道一致。

在发生ｒｔ２０４Ｉ位点和ｒｔ２０４Ｖ位点的变异中，Ｂ基因型患者的

突变率明显高于Ｃ基因型，这一结果可以解释潘小平等
［７］研

究提出的在拉米夫定耐药突变后，Ｂ基因型以 ＹＶＤＤ突变为

主。在发生ｒｔ１８１Ｖ位点和ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ混合位点

的突变中，Ｃ基因型患者的突变率则明显高于Ｂ基因型，提示

Ｂ基因患者易发生ｒｔ２０４Ｉ位点和ｒｔ２０４Ｖ位点的变异，而Ｃ基

因型的患者更易发生ｒｔ１８１Ｖ位点和ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ

混合位点的变异，ｒｔ２３６Ｔ位点变异有待于扩大样本量进一步

研究。吴菲等［８］研究结果显示：阿德福韦酯耐药株感染者

ＨＢＶ，Ｃ 基因型易发生ｒｔＡｌ８１Ｖ／Ｔ 变异，Ｂ基因型多出现

ｒｔＮ２３６Ｔ变异，因此，初步认为阿德福韦酯耐药株感染者病毒

基因型与多聚酶基因区基因突变存在有一定的相关性，Ｃ基因

型比Ｂ基因型更易出现ｒｔＡｌ８１Ｖ／Ｔ＋ｒｔＮ２３６Ｔ双突变，故推测

阿德福韦酯耐药株感染者ｒｔＡｌ８１Ｖ／Ｔ＋ｒｔＮ２３６Ｔ双突变可能

是造成Ｃ型患者比Ｂ型存在更严重肝损害的原因之一。ＣＨＢ

的发病既与病毒因素有关，又与宿主免疫因素有关［９］。一些非

常见位点变异（如Ｓ２５６Ｃ、Ｌ２２９Ｖ等）虽然未在体外表型测定证

实，但是临床调查结果显示其与拉米夫定耐药相关，而这些位

点的变异是否在 Ｂ、Ｃ基因型之间存在差别需要进一步研

究［１０１１］。Ｙｕｅｎ等
［１２］的研究结果则显示，Ｂ基因型的 ＨＢＶ能

活化Ｔｈ１细胞且抑制Ｔｈ２细胞，而Ｃ基因型相反，提示Ｂ基因

型的 ＨＢＶ更能诱发人体的免疫反应，这也可能是Ｂ基因型的

患者较Ｃ基因型的患者更容易出现良好应答且病毒载量较低

的原因之一。在本研究中Ｃ基因型的突变率为６０．５％明显高

于Ｂ基因型，提示 Ｃ基因型可能更易发生耐药基因位点的

突变。

本文对 ＨＢＶ不同基因突变位点与病毒载量的关系进行

了初步研究，结果发现在发生ｒｔ２０４Ｉ位点的突变中，Ｂ基因型

组 ＨＢＶＤＮＡ载量低于Ｃ基因型组；在发生ｒｔ２０４Ｖ位点和

ｒｔ２３６Ｔ位点的突变中，Ｂ基因型组 ＨＢＶＤＮＡ载量则高于Ｃ

基因型组；而在发生ｒｔ１８０Ｍ＋ｒｔ２０４Ｉ／ｒｔ２０４Ｖ混合位点的突变

中，Ｂ基因型组和Ｃ基因型组的 ＨＢＶＤＮＡ载量无明显差别，

关于 ＨＢＶ其他基因型的变异特点，还需要扩大样本，作进一
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步的研究证实。

总之，ＨＢＶ耐药基因突变一方面可出现对药物的耐受性，

另一方面其复制能力也受到影响，而 ＨＢＶＤＮＡ载量作为与

感染者预后直接相关的因素，决定了病情的进展。如果耐药株

较野生株复制能力下降，则相应病毒载量会维持在一个较低水

平，反之耐药株复制能力增强则可能加速病情进展。本文对慢

乙型肝炎患者 ＨＢＶ耐药突变位点的临床特点、基因型分布及

病毒学特征进行了初步研究，旨在为临床抗病毒治疗与监测提

供参考价值。
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·临床研究·

ＨＩＶ并发结核病患者生命质量相关危险因素分析

朱荣华１，杨雪梅２，张积勇３

（１．保山市中心血站，云南６７８０００；２．保山市隆阳区丙麻中心卫生院，云南６７８０００；

３．保山市隆阳区疾病预防控制中心，云南６７８０００）

　　摘　要：目的　了解人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）并发结核双感患者治疗、转归情况，分析影响治疗转归的影响因素，探讨因素之

间的相互关系，评价各种因素对双感患者生命质量的影响及其相对重要性，为指导临床治疗、研究和卫生决策提供有价值的信息。

方法　对２００７～２０１２年隆阳区疾病预防控制中心登记的 ＨＩＶ并发结核双感患者的治疗情况进行统计回顾分析。结果　２００７～

２０１２年共登记治疗ＨＩＶ并发结核双感患者８２例，结核病治愈５９例，治愈率为７１．９５％；死亡２０例，失访２例，拒绝治疗１例。男

女间病死率比较差异有统计学意义（χ
２＝３２．４４，犘＜０．０５）；以是否进行艾滋病抗病毒治疗分组，两组间病死率比较，差异有统计

学意义（χ
２＝２５．７８，犘＜０．０５）；以痰涂片结果分组，两组间病死率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；经过多因素ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分

析，痰涂片结果、年龄、抗结核治疗基线ＣＤ４检测值是双感染患者死亡独立的危险因素；病死率与ＣＤ４基线数值呈负相关（Ｐｅａｒ

ｓｏｎ相关），相关系数狉＝－０．３７（犘＜０．０１）。结论　早发现、早诊断、早治疗，监测患者的ＣＤ４检测结果，ＣＤ４检测值与 ＨＩＶ并发

ＴＢ患者的生命质量存在线性相关。

关键词：人类免疫缺陷病毒；　肺结核；　回归分析；　ＣＤ４

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０３．０４６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０３０３９４０３

　　艾滋病又称获得性免疫缺陷综合征（ＡＩＤＳ），是由人类免

疫缺陷病毒（ＨＩＶ）引起，以侵犯ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞（简称ＣＤ４）

为主要特征的疾病。结核病（ＴＢ）是人类历史上最古老的慢性

传染性疾病，是单一感染因素引起死亡人数最多的疾病［１］，因

此结核病已成为世界范围内最大紧迫的公共卫生问题之一。

我国是结核病高疫情国家，随着 ＡＩＤＳ患者的病情进展，ＡＩＤＳ

并发ＴＢ已明显影响了患者的生活质量和寿命。本中心自

２００７年起在ＡＩＤＳ患者中每年进行一次结核筛查，在管理的结

核患者中每年进行一次 ＨＩＶ抗体测定，截止２０１２年共发现

ＡＩＤＳ并发结核病共计８２例，现将其分析报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　资料来源于隆阳区疾病预防控制中心２００７

～２０１２年发现并登记的 ＡＩＤＳ并发 ＴＢ的双重感染患者８２

例。其中男６３例，女１９例，平均年龄３８．３９岁（Ｐ２５、Ｐ５０、Ｐ７５

分别为３２、３６、４５岁），最大年龄７９岁，最小年龄２岁。

１．２　方法

１．２．１　ＣＤ４检测　ＣＤ４检测采用流式细胞仪。在抗结核治

疗前进行一次ＣＤ４检测，在化疗结束进行一次ＣＤ４检测。

１．２．２　痰检质控　疗程内２、５、６月末痰涂片检查。

１．２．３　结核化疗方案　按卫生和计划生育委员会结核病防治
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