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  摘 要:目的 探讨乙型肝炎病毒反转录酶区恩替卡韦(ETV)耐药位点突变情况及临床特征。方法 收

集2010年7月至2020年12月就诊于该院并接受核苷(酸)类似物(NAs)耐药检测的6
 

008例慢性乙型肝炎病

毒感染者的临床资料和序列信息,统计NAs耐药突变,筛选出含有ETV耐药位点突变的患者228例,对相关

耐药位点突变情况及临床特征进行分析。结果 ETV耐药位点突变占比3.8%(228/6
 

008),ETV耐药位点阳

性率从2010年的0.67%逐年上升,到2016年达到峰值6.81%,2017-2019年有逐渐下降的趋势,2020年又有

所回升;
 

2016年后高耐药屏障药物ETV和TDF使用量增加;228例ETV耐药阳性患者中,最常见的突变模

式为rtL180M+M204V+S202G,其次是rtL180M+M204V+T184A(G/I/S/L);rtT184A(G/I/S/L)突变者

HBeAg阳 性 率,HBV-DNA、ALT、AST 水 平 略 高 于rtS202G 突 变,但 差 异 无 统 计 学 意 义 (P>0.05)。
结论 高耐药屏障药物ETV的大量应用,导致耐药突变率升高,临床在换药治疗时需进行耐药测序检测及定

期随访,防止不良事件的发生。
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  近年来,恩替卡韦(ETV)作为一种强效、耐药基

因屏障高的药物,广泛应用于慢性乙型肝炎(CHB)患
者的抗病毒治疗中[1],ETV在病毒学、组织学和生物

化学改善方面的效果优于拉米夫定(LAM)和阿德福

韦酯(ADV)。《慢 性 乙 型 肝 炎 防 治 指 南(2019年

版)》[2]按照“强效低耐药”的原则推荐将ETV、富马

酸替诺福韦酯(TDF)和丙酚替诺福韦(TAF)作为

CHB防治一线药物,非一线药物比如LAM、替比夫

定(LdT)和 ADV不再推荐使用。同时,指南进一步

建议如果原来使用的药物是LAM 和LdT,即使病毒

控制得很好也建议调整治疗,原来应用这些药物没有

出现耐药的患者建议换用低耐药药物治疗[2]。
但患者长期使用核苷(酸)类似物(NAs)进行抗

病毒治疗会使乙型肝炎病毒(HBV)逆转录酶区一个

或多个位点发生突变,即可导致机体对药物的敏感性

下降甚至产生耐药[3-4],致使抗病毒治疗失败。目前,
关于ETV耐药的报道相对较少,在初治CHB患者

中,ETV治疗5年的累积耐药发生率为1.2%[5],但
在治疗过程中,特别是ETV治疗其他NAs耐药的患

者易出现病毒学突破等再耐药现象[6]。有研究回顾

性分析了2009—2016年7年间该院收治的12
 

515例

进行HBV耐药性检测的患者,结果显示2016年该院

ETV的耐药突变发生率在17.1%[7],随着经济发展

和社会进步,药物可及性已经得到了很大的改善,部
分患者特别是ETV用于治疗LAM 或ADV耐药的

患者更易发生ETV耐药的现象[8]。分别ETV耐药

比例不断升高,成为不容忽视的问题,对于这类患者

有必要分析了解其耐药突变特征,为临床规范抗病毒

治疗提供参考。
本研究回顾性分析本院 HBV

 

P基因测序ETV
耐药位点阳性患者资料,以期了解本地区 HBV耐药

突变特征,为后期临床规范抗病毒治疗提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2010年7月至2020年12月在

本院就诊并进行 HBV
 

P区耐药测序的慢性 HBV感

染患者7
 

886例为研究对象,所有患者均接受NAs单

药或序贯治疗,经 HBV-DNA定量检测>500
 

copy/

mL,排除甲、丙、丁、戊、庚型肝炎和 HIV合并感染者

1
 

878例,剩余6
 

008例,所有诊断均符《慢性乙型肝炎

防治指南(2019年版)》[2]相关标准。
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1.2 方法

1.2.1 P区耐药测序 采用 QIAamp
 

DNA提取试

剂盒(德国 Qiagen公司)提取血清中 HBV-DNA,美
国伯乐公司试剂扩增DNA,反应条件为95

 

℃
 

5
 

min
后,95

 

℃
 

10
 

s、56
 

℃
 

20
 

s、72
 

℃
 

30
 

s,共40个循环,取
扩增标本产物2~4

 

μL进行1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴

定扩增产物,目的条带大小约为500
 

bp,参考 Marker
条带,如目的条带亮度大于 Marker最弱的条带,则认

为扩增成功,可进行下一步纯化测序工作。如无肉眼

可见目的条带或目的条带亮度低于 Marker最弱的条

带,则需进行巢式PCR扩增。巢式PCR第一轮扩增

引物序 列 如 下,F:5'-ACTGTATTCCCATCCCAT-
CAT-3';R:5'-TTCGTTGACATACTTTCCAAT-
CA-3')。第二轮扩增引物序列如下,F:5'-CTTGA-
CATACTTTCCAATCAA-3';R:5'-AAGGTATGT-
TGCCCGTTTGT-3'。PCR产物纯化扩增产物后,采
用ABI3100测序仪对其测序。所有操作严格按照试

剂盒说明进行。

1.2.2 ETV
 

耐药性变异的判断 本研究ETV耐药

位点变异判断标准为在LAM耐药的基础上(M204I/

V和L180M变异),再加上至少1个ETV耐药位点

[T184、S202
 

和(或)M250]的变异[9]。

1.2.3 临床实验室检测 HBV-DNA检测采用中山

大学达安基因股份有限公司的DNA提取试剂盒,在

RocheLightCycler480 仪 器 进 行 PCR 扩 增 检 测,

HBV-DNA结果以<500
 

copy/mL为阴性;乙型肝炎

e抗原(HBeAg)检测采用郑州安图生物公司磁微粒

化学发光法试剂,在全自动化学发光测定仪AutoLu-
mo

 

A2000上进行检测;血清肝脏酶学指标丙氨酸氨

基转移酶(ALT),天门冬氨酸氨基转移酶(AST)的检

测采用迈克公司试剂在日立7600生化仪器上进行检

测,所有操作严格按照仪器与试剂说明书进行。

1.3 统计学处理 采用SPSS18.0软件对数据进行

处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,
组间比较采用t检验。计数资料以例数和百分率表

示,组间比较采χ2 检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 ETV耐药位点阳性患者的一般资料 筛选出

ETV耐药位点阳性的患者228例,占比3.8%(228/

6
 

008),男185例,女43例,平均年龄(51.25±11.25)
岁,ALT水平为(97.2±146.1)U/L,AST 水平为

(64.3±93.9)U/L,HBeAg阳性率为47.37%(108/

228),HBV-DNA 载量为(6.63±0.12)copy/mL。

ETV耐药位点阳性率从2010年的0.67%逐年上升,

到2016年达到峰值6.81%,2017-2019年有一定下

降的趋势,2020年阳性率又上升至5.96%,但送检病

例也有一定数量的减少。见表1。

2.2 临床主要NAs的使用情况 考虑ETV耐药率

可能与药物使用情况有关,本研究 分 析 了 LAM、

LdT、ADV、TDF这4类主要 NAs的使用情况(因

LAM和LdT属于同一类药物,故归为一组;因系统

升级,未能查阅到2010年药物的使用情况,但不影响

整体趋势)。2011—2014年低耐药屏障的LAM、LdT
和ADV为主要使用的抗病毒药物,2014—2016年维

持一定使用量,2016年后使用量明显下降;高耐药屏

障药物ETV在2014年后使用量明显增加,2017开始

高耐药屏障药物ETV和TDF使用量全面超过低耐

药屏障药物;2014年以来,ETV一直是用量最多的药

物。见图1。
表1  2010—2020年 HBV

 

P区耐药测序情况及

   ETV耐药位点阳性分布情况

年份(年) n ETV阳性(n) 阳性率(%)

2010 150 1 0.67

2011 607 16 2.63

2012 615 13 2.11

2013 779 26 3.62

2014 709 28 3.95

2015 637 28 4.39

2016 558 38 6.81

2017 475 28 5.89

2018 676 16 2.37

2019 500 16 3.20

2020 302 18 5.96

合计 6
 

008 228 3.79

图1  2011—2020年临床主要NAs的使用情况
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2.3 ETV 基 因 型 突 变 模 式 分 析  rtL180M+
M204V+S202G和rtL180M+M204V+T184A(G/

I/S/L)突变最为常见,分别占42.54%和28.51%;

ETV突变模式主要表现为rtL180M+M204V伴随

rtS202G或rtT184A(G/I/S/L)突变,M204I突变相

对较少,其中rtL180M+M204I/V合并S202G突变

者110例,rtL180M+M204I/V合并rtT184A(G/I/

S/L)突变者81例。见表2。

2.4 ETV主要耐药基因突变模式与临床特征的关

系 鉴于ETV主要突变模式为rtL180M+M204I/V
合并rtS202G或rtT184A(G/I/S/L),本研究对这两

种 耐 药 突 变 模 式 患 者 的 一 些 常 见 实 验 室 特 征 如

HBeAg阳性率,HBV-DNA,ALT,AST等进行了比

较,结果发现rtL180M+M204I/V合并rtT184A(G/

I/S/L)突变模式患者 HBeAg阳性率,HBV-DNA,

ALT,AST等平均值略高于rtL180M+M204I/V合

并rtS202G 突变患者,但差异无统计学意义(P>
0.05)。见表3。

表2  ETV基因型耐药模式分析

突变模式 n
占比

(%)
rtL180M+M204V+S202G 97 42.54
rtL180M+M204I+M204V+S202G 13 5.70
rtL180M+M204V+T184A(G/I/S/L) 65 28.51
rtL180M+M204I+M204V+T184A(G/I/S/L) 7 3.07
rtL180M+M204I+T184A(G/I/S/L) 9 3.95
rtL180M+M204V+M250V 5 2.19
rtL180M+M204I+M204V+M250V 4 1.75
rtL180M+M204V+T184A(G/I/S/L)+S202G 10 4.39
rtL180M+M204V+V173L+T184A(G/I/S/L) 5 2.19
rtL180M+M204I+M204V+V173L+T184A(G/I/S/L) 2 0.88
rtL180M+M204I/V+V173L+M250V 4 1.75
rtL180M+M204I/V+I169T±rtM250V±T184A(G/I/S/

L)±S202G
7 3.07

表3  ETV主要耐药突变模式临床实验室特征对比分析

突变模式 n
HBeAg

(PEI
 

U/mL)
HBeAg

(+/-,n/n)
HBV-DNA
(copy/mL)

ALT
(U/L)

AST
(U/L)

rtL180M+M204I/V合并rtS202G 110 37.47±14.35 58/52 6.72±0.23 103.89±33.39 61.58±21.21

rtL180M+M204I/V合并rtT184A(G/I/S/L) 81 46.42±13.98 45/36 6.51±0.94 80.75±29.46 53.18±18.63

P 0.238 0.705 0.382 0.321 0.521

3 讨  论

采用ETV治疗可强效抑制病毒复制,改善肝脏

炎症,安全性较好,长期治疗可改善CHB肝硬化患者

的组织学病变,降低肝硬化并发症和肝细胞癌发生

率,降低肝脏相关和全因病死率。有研究表明,长期

口服 ETV 或 TDF 的 CHB 患 者,8 年 生 存 率 为

94.1%[10]。因此抗病毒治疗对CHB患者改善生活

质量,延长生存时间至关重要。
目前,长期应用NAs进行抗病毒治疗的CHB患

者体内病毒在这种药物压力筛选中更易发生突变而

导致治疗失败[9]。有研究报道,在初治CHB患者中,

ETV治疗5年的累积耐药发生率为1.2%,在LAM
耐药的CHB患者中,ETV治疗5年的累积耐药发生

率提升至51.0%[5]。多项研究显示,接受长期ETV
或其他NAs治疗的CHB患者转换至TAF治疗后,
病毒学抑制及肾功能得到显著改善[11-12]。充分了解

本地区HBV耐药突变模式及相关临床症状对于调整

用药及新耐药位点预测非常重要。
本研究回顾性分析了近11年来本院进行HBV

 

P
区耐药测序的6

 

008例患者,筛选出ETV耐药位点阳

性患者共228例,占比3.8%(228/6
 

008),与之前报

道的在初治CHB患者中,ETV治疗5年的累积耐药

发生率为1.2%,在LAM 耐药的CHB患者中,ETV
治疗5年的累积耐药发生率提升至51.0%[5]存在差

异,出现这种情况的原因考虑与本研究入组人群有

关,虽然本研究多数为经治患者,但用药史不祥,有很

多是LAM 或LdT经治患者,可能会引发ETV累积

耐药,也有很多为ADV经治患者,稀释了本底系数,
且故本研究ETV耐药位点阳性率在1.2%~51.0%。
分析从2010—2020年每年的ETV耐药位点阳性率,
从2010年的0.67%逐年上升,到2016年达到峰值

6.81%,与我国学者回顾性分析结果显示ETV的耐

药突变发生率在2016年上升至17.1%的趋势基本一

致[7],考虑与本研究时间跨度较长,多数患者为LAM
或LdT经治累积耐药筛选有关;而2017-2019年又

有逐渐下降的趋势,可能与后期ETV、TDF等高耐药

基因屏障药物大量使用有关,分析这些年的药物使用

情况,2017年开始,高耐药屏障药物ETV,TDF的使

用量全面超过低耐药屏障药物。但在2020年,耐药

率却又进一步升高至5.96%,出现这种情况可能是高

耐药屏障药物的使用导致耐药人数减少,送检病例减

少所致,也可能与长期大量高耐药屏障药物使用导致

新耐药的产生有关,需进一步研究探索。
分析ETV耐药突变模式,结果显示rtT184A(G/
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I/S/L)和rtS202G是ETV耐药相关的最常见变异位

点,而rtM250V位点变异较为少见,与之前相关报道

一 致[13-14];ETV 耐 药 基 因 屏 障 的 打 破 有 赖 于

rtL180M+M204V/I的 存 在,本 研 究 显 示 大 部 分

ETV耐药发生在rtM204V的基础上,rtM204I相对

较少,与相关研究基本一致[9],这可能是因为rtM204I
突变株仍保留了对ETV较高的敏感性[13];由于ETV
耐药突变经常发生在 LAM 或 LdT 经治基 础 上,

rtM204I是LAM 和LdT的主要变异形式,因此,有
学者推测,在 ETV 耐药突变筛选过程中可能存在

rtL180M+M204I
 

突变向rtL180M+M204V突变转

换的过程[14]。有研究表明发生rtT184A/G/I/S基因

突变患者的肝脏炎症状况比发生rtS202G/I突变的

患者更为严重,且更易进展为肝硬化[15],本研究结果

则显示两种突变模式的疾病严重程度无明显差异,与
之前研究不同的原因可能与纳入患者临床分期不明

确所致,仍需进一步观察研究。
本研究对本院近11年CHB患者的ETV耐药位

点阳性进行回顾性分析,若有患者的用药史会更加完

整,但由于时间跨度较长,且大部分患者为门诊病例,
用药史、依从性不一,资料追踪难度较大,无用药情况

说明,预存耐药情况不明。但作为中国东部地区长期

的ETV耐药位点阳性患者的回顾性分析,本研究对

于了解HBV变异情况、预后判断及换药治疗具有一

定的指导意义。
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