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要"目的
!

探讨耐药位点突变与乙型肝炎病毒"

RNY

$基因分型及其他临床信息的相关性%方法
!

以
'$%

例慢性乙型肝

炎"

SRN

$患者为研究对象!采用聚合酶链反应"

)S4

$

,

反向点杂交法检测耐药位点及基因分型%收集患者血清
RNY+05

载量&

丙氨酸氨基转移酶"

5T>

$水平!以及乙型肝炎病毒
@

抗原"

RN@5

-

$&性别&年龄&核苷"酸$类似物用药时间等临床资料%结果
!

所有标本均成功扩增阳性条带%

RNY

基因型以
N

型"

"&<

例$为主!其次为
S

型"

%!

例$&

+

型"

!(

例$%使用核苷"酸$类似物的

'!!

患者中完全野生型
"&8

例!未用药的
=<

例患者均未见耐药突变%耐药位点突变以
"(=

及
!%(

'

"(=

位点突变为主%耐药突变

与患者性别&年龄&血清
RNY+05

载量&病毒基因型&

5T>

水平及
RN@5

-

无明显相关性"

C

$

(#($

$#用药时间越长!耐药突变率

越大"

C

#

(#($

$#

!%(

位点突变与
"(=

位点突变有一定相关性"

C

#

(#($

$%结论
!

)S4,

反向点杂交技术可有效检测
RNY

基因型

及突变位点!可有效指导临床用药%

关键词"乙型肝炎#

!

聚合酶链反应
,

反向点杂交#

!

耐药位点突变
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随病程发展#乙型肝炎$简称乙肝&可进一步导致肝硬化(

肝功能衰竭等危险疾病#直接威胁患者生命安全)

!

*

'核苷$酸&

类似物为临床治疗乙肝的一线药物#具有起效迅速(不良反应

轻等优势)

"

*

'但此类药物均作用于乙型肝炎病毒$

RNY

&基因

4>

区#长期应用易导致耐药性突变#严重影响药物作用效果'

研究指出
RNY

病毒药物靶位氨基酸替代是耐药性突变的基

础#因此临床检测
RNY

耐药位点突变能够有效指导用药)

'

*

#

但关于耐药位点突变与乙肝基因分型间关系的研究并不多见'

基于此#本研究首先建立了一套可有效检测
RNY

基因分型及

耐药位点突变的方法#并探讨了耐药位点突变与
RNY

基因分

型及其他临床信息的相关性#现报道如下'

?

!

资料与方法

?#?

!

一般资料
!

"(!'

年
%

月至
"(!=

年
%

月入院#参考,慢性

乙型肝炎防治指南-

)

=

*确诊为慢性乙型肝炎$

SRN

&的患者
'$%

例#男
"=8

例#女
!(8

例%年龄
'!

!

&!

岁#平均$

=(#'̂ 8#"

&岁%

病程
!

!

!<

年#平均$

$#<̂ "#!

&年%纳入的所有患者均知情同

意'按患者是否服用核苷类似物$包括拉米夫定(阿德福韦(恩

替卡韦(替比夫定等&将患者分为用药组$

$\'!!

&及未用药组

$

$\=<

&'本研究已得到院伦理委员会批准'

?#@

!

仪器与试剂
!

RNY

检测试剂盒由亚能生物有限公司提

供#

+05

提取用离心柱法'主要仪器包括低温离心机$湘仪公

司&(聚合酶链反应$

)S4

&仪$德国
U

BB

@;G?CI

公司&(恒温杂交

仪$亚能生物技术有限公司&等'

?#A

!

方法

?#A#?

!

试验方法
!

一般流程如下!$

!

&提取
RNY+05

'将

RNY+05

提取液
(

及待测标本
"((

"

T

置入
!#$3T

离心管#

高速离心
$32;

#弃上清液#置入提取液
)

#低速离心后行

!(([

沸水浴#再行数秒低速离心后#加入三氯甲烷#高速离

心#取上清液'$

"

&

)S4

扩增'

)S4

反应管稍离心#做好标记#

置入
!#$

"

T

待测样品#为质量控制#另取
)S4

反应管加入阳

性及阴性质控品'按试剂说明书行
)S4

扩增'$

'

&杂交'取

!$3T

塑料离心管#放入标记后的膜条#加入
5

液#并将
)S4

产物放入
5

液底'沸水浴
!(32;

#置入
=<[

杂交管
8(32;

%

另取
$(3T

离心管#置入
N

液#预热'$

=

&同时行洗膜及孵育

+
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后#参考说明书显色'

?#A#@

!

其他临床信息
!

行常规实验室检测#收集患者血清

RNY+05

载量(丙氨酸氨基转移酶$

5T>

&水平(乙型肝炎病

毒
@

抗原$

RN@5

-

&检测结果#同时收集患者性别(年龄(核苷类

似物使用时间'

?#B

!

统计学处理
!

应用
*)**!8#(

统计学软件进行数据处理

与统计分析#计数资料以百分率表示#单因素相关性分析采用

$

" 检验#

C

#

(#($

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@#?

!

RNY

基因分型
!

本研究所有标本均成功扩增阳性条带#

显色质控点
SS

正常显色#而质控品也显色良好#未出现污染'

总体情况为
N

型
"&<

例#

S

型
%!

例#

+

型
!(

例'

@#@

!

RNY

基因耐药位点突变情况

@#@#?

!

RNY

基因耐药位点
!

所有标本均成功测序#

'!!

例用

药患者中#完全野生型
"&8

例#其余
="

例$

!'#$P

&突变情况如

下!$

!

&单位点突变中
"(=

位点突变
!%

例$

="#%P

&#

!%(

位点

突变
'

例$占
<#!P

&#

!%!

位点突变
!

例$

"#=P

&#

"'&

位点突变

!

例$

"#=P

&%$

"

&两位点突变中
!%(

"

"(=

位点突变
!"

例

$

"%#&P

&#

!%!

"

"'&

位点突变
'

例$

<#!P

&#

"(=

"

"(<

位点突变
"

例$

=#%P

&%$

'

&三位点突变中
!%(

"

!%!

"

"'&

位点突变
!

例

$

"#=P

&#

!%(

"

!%!

"

"(=

位点突变
!

例$

"#=P

&'

=<

例未用药患

者未见耐药位点突变情况'

@#@#@

!

变异情况
!

!%(

位点共发生变异
!<

例#占
=(#$P

$

!<

"

="

&%

"(=

位点共发生变异
''

例#占
<%#&P

$

''

"

="

&#两者突变

百分率在所有位点中占前两位#且存在同时突变情况#故相关

性分析以上述两位点突变为因变量#做代表性分析'

@#A

!

RNY

耐药位点突变与乙肝基因型及其他临床因素相关

性
!

单因素分析指出!

!%(

位点及
"(=

位点耐药突变与患者性

别(年龄(血清
RNY +05

载量(病毒基因型(

5T>

水平及

RN@5

-

无明显相关性$

C

$

(#($

&%核苷类似物用药时间越长#

耐药突变概率越大$

C

#

(#($

&'见表
!

'

表
!

!!

RNY

耐药位点突变与其他临床因素相关性分析(

$

#

P

$)

临床因素
$

!%(

位点突变$

$\!<

&

突变率
$

"

C

"(=

位点突变$

$\''

&

突变率
$

"

C

性别

!

男
"=8 !!

$

=#=

&

(#!8% (#&$& "'

$

8#"

&

(#((( (#8%$

!

女
!(8 &

$

$#$

&

!(

$

8#"

&

年龄$岁&

!&

$( "&% !!

$

=#!

&

(#8<% (#'"' "!

$

<#%

&

"#='' (#!!8

!$

$( 8( &

$

&#<

&

!"

$

!'#'

&

血清
RNY+05

$

J?

B

2@:

"

3T

&

!'

!($ !8' !(

$

$#"

&

(#!<' (#&<< "!

$

!(#8

&

!#'%= (#"'8

!#

!($ !&$ <

$

=#"

&

!"

$

<#'

&

RNY

基因型

!

N

型
"&< !"

$

=#$

&

(#!$( (#&8% "$

$

8#=

&

(#("< (#%<!

!

其他型
8! $

$

$#$

&

%

$

%#%

&

5T>

水平$

Qg

"

T

&

!'

"(( !=( &

$

=#'

&

(#!(8 (#<=! !&

$

!!#=

&

!#'=' (#"=<

!#

"(( "!% !!

$

$#(

&

!<

$

<#%

&

RN@5

-

!

阳性
""$ !"

$

$#'

&

(#=$% (#=88 "'

$

!(#"

&

(#<'( (#'8'

!

阴性
!'' $

$

'#%

&

!(

$

<#$

&

核苷类似物用药时间$月&

!&

& $' (

$

(#(

&

%#%=" (#(!" !

$

!#8

&

!&#<<( (#(((

!

&

!

!" !'' '

$

"#'

&

$

$

'#%

&

!$

!" !<" !=

$

%#!

&

"<

$

!$#<

&

@#B

!

!%(

位点与
"(=

位点突变相关性
!

!%(

位点与
"(=

位点

突变存在明显相关性$

$

"

\$#$(=

#

C\(#(!8

&'见表
"

'

表
"

!!

!%(

位点与
"(=

位点突变相关性(

$\'$%

&

$

#

P

$)

位点 野生型 突变型

!%(

位点
'=!

$

8$#'

&

!<

$

=#<

&

"(=

位点
'"$

$

8(#%

&

''

$

8#"

&

A

!

讨
!!

论

乙肝在我国发病率较高#其主要由
RNY

感染所致#因此

临床治疗强调抑制
RNY

#同时扭转肝功能衰退)

$

*

'核苷$酸&

类似物为临床治疗乙肝的一线药物#常见包括拉米夫定(阿德

福韦(恩替卡韦等#在早期应用时均可达到较为显著的疗效#且

其用药方便(不良反应少'但临床研究证实#长期应用此类药

物易产生抗药性#且相同位点变异可能影响多种药物疗效)

&

*

'

本研究
'!!

例患者开始应用此类药物#耐药位点突变率高达

!'#$P

#在同类研究中居于较高水平'这一方面可能是因为该

地区患者多应用拉米夫定#可能已形成区域性耐药%同时也可

能是因为本研究纳入患者多已开始应用药物
&

个月以上#更易

+

&(8!

+
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形成各种耐药性突变%当然#也可能与样本量过少有关'但无

论具体原因如何#均提示必须找到合理有效的方案检测该地区

患者耐药性突变情况#从而指导合理应用药物'

本研究首先证实了
)S4,

反向点杂交法能够有效应用于乙

肝基因分型及耐药位点突变的检测#其他也有基因芯片等技术

的研究)

<

*

#均表明
RNY

出现针对某药物的耐药性时#其基因

会发生较为明确的突变#有研究进一步证实表型耐药出现前

'(

!

8(G

#即可能已出现基因型耐药'

既往针对
RNY

耐药位点突变的研究#已证实长期应用核

苷$酸&类似物后#

"(=

位点突变率明显高于其他位点#且常见

突变类型为
cQ++

和
cY++

#同时
!%(

位点多同时发生突

变)

%

*

'考虑到两位点为拉米夫定和恩替卡韦的主要靶点#笔者

认为这与这两类药物在我国的大面积使用有一定关系'与上

述观点一致#该地区乙肝患者多以这两类药物为主进行治疗#

且本研究指出
"(=

位点与
!%(

位点突变率处于较高水平'本

研究同时还通过巢式
)S4

技术对乙肝基因进行分型#结果指

出我国
RNY

主要为
N

(

S

型#有少量
+

型#且绝大部分为
S

型

患者#这与同类研究结论一致)

8

*

'

同时#本研究探讨了耐药位点突变与基因分型及其他临床

因素的相关性#结果指出
!%(

及
"(=

位点突变仅与药物使用时

长有关#而与其他临床因素均明显无相关性'同时#上述两位

点突变发生率也存在一定相关性#二者同时发生概率较高'这

提示对出现拉米夫定$或恩替卡韦&耐药的患者#不宜仅将药物

变更为恩替卡韦$或拉米夫定&'本研究还显示基因型与耐药

位点突变无明显关系#但刘艾芹等)

!(

*研究指出
S

基因型更易

出现耐药#但这可能与区域不同或样本量差异有关'

综上所述#本研究首先证实我国
RNY

基因分型主要为
N

(

S

型(长期应用核苷$酸&类似物后#

!%(

位点及
"(=

位点最易

出现突变#其次还指出乙肝基因分型可能与耐药位点突变无直

接关系#仅用药时间长短可能影响突变发生率'这说明对长期

应用此类药物治疗的患者#需要积极检测病毒突变情况#以指

导及时更换药物#改善预后'
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R.C3?;

H

>7无创产前检测开创唐氏综合征筛查新纪元

日前在北京举行的.第二届中国母胎医学大会/上#罗氏诊断
5C2?:.

公司首席医疗官
>E?3.:X7F:J2

(国际商务拓展总

监
*.L.E1;@

H

与众多围产医学(产前诊断(超声影像(儿科及医学遗传学等专家一同深入探讨了唐氏综合征无创产前检测

的最新技术及临床应用#并分享了
R.C3?;

H

>7无创产前检测产品的技术革新及临床研究成果'

随着医疗技术和医学观念的不断进步#一种新兴的无创产前检测$

0Q)>

&在全球得以迅速应用#因其更高的准确性与安

全性正逐渐得到业内专家的高度重视与广泛认可'临床实验发现#胎儿游离
+05

在母体外周血中平均比例约为
!(P

'发

表于
"(!'

年
)C@;.D./+2.

-

;?:2:

杂志上的临床研究显示#对
""

#

'%=

例样本进行分析发现#

"P

的样本胎儿游离
+05

比例小

于
=P

'

>E?3.:X7F:J2

教授解释!.这部分样本胎儿游离
+05

比例过小#与母体体重(过小妊娠周期等孕征密切相关#导致其

检测结果对识别是否患有
"!,

三体综合征是不准确(不可信的'而
R.C3?;

H

>7技术中针对
"!,

三体检测优化的专利分析

1̀4>U

>7算法能整合胎儿游离
+05

比例(母亲年龄及孕周等参数#更清晰地区分阳性和阴性结果#将假阳性率控制在
(#

!P

以内'/

在对
!!

#

88=

例低风险妊娠病例$母亲年龄
#

'$

岁&进行的亚分析中#

R.C3?;

H

>7检测鉴别
"!,

三体综合征的假阳性率为

(#($P

#阳性预测值为
<&P

'在总研究人群中#

R.C3?;

H

>7检测具有相同出色的表现'

)

期研究使用
>̀*

和
R.C3?;

H

>7对

!%,

三体(

!',

三体的检测结果发现#基于
JI+05

的
R.C3?;

H

>7检测对
!%,

三体和
!',

三体同样具有更高的敏感性和阳性检出

率以及更低的假阳性率'

此外#专家建议每一位孕妇都应该进行产前筛查'

0UW>

研究也证实了
R.C3?;

H

>7检测对于
!%

!

$(

周岁适龄孕妇的

可行性#其对高危孕妇和低危孕妇的检测敏感性和阳性检出率均高于
>̀*

'

目前#

R.C3?;

H

>7检测通过大量的临床数据集被证实符合美国临床实验室改进修正案$

STQ5

&(美国病理学家学会

$

S5)

&和实验室开发诊断试剂监管模式$

T+>

&认证#预计将于今年
!(

月底完成欧盟
SU

认证注册'目前#全世界范围内已

有
!((

多个国家和地区采用了
R.C3?;

H

>7无创产前检测#并已指导超过
=$

万名妊娠女性的临床护理'

+

<(8!

+

国际检验医学杂志
"(!$

年
<

月第
'&

卷第
!'

期
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