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【摘要】目的   研究慢性乙型肝炎患者在拉米夫定（LAM）治疗过程中出现耐药后，HBV逆转

录酶区基因的突变模式及临床特征。方法   采用巢式PCR方法对2007年4月至2010年12月于沈阳市第

六人民医院肝病门诊或住院诊治的共260例慢性乙型肝炎LAM耐药患者的HBV聚合酶基因逆转录酶

区进行扩增，对PCR产物进行直接测序，回顾性分析LAM耐药时HBV聚合酶基因的不同突变模式及

患者的临床特征。结果   260例患者诊断为LAM耐药，215例患者检测到LAM相关的HBV聚合酶基因

突变。患者血清HBV DNA为（5.41 ± 1.29）log10 拷贝/ml。98.1%（211/215）患者存在YMDD基序

突变。其中3种主要突变类型分别为：单位点rtM204I突变占40.0%（86/215）；rtLl80M + rtM204V占

37.2%（80/215）；rtLl80M + rtM204I占13.0%（28/215）。与rtM2041相比，rtM204V多以联合rtLl80M
突变的形式存在（P ＜ 0.05）。LAM耐药时，单位点突变与联合突变类型患者的血清HBV DNA、

ALT、年龄、HBeAg阳性与阴性，肝硬化与慢性乙型肝炎差异均无统计学意义（P ＞ 0.05）。测出基

因突变患者与伴生化学突破患者HBV DNA载量较高（P ＜ 0.05）。结论   YMDD基序突变是LAM耐

药后HBV聚合酶基因突变的主要模式，LAM耐药后患者临床病情轻重可能与HBV聚合酶基因突变类

型无关。
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【Abstract】 Objective   To investigate the clinical features and mutation patterns of HBV polymerase 
gene in patients with chronic hepatitis B (CHB) after the emergence of drug-resisance during lamivudine 
(LAM) therapy.  Methods   The HBVP gene RT region from 260 serum samples was amplified by nest 
PCR, and PCR products were directly sequenced. The outpatients and hospitalized CHB patients with LAM-
resistant in the No. 6 People’s Hospital of Shenyang from April 2007 to December 2009 were collected. 
Clinical features after the emergence of LAM-resistant mutations were analyzed, retrospectively.  Results   
Total of 260 patients with CHB were diagnosed as LAM-resistant. Among them 215 patients were found to 
had LAM-resistant-associated mutations in the polymerase gene. The median of serum HBV DNA was (5.41 
± 1.29) log10 copies/ml. There were 98.1% (211/215) patients had YMDD mutations. Three major mutation 
patterns of LAM-resistant HBV were identified as rtM204I with 40.0% (86/215), rtLl80M + rtM204V with 
37.2% (80/215) and rtLl80M + rtM204I with 13.0% (28/215). The rtM204V mutation was accompanied 
more frequently by the rtL180M mutation compared with the rtM204I mutation (P < 0.05). There were no 
significant difference in ALT or HBV DNA levels and age, gender, HBeAg status, cirrhosis or not were found 
among patients with one point mutation and joint mutation patterns (P < 0.05). HBV viral load was higher in 
patients who were detected gene mutation and accompanied with biochemical breakthrough.  Conclusions   
YMDD is the major mutation pattern of HBV polymerase gene after emergence of LAM-resistant. The 
mutation patterns of HBV polymerase gene are possibly not related to the clinical severity of CHB patients 
during LAM therapy.

【Key words】Hepatitis B virus; Lamivudine; Drug resistance



中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2014年8月 第8卷 第4期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), August 2014, Vol. 8, No. 4·  474  ·

拉米夫定（lamivudine，LAM）是首个被批准

用于慢性乙型肝炎（CHB）治疗的核苷类（nucleoside 
analogue，NA）药物，多年来在全球范围内广泛用

于抗 HBV 治疗。治疗期间在药物的选择性压力下，

HBV 聚合酶（polymerase，P）基因的逆转录酶区

（reverse transcriptase region，RT）会发生耐药突变。

长期接受 LAM 治疗的患者随着用药时间延长，发

生病毒耐药突变的比例也相应增加（第 1、2、3 和

4 年分别为 14%、38%、49% 和 66%）
[1]
。病毒基

因变异出现可导致治疗失败甚至病情加重，后果包

括病毒学突破，其后出现生化指标反弹及临床情况

恶化，少数患者甚至出现肝功能失代偿以致威胁生

命
[2]
。本研究对 260 例 LAM 治疗失败患者的血清

HBV-P-RT 区进行测序，以探讨 LAM 耐药的突变

模式及与临床的相关性。

资料与方法

一、病例来源

回顾性分析 2007 年 4 月至 2010 年 12 月于沈

阳市第六人民医院门诊及住院患者 260 例，其全

部为初治接受 LAM 单药治疗至少 6 个月者。临床

均表现为病毒学突破
[3]
。排除合并 HCV、HDV、

HEV 和 HIV 感染者；排除曾有其他 NA 治疗史者；

排除不规范服药及服假药者，全部病例均接受耐药

基因检测。

二、实验室检查

采用实时荧光PCR法进行HBV DNA定量（试

剂购自深圳凯杰生物有限公司），最低检测下限为

1 000拷贝/ml；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）

检测HBV血清学标志物（试剂购自北京万泰生物药

业有限公司）；肝功能检测采用全自动生物化学分

析仪，试剂购自美国雅培公司。

三、HBV-P-RT 序列分析

应用巢式 P C R方法进行D N A扩增：首先

对多条GenBank上的HBV DNA序列的基因多

态性进行分析，重点比对了我国常见的 C 型

和B型序列，根据H B V- P - RT的保守区序列，

进行巢式 P C R引物设计，外引物上游序列为

5'-CTGTGAGGAACTTCTGTCTAC-3'和下游序列

5'-CAGTATGCACGGTCTACGAG-3'； 内引物上游序

列为5'-GCCAAGGCGTTAGTACGAT-3'和下游序列

5'-CTCGCAGGCACCATATCACAGG-3'，均由大连宝

生物有限公司合成。血清HBV DNA提取采用天泽

基因工程有限公司生产的病毒DNAout试剂；基因

扩增采用天泽基因工程有限公司生产的即用型PCR
试剂盒。PCR产物由大连宝生物公司生产的回收试

剂盒回收纯化后，用ABI3130自动测序仪（美国应

用生物系统公司产品）进行DNA序列测定，分析

HBV-P-RT片段核苷酸编码的氨基酸差异。

四、统计学处理

数据采用 SPSS 17.0 软件进行分析，符合正态

分布的数据以 x ± s 表示；不符合正态分布的数据

以中位数（范围）表示，两样本均值采用独立样本

t 检验。计数资料以频数和百分数表示，率的比较

采用 χ2
检验。以双侧 P ＜ 0.05 为差异具有统计学

意义。

结    果

一、病例资料

260例病毒学突破的患者中，共215例测出

HBV-P-RT区突变（82.7%，215/260），其中男

性171例，女性44例，CHB患者157例，肝硬化

（LC）患者58例。其中HBeAg阳性142例，HBeAg
阴性73例，年龄17～80（42.5 ± 11.5）岁， HBV 
DNA为（5.41 ± 1.29） log10拷贝/ml；其中82例
（31.54%）患者伴有生化学突破

[3]
，ALT升高者的

中位数1 120（80～3 250）U/L，53例患者同时伴有

AST等其他肝功能指标异常。诊断均符合2005年制

定的慢性乙型肝炎防治指南
[4]
，中位治疗时间为22

（6～60）个月。

    二、HBV-P-RT 区序列分析

1. 总体突变类型及频率：211 例（98.1%，

211/215）患者存在 YMDD 基序突变，在单位点及

联合突变中存在 rtM204V 突变者 95 例（44.2%）、

存 在 rtM204I 突 变 者 116 例（54.0%）。 总 体 突

变模式共 8 种，其中主要为 rtM204I 单位点突

变及 rtLl80M + rtM204V 组合突变模式（40% 及

37.2%），其次为 rtLl80M + rtM204I 突变（13%），

另有 rtVl73L + rtL80M + rtM204V，占 4.2%（9/215）。
6 例为单位点 rtM204V 突变（2.8%，6/215），2 例

（ 占 0.9%，2/215）rtLl80M + rtM204I/V 突 变，3
例（1.4%，3/215）为单位点 rtVl73L突变，1例（0.5%，

1/215）单独存在 rtLl80M 突变。与 rtM2041 相比，

rtM204V 多以联合 rtLl80M 突变的形式存在（P ＜ 
0.05）。单位点 rtM204V、rtLl80M 和 rtV173L 突变

较为少见 。
2. rtLl80M联合rtM204V、rtM204I的突变频

率：总体在215例中存在rtLl80M突变共有118例
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（54.9%），117例并存YMDD基序变异，其中联合

在rtM204V突变者89例（76.1%），联合在rtM204I
突变者28例（23.9%）（χ2 = 6.48，P ＜ 0.05），提

示rtM204V更多见以联合rtLl80M突变的形式存在。

3. rtV173L 联合 rtM204V/I 和 rtLl80M 的突变

频率：总体 215 例中存在 rtVl73L 突变者有 14 例

（6.5%），与其他位点联合突变 11 例（78.6%），

其中联合 rtM204V 突变者 9 例占 81.8%，且均同

时联合 rtLl80M 突变。仅 2 例与 rtM204I 联合突

变（18.2%，2/11）（χ2 = 8.91，P ＜ 0.05），提示

rtVl73L 多与 rtM204V、rtLl80M 突变同时发生。

         三、按不同突变模式分组比较人口学及病毒学、

生化学特征

按单位点突变及联合位点突变分两组，比较患

者的年龄、性别、是否有 LC、HBeAg 状况、HBV 
DNA 及 ALT 水平，差异均无统计学意义（P 均＞ 
0.05），见表 1。

四、按是否检出突变位点及是否伴生化学突破

分组比较 HBV DNA 载量

按检测出基因突变的 215 例与未检出基因突变

的 45 例分组比较提示，检测出突变位点者的 HBV 
DNA 载量高于未检出者；按是否伴生化学突破的

82 例与不伴生化学突破的 178 例分组比较提示，伴

生化学突破者的 HBV DNA 载量高于不伴有生化学

突破者，见表 2。

讨    论

我国是 HBV 感染的高发区，抗病毒是治疗的关

键环节。LAM 抑制病毒速度快、不良反应少、服用

简便，在临床上已得到广泛应用，但其耐药问题成为

了棘手的难题。形成耐药的机理为筛选出 HBV-P-RT

区发生点突变，其中如 rtM204V/I（YMDD 变异）为

主要耐药突变，其可显著降低HBV对LAM的敏感性，

而其他变异位点则为补偿性突变，常与 YMDD 变异

同时出现，可能恢复变异株的复制能力
[5]
。

本研究检测到 HBV-P-RT 区突变的 215 例患

者中，211 例（98.1%）存在 YMDD 突变，再次证

明其为 LAM 耐药的主要生物学模式。综合分析，

以 rtM204I 单位点突变率最高（86/215，40.0%），

其 次 为 rtM204V + rtLl80M 联 合 突 变（80/215，
37.2%），与周先珊等

[6]
研究一致。在联合突变病

例中，rtM204V 联合 rtLl80M 或 rtVl73L 的出现率

高于 M204I 联合 L180M 或 rtVl73L（P ＜ 0.05）。

从补偿性突变来看，rtLl80M 联合 rtM204V 的出现

率最高； rtVl73L 或 rtLl80M + rtM204V 的出现率

均高于 rtVl73L + rtM204I 的出现率，且 rtVl73L 多

与 rtM204V 和 rtLl80M 同时发生。本研究中仅发现

1 例为 rtL180M 突变，3 例 rtVl73L 单位点突变，

是否提示部分病例可单独或首先出现 180 或 173 位

点变异，需进一步研究证实。

本研究中 LAM 单位点与联合突变的患者之间

在病毒载量、ALT 水平差异无统计学意义（P ＞ 
0.05），提示不同的 HBV 聚合酶突变模式可能与

病情无关，与邓俊等
[7]
研究一致。LAM 耐药所致

肝炎复发可能与病毒水平与患者的免疫激活有关。

当体内耐药株增多、病毒复制并升高至一定程度可

能激活抗 HBV 细胞免疫反应，攻击感染的肝细胞，

导致肝细胞炎症坏死的肝炎表现
[8]
。同样突变模式

与患者的诊断及人口学指标无关，见表 1。但由表

2 可见伴生化学突破患者的 HBV DNA 载量增高，

提示 ALT 升高往往发生于病毒学突破之后。

拉米夫定临床耐药尤其多位点联合突变可能改

变 HBV 的生物学特性从而增加治疗难度。在 LAM

表 1  按突变模式分组比较患者人口学，病毒学及生化学特征
项目 单位点突变 联合突变
例数 96 119
年龄均值（岁） 43.1 ± 10.9 42.1 ± 11.9
性别（男/女） 80/16 91/28
诊断（CHB/LC，例） 72/24 85/34
HBV DNA（log10拷贝/ml） 5.34 ± 1.26 5.48 ± 1.30
HBeAg 阳性 /HBeAg 阴性（例） 61/35 81/38
ALT 中位数（U/L） 85（15 ～ 1 320） 79（28 ～ 3 250）

表2  不同分组患者的HBV DNA载量的比较（log10拷贝/ml， x  ± s）
 分组 例数 HBV DNA
检测出突变位点 215 5.41 ± 1.29                    

未检出突变位点 45 4.17 ± 0.56a

伴有生化学突破 82 6.23  ± 1.01                

不伴生化学突破 178 4.72 ± 1.10b   

  注：HBV DNA载量比较采用两独立样本t检验，
a
：检测出与未检出突变位点相比，t = 10.24、P ＜ 0.05，b

：伴有和不伴生化学突破
相比，t =－10.89、P ＜ 0.05
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耐药突变中 V173L 和 L180M 作为补偿性耐药位

点大多联合 M204V/I 突变，意义在于：V173L 和

L180M 为补偿性突变可进一步降低基因耐药屏障，

容易引起有交叉耐药的其他核苷（酸）类似物耐药，

例如 L180M 联合 M204V 在恩替卡韦突变的概率最

高
[9]
，与 M204V 单独突变相比，联合突变对替比

夫定敏感性显著降低
[10]
；另外联合突变可影响病毒

复制程度，例如 V173L/L180M/M204V 联合突变的

病毒株较 M204V 单独突变的病毒株复制能力提高

7 倍
[11] 。
本研究入选的 260 例 LAM 相关病毒学突破患

者中，有 45 例（17.3%，45/260）未检测到耐药位点，

表 2 可见此部分人群 HBV DNA 载量较低，可能由

于耐药株比例低于 25% 未能经 PCR 产物直接测序

法检测出
[8]
。此比例略低于以往报道的 25%[12]

，可

能由于不同检测人群的差异所致。

因此，CHB 患者应用抗病毒药物治疗的过程

中应严密观察血清 HBV DNA 含量的变化，同时也

应适时进行 HBV-P-RT 区各耐药位点的监测，对耐

药早期发现及进一步挽救治疗有重要意义。
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