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    研究背景 
 

 直接抗病毒药物（ DAAs ）是治疗HCV感染的新选择，其

在抗病毒过程中具有高SVR率，泛基因型谱，疗程短，不

良反应少，患者依从性好和禁忌症少等优点。 

 

  随着DAAs在临床的应用，部分患者会出现耐药相关突变

（RAVs），而有些RAVs可以显著降低DAAs 的疗效。 

      



研究背景 

广西地区慢性丙型肝炎患者针对NS5A、NS5B抑制剂
的天然耐药突变情况？ 

 甚至还有部分患者在抗病毒治疗前，其体内就已经存在大
量的HCV准株，这些准株可能携带了针对某一 DAA 药物
的耐药基因，即患者存在天然耐药突变。 

 2019EASL数据显示：29%的初治患者存在基线RAS 

  目前DAAs主要包括NS3/4A蛋白酶抑制剂、NS5A抑制剂
和NS5B聚合酶抑制剂，其中NS5B抑制剂的耐药屏障是相
对较高的。 

      
 



研究目的 

探讨广西地区未迚行抗病毒治疗的慢性丙型肝炎

患者NS5A、NS5B抑制剂天然耐药突变的情况 



研究方案 

1.研究对象的选择 
入选标准： 
（1）丙型肝炎的诊断符合2015年《丙肝防治指南（2015更新
版） 》诊断标准； 
（2）患者此次就诊前均未迚行抗病毒治疗； 

排除标准： 
（1）哺乳期戒妊娠期妇女和儿童； 
（2）合并其他肝炎重叠感染； 
（3）合并代谢性肝病、自身免疫性肝炎、酒精性肝病； 
（4） 合并HIV感染者； 
（5）伴有肾功能不全、严重心肺疾病等； 



研究方案 

1.研究对象的选择 

按入选标准和排除标准本研究共纳入223例患者 
 

期中213例患者成功扩增NS5A区并测序成功 
 

126例患者成功扩增NS5B区并测序成功 
 



研究方案 

233例丙肝患者 
采集患者的外

周静脉血2管 

1管送去武汉康圣达医 

学检验中心检测基因型 

1管离心之后收集血清用

于提取HCVRNA 

逆转录巢式PCR方法扩增

HCV NS5A、NS5B区域 

电泳结果有目的条带

送去测序 

结果无目的条带戒条带较暗的适当增加模版

量重跑PCR，将有目的条带的产物送测序 

测序结果用DNAMAN软件迚行序列比对 

耐药突变位点分析 

2.实验路线图 



结果1--NS5A区 

  1.1 研究对象的一般资料 
本研究共入选233例患者，有214例患者样本扩增并测序成功NS5A区，其中慢性丙型肝

炎患者191例，肝硬化患者23例。基因1a型19例，基因1b型100例，基因3a型23例，基

因3b型30例，基因6a型42例。各个基因型的一般资料如下表 

变量 1a（n=19） 1b（n=100） 3a（n=23） 3b（n=30） 6a（n=42） F值 P值 

男/女 11/8 50/50 12/11 18/12 24/18 0.401 0.801 

平均年龄
（岁） 

42.4±8.7 47.1±12.6 43.9±9.7 42.7±9.6 45.0±12.1 1.343  0.255 

ALT（U/L） 83.9±49.6 73.1±62.0 100.2±82.4 90.0±71.6 84.0±65.2 1.008  0.404 

AST（U/L） 

 
60.1±42.4 69.4±63.6 88.1±76.0 77.7±52.9 63.4±41.1 0.960 0.430 

HCVRNA(lg,

copies/mL) 

6.2±0.7 6.6±0.8 6.6±1.2 6.5±0.7 6.6±1.0 0.958  0.431 



               结果1--NS5A区 

1.2电泳结果图 

    图2-2      图2-1 
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图2-1为基因1a型部分样本第二
轮PCR产物电泳结果图，最左
侧为maker，从左至右第一个孔
道为空白对照，部分样本在
1500bp处有目的条带。 

图2-2为基因3a/b型部分样本第
二轮PCR产物电泳结果图，最
左侧为maker，从左至右第一
个孔道为空白对照，部分样本
在1300bp处有目的条带。 



         结果1-NS5A区 

    1.2电泳结果图 

     图2-4 
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图2-4为基因6a型部分样本第二轮PCR产物电
泳结果图，最左侧为maker，从左至右最右边
孔道为空白对照，部分样本在1600bp处有目的
条带。 



          结果1-NS5A区 

  1.3 序列结果比对图 

图3-1为基因1a型的序列结果比对图，

标准株为HCV1a型（AF009606.1） 

图3-2为基因1b型的序列结果比对图，

标准株为HCV1b型（AJ238799.1） 

图3-3为基因3a型的序列结果比对

图，标准株为HCV3a型（D17763.1） 

图3-4为基因3b型的序列结果比对图，

标准株为HCV3b型（JQ065709.1） 



            结果1-NS5A区 

   1.4-1  基因1型患者相关位点突变情况 
     NS5A区域相关位点突变 GT1a（n=19）（%） GT1b（n=100）（%） 

Q30H 1（5.3） - 

R30Q - 23（23.0） 

Q54H - 5（9.0） 

H58P 1（5.3） - 

P58S - 4（4.0） 

Y93H - 6（6.0） 

M28T+H58P 1（5.3） - 

H58P+E62D 4（21.0） - 

Q54H+ P58S - 2（2.0） 

L31M+ R30Q - 2（2.0） 

Q54H+ R30Q - 4（4.0） 

合计 7（36.8） 46（46.0） 



            结果1-NS5A区 

   1.4-2 基因3型患者相关位点突变情况 
     

NS5A区域相关位点突变 GT3a（n=23）（%） GT3b（n=30）（%） 

M28L - 1（3.3） 

K30A - 1（3.3） 

A30K 2（8.7） - 

M31L - 3（10.0） 

L31M 1（4.3） - 

T54A - 4（13.3） 

A30R+L31M 6（26.0） - 

K30A+M31L - 1（3.3） 

合计 9（39.1） 10（33.3） 



            结果1-NS5A区 

   1.4-3 基因6型患者相关位点突变情况 
 

NS5A区域相关位点突变 GT6a（n=42）（%） 

F28V 1（2.4） 

T58P 1（2.4） 

T93A 1（2.4） 

合计 3（7.2） 



            结果1-NS5A区 

    1.4-4各基因型突变率的比较 
 基因1型与基因3型比

较： P=0.286＞0.05，

差异无统计学意义 

基因1型与基因6型比

较：P=0.000＜0.05，

差异有统计学意义 

基因3型与基因6型比

较： P=0.001＜0.05，

差异有统计学意义 

基因1型和基因3型患

者的突变率高于基因6

型患者。 

 



           结果1-NS5A区 

     
 

   1.4-5慢性丙型肝炎患者和丙肝肝硬化患者突变率的比较 

两者突变率比较， 

P=0.000＜0.05，

差异有统计学意

义，丙肝肝硬化

患者的突变率高

于慢性丙型肝炎

患者的突变率。 

P=0.000＜0.05 



            结果2-NS5B区 

2.1研究对象的一般资料 
 
本研究共入选233患者，我们对126例患者样本扩增并测序成功NS5B区，其中慢性丙型

肝炎患者103例，肝硬化患者23例。基因1b型55例，基因3a型13例，基因3b型20例，

基因6a型38例。研究对象的临床资料如下表 



结果2-NS5B区 

2.2电泳结果图 
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分样本第二轮

PCR产物电泳结

果图，最左侧为

maker，从左至

右，最右边孔道

为空白对照，部

分样本在

1600bp处有目

的条带。 



结果2-NS5B区 

   2.3序列结果比对图 

图3-5为基因6a型的序列结果比对图，标准株为HCV6a型（AY859526.1） 



结果2-NS5B区 

2.4-1基因1型患者相关位点突变情况 
     GT1b型 NS5B区 



结果2-NS5B区 

   2.4-2 基因3型患者主要相关位点突变情况 
     

NS5B区域相关位点突变 GT3a（n=13）（%） GT3b（n=20）（%） 

E237G - 2（10.0） 

合计 - 2（10.0） 

期中一例患者在用SOF+VEL治疗时失败 



结果2-NS5B区 

   2.4-3 基因6型患者主要相关位点突变情况 
 

NS5B区域相关位点突变 GT6a（n=38）（%） 

V494A 
 

3（7.9） 
 

合计 3（7.9） 



结果2-NS5B区 

    2.4-4各基因型突变率的比较 
 

基因6型与基因3型比较： P＞
0.05，差异无统计学意义 
 
基因1型与基因6型比较：P＜
0.05，差异有统计学意义 
 
基因1型与基因6型比较： P＜
0.05，差异有统计学意义 
 
基因6型和基因3型患者的突变
率低于基因1型患者。 
 
肝硬化患者的突变率高于慢性
丙型肝炎患者 P＜0.05 
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结论 

1.广西地区未迚行抗病毒治疗的丙型肝炎患者中存在针对                   

NS5A、NS5B区抑制剂的天然耐药位点突变，既有单位点突

变，也有两个位点戒多位点联合突变。 

2.NS5A区基因1型、3型患者的突变率高于基因6型患者。 

3.NS5B区基因1型的突变率高于基因6型和3型患者,E237G位

点变异可能是基因3b型患者疗效不佳的原因之一。 

4.丙肝肝硬化患者的突变率高于慢性丙型肝炎患者的突变           

率，耐药突变可能跟肝硬化的发生有关。 

  

 



结论 


