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乙型肝炎病毒核苷（酸）类似物耐药研究进展

杨松  邢卉春  成军

【摘要】核苷（酸）类似物耐药问题是慢性乙型肝炎抗病毒治疗中的重要问题之一。随着核苷

（酸）类似物耐药研究的不断进展，耐药检测新技术逐渐被研发，对病毒变异的机制了解更加精确且

全面。核苷（酸）类似物新的可疑耐药位点不断被提出，但这些位点的临床意义尚待进一步明确。尤

其是慢性乙型肝炎患者应用核苷（酸）类似物抗病毒治疗的过程即是病毒与机体相互作用的过程逐渐

被认知，在此过程中病毒准种及全基因组序列存在动态演变。核苷（酸）类似物耐药仅为此相互作用

过程的表现之一，应将核苷（酸）类似物耐药放在机体免疫与病毒相互作用的整体背景下进行研究。
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【Abstract】Nucleos(t)ide analogues resistance is still one of the most important questions in 
management of patients with chronic hepatitis B. New techniques to detecting resistant mutations were 
developed, showing the resistance more precisely and comprehensively. New possible variants related to 
nucleos(t)ide analogues resistance were identified, but the clinical significance still need to be verified. The 
researches on nucleos(t)ide analogues resistance as one of the manifestations in dynamic interaction between 
HBV and host immunity during nucleos(t)ide analogues therapy were realized. And nucleos(t)ide analogues 
resistance in the background of virus-host interaction should be understanded.
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核苷（酸）类似物[nucleos(t)ide analogues，NAs]为当前

慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）抗病毒治疗的主

要药物之一。目前有5种NAs被批准用于我国CHB患者的抗

病毒治疗，分别为拉米夫定（lamivudine，LAM）、阿德福

韦酯（adefovir dipivoxil，ADV）、替比夫定（telbivudine，
LdT）、恩替卡韦（en tecav i r，ETV）与替诺福韦酯

（tenofovir disoproxil fumarate，TDF）。NAs长期治疗产生

的耐药问题一直是乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）

感染相关研究的热点之一。近年来，在耐药检测方法、新

耐药位点与耐药发生机制等方面均有所进展，深化了临床

中关于NAs耐药变异的认识，现就上述相关内容综述如下。

一、NAs耐药检测方法的研究进展

（一）NAs耐药检测技术进展

目前临床上常用的NAs耐药检测方法包括PCR产物直

接测序法、针对单一位点的焦磷酸测序法、基因芯片法与

线性探针反向杂交法等
[1-5]，关于这些经典耐药检测方法的

优缺点已有相关综述[2]。近年来不断有新耐药检测方法的研

究报道。Tadokoro等[3]和Gauthier等[4]设计了可检测HBV整个

基因组上S、C、Pol与X基因上的994个突变位点的报道，将

基于结构特异性并耐热的核酸内切酶Invader® PCR技术用于

HBV耐药检测，该研究分别设计了探针检测LAM、ADV、

ETV的耐药变异。结果表明，该方法可检出病毒准种中2%

的耐药株，检测灵敏度优于PCR产物直接测序法。Gauthier

等[4]设计了可检测HBV整个基因组上S、C、Pol与X基因上

的994个突变位点的芯片，该基因芯片还可以检测HBV基因

型。结果表明，该芯片检测血清样本中HBV DNA载量的检

测下限为400拷贝/ml，而对于NAs耐药突变检测结果与PCR

产物直接测序法在检测NAs等的结果吻合度达91%。Hu等[6]

报道利用改进的斑点杂交法来检测菌株对ADV耐药变异，

可检测血清HBV DNA载量检测下限为1 000拷贝/ml，可检

测出病毒准种中超过5%的变异株。Jia等[7]报道采用多重连

接探针real-time PCR方法来同时检测菌株对LAM与ADV耐

药变异，结果提示该方法可检出病毒准种中低于10%的耐

药变异，优于PCR产物直接测序。Sun等[8]报道设计了针对

LAM耐药变异病毒的3′-端硫化突变特异性引物，采用PCR
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方法检测耐药变异；其中对于LAM变异毒株的检测灵敏度

达到10～100拷贝/ml。

近年来超深度焦磷酸测序（ultra deep pyrosequencing，
UDPS）技术在NAs耐药检测中的应用有较多报道。UDPS

可呈现整个HBV反转录酶的编码情况，而非单个或数个位

点变异的检测[9]。同时UDPS技术可检测出准种中极低比率

的变异株，如Rodriguez等[10]报道，UDPS可检出病毒准种

中低至0.03%的耐药变异株。与INNO-LIPA相比，UDPS检

测NAs初治与经治患者耐药更为敏感，可更早地发现耐药

变异[11]。耐药检测中的应用使医者对于NAs初治患者预存

耐药变异、耐药变异种类以及NAs抗病毒治疗过程中的准

种演化均有了更为深入的认知[12-14]。

（二）对NAs基因型耐药检测方法的新认识

从技术的角度来说，理想的NAs耐药检测方法应该满

足以下几点要求：

1. 该方法能从病毒准种中检出较低比率的变异毒株，

并能对耐药株在准种的比率进行定量。一般而言，在药物

的选择压力之下，耐药株有从在病毒准种占较小比率到逐

渐成为优势株的过程，临床中希望在耐药株成为优势株，

尤其是导致患者出现病毒学突破前被检出。随着耐药检测

技术的进步，现有耐药检测方法已可以检出准种中低于

0.03%的耐药株。而这些在准种中占极低比率的耐药株的

意义该如何定位？对抗病毒过程中准种演化的深入研究提

示，这些占有极低比率的耐药株在未更换药物的情况下可

逐渐消失，并非必定成为优势株，这与变异株的复制能力

及免疫位点的改变等多种因素均有关
[12-14]。因此，对于基

因型耐药的定义将不再是发现了耐药变异即被认定为基因

型耐药，还要参考耐药株在准种中的比率以及对毒株复制

能力等的因素方能确定为有意义的耐药变异。

2. 对耐药检测的灵敏度的另一个要求对血清总病毒有

较高的扩增效率，并能检出绝对数量上较低拷贝数的变异病

毒。现有绝大多数耐药检测均基于PCR扩增。PCR扩增效率

高，则在患者血清总病毒载量仍处在数百乃是数十个IU/ml

时检出耐药变异，而如果PCR扩增效率低，则需患者血清病

毒载量升高至≥ 3 × 103 IU/ml时方可检出，则有可能延误挽

救治疗的时机。以rtA181T为例，单纯rtA181T变异患者并不

表现为显著的HBV DNA载量升高[15-16]。临床中期望变异株在

绝对数量较低时被检测出以尽可能减少对肝脏的损伤。Tong

等[17]报道通过优化引物的方式可使病毒载量在20 IU/ml时即

可被检测出来，有利于耐药变异的早期检出。

3. 理想的耐药方法应该能充分考虑HBV的基因多态

性。目前HBV至少有从A到I 9种基因型，此外还可进一步

分为不同亚型，即使在同一亚型内特定位点也存在多种基

因多态性[18]。这给基于探针杂交技术的INNO-LIPA、基因

芯片乃至real-time PCR方法的耐药检测方法带来极大的挑

战。以探针杂交技术为例，要想设计出针对包含了数百种

基因多态性的HBV反转录酶的各个耐药位点均能有较高特

异性结合的探针是非常困难的。对比各种耐药检测方法，

基于测序技术的耐药检测方法具有较好的特异性。

4. 理想的耐药方法应该能通过一次检测呈现所有位点

的耐药变异。目前有大量研究报道称设计了针对LAM或

ADV等的耐药检测方法[8]。这种技术的创新价值得肯定，

但从临床的角度来讲，很多患者经过了多种NAs的序贯或

联合治疗，耐药检测还需要明确对可能采用的挽救治疗药

物的耐药情况。能通过一次检测来明确现有已知位点耐药

情况的方法才能更好地满足临床需求。进一步而言，对于

多耐药变异患者，耐药检测应该能够帮助判断多耐药变异

的位点是在一个毒株上，还是分别处于多个毒株。以PCR

产物直接测序结果提示rtM204I + rtN236T变异为例，在体

内病毒准种中，rtM204I变异与rtN236T变异在同一个毒株

还是分别位于不同的毒株对于后续挽救治疗药物方案具有

重要判断价值
[19]。另外，近年来S基因以及C基因相关变异

对于HBV复制能力的影响也受到关注，理想的耐药检测应

该能够同时检测HBV S基因与C基因的变异情况[20-22]。基于

以上标准，笔者推测深度测序技术在成本、可操作性以及

可及性进一步改善的情况下将是较为理想的临床耐药检测

方法。

二、新NAs耐药位点的研究进展

（一）新NAs耐新位点研究进展

目前已明确以及处于研究阶段的NAs耐药位点如表1所

示。随着NAs应用范围的不断推广以及表型耐药检测技术

的普及，不断有研究提出新的NAs耐药变异位点。就LAM

而言，研究提示rtM204Q为可能的耐药变异位点
[27]；而

L80I、rtS117F、rtL229、rtQ267H和rtL269为可能的补偿变

异位点[24-26, 29-30]。对ADV来说，rtA181S变异是可能的耐药

位点[28]，而rtQ215H和rt233V作为ADV的耐药变异位点则存

在争议[31, 33-37]。对于ETV来说，有研究提示在rtM204V/I ± 

rtL180M变异基础上出现rtI163V或rtA186T变异构成菌株对

ETV耐药[38]。菌株对TDF耐药是临床关注的热点之一。

（二）TDF耐药变异研究现状

TDF治疗CHB患者的全球注册临床试验随访7年的结果提

示仍无明确TDF耐药病例报道[49]。该研究中患者在经过1年的

TDF或ADV的双盲研究后转入7年的开放研究。开放研究进展

到5年时，3.4%（16/466）TDF或TDF + FTC治疗患者出现了病

毒学突破。但其中14例患者可归为依从性不佳（因在患者体

内未检测到药物）。通过治疗前后序列对比分析，发现部分

治疗失败患者出现了新的rtL91I/L变异，但表型耐药分析提示

rtL91I/L变异与耐药无关[50]。除临床试验之外，在临床实践中

TDF治疗患者还有大量应答不佳与病毒学突破病例报道[51]，

但不能除外患者治疗失败是依从性以及体内药物代谢过程的
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因素[52]。相关研究人员一直在寻找TDF可能耐药位点。早在

2008年，Villet等即通过表型耐药分析rtA181T变异可导致TDF

的50%抑制浓度（50% inhibitory concentration，IC50）升高2～3

倍，而rtA181T + rtN236T变异则可导致TDF的IC50升高6倍。

最近Murakami等[53]研究也提示rtN236T可能会导致TDF的敏

感性下降。此外Amini-Bavil-Olyaee 等[39]通过体外实验表明，

rtA194T可导致TDF敏感性下降，但单纯rtA194T变异的聚合酶

复制能力会下降，如rtA194T变异联合HBV核心蛋白前-C区以

及BCP变异则病毒的复制能力可恢复。另外Qin等[40]通过表型

耐药分析发现rtP177G与rtF249A变异可导致TDF敏感性下降，

该研究不仅通过小鼠动物模型进一步验证了此结果，还通过

数字模型分析表明rtP177G与rtF249A位点可影响HBV聚合酶上

DNA模板与寡核苷酸的结合。但这些变异尚未在大量临床样

本中得到确认，还需进一步临床研究证实。

（三）对新发现耐药位点的认识

虽然不断有新的耐药位点被提出，但是这些新位点的

临床意义尚需进一步明确。现有明确耐药变异的提出始于

在临床上对比治疗基线时NAs治疗失败的患者，尤其是病

毒学突破时病毒序列出现了特定位点的突变。其次，通过

表型测序分析证实，该位点变异导致对于该药物的敏感性

下降。如果表型耐药提示某变异导致某NAs的IC50升高≥ 10

倍，则考虑耐药；如IC50升高≤ 5倍则认为无耐药，介于二

者之间则称为部分耐药[42]。此外，目前已有NAs耐药的小

鼠模型来辅助判断该类药物的耐药情况[40]；同时如果能够

通过生物信息学手段构建耐药变异病毒的反转录酶的数字

模型并分析其与NAs的相互作用改变情况，也有助于确定

耐药变异[43]。

理论上符合上述条件的变异即可确定为耐药变异。但实

际上除了表1已经取得广泛认可的位点外，其他疑似耐药位

点的意义存在广泛争议。以rtQ215变异为例，Micco等[31]报道

rtQ215H为疑似ADV耐药变异位点；但随即Amini-Bavil-Olyaee

等[32]提出rtQ215H/S等氨基酸改变只是该位点的正常基因多态

性，与LAM与ADV的耐药无关。2006年，Schildgen等[44]报道

rtI233V变异为ADV耐药变异位点。随后2007年Curtis等[36]通过

对大样本ADV治疗队列进行分析并结合表型耐药分析结果指

出，rtI233V仅为该位点的正常基因多态性。2010年Schildgen

等[35]报道在临床病例中观察到ADV抗病毒治疗压力下选择出

rtI233V变异的情况，为rtI233V是ADV耐药变异位点增加了新

证据。但2014年最初报道rtI233V为ADV耐药位点课题组内部

发生意见分歧：其中Geipel等[33]认为rtI233V变异并不是导致

ADV治疗失败的原因；而Sirma等[34]则仍坚持认为rtI233V是

ADV耐药变异位点，之所以出现结果差异是由于表型耐药检

测方法的差别；而Liu等[37]报道rtI233V变异可能在修复ADV耐

药株的复制能力过程中起到一定作用。

实际上表型耐药检测方法的具体细节的确会对病毒变异

的评价结果存在影响。目前多数表型耐药检测是通过对野生

株质粒进行点突变的方式来构建疑似耐药株质粒[33-37]。但从

HBV反转录酶的三维结构来分析，有可能是HBV反转录酶

上多个氨基酸位点改变的合力才导致了HBV反转录酶与NAs

结合力下降[43, 45]。因此能真实再现患者体内病毒准种多个毒

株及多个位点变异的表型耐药检测方法似乎是更接近临床现

实情况的选择[46-47]。另外目前的表型耐药检测多采用HBV复

制子质粒转染的方式来模拟HBV感染的过程[33-40]，与HBV自

然感染过程仍存在一定差距。随着HBV肝细胞受体的发现以

及HBV自然感染细胞模型的建立与优化，未来基于患者血清

HBV感染肝细胞模型的表型耐药检测可能更贴近临床真实耐

药情况[48]。

三、耐药发生机制的研究进展

（一）从HBV基因组的角度来理解耐药变异

随着深度测序技术的发展，研究人员逐渐认识到出现

HBV基因组耐药相关变异如rtM204I本身只是构成相关变

异的必要因素，但仅出现rtM204V变异并不能构成临床耐

药，而是在抗病毒治疗过程中HBV整个基因组的演变导致

了临床耐药的发生[54]。如Chen等[58]对LAM与ADV序贯治疗

表 1  已获得广泛认可的 NAs 耐药位点与部分尚处于研究阶

段的 NAs 耐药位点

NAs种类 耐药变异 对该变异的认识现状

LAM rtM204V/I ± rtL180M 广泛认可的耐药变异[1, 23]

rtA181T 广泛认可的耐药变异[1, 23]

L80I 待确认的补偿变异[24]

rtS117F 待确认的补偿变异[25]

rtL229 待确认的补偿变异[26]

rtM204Q 待确认的耐药变异[27]

rtQ267H 待确认的补偿变异[29]

rtL269 待确认的补偿变异[30]

ADV rtA181T/V 广泛认可的耐药变异[1, 23]

rtN236T 广泛认可的耐药变异[1, 23]

rtA181S 待确认的耐药变异[28]

rtQ215H 有争议的耐药变异[31-32]

rtI233V 有争议的耐药变异[33-37]

LdT rtM204V/I ± rtL180M 广泛认可的耐药变异[1, 23]

rtA181T 广泛认可的耐药变异[1, 23]

ETV rtM204V/I ± rtL180M基

础上 + rtI169、rtT184、
rtS202或rtM250任一个或

多个位点变异

广泛认可的耐药变异[1, 23]

rtI163V 待确认的耐药变异[38]

rtA186T 待确认的耐药变异[38]

TDF rtA194T 待确认的耐药变异[39]

rtP177G 待确认的耐药变异[40]

rtF249A 待确认的耐药变异[40]

rtA181T + rtN236T 待确认的耐药变异[41]
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患者的序列血清样本进行深度测序分析发现，随着抗病毒

治疗时间延长，患者不仅P基因上的耐药位点发生变异，

HBsAg上的T细胞与B细胞表位同样发生变异。HBV基因组

包括现有已知的P、S、C与X等4个开放读码框，某一个基

因的变异对于其他基因功能均存在交互的影响。RtA181T

变异可导致HBsAg出现sW172*截短变异 [55]。rtA181T/

sW172*变异可进一步导致肝细胞内质网线粒体应激，可能

导致细胞恶变[15-16]。此外核苷（酸）类似物耐药变异还可

引起HBsAg抗原表位的变异，从而影响机体免疫对于病毒

的免疫清除[56]。而HBsAg变异本身也会影响HBV聚合酶的

复制能力。Amini-Bavil-Olyaee等[20]报道LAM耐药相关的

rtM204V等变异会导致病毒复制能力下降，但如果HBsAg

同时发生G145R或 P120T则可修复耐药株病毒的复制能

力。而Ahn等[57]研究则提示rtA181T变异导致的病毒复制能

力下降以及耐药是由其导致的HBsAg基因变异决定的。如

rtA181T变异导致sW172*截短变异，则病毒复制能力下降

并表现为对ADV耐药，而如果rtA181T变异导致sW172S变

异，则不会引起病毒对于ADV的耐药。通常LAM耐药患

者中rtM204V/I变异会导致病毒复制能力下降，一般需要

rtL180M变异来对病毒能力进行补偿，而Ohkawa等[21]研究

发现在rtM204V/I变异不合并rtL180M变异时，前-S2与BCP

变异可补偿耐药病毒的复制能力。Herbers等[22]也报道BCP

与前-C区变异可增强ADV耐药病毒的复制能力。因此NAs

耐药可能不仅仅是HBV聚合酶区某一位点变异的结果，而

是在抗病毒药物与机体免疫压力下，病毒整个基因组演变

的结果，需要将HBV的耐药变异放在病毒、机体免疫与肝

细胞动态复杂的相互作用角度来理解耐药变异。

（二）从准种概念来理解耐药变异

HBV准种的关键早已为大家熟知，测序技术的应用

使得对于NAs抗病毒治疗过程中的病毒准种演变有了更直

观、深入的认识。Ninomiya等[60]对CHB患者自基线至用药

至出现LAM耐药的序列血清样本进行深度测序分析展示

了耐药株在患者准种内所占比率逐渐升高至成为优势株的

过程。Lee等[61]对1例ETV原发耐药患者的序列血清样本进

行深度测序分析，结果显示ETV耐药首先出现rtM204V + 

rtL180M耐药，在此基础上再出现ETV耐药的过程，形象

地阐释了耐药屏障的概念。Zhou等[12]研究报道了抗病毒治

疗过程中病毒准种中不同毒株的相互作用以及竞争选择过

程。深度测序技术使得对准种演变认识更直观外，还改变

了临床中对病毒变异的一些观念。

首先出现某一种NAs耐药如ETV耐药的患者并不一定

服用过该药物。Inoue等[19]通过应用克隆测序动态监测LAM

耐药患者应用LAM + ADV联合挽救治疗过程中病毒准中变

化，在患者体内发现了ETV耐药毒株的存在。有研究对既往

LAM与ADV序贯治疗出现病毒学突破患者血清进行克隆测

序分析也发现，既往未经过ETV治疗患者体内发现了ETV耐

药毒株，且发现了LAM/ADV/ETV均耐药的毒株[59]。

其次患者血清检测到的耐药株也不一定在药物选

择压力成为优势株。如Zhang等 [14]通过超深度焦磷酸测

序技术深度测序检测了32例ETV治疗患者，包括12例病

毒学应答患者与20例部分应答患者，总体预存耐药变异

0.10%～6.70%，ETV治疗应答患者基线时也有耐药变异的

存在，但在强有力的抗病毒作用下，病毒仍被抑制。毕竟

耐药株病毒需要进入到肝细胞核，成为cccDNA模板后方能

稳定存在。

另外，临床上考虑病毒耐药出现病毒学突破乃至生化学

突破患者血清中耐药株并不一定占优势株。随着测序技术进

展，可以对患者体内的HBV野生株与耐药株分别定量并计算

耐药株在病毒准种中的比率
[62]。Mello等[63]报道在CHB患者出

现LAM耐药并病毒学突破患者进行焦磷酸测序分析发现耐药

株并不一定占优势株（＞ 50%）。本课题组[64]对于ADV治疗

失败患者进行焦磷酸测序分析的结果也表明，即使在出现病

毒学突破的患者中，耐药株可能仍以非优势株形式存在，这

也验证了上述NAs耐药并非单一耐药位点的作用，而是HBV

整个基因组的演变以及与机体免疫相互作用的结果。

四、小结

CHB患者耐药问题仍然是CHB患者抗病毒治疗中的重

要问题之一。随着NAs耐药研究的不断进展，新的耐药检

测技术不断被研发，可以更加精确、全面地评价病毒变异

情况。新的可能耐药位点也不断被发现，但这些位点的临

床意义尚需进一步明确。尤其是逐渐认识到CHB患者应用

NAs抗病毒治疗的过程即为病毒与机体相互作用的过程，

在这个过程中病毒准种及全基因组序列时刻进行着动态的

演变。NAs耐药为此相互作用过程的表现之一，应该将NAs

耐药置于机体免疫与病毒相互作用的整体背景下来研究。
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