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HBV定量检测对拉米夫定停药的指导意义
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摘要 目的：探讨核苷类似物（NAs）拉米夫定（LAM）用药时间与乙型肝炎（CHB）患者体内 HBV病毒血清 HBV-DNA载量的关

系。方法：选取 214例 HBeAg阳性患者，在 LAM（100 mg/d）的 36个月用药治疗前使用实时荧光定量 PCR进行血清 HBV-DNA

载量进行测定，并使用特异性引物鉴定 HBV病毒 DNA保守位点 YMDD的抗药性突变以及病毒株的变化情况。结果：（1）214例
患者均对 LAM产生应答，在治疗 12-18个月后血清 HBV-DNA载量稳定在较低水平。（2）病毒株在 NAs治疗前已经出现耐药性

突变（18 %），用药加速了 HBV病毒的耐药进化，18个月后耐药病毒数在 214例样本中均超过 10%的检测标准。结论：LAM治疗

在 9-18个月获得良好的治疗效果，建议 24个月后停药更换临床处方防止耐药病毒株的进化。
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Significance of Quantitative Testing Hepatitis B virus (HBV) to Avoid
Nucleoside Analogues (NAs) Abusing

To study the relationship between intra-hepatic HBV-DNA level and the durance of applying LAM in
patients with chronic hepatitis B (CHB), and assess the valuation of lamivudine (LAM) in anti-virus therapy. Two-hundred and

fourteen HBeAg positive patients were treated with the LAM (100 mg/d) for 36 months. At the same time, serum HBV-DNA load was

detected by real time fluorescence quantitative PCR before every stage of treatment, and the specific primers were used to identify the

HBV virus DNA conservative site YMDD resistance mutations and the changes in the virus strains. (1) All of the 214 patients

were responded to LAM treatment, and the serum HBV-DNA load maintains at low levels after12-18 months treatment. (2)
Drug-resistance mutation strains were found in about 18 % of samples before NAs treatment, LAM accelerated the drug resistance

evolution in HBV virus.After18 months, the anti-drug virus was identified in all of 214 samples. LAM treatment has a good

therapeutic effect in 9-18 months. However, inhibitory effect on virus decreased gradually after more than 24 months because of the

resistant strain accumulation,, such as serological indicators meeting the stopping criteria, and we suggest replacing the clinical

prescription to prevent the evolution of drug resistant strains.
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前言

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus）是指引起人类急、慢性肝

炎的 DNA病毒，也称 Dane颗粒，简称 HBV。乙型肝炎是我国

常见疾病，感染率约 60%-70%，乙肝还可能进一步发展成为肝
硬化、原发性肝癌和终末期肝功能衰竭等，全国约有 9300万人

携带乙肝病毒，其中乙肝患者大约有 3000万 [1]。

HBV的治疗主要包括抗病毒药物治疗、自身免疫调节、干

扰素治疗、抗纤维化和对症治疗，其中抗病毒治疗是关键。就当

今医疗水平而言，病毒复制抑制类药物包括干扰素类和核苷类

药物 2类。近年来，由于干扰素疗效有限，副作用过多，限制了

它的应用，应用核苷类药物（NAs）已经成为乙型肝炎治疗主要

方法之一[2-4]。而在 NAs治疗患者中，最大的问题是由于乙型肝

炎病毒发生基因突变而导致病毒本身对核苷类药物产生耐药

性。拉米夫定（LAM）是当前乙肝抗病毒药物治疗广泛应用的一
类核苷类药物，长期用药后，可能会在 HBV 基因保守区的
YMDD基序发生突变，YMDD 变异可导致拉米夫定疗效下降
[5]，与临床耐药和肝炎复发有相关性。与未发生乙肝病毒耐药的

患者相比，HBV耐药不仅能够导致病情继续发展，还有可能增

加肝功能失代偿和肝细胞癌的患病风险[3]；还可能增加后续治

疗的困难，增加了长期治疗的医疗成本，因此，想要提高疗效、

缩短疗程、改善预后和减少医疗成本，对于乙肝病毒耐药性的

预防和管理是必须的[6]。血清 HBV-DNA乙肝病毒指标能够确

切地反映 HBV病毒在患者内的增殖情况[7]，客观地评价药物

对病毒的抑制程度，是临床监控 HBV的重要指标。核酸类似物
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类药物的停药不仅与治疗效果，而且与 HBV的抗药性关系密

切[8]。

本文以不同 HBV-DNA载量的患者为研究对象，在其接受

拉米夫定（LAM）治疗前后进行肝脏组织学检查，治疗期间监测

其肝功能，血清 HBV-DNA水平，保守序列 YMDD情况，探讨

类核苷类药物用药时间与患者体内 HBV载量、HBV耐药突变

的关系，为改变慢性乙肝患者治疗方案和临床干预提供更有利

的证据[9]。

1 资料与方法

1.1 一般资料

统计样本均系 2009年 9 月至 2013 年 6月上海浦东新区

传染病医院感染科门诊及住院病人。入选患者须均为乙型肝炎

病毒表面抗原 (hepatitis B surface antigen，HBsAg)、HBeAg、乙

型肝炎病毒核心抗体阳性，诊断符合 2000年第十次全国病毒

性肝炎学术会议修订的《病毒性肝炎防治方案》[6]，并排除甲、

丙、丁、戊型肝炎和其他原因所致肝损害。样本于抗病毒治疗前

均进行单项血清 HBV-DNA检测筛选，病毒水平须大于 107

mL，且其生化指标、发病程度相似。筛选出男 179例，女 35例，

年龄 17-65岁，平均 36岁。治疗方案均为 LAM（100 mg/d）用药

治疗，监测周期为每季度一次[10]，持续跟踪监测 36个月。
1.2 检测仪器及试剂来源

实时荧光定量 PCR仪（美国 BioRad公司）、PCR仪(eppen-

dorf)、低温离心机 eppendorf)、凝胶图像分析系统(bio-rad)、超低

温 冰 箱 (SANYO ultralow)、 隔 水 式 电 热 恒 温 培 养 箱
(PYX-DHS-35X40)、电泳仪(Hoefersubmarine, USA)、水浴温箱
(北京)、血清用离心柱型病毒基因组 DNA/RNA提试剂盒(北京
TIANGEN生物工程技术有限公司)、TaqMan实时荧光 PCR检

验试剂盒(中国，上海科华生物工程股份有限公司试剂)。
1.3 检测方法

HBV DNA 定量检测[11]：采用实时跟踪荧光定量 PCR，检

测敏感度为 0.1fg/test，具体操作如下：血清标本 100 mL加入
50 mL裂解液，96℃ 10 min、12000 g离心 10 min、取上清液加入
10× PCR扩增系统管中，同时设置阴性对照和阳性对照，放入

PCR仪中，按使用说明的 PCR程序(95℃ 2 min，然后 95℃ 15 s、
52℃ 40 s)进行 40个循环，反应结果后，通过电脑分析直接定

量结果，专人操作。

乙肝病毒 DNAYMDD突变检测：采用选择性引物，基于
TaqMan实时 PCR技术，在三个 PCR平行反应中分别扩增总
HBV、YIDD、YVDD，根据管间 Ct值差异计算突变毒株在病毒
群体中的比例。

2 结果

2.1 患者血清中 HBV-DNA应答情况

对 214例慢性乙肝患者案例进行了 36个月的跟踪监测：

案例在治疗前即 0个月时，血清中 HBV-DNA载量均大于 107，

保持在较高水平；LAM用药处理后，案例血清中 HBV-DNA载
量随着用药时间逐渐下降，在第 12-18个月保持在较低水平

（105-106）；连续用药 18个月后，样本血清中 HBV-DNA逐渐回

升，肝炎有复发征兆。

2.2 LAM用药时间的延长与疗效的关系

通过对不同时间阶段、不同血清病毒载量的患者进行统计

归纳，其中 LAM 用药前 0-6 个月中 203 个案例血清中
HBV-DNA载量大于 107，属于较高水平，乙肝症状明显；用药

1-12 个月后，仅有 4 例患者未出明显药物现应答，血清中
HBV-DNA载量水平大于 107；LAM 的治疗在 12-18 个月时，
199例均有应答反应，治疗效果达到最佳；18-24个月内 208例

患者血清 HBV-DNA载量低于 107，药物对病毒的有持续抑制

的效果；用药时间延长到 30 个月后，149 例患者血清
HBV-DNA载量达到 107，治疗效果不显著。（P<0.05）

图 1 核酸类似物类药物 LAM用药时间与血清 HBV-DNA载量的关系

Fig. 1 The relationship between intrahepatic HBV-DNA level and LAM

usage

表 1 各血清病毒载量人数与随延长用药时间的关系

Table 1 The relationship between patients of different level of HBV-DNA level and the durance of applying LAM

M0-M6 M6-M12 M12-M18 M18-M24 M24-M30 M30-M36

107

107-105

105-103

203

8

3

16

177

21

4

11

199

6

185

23

14

166

34

149

45

20

P＜0.05, x2=12.932

2.3 LAM的耐药性与用药时间的关系

根据样本体内 HBV-DNA的 YYDD变异数来判定病毒的

耐药突变株在患者体内的变化趋势。随携带一定水平的病毒数

的患者数的增加，携带 YMDD耐药变异病毒株在患者在统计

的样本中的比例也在逐渐增加，由 6个月前的 39（18.2 %）在
24个月后增加到 214（100 %）例，患者乙肝的复发与 YMDD耐

药株的出现有一定联系。
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3 讨论

现在临床抗病毒治疗过程中，病人和医生最关注的是药物

的疗程长短及停药指导，NAs的用药时间与停药与多方面有

关系，其中 HBV的血清学指标通常作为一项重要的临床依据
[12, 13]。

2008年亚太肝脏研究协会年会(APASL)指出治疗终点标

准是 HBeAg阳性患者发生 HBeAg血清学转换且每 6个月检
测 1次；连续 2次 HBV-DNA达到不可测水平；HBeAg阴性患

者每 6个月检测 1次；连续 3次 HBV-DNA达到不可测水平[5,

14]。2009年 AASLD指南提出 HBeAg阳性患者 HBeAg血清学

转换后后续巩固治疗应大于 6 个月；HBeAg阴性患者应当持

续用药至 HBSAg达到检测线以下。2009年 EASL指南[15]提出

HBeAg阳性患者 HBeAg血清学转换后应持续治疗 24-48周；
HBeAg阴性患者；疗程不确定；应持续治疗直至 HBSAg清除。
2010年中国慢性乙肝防治指南[16]指出治疗终点标准是 HBeAg

阳性患者在达到 HBV-DNA 低于检测下限 104；ALT 复常；
HBeAg血清学转换后；再巩固至少 1年(经过至少两次复查；每

次间隔 6个月)仍保持不变，且总疗程至少已达 2年者；可考虑

停药 [17]。HBeAg阴性患者在达到 HBV-DNA低于检测下限，
ALT正常后，至少再巩固 1年半(经过至少 3次复查；每次间隔
6个月)仍保持不变，且总疗程至少已达到 2年半者；可考虑停

药[22]。本研究中 HBeAg阳性患者 NAs治疗时间为 36个月，均

达到或超过了美国肝病研究学会(AASLD)、欧洲肝病研究学会
年会(EASL)、亚太肝脏研究协会年会(APASL)、中国指南的治

疗终点标准。血清 HBV-DNA的实时荧光定量 PCR能够确切

地反映患者体内 HBV病毒的繁殖情况，提供更加确切的临床

证据，在国外有着广泛的临床应用[18]。214例 LAM治疗的乙肝

重度患者的监测数据表明，HBV 在 NAs药物 LAM的抗病毒
治疗下，6 个月左右血清 HBV-DNA 拷贝数即可出现明显下

降，以后随用药时间增加逐渐降低，12-15个月可以达到最低水

平，此后继续用药，可以保持在较低的拷贝数上。持续用药大于

18个月后，病毒拷贝数逐渐上升到较高水平，疗效降低。此时，
NAs药物对 HBV抗病毒效果不明显，继续使用可能导致耐药

病毒积累，进而引起严重的肝炎复发。

随着 LAM的长周期用药，患者体内 HBV拷贝数的总体
呈上升，疗效的降低可能与 HBV的保守位点发生耐药突变有

关 [19]。利用 TaqMan 实时荧光 PCR，设计特异性引物对
HBV-DNA中变异位点进行扩增，对不同体系中的 C值差异进

行处理比较。进而计算出突变病毒株在体内的比例与繁殖情

况。其中 Δ Ct<3.5即突变病毒株比例大于 10%被认为出现耐

药病毒突变株。在 214个样本中发现在 6个月时 39位样本患

者（18.2 %）体内已经积累了 YMDD位点的突变病毒，基本符

合关于病毒株在患者体内突变比例（17%，P<0.05）的文献报道。

随着 LAM的用药对病毒的耐药突变选择，YMDD突变频率激

增，在 6-12个月间的检测中 54 %患者体内均检测出耐药突变

株，而患者体内 HBV-DNA呈下降趋势，疗效受突变病毒株的

影响不明显。18个月后，214个临床样本患者中 HBV均出现耐
药突变株，HBV-DNA指标上升比较明显，说明患者体内病毒

繁殖数增加，导致病情恶化。而且随用药时间的延长，

HBV-DNA指标回复到治疗前，病情有复发的征兆。此时，LAM

作为抗病毒药物已经不能抑制耐药突变的致病株，应该停药并

更换治疗方案。

尽管核酸类似物药物在国内外普遍用于治疗 HBV病毒引

发的慢性肝炎[20]，在抗病毒的各个方面体现了其相对其他药物

的优越性[21]。然而，长期使用 NAs所引发的病毒抗药性，进而引

发的乙肝病情复发使乙肝的治疗更加困难，严重影响乙肝患者

的生活质量。因而，研究 NAs药物对乙肝治疗周期长短与病毒

耐药性进化之间的关系，能够提前预测乙肝患者体内 HBV与
药物作用的情况，进而能够提前改变临床治疗策略，避免耐药

性病毒引起的炎症。由于临床样本在统计上的局限性，暂时还

停留在血清学 HBV-DNA的研究中，如果能够建立一套能够方

便地深入调查患者肝脏组织 HBV的繁殖情况的系统，结合血

清学各项指标，就能更加透彻地研究 NAs药物的用药疗程与
乙肝病毒数量降低、耐药病毒株的进化三者的关系，进而指导

临床治疗方案的进行。
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