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"摘要#
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目的
!

研究聚合酶链反应
!

连接酶检测反应"

2/4!6[4

%检测乙型肝炎"下称乙肝%病毒核苷类药物耐

药位点和基因型的可行性'方法
!

运用多重
6[4

和
2/4

原理!在乙肝病毒基因相关区域设计引物和探针检测突

变位点和基因型'结果
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例临床样本中!
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%'此外共检出
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例样本存在突变!其中拉米夫定耐药突变
&"

例'结论
!

本研究显示拉米夫定耐药

突变主要在
D;X#'&3

&

Y

和
D;6"5'X

!阿德福韦以
D;1#$()

&

D;>"5"Y

为主$恩替卡韦一般联合拉米夫定耐药!并且发

生耐药突变以
\

型为多'
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根据最新流行病学调查表明#我国乙型肝炎$下称乙肝&病

毒$

P\Y

&携带者达到
"

亿人左右#其中慢性乙肝患者超过

#'''

万人+

P\Y

持续感染与肝炎,肝硬化,肝癌的发生密切

相关+目前#临床长期广泛使用核苷类药物#该类药物长期使

用#会使慢性乙肝患者体内
P\Y

出现不同程度对核苷类药物

耐药突变+此外#

P\Y

基因型是病毒长期变异进化的结果#不

同基因型反映了
P\Y

变异进化特点#并且与肝病临床表现,

预后存在一定相关性+聚合酶链反应
!

连接酶检测反应$

2/4!

6[4

&是一种最新的单核苷酸多态性$

012

&检测方法#

2/4!

6[4

可通过一次扩增检测产物中的多个突变位点-

"!(

.

+本研

究通过该方法检测
P\Y

常见耐药突变和基因型#现报道

如下+

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

研究标本取自
#'"#

年
$

月至
#'"&

年
$

月广

东省河源地区
"-(

例慢性乙肝患者#均符合
#'''

年肝炎防治

会议制定的诊断标准+其中男
.5

例#女
-5

例#年龄
#(
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岁#平均
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岁+
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方法
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标本采集
!

采集慢性乙型肝炎患者空腹不抗凝静脉血
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#

#-''D

"

M9G

离心
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#分离血浆至专用血浆保存

管#
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储存备用+
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[1>

提取
!

使用
g9F
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@G[1> X9G9c9;

试剂盒$德

国&#按照试剂说明书从
#''M6

血浆中提取血浆
P\Y[1>

+
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主要试剂
!

乙肝耐药和分型检测试剂盒购自上海星耀

医学科技发展有限公司#其中
)F

U

[1>C9

8

F:@

酶和
K1)2

来自

上海英俊#
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U

酶来自大连宝生物公司+
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引物和
6[4

探

针和序列见表
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主要仪器
!
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测序仪$美国
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和
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扩增体系和条件
!
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扩增体积
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体系#包括
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缓冲溶液#
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引物
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#循环
&'

次#然后
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6[4

反

应
#'

$

6

体系#包括
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扩增产物#
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连接酶#补充蒸馏水至
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进行
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变性
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和
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#循环
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次+
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产品

与上样缓冲液等体积混合+将混合物在
.& `

持续
#M9G

变

性#急速冷冻+然后
>\3$"$'[1>

测序仪电泳
$'M9G

+结果

采用
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软件分析+
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统计学处理
!

采用
0200"?%'

统计软件进行分析#计数

资料比较采用
&

# 检验#以
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为差异有统计学意义+
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结
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果
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基因型结果
!
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P\Y

基因型以
\

型为主+在各基因型中均可检出

耐药基因突变#基因型
\

型和
/

型中耐药基因突变差异无统

计学意义$
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不同基因型核苷类药物耐药基因发生例数'

.
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非
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P\Y

基因突变结果
!

在
"-(

例样本中共
-(

例检出耐

药#占
$$%.5W

$

-(

"

"-(

&+

&

种核苷类药物耐药基因检出率各

异#

&"

例检出
D;X#'&3

及其混合突变#为拉米夫定$

6>X

&耐

药#占
?-%''W

$

&#

"

-(

&+单一点突变
$#%"&

$

"5

"

-(

&#多耐药突

变
(?%5(

$

$5

"

-(

&#其中检出
-

例拉米夫定"替比夫定$

6[)

&"

阿德福韦$
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&共同耐药+见表
$

+

表
$

!
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例不同核苷类药物耐药基因突变位点分析

突变位点
.

基因型 耐药物
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"
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"
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D;6"5'X

"

D;X#'&Y
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D;0#'#3
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D;)"5&* # "\
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"

非
\

非
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"
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"

T)Y

D;0#'#3
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"
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"
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D;)"5&*
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"
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"
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D;X#'&3 "# 5\
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&/ 6>X

"

6[)

D;X#'&Y

"

D;>"5")

"

D;1#$() & \ 6>X

"

>[Y

D;X#'&3

"

3

"

D;6"5"X " \ 6>X

"
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!!

注!

T)Y

为恩替卡韦+

/%'

!

2/4!6[4

方法验证
!

从
-(

例
P\Y

耐药变异样本中随

机挑选
#'

例#

2/4

扩增后送上海英俊公司测序#所得测序结

果在
[1>:;FD

软件上比对#

".

例测序结果与
2/4!6[4

耐药

变异一致#

"

例测序结果没有变异#

2/4!6[4

与金标法测序一

致性为
.-W

+本方法通过检测丙型肝炎病毒样本,人巨细胞

病毒样本等非
P\Y

样本#所得结果均为阴性#特异性为

"''W

+

'

!

讨
!!

论

!!

对于
P\Y

核苷酸类似物耐药的检测#欧美国家多采用

31!1f!632>

方法#其灵敏度和特异性都比较高#但试剂盒非

常昂贵#在我国尚难推广普及+目前国内检测
P\Y

基因耐药

变异的方法主要有以下几种#各有优缺点+实时
2/4

操作简

便#可检测变异发生率低于
"'W

的耐药变异+缺点为仅能检

测已知位点#同样难以实现一次进行多个耐药突变位点检测%

同时#针对每个位点不同变异均需合成相应的探针+随着耐药

位点增多#相应合成探针的费用增高+

2/4

产物直接测序!

2/4

产物直接测序法可检测已知和可能的未知耐药变异位

点#是最常用的基因型耐药检测方法之一+

2/4

产物直接测

序的方法应作为基因型耐药检测的金标准#该方法的缺点是灵

敏度较差#只有当变异株超过
P\Y

准种池的
#'W

时才能被

发现+

2/4!6[4

是一种新兴的单
012

分型检测方法+其原理

是高温连接酶检测到模板
[1>

与
#

条探针
[1>

的接头处存

在碱基错配#则连接反应不能进行%即如果探针与模板有
"

个

碱基不配对#连接反应不能进行#如果探针与模板完全互补#连

接反应完成+与其他检测技术相比#

6[4

检测技术拥有准确

度高,通用性强,通量大,操作简单,成本低等众多明显优势-

(

.

+

本研究结果显示#河源地区
P\Y

基因
\

型占
('%.'W

#

/

型占
$?%#'W

#非
\

非
/

型占
"%.'W

#与左兴等-

?

.广东地区

P\Y

基因型$

(#%''W

为
\

型#

$$%''W

为
/

型&基本一致+

6>X

耐药突变目前报道发现的与
6>X

相关的主要耐药突变

有
D;X#'&Y

,

D;X#'&3

和
D;6"5'X

#其他突变位点有
D;65'Y

"

3

,

D;3"(.)

,

D;Y"?$6

等%

>[Y

相关的耐药突变多为多点突变#目

前得到学界公认的主要耐药位点有
D;>"5")

,

D;>"5"Y

和

/

"&#"
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D;1#$()

%

T)Y

的耐药变异需要在
D;X#'&=D;6"5'

位突变的

基础上#再联合
D;)"5&

,

D;0#'#

,

D;X#-'

和
D;3"(.

位点上一个

或多个氨基酸突变%

6[)

主要与
X#'&3

变异相关-

5!"#

.

+本研

究结果显示#

6>X

耐药突变主要在
D;X#'&3

"

Y

和
D;6"5'X

#

6[)

耐药突变与
6>X

相同#没有检测到其他突变位点+

>[Y

以
D;1#$()

"

D;>"5"Y

为主%

T)Y

一般联合
6>X

耐药#

并且发生耐药突变以
\

型为多+

本研究与金标法测序进行比对#二者一致性达到
.-W

#

"

例
2/4!6[4

阳性样本测序阴性#通过第
$

种方法
4@FC)9M@!

2/4

检测为阳性变异#通过相对定量估测其突变比率在
"'W

左右#说明该样本测序阴性主要是灵敏度较低造成的+

2/4!

6[4

在检测丙型肝炎病毒,人巨细胞病毒等非
P\Y

样本时均

为阴性#特异性达到
"''W

+以上验证说明该方法的准确性和

特异性均达到高值-

.!"'

.

+

目前报道了核苷类药物的一部分耐药位点#但新的耐药突

变位点不断被发现#而目前应用于临床的,可全面反映基因耐

药情况,有效指导临床药物选择的检测方法十分有限+本研究

采用简便和快速的
2/4!6[4

检测
P\Y

基因型和核苷类药物

耐药基因突变位点#较现有方法具有明显优势+因此#在现有

P\Y

基因耐药突变研究的基础上#建立起适合临床的全面检

测
P\Y

耐药突变的新技术#制订更加合理的抗病毒治疗方

案#对可能耐药的患者进行相关耐药方面的检测#及时调整治

疗方案#具有非常重要的临床意义+
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