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贵阳医学院第二附属医院!贵州凯里
!
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"摘要#

!

目的
!

研究凯里市苗族%侗族及汉族乙型肝炎病毒"

KYT

#的基因分型和耐药基因变异状况$方法
!

采用荧光定量聚合酶链反应"

&J[

#和基因芯片反向斑点杂交技术检测凯里市苗族%侗族及汉族
+-.

例乙型肝炎患

者基因型和对拉米夫定%阿德福韦耐药突变基因型$用试剂盒自带的阴性%阳性对照作为每次测定的质控!确保结

果的准确性$结果
!

"

#

#

KYT

基因型检测到
Y

型及
J

型!其中
Y

型
+)-

例"

//(!O

#!

J

型
+)

例"

/()O

#!无法分型
-

例"

.(#O

#$汉族
Y

基因型比例低于苗族和侗族!

J

基因型比例明显高于其他
+

个民族!其基因型分布与其他少数

民族比较!差异有统计学意义"

$

+

X#)())

!

!

$

"("#

#&"

+

#

+/$

例对拉米夫定敏感!

'

例对拉米夫定耐药&

'

例对拉米

夫定耐药的突变基因中!为苗族和汉族患者!侗族未见拉米夫定耐药$但
.

个民族
KYT

耐拉米夫定变异检出率比

较!差异无统计学意义"

$

+

X.(+"

!

!

%

"(")

#$所有
+-.

例患者均对阿德福韦敏感$结论
!

凯里市
KYT

基因型以
Y

型为主&

KYT

基因
Y

型患者易对拉米夫定耐药!且以突变基因型以
#/"P

和
+"!T

为主$

"关键词#
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乙型肝炎病毒&
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耐药基因&
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乙型肝炎病毒$

KYT

%有
/

种不同的基因型包括
*

!

K

)

#,+

*

#近年又有报道发现新的
I

型和
S

型)

.,!

*

+人类感染
KYT

基因型的类别有可能与疾病的感染谱,疾病的进展,感染途径

有一定的联系)

)

*

#

KYT

基因容易发生基因的进化和基因的遗

传变异)

$

*

+

KYT

基因型耐药动态检测以及耐药性突变的频率

差异对乙型肝炎抗病毒治疗药物疗效评价具有重要的指导意

义+为了解凯里市苗族,侗族及汉族的
KYT

基因分型和耐药

基因变异状况#本文采用了膜基因芯片技术对凯里市苗族患者

-$

例,侗族患者
/-

例,汉族患者
#"/

例的
KYT

基因型和耐药

变异进行了检测#现将结果报道如下+

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

所有患者均来自贵阳医学院第二附属医院#

且乙型肝炎表面抗原阳性+其中苗族
-$

例#平均年龄$

./Q

#'

%岁#男
)#

例#女
!)

例(侗族
/-

例#平均年龄$

.+Q#!

%岁#男

!/

例#女
!#

例(汉族
#"/

例#其中男
'-

例#女
+-

例#平均年龄

$

.)Q#.

%岁+患者诊断符合
+"#"

年中华医学会传染病与寄生

虫分会,肝病学分会联合修订的.慢性乙型肝炎防治指南/诊断

标准)

'

*

#均未经拉米夫定等药物抗病毒治疗#血清甲,丙,戊,庚

型肝炎病毒均为阴性+

$(/

!

试剂
!

乙型肝炎标志物$包括乙型肝炎表面抗原,表面抗

-

)!/#

-

检验医学与临床
+"#)

年
'

月第
#+

卷第
#.

期
!

M9>P5DJ=23

!

SA=

B

+"#)

!

T1=(#+

!

U1(#.



体,

5

抗原,

5

抗体和核心抗体%检测试剂盒由厦门新创公司提

供#批号
+"#.##+.

(甲,丙,戊,庚型肝炎病毒抗体检测试剂盒

由厦门新创公司提供#批号
+"#."#".#

(乙型肝炎病毒
\U*

荧

光定量检测试剂盒由深圳匹基有限公司提供#批号
+"#.#+".

(

KYT

基因分型及耐药变异检测试剂盒由深圳亚能科技有限公

司提供#批号
+"#!"#"#

+

$('

!

仪器
!

KYT\U*

检测用荧光聚合酶链反应$

&J[

%仪

$由杭州博日科技有限公司提供%(基因分型及耐药变异检测用

[171<,R535L

凯杰实时荧光定量
&J[

仪$由德国凯杰公司提

供%(

]gg,.

型杂交仪$兴化市分析仪器厂生产%+

$(1

!

方法

$(1($

!

标本采集空腹采集慢性乙型肝炎患者抗凝静脉血
.

FM

#

."""<

"

F23

#离心
#"F23

#分离血清置
#()FM

离心管中
!

c

或
_+"c

储存备用+

$(1(/

!

荧光定量
&J[

检测
KYT\U*

采用德国凯杰有限公

司提供试剂盒#

\U*

提取采用煮沸法!取血清
#""

&

M

加入
#""

&

M\U*

提取液#混匀后离心
#"F23

#弃上清液#加入
+)

&

M

\U*

裂解液#放置
#"F23

混匀#

#""c

煮沸
#"F23

#离心取上

清液
+

&

M

放入装有生物素标记引物的
&J[

反应管中加入
+

&

M

已处理好的标本#按下列条件扩增!

.'c)F23

#

-!c

预变

性
#F23

#然后按
-)c)6

#

$"c."6

#

!"

个循环+

$(1('

!

对复检表面抗原阳性者进行
KYT\U*

荧光定量#对

荧光定量大于
#h#"

!

;1

EB

"

FM

者进行基因分型及耐药变异检

测+基因芯片反向斑点杂交检测采用深圳亚能生物技术有限

公司产品+基因芯片反向斑点杂交
&J[

扩增
\U*

提取采取

柱层析法!取
#()FM

离心管#加入
+"

&

M

蛋白酶
W

#再加入

+""FM

血清和
+""

&

M

裂解液#混匀后放入
)$c

恒温裂解
#"

F23

#裂解完成后加入
.""

&

M

无水乙醇#混匀+取离心柱置于

收集管内#转移
#()FM

离心管内的样本处理液到离心管内#

盖上管盖#

#+""<

"

F23

离心
#F23

#弃滤液#加入
'""

&

M

洗液

*

$已加入
#.FM

无水乙醇%#

#+""<

"

F23

离心
#F23

#弃滤液#

加入
'""

&

M

洗液
(

#

#+""<

"

F23

离心
#F23

#弃滤液#

#!""<

"

F23

离心
+F23

#弃收集管#将离心柱置于干净的
#()FM

离心

管中#开盖室温放置
)F23

#加入
)"FM

洗脱液#盖上管盖室温

静置
.F23

#

/""<

"

F23

离心
+F23

+取
.

&

M

用于
&J[

扩增反

应+扩增完成后#

&J[

产物煮沸变性
#"F23

#加入反应膜条置

!+c

杂交
+:

+用洗脱液洗膜
+

次#加入辣根过氧化物酶标记

的亲和素#最后用
UY0

"

YJI&

系统显色#根据紫色斑点出现的

位置和顺序直接判断结果+用试剂盒自带的阴性,阳性对照作

为每次测定的质控#确保结果的准确性+

$(1(1

!

结果判断
!

基因分型及耐药变异检测采用膜芯片反向

点杂交方法#用生物素
,

亲和素酶联反应显色#在进行
Y

,

J

,

\

分型的同时检测拉米夫定和阿德福韦
+

种药物的
)

个常见耐

药突变位点+如果质控位点出现蓝色表示该结果有效#在某一

基因型检测位点显色表明该
KYT

为相应的基因亚型#只在药

物敏感位点出现显色点表示
KYT

对该药敏感#一旦在耐药位

点出现显色点即表示耐药+

$(1(2

!

其他$甲,丙,戊,庚%型肝炎病毒抗体检测试剂盒由厦

门新创公司提供#具体操作按照说明书+

$(1()

!

乙型肝炎标志物采用酶联免疫吸附试验检测#试剂盒

由北京科美公司提供#严格按试剂盒说明书操作+

$(2

!

统计学处理
!

采用
%&%%#.("

统计软件进行分析#计数

资料以率表示#比较采用
$

+ 检验#以
!

$

"(")

为差异有统计

学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

+-.

例乙型肝炎患者
KYT

基因分型及分布
!

苗族以
Y

型为主#其次为
J

型(侗族以
Y

型为主#其次为
J

型#汉族以
Y

型和
J

型为主+在
.

个民族中未发现除
Y

,

J

基因型以外的其

他
KYT

基因型+见表
#

+

表
#

!

侗族(苗族与汉族慢性乙型肝炎患者基因型

!!!

分布情况)

)

%

O

&*

民族
) Y

型
J

型 未分型

苗族
-$ -#

$

-!(/

%

.

$

.(#

%

+

$

+(#

%

侗族
/- /#

$

-#("

%

!

$

!()

%

!

$

!()

%

汉族
#"/ /'

$

/"($

%

"

#/

$

#$('

%

.

$

+(/

%

!!

注!与苗族,侗族相比#

$

+

X#)())

#

"

!

$

"("#

+

/(/

!

+-.

例乙型肝炎患者
KYT

基因分型分布比较
!

本地区

KYT

基因型检测到
Y

型以及
J

型#其中
Y

型
+)-

例$占

//(!O

%#

J

型
+)

例$占
/()O

%#无法分型
-

例$占
.(#O

%+由

表
+

可以看出苗族,侗族和汉族中
Y

基因型占绝对优势#但汉

族
Y

基因型比例低于苗族和侗族#

J

基因型比例明显高于其他

+

个民族#其基因型分布与其他少数民族比较#差异有统计学

意义$

$

+

X#)())

#

!

$

"("#

%#

.

个少数民族均发现有少量的未

分型
KYT

感染+

/('

!

+-.

例乙型肝炎患者耐药突变情况
!

+-.

例乙型肝炎患

者中#

+/$

例对拉米夫定敏感#

'

例对拉米夫定耐药(

'

例对拉

米夫定耐药的突变基因型中#为苗族和汉族患者#侗族未见拉

米夫定耐药+突变基因型以
#/"P

和
+"!T

为主#但
.

个民族

KYT

耐拉米夫定变异检出率比较#差异无统计学意义$

$

+

X

.(+"

#

!

%

"(")

%+所有患者均对阿德福韦敏感#未检测出耐药

突变基因型+见表
+

+

表
+

!

'

例拉米夫定耐药突变基因型)

)

%

O

&*

民族
)

拉米夫定检测

敏感 耐药

阿德福韦酯检测

敏感 耐药

苗族
-$ -.

$

-$(-

%

.

$

.(#

%

-$

$

#""("

%

"

$

"("

%

侗族
/- /-

$

#""("

%

"

$

"("

%

/-

$

#""("

%

"

$

"("

%

汉族
#"/ #"!

$

-$(.

%

!

$

.('

%

#"/

$

#""("

%

"

$

"("

%

!!

注!

.

个民族相比#

$

+

X.(+"

#

!

%

"(")

+

'

!

讨
!!

论

目前人类已发现的
KYT

基因型共
/

种即
*

!

K

+由于

KYT

变异进化后使得
KYT

在自然感染过程中反映了不同基

因型的变异特点+

KYT

感染后的临床过程有很多种#不仅宿

主的感染方式和宿主的免疫状况有关#还与感染
KYT

株的基

因型种类有关)

/,-

*

+近几年来#大批学者发现
KYT

基因型具

有地理区域性分布特征)

#",#+

*

#各地区优势基因型不同#病毒株

也有很大差异#预后也各不一样#所以基因分型的检测在流行

病学上对传染源的追踪研究和传播途径具有很重要的意义+

在我国以
J

型和
Y

型为主)

#.,#'

*

#其中南方地区以
Y

型为

主#北方地区以
J

型为主+本次检测到该地区乙型肝炎患者

KYT

基因型存在
Y

型及
J

型#其中
Y

型
+)-

例$

//(!O

%#

J

型

+)

例$

/()O

%#无法分型
-

例$

.(#O

%+无其他明确型别及混

-

$!/#

-
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合型#有
!

例汉族,

.

例苗族患者无法分型#可能为其他基因型

的
KYT

感染#因采用的试剂盒检测探针是针对我国比较常见

的
Y

型,

J

型和
\

型设计的#而对少见的其他基因型不能检

出+检测中以
Y

型为优势基因#占总体标本的
//(!O

#其中苗

族患者病毒
Y

基因型占苗族标本的
-!(/O

#侗族患者病毒
Y

基

因型占侗族标本的
-#("O

#汉族组
Y

基因型占汉族标本的

/"($O

#汉族与苗族和侗族比较差异有统计学意义$

!

$

"(")

%+

本研究提示贵州省凯里市的侗,苗族及汉族乙型肝炎患者
KYT

基因型以
Y

型为主#

J

型较少#与丁静娟等)

#.

*报道一致+

目前治疗乙型肝炎的主要药物有阿德福韦,拉米夫定,干

扰素等+越来越多的学者开始关注感染
KYT

不同基因型的

患者对抗病毒治疗反应的差异+拉米夫定作为乙型肝炎一线

抗病毒治疗药物#主要耐药机理是
KYT\U*

聚合酶基因发

生突变#导致与拉米夫定的结合力降低#

'

例对拉米夫定耐药

的突变基因型中#突变基因型以
#/"P

和
+"!T

为主#使用过抗

病毒药物泛昔喏韦治疗可引起
#/"P

突变#所以需要排除这个

药物的干扰+本次所有患者都无使用泛昔喏韦的病史+新型

抗病毒药物阿德福韦酯是继拉米夫定后的新型抗病毒药物#因

为与其他核苷酸类似物无交叉耐药而且近期使用耐药率低#所

以在抗
KYT

治疗中起到很重要的作用+但有研究发现#阿德

福韦酯长期使用也可导致
KYT

发生耐药突变+目前已证实

与阿德福韦酯耐药相关的突变位点主要为
<7*#/#

和
<7U+.$

+

卜范峰等)

#/

*研究发现#肝硬化,乙型肝炎
V

抗原阴性状态,年

龄和阿德福韦耐药与拉米夫定耐药变异发生明显相关+但本

文
+-.

例患者未检测出阿德福韦耐药突变基因型+虽然本次

耐药变异所占的比例较小#但对于即将进行抗病毒治疗或者治

疗后无作用的患者#有必要检测
KYT

耐药变异情况#便于指

导临床医生合理科学地制订抗病毒治疗方案#以便能达到更好

的治疗效果+

本研究表明#利用基因芯片技术检测
KYT

基因型及耐药

性发生与否#

#

次试验就能为乙型肝炎临床诊疗提供多项参考

信息+由于该方法具有高通量#快速灵敏#多个平行检测基因

的优点#而且还可进行动态监测#提前发现#及时调整治疗方案

等目的#对于针对性指导临床用药具有重要意义#因而在
KYT

基因分型和耐药变异检测中前景看好+目前有证据表明
KYT

基因型与疾病发展和临床治疗效果有着密切关系#在明确基因

型后进行抗病毒治疗#可使抗病毒治疗的方案个体化#达到治

疗效果的最优化+同时也可积累不同基因型在人类学,流行病

学,病原学,临床治疗等方面的资料#为以后其它药物治疗乙型

肝炎患者提供有效的,有意义的研究线索+

综上所述#贵州省凯里市乙型肝炎患者
KYT

基因型以
Y

型为主+乙型肝炎患者在抗病毒治疗中应监测常见耐药位点

的突变#通过对长期服用拉米夫定和阿德福韦酯药物患者进行

KYT

基因型检测和耐药突变#有助于了解不同基因型患者的

KYT

相关耐药基因情况#便于抗病毒药物的更换和选择#为个

体化抗病毒治疗方案提供更有利的科学依据+
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