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Abstract
AIM: To  assess the accuracy of INNO-LiPA 
HBV DR v2 for detecting hepatitis B virus (HBV) 
drug resistance.

METHODS: Sera from 237 chronic hepatitis B 
patients undergoing lamivudine or adefovir 
treatment were detected using INNO-LiPA and 
direct sequencing of the reverse transcriptase re-
gion of the HBV Polymerase gene. 

RESULTS: Sequencing results were observed 
for 179/235 samples (76.1%) and 1293/1410 ami-
no acid positions (91.7%). It showed high con-
cordance with directing antiviral drug-resistance 
mutations, particularly for the sensitive detec-
tion of mixed drug-resistance mutations. 

CONCLUSION: The INNO-LiPA HBV DR v2 
appears to be useful for the rapid antiviral drug-

resistance mutations assay of HBV. 

Key Words: Hepatitis B virus; Line Probe Assay; 
Nucleic acid hybridization; Sequence analysis
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摘要
目的: 评价INNO-LiPA HBV DR v2对乙型肝炎
病毒(hepatitis B virus, HBV)耐药检测的准确性.

方法: 选取237例慢性HBV感染者经过拉米夫

定和(或)阿德福韦酯的抗病毒治疗, 取外周血, 
采用INNO-LiPA和聚合酶基因耐药测序分析

法测定HBV耐药性.  

结果: INNO-LiPA HBV DR v2耐药分析法与

聚合酶基因序列分析法测定的耐药检测结果

比较, 标本符合率为179/235(76.1%), 氨基酸

密码子符合率为1293/1410(91.7%). 与直接测

序法有着很高的一致性. 尤其检测混合型耐药

灵敏度较直接测序要高.

结论: INNO-LiPA法是一种较灵敏的快速检
测HBV耐药型的试验方法. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 线性探针技术; 核酸杂交; 
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0  引言

慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗过程中发生病

毒耐药变异是限制核苷(酸)类似药物治疗的

一个主要障碍[1]. 随着治疗时间的延长，拉米

夫定(lamivudine, LAM)、阿德福韦酯(adefovir 

®

■背景资料
持续慢性乙型肝
炎是引起终末期
肝病和肝细胞癌
的一个主要原因. 
核苷 ( 酸 ) 类似物
已经被证实可以
有效控制疾病并
可以防止肝细胞
癌发生. 然而发生
抗病毒耐药是限
制核苷 ( 酸 ) 类似
物长期应用的一
个主要因素. 在治
疗中早期检测到
这些耐药变异, 对
选择药物、指导
远期治疗非常必
要. 比较, 选择一
种好的检测手段
来快速、便捷、

准 确 地 检 测 出
HBV耐药变异非
常关键. 

■同行评议者
范小玲, 教授, 北
京地坛医院综合
科; 党双锁, 教授, 
西安交通大学医
学院第二附属医
院感染科
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dipivoxil, ADV)等这些抗病毒药物治疗的患者

体内可出现变异株, 从而发生病毒学突破, 导致

治疗失败[2].  一些病毒发生的耐药变异已被证实

可以引起对几种药物的交叉耐药, 这就限制了

对患者的进一步长期有效地治疗[9]. 因此在治疗

中早期检测出这些变异, 对选择药物、指导远

期治疗非常必要. 基因型耐药的检测对预防和

证实发生表型耐药并采取新的治疗措施格外重

要[3]. 
最常见的检测乙型肝炎抗病毒药物耐药变

异的方法有直接测序、聚合酶链反应-限制性

片段长度多态性分析技术(restriction fragment 
length polymorphism analysis, PCR-RFLP)和反

向杂交线性探针技术(reverse hybridization line 
probe, LiPA)等. PCR扩增后的直接测序被认为

是检测对新药物治疗耐药检测的首选方法. 然
而, 只有当变异株超过HBV准种池(quasispecies 
pool)的20%以上直接测序才能检测到[4]. PCR-
RFLP和LiPA方法要更加灵敏, 可以检测到病毒

准种池中5%的变异株[5,10]. 但这些方法同样存

在缺点. PCR-RFLP只能检测单位点变异, 对仅

用于少数耐药变异位点监测不失为一种简便方

法, 但随着多种核苷(酸)类似物的相继问世和

HBV耐药变异位点的不断出现, 该方法将难以

胜任[8]. LiPA检测技术的缺点是对新出现的变异

都要设计新的试剂条带, 迫使该技术要定期进

行更新. 另外由于核苷酸序列上基因型的不同, 
为了检测一个氨基酸置换通常需要许多个探针

来检测[10]. 本研究比较直接基因测序法与INNO-
LiPA 技术对HBV耐药变异检测的能力.

1  材料和方法

1.1 材料 2006年在我院临床治疗及随访的慢性

乙型肝炎患者237例, 其中男146例, 女91例, 年
龄23-65岁, 全部符合2000年修订的《病毒性肝

炎防治方案》诊断标准[6]. 其中159例患者接受

LAM 100 mg/d治疗1年以上, 平均疗程1年半, 并
符合临床耐药诊断标准: 血清HBV DNA转阴后

又出现HBV DNA反跳至1×108 copy/L以上; 排
除LAM治疗过程中患者依从性差而引起的HBV 
DNA反跳; 排除其他原因引起的丙氨酸转氨酶

(ALT)升高. 另78位患者接受LAM和(或)ADV
治疗, 治疗过程中发生病毒学突破. INNO-LiPA 
HBV DR v2试剂盒(比利时Innogenetics公司), 限
制性内切酶EcoRⅠ(购自NEB); T4 DNA Ligase、
pEASY-T1Cloning vector、E. coli  JM109感受态

细胞购自北京全式金生物技术有限公司. DNA
核酸提取、纯化试剂购自Geneaid公司. Qiagen的
HotStar Taq DNA聚合酶.
1.2 方法 
1.2.1 DNA的提取: 用Geneaid的Viral Nucleic 
Acid Extraction KitⅡ试剂自100 µL血清提取

HBV DNA. 
1.2.2 HBV DNA直接测序检测: 提取的HBV 
DNA进行巢式PCR扩增. 5 µL DNA模板加到

PCR反应体系10×缓冲液, 0.4 µL 10 mmol/L 
dNTP, 引物各10 pmol, 1 U的Taq酶(Invitrogen)
共30 µL. 根据H B V聚合酶区序列设计引物. 
PCR上游引物: SPR1A, 5'-GTTCAGGAACAGT
AAGCCC-3'; 下游引物:  SPR1B, 5'-GAAAGGC
CTTGTAAGTTGGCG-3'[3]; PCR产物长1049 bp. 
二轮PCR引物BSA, 5'-AGGACCCCTGCTCGT
GTTAC-3'; WS4, 5'-ACATACTTTCCAATCAAT
AG-3', PCR产物长730 bp(引物由北京三博远志

生物技术有限责任公司合成). 扩增条件: 94℃ 
30 s, 55℃ 30 s, (第2轮为50℃ 30 s), 72℃ 45 s, 
35个循环, 最后72℃延伸7 min. 扩增产物用20 
g/L琼脂糖凝胶电泳检测后直接送测序或进行

纯化, 克隆. 
1.2.3 INNO-LiPA HBV DR v2的测定: 严格按

照INNO-LiPA HBV DR v2试剂盒说明书操作. 
上游引物 nt 255 to 278(5'-CGTGGTGGACTT
CTCTCAATTTTC-3'); 下游引物HBV nt 1121 
to 1099(5'-AGAAAGGCCTTGTAAGTTGGC
GA-3'); Qiagen HotStar Taq DNA聚合酶(5000 
kU/L); Qiagen 10×PCR缓冲液(Tris-HCl, KCl, 
(NH4)2SO4), 15 mmol/L MgCl2, pH8.7); dNTP(25 
mmol/L). 扩增条件:  94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 
40 s, 50个循环, 最后72℃延伸7 min. PCR扩增

可得到生物素化的HBV DNA聚合酶区产物. 扩
增产物长867 bp. 扩增产物用20 g/L琼脂糖凝胶

电泳检测. 可测到的HBV DNA用Auto-LiPA全

自动反应仪进行变性、杂交、冲洗、显色. 结
果可以在条带上相应的寡核苷酸探针位置显现

出颜色.
1.2.4 目的基因的克隆及筛选: PCR扩增产物用

20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 并用UNIQ-10柱式

PCR产物回收试剂盒回收DNA片段, 参考试剂

盒说明书进行. 经PCR纯化试剂盒纯化后的PCR
产物与pEASY-T1 Cloning vector连接并转化E. 
coli  JM109感受态细胞, 蓝白筛选阳性克隆, 重
组质粒用Eco RⅠ、Hin d Ⅲ双酶切, 后用10 g/L

■研发前沿
INNO-LiPA方法
在国外已获准应
用 于 临 床 检 测
HBV耐药变异, 于
国内目前仅限于
科研使用, 且从未
有实验数据报道. 

■相关报道
Degertekin et al
最新报道 INNO-
L i PA 试 剂 最 新
版本INNO-LiPA 
HBV DR v3可检
测 包 括 L A M 、

A D V 、 E T V 与
L d T 所有常见耐
药 位 点 .  涵 盖 了
H B V 聚 合 酶 基
因逆转录酶区共
11个密码子位置
(80、173、180、
181、184、194、
202、204、233、
236、250).
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琼脂糖凝胶电泳鉴定. 菌液送测序. 
1.2.5 HBV基因序列的测定及分析: PCR产物及

克隆菌液送北京三博远志生物技术有限责任公

司应用Sanger双脱氧核糖核酸链末端终止法进

行测序. 测序结果应用BioEdit 7.0软件进行分析. 
1.2.6 INNO-LiPA与测序结果比对: 如果测序与

INNO-LiPA结果均为野生株或均为变异株或均

为混合株, 可以认为两者检测结果相符. 若一个

实验显示变异株而另一实验结果为野生株, 则
认为两实验结果不符. 结果不符的标本进行克

隆测序予以确认. 每份标本挑取5个克隆.

2  结果

2.1 结果判读 LiPA试剂条上含有34个反应线, 其
中2个质控线和32个HBV 探针线, 能够同时检测

出:  乙型肝炎病毒聚合酶基因第80位、173位、

180位、181位、204位和236密码子的野生型及

耐药型突变, 见图1. 结果判读相对简单, 但也存

在部分试剂条上部分位置的显色模糊不清楚或

显色缺失会给判读带来一些障碍.
2.2 LiPA与测序结果的标本符合率 本研究共对

237份标本同时进行了LiPA与测序的PCR扩增

检测. LiPA扩增中有2份标本扩增质控线(amp. 
control)未出, 提示扩增失败. 结果LiPA与测序结

果的标本完全符合率为76.1%(179/235). 共有38
个标本(16.2%)LiPA检测为混合株, 而测序仅显

示或为变异株或为野生株(表1).
2 .3  L i PA与测序结果的密码子符合率  在氨

基酸密码子的比较中 ,  密码子完全符合率为

91.7%(1293/1410). 考察的6个氨基酸密码子位

置中80、173、180、181、236位置两方法符

合率分别为95.7%、97.4%、88.9%、94.5%、

99.1%, 大部分(5/6)结果符合率都在88%以上, 
而204位氨基酸密码子符合率差别较大, 这是

由于在rt204位置有V和I两种变异, 可发生的变

异模式包括: r tM204V , rtM204I, r tM204V+I. 
LIPA检测中在r t204位置上有10个标本显示为

rtM204V变异, 23个标本显示为rtM204I变异, 相
同标本测序显示为野生株; LiPA有27个标本显

示为野生株,其中有21个测序为r t M204I变异, 
有6个标本为r tM204V变异; 有9个标本显示为

rtM204V+I(表2). 
2.4 克隆测序验证不符者 二者比较结果不符标

本应用克隆测序验证, 结果34个LiPA测为变异

而测序显示为野生株的标本克隆测序所得序列

提示有变异.

3  讨论

近年来抗HBV药物中, 核苷类似物的发展很快,

表 1 INNO-LiPA HBV DR v2与测序检测结果的一致性 (n )

     
LiPA

         测序

         WT(129)  WT+mutant(21)   Mutant(85)

WT(99)    90                   2                     7

WT+mutant(53)   34                  15                     4

Mutant(83)     5                   4                    74

WT: Wild type野生株; Mutant: 变异株; T+mutant: 混合株; 加

粗字为完全符合标本.

表 2 INNO-LiPA HBV DR v2与测序结果的一致性 (氨基酸
密码子)

     
密码子     LiPA检测

      测序检测

       Mutant   WT         密码子符合率(%)

rt80 Mutant   36     0          95.7

 WT   10 189 

rt173 Mutant     4     6          97.4

 WT     0 225 

rt180 Mutant   79   17          88.9

 WT     9 130 

rt181 Mutant     1     2           94.5

 WT   11 221 

rt204 Mutant   95   33          74.5

 WT   27   80 

rt236 Mutant     4     1          99.1

 WT     1 229 

WT: Wild type野生株; Mutant: 变异株.

图 1 INNO-LiPA HBV DR v2试剂条. 1-34: 试剂上显色条带的位置; L80-T236: 氨基酸密码子; conj. control: 结合质控线; 

amp. control: 扩增质控线; WILD TYPE: 野生株; MUTANT: 变异株.
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本研究以中国北
方人群乙型肝炎
患者为研究对象, 
应用INNO-LiPA
技术与传统的直
接测序法进行了
比对 .  对 I N N O -
LiPA技术有了本
土的评价.

■应用要点
INNO-LiPA法是
一种较灵敏的快
速检测HBV耐药
型的试验方法.
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已上市的核苷类药物有LAM、ADV、恩替卡

韦(entecavir, ETV)及替比夫定(telbivudine, LdT). 
但核苷类药物存在各种耐药及交叉耐药, 停药

后复发率高[7]. 及早发现体内HBV发生的耐药变

异对相应调整用药策略, 联合、序贯治疗或进

行个性化治疗都有很好的指导意义, 并可对进

一步的治疗进行监测预防. 选择一种好的检测

手段来快速、便捷、准确地检测HBV耐药变异

非常关键. 
P C R产物直接测序一次可准确测序H B V

逆转录酶A-E区, 全长549 bp. 可通过一次实验, 
检测全部已知和可能的耐药变异位点. 但该方

法的灵敏度较差, 只有当变异株所占比例超过

HBV准种池20%时才能被检测到[8]. 而且只显示

优势菌株的特征, 不能检测出含量较低的变异

株. INNO-LiPA方法在国外已获准应用于临床检

测[1]. 该法灵敏度高, 可检测出样品中占HBV准

种池5%-10%的变异株, 还具有提供信息量大、

自动化程度高等优点[8]. 
本研究通过对比, 验证了LiPA与测序比较

有很好地符合率(91.7%), 尤其对混合型耐药有

很好的检出. 这对监测患者体内HBV准种池中

各型毒株, 及早更换用药方案, 预防耐药意义

很大. 
实验中应用克隆测序来验证LiPA与测序, 

限于克隆数目, 不能完全反映HBV准种的真实

情况, 给验证带来困难. 在后续工作中要增加克

隆数量做到尽可能反映HBV病毒池各类型准种

的真实比例, 另应留取序列标本结合临床指标

来跟踪随访验证结果. 实验应用Auto-LiPA全自

动反应仪对标本进行全自动地变性、杂交、

冲洗、显色 ,  大大提高了操作的标准化程度 . 
后期结果目测判读 ,  个别氨基酸密码子位置

条带显现模糊, 可能会存在人为判断误差. 若
应用扫描仪器进行结果自动判读 ,  相信会使

INNO-LiPA的操作更加完善. 
INNO-LiPA的缺点是: (1)LiPA只能检测目

前现存已知的变异. 对新的抗病毒治疗药物发

生的新奇变异就需要设计出新的探针, 因此这

项技术需要时常地更新. (2)探针区域的多态性

可能会使结果表现为不确定. (3)因缺乏对应的

探针, 该技术不能提示标本出现新的变异[10]. 
总之, 与测序方法相比较, INNO-LiPA由于

其技术上的简便快速准确, 加上使用Auto-LiPA
全自动反应仪的操作标准化, 使他更适合于大

通量的科研或临床耐药检测. 
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■同行评价
本文的科学性、

实用性和可读性
较强, 能较好地反
映目前我国检测
乙肝病毒检测的
水平, 具有较高的
临床应用价值.


