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乙型肝炎病毒核苷（酸）类似物耐药

研究热点与瞻望

杨松　成军

　　ＨＢＶ核苷（酸）类似物耐药是慢性乙型肝炎（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，ＣＨＢ）研究的
热点之一。虽然最新的欧美乙型肝炎管理指南均推荐抑制ＨＢＶ作用强并高耐药
屏障的药物为一线治疗［１，２］，但我国受社会经济等诸多因素所限，现有４种核苷
（酸）类似物在临床上有大量应用；另外，核苷（酸）类似物在我国已应用１０余年，
存在大量核苷（酸）类似物治疗失败的患者。因此，我国核苷（酸）类似物耐药管

理依然严峻。本文拟就核苷（酸）类似物耐药研究的部分热点及待解决的问题综

述如下。

一、核苷（酸）类似物的耐药机制研究

核苷（酸）类似物耐药发生机制至少可从两个层面进行研究：第一，从分子构

象角度来探讨ＨＢＶ反转录酶区变异如何影响反转录酶的构象而导致其复制能力
以及对核苷（酸）类似物敏感性的改变；第二，从临床角度探讨核苷（酸）类似物耐

药如何导致患者ＨＢＶＤＮＡ与ＡＬＴ等改变并最终影响患者临床结局。
近年来，关于ＨＢＶ反转录酶分子模型研究取得一定进展。已有研究构建了

ＨＢＶ反转录酶的数字模型［３，４］，在此数字模型上探讨拉米夫定（ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ，ＬＡＭ）
与恩替卡韦（ｅｎｔｅｃａｖｉｒ，ＥＴＶ）等抑制ＨＢＶ的作用机制以及部分变异如 ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ
与ｒｔＬ１８０Ｍ等对核苷（酸）类似物与ＨＢＶ反转录酶亲和力的影响。但关于阿德福
韦酯（ａｄｅｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘｉｌ，ＡＤＶ）与替比夫定（ｔｅｌｂｉｖｕｄｉｎｅ，ＬｄＴ）等耐药位点的研究尚
不多见，将患者的反转录酶序列构建数字模型以明确其对核苷（酸）类似物耐药

情况的研究尚未见报道。

临床上采用克隆测序的方法对ＬＡＭ治疗患者发生ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ变异过程进行
随访监测，完整记录了自检出ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ变异到变异株在体内病毒群中逐渐成为
优势株而致患者出现ＨＢＶＤＮＡ突破和反跳［５］。目前关于核苷（酸）类似物耐药

发生机制也认为［１］，当体内出现耐药变异后应继续应用核苷（酸）类似物治疗，野

生病毒株因对核苷（酸）类似物敏感而继续被抑制；变异株会逐渐替代野生株，成

为体内ＨＢＶ优势株，从而导致核苷（酸）类似物耐药。那么，当出现病毒学突破
时，是否变异株均以优势株存在呢？变异株在病毒群中达到什么比率才可以称为

优势株？如果在发生病毒学突破时，体内病毒株均为优势株，那么在进行耐药检
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测时，采用ＰＣＲ产物直接测序法（研究表明仅能于检出 ＞２０％～３０％变异株）即
完全可以检测出变异株病毒，但实际临床检测是否如此呢？另外，有报道部分耐

药检测方法可于病毒群中检出１％甚至１‰的变异株［６，７］，如果在发生病毒学突破

时变异株比率仅为１％甚至１‰，那么变异株在导致患者出现病毒学突破中的意
义又该如何解释？这些问题的解决在于将目前耐药发生机制中的定性研究深入

为定量研究，即进一步明确患者体内变异株的比率或者变异株的拷贝数与临床的

关系，而目前国内外均无此类研究。

二、核苷（酸）类似物常见耐药变异位点与变异发生率

核苷（酸）类似物耐药发生率的报道主要来源于相关注册临床试验，这些注

册临床试验的设计并非对固定患者人群进行长期随访观察，很难确切计算其耐药

率。有研究提出了累计耐药发生率的计算方法，从而根据药物临床试验数据给出

ＬＡＭ、ＡＤＶ、ＥＴＶ与ＬｄＴ相应的累计耐药发生率［８］。需要说明的是，这些数据是

基于相关临床试验人群的数据总结，不同药物的数据来源人群与检测方法均存在

一定差异，结果不具备可比性。即使对于同一种药物，不同观察人群的观察结果

也会存在一定差异。如对ＥＴＶ，其根据注册临床试验计算的３年累计耐药发生率
为１．２％。而日本进行的ＥＴＶ治疗核苷（酸）类似物初治的ＣＨＢ患者３年累计基
因型耐药发生率为１．７％［９］。目前尚无基于我国患者人群的系统随访数据。

核苷（酸）类似物耐药位点确立一直是研究热点之一。部分耐药位点已得到

广泛认可，如 ＬＡＭ耐药相关的 ｒｔＭ２０４Ｖ／Ｉ变异。有研究表明，ｒｔＡ１８１Ｔ变异与
ＡＤＶ耐药相关的病毒学突破与治疗４８周无病毒学应答（ＨＢＶＤＮＡ ＞１０００拷
贝／ｍｌ）无显著相关［１０］。考虑到 ｒｔＡ１８１Ｔ变异有其自身特点，导致 ＨＢｓＡｇ改变可
影响患者ＨＢＶＤＮＡ的反跳情况［１１］。另外 ＨＢＶＤＮＡ无显著反跳不一定代表无
显著肝细胞损伤。理论上ｒｔＡ１８１Ｔ导致ＨＢｓＡｇ的截短变异可导致截短ＨＢｓＡｇ在
肝细胞内的蓄积，而已有研究表明 ＨＢｓＡｇ在肝细胞内蓄积会增加肝细胞被免疫
清除的敏感性［１２］。

每个耐药位点的提出与确立都需要大量的工作，在这个过程中可能还存在反

复。如有报道在ＡＤＶ原发性耐药患者检出ｒｔＩ２３３Ｖ变异并可导致ＡＤＶ敏感性下
降［１３］，有研究提出 ｒｔＩ２３３Ｖ变异后 ＨＢＶ对 ＡＤＶ仍敏感，同样有临床病例的支
持［１４］。分析结果的差异，是否是由于两个研究采用的表型耐药检测体系的差别，

是否由于患者初始临床指标存在差异？ｒｔＩ２３３Ｖ变异在中国人群中对 ＡＤＶ耐药
情况又如何？因此，单个变异位点可能需要与患者 ＨＢＶ全基因组序列情况（包
括基因型）以及患者的临床指标相结合才能引起患者 ＨＢＶＤＮＡ以及 ＡＬＴ等改
变，也就是要改变既往“耐药变异”直接等同于“临床耐药”的观点，而应结合耐药

变异与个体化因素考虑其可能引起的临床改变，这就需要当前耐药研究的深入与

细化。另一方面，需要深入开展基于国内患者人群的研究，着力于发现国内患者

的核苷（酸）类似物耐药规律。
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　　三、乙型肝炎病毒耐药变异的检测
核苷（酸）类似物耐药检测方法包括 ＰＣＲ产物直接测序法（可进一步分为双

脱氧测序法与焦磷酸测序法等）、克隆测序法、ＰＣＲ限制性片段长度多态性
（ＲＦＬＰ）法、实时荧光定量ＰＣＲ法、线性探针反向杂交法、基因芯片法与限制性片
段质谱多态性法（ＲＦＭＰ）等，这些方法在既往研究中均有报道。新的耐药检测方
法不断报道，现有检测方法所能检测的核苷（酸）类似物耐药种类也在不断增

加［１５］。线性探针反向杂交法虽然在大型临床试验中广泛采用，一方面价格昂贵，

另一方面其方法本身在检测基因Ｂ型与Ｃ型患者在ｒｔＮ２３６Ｔ变异时存在假阳性
结果（在该试剂盒说明书中有相关说明），而国内ＣＨＢ患者则以基因Ｂ型与Ｃ型
为主，这就影响了其检验效能。ＲＦＭＰ方法在韩国研究中多有报道［７］，但该方法

检测需应用飞行时间质谱分析，价格昂贵且一般实验室并不具备。在国内应用最

广泛的是ＰＣＲ产物直接测序法、ＰＣＲＲＦＬＰ法与实时荧光定量ＰＣＲ法。
随着核苷（酸）类似物应用时间的延长，越来越多的患者在进行耐药检测时

曾应用过两种或两种以上核苷（酸）类似物，此类患者往往需检测多个耐药位点，

也希望明确其挽救治疗药物的敏感性。在这种情况下，ＰＣＲＲＦＬＰ与实时荧光定
量ＰＣＲ方法即凸显不足，因为 ＰＣＲＲＦＬＰ法对于每种变异均需特异性的引物与
酶切反应体系，而实时荧光定量 ＰＣＲ法则对每种变异均需特异性探针。如需检
测多种变异，则检测成本与工作量会相应增加。

ＰＣＲ产物直接测序法中双脱氧测序法应用最为广泛，缺点为只有当变异株
在病毒群中所占比率

!

２０％～３０％时方可检出。核苷（酸）类似物耐药检测的指
征尚不明确，一般认为耐药检测不应与 ＨＢＶＤＮＡ载量一样作为常规检测［１６］，绝

大多数耐药检测患者为临床提示耐药可能性，如在治疗依从的患者出现了病毒学

突破或患者长时间治疗ＨＢＶＤＮＡ下降不理想，耐药变异株在病毒群中所占比率
"

２０％～３０％，变异株在ＨＢＶＤＮＡ升高或下降中的作用如何呢？这也提示对耐
药检测方法的研究应该摆脱既往“耐药变异”等同于“临床耐药”的观点，应该深

入研究变异株的动态变化与患者ＨＢＶＤＮＡ等临床指标变化的关系。
四、乙型肝炎病毒耐药变异的挽救治疗

耐药患者的挽救治疗方案中，除ＬＡＭ耐药的挽救治疗外，都主要基于体外药
物敏感试验的结果，而相应的临床证据有限［１，２，１７］。核苷（酸）类似物耐药患者挽

救治疗的报道多为病例报道研究［１８］，且大多病例数较少，随访时间较短。一方面

是由于耐药患者尤其是 ＡＤＶ与 ＥＴＶ耐药患者本身病例数相对较少，另一方面，
目前核苷（酸）类似物耐药的检测尚未完全普及，其确诊存在一定困难。这实际

上为我国的耐药研究提供了契机，因为我国有大量应用核苷（酸）类似物治疗以

及耐药患者，通过合理的科研设计与协作，必能得出非常有价值的研究成果。

五、总结

目前，ＨＢＶ核苷（酸）类似物耐药研究已取得一定成果，并有效地指导了临床
治疗，但是研究还有待深化与细化。国内该领域研究尚处于初期阶段，对此应充
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分利用宝贵的患者资源，开展核苷（酸）类似物耐药的基础与临床研究，一方面可

以提高我国耐药研究的整体水平并在国际领域取得相应的学术地位；更重要的

是，这些研究成果可以有效地指导国内核苷（酸）类似物耐药患者的治疗。
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