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　　摘　要：目的　分析昆明地区丙型肝炎（简称丙肝）合并乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）隐性感染状况和相关实验室特征。方法　酶联

免疫吸附法对２４４例抗丙型肝炎病毒ＩｇＧ类抗体［抗ＨＣＶ（ＩｇＧ）］阳性血清标本进行 ＨＢＶ血清标志物（ＨＢＶＭ）检测，同时检测

丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）及胆红素（Ｂｉｌ）水平。选择 ＨＢｓＡｇ阴性标本，以巢式ＰＣＲ技术和荧光ＰＣＲ技术进行 ＨＢＶＤＮＡ定性

及定量检测。结果　２４４例抗ＨＣＶ（ＩｇＧ）阳性标本中 ＨＢｓＡｇ阴性１９８例，其中 ＨＢＶＤＮＡ阳性７６例，丙肝患者合并 ＨＢＶ隐性

感染率为３１．１５％（７６／２４４），包含５种 ＨＢＶＭ 模式，分别为抗 ＨＢｓ（＋）、抗 ＨＢｅ（＋）、抗ＨＢｃ（＋）４例（Ａ组），抗 ＨＢｅ（＋）、抗

ＨＢｃ（＋）４０例（Ｂ组），抗 ＨＢｓ（＋）、抗 ＨＢｃ（＋）５例（Ｃ组），抗ＨＢｃ（＋）２４例（Ｄ组），ＨＢＶＭ 全阴３例（Ｅ组），Ｂ组所占比最高

（犘＜０．０５），Ｄ组 ＨＢＶＤＮＡ平均含量最高（犘＜０．０５）。９０．８％（６９／７６）的标本 ＡＬＴ、Ｂｉｌ均增高。老年男性为丙肝伴 ＨＢＶ隐性

感染高发人群。结论　该地区丙肝合并ＨＢＶ隐性感染发病率较高，且ＨＢＶＭ种类多样。ＨＢＶＤＮＡ检测是判断丙肝患者ＨＢＶ

感染状况的重要方法。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）与丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）是最主要的

病毒性肝炎病原体，且二者具有相同传播途径，故 ＨＢＶ／ＨＣＶ

合并感染较为常见，且合并感染可因病毒间的相互作用而影响

疾病的发生、发展和预后［１］。ＨＢＶ／ＨＣＶ合并感染类型中，慢

性 ＨＣＶ或 ＨＢＶ感染合并隐性 ＨＢＶ或 ＨＣＶ感染较二者显

性合并感染更易影响疾病的诊断，导致漏诊，并造成患者病情

的不良转归。本研究旨在了解昆明地区丙肝患者中隐性 ＨＢＶ

感染的状况及特征。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００９年９月至２０１１年１１月于本院确诊的

抗ＨＣＶ（ＩｇＧ）阳性患者２４４例，年龄１４～７６岁，男性１５２例、

女性９２例。

１．２　仪器与试剂　乙肝血清标志物（ＨＢＶＭ）酶联免疫吸附

法（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（上海科华）；ＡＵ５４００全自动生化分析

仪及原装丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）及胆红素（Ｂｉｌ）检测试剂盒

（速率法，日本奥林巴斯）；蛋白酶Ｋ（美国Ｓｉｇｍａ），Ｔａｑ聚合酶、

ｄＮＴＰｓ及５０～８００ｂｐＤＮＡ分子标记物（美国Ｐｒｏｍｅｇａ），ＱＩＡ

ＧＥＮ病毒基因组提取试剂盒（北京天根）；ＨＢＶＤＮＡ荧光定

量聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂、７６００ＤＮＡ扩增仪（广州达安）。

１．３　方法

１．３．１　引物设计
［２］
　分别依 ＨＢＶＳ及Ｃ基因设计２对套式

引物。引物序列见表１。

表１　　巢式ＰＣＲ技术检测 ＨＢＶＤＮＡ引物序列

基因及

引物名称
引物序列（５′→３′） 位置

产物大小

（ｂｐ）

Ｓ基因

　１ｓ ＡＧＡＡＣＡＴＣＧＣＡＴＣＡＧＧＡＣＴＣ １５９～１７８ ４８４

　２ａ ＣＡＴＡＧＧＴＡＴＣＴＴＧＣＧＡＡＡＧＣ ６４２～６２３

　３ｓ ＡＧＧＡＣＣＣＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＴＡＣ １８１～２００ ４３９

　４ａ ＡＧＡＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＧＧＡＡＴＡＣ ６１９～６００

Ｃ基因

　１ｓ ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＧＧＧＡ １７３０～１７４７ ７７４

　２ａ ＧＴＡＧＧＡＧＡＡＴＡＡＡＧＣＣＣ ２５０３～２４８７

　３ｓ ＧＧＴＣＴＴＴＧＴＡＣＴＣＧＧＡＧＧＣＴＧ １７６３～１７８３ ６９３

　４ａ ＡＴＡＣＴＡＡＣＡＴＴＧ ２４５５～２４３６

　　１ｓ、２ａ：外侧引物；３ｓ、４ａ：为内侧引物。

１．３．２　ＨＢＶＤＮＡ检测　采集患者空腹静脉血，按 ＱＩＡＧＥＮ

·０４３２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１９



病毒基因组提取试剂盒要求提取提取、制备 ＨＢＶＤＮＡ。以

ＨＢＶＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ检测。５０μＬ扩增体系（引物０．５

μｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ各２００μｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ

聚合酶１Ｕ，ＨＢＶＤＮＡ５μＬ），第１轮ＰＣＲ（外引物）扩增产物

液２μＬ用作第２轮ＰＣＲ（内引物）扩增反应模板。ＰＣＲ反应

条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃６０ｓ、５６℃３０ｓ、７２℃６０ｓ循环３２

次，７２℃５ｍｉｎ。以琼脂糖（１．５ｇ／Ｌ）凝胶电泳法对ＰＣＲ产物

进行电泳，紫外检测仪观察电泳结果，以ＤＮＡ分子标记物为

对照，出现Ｓ、Ｃ基因特异性条带时判为阳性。每份标本Ｓ、Ｃ

基因均为阳性时，判断为 ＨＢＶ阳性。设置蒸馏水空白对照（１

份）、ＨＢＶ阳性对照（２份）及 ＨＢＶ阴性对照（２份）与待检标

本同时检测，对照品检验结果合格为判断检测结果有效的前

提。以上述方法确定的ＨＢＶ阳性标本进一步进行ＨＢＶＤＮＡ

定量检测。

１．４　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ２００３软件进行数据分析，各组

率的比较采用χ
２ 检验，各组 ＨＢＶＤＮＡ定量均值的比较采用

狋检验，显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２４４例抗ＨＣＶ（ＩｇＧ）阳性标本中，ＨＢＶ 表面抗原（ＨＢ

ｓＡｇ）阴性１９８例，１９８例 ＨＢｓＡｇ阴性标本中，ＨＢＶＤＮＡ阳性

率为３８．３８％（７６／１９８），即２４４例丙肝阳性患者隐性 ＨＢＶ感

染率为３１．１５％（７６／２４４）。７６例丙肝伴隐性ＨＢＶ感染患者血

清标本检出５种 ＨＢＶＭ 模式，分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ５组（见表

２），其中Ｂ组构成比最高［５２．６％（４０／７６），犘＜０．０５］，Ｄ组

ＨＢＶＤＮＡ平均含量最高（犘＜０．０５），９０．８％（６９／７６）的患者

ＡＬＴ及 Ｂｉｌ异常升高，但升高比例组间比较无统计学差异

（犘＞０．０５）。７６ 例 丙 肝 伴 隐 性 ＨＢＶ 感 染 者 中，男 性 占

７１．０５％（５４／７６），年龄分布为２８～７６岁，平均６２岁；女性占

２８．９５％（２２／７６），年龄３２～５７岁，平均４７岁。年龄大于５０岁男

性是７６例丙肝伴隐性ＨＢＶ感染者的主要人群（见表３）。

表２　　７６例丙肝伴隐性 ＨＢＶ感染标本 ＨＢＶＭ分布及特征

分组 ＨＢＶＭ模式 狀
ＨＢＶＤＮＡ平均

含量（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＡＬＴ及Ｂｉｌ异

常升高（狀）

Ａ 抗ＨＢｓ（＋）、抗ＨＢｅ（＋）、抗ＨＢｃ（＋） ４ ７．４７×１０２ ４

Ｂ 抗ＨＢｅ（＋）、抗ＨＢｃ（＋） ４０ ８．９４×１０２ ３４

Ｃ 抗ＨＢｓ（＋）、抗ＨＢｃ（＋） ５ ６．７７×１０２ ４

Ｄ 抗ＨＢｃ（＋） ２４ ６．４２×１０３ ２４

Ｅ ＨＢＶＭ全阴 ３ ７．８６×１０２ ３

表３　　７６例丙肝伴隐性 ＨＢＶ感染者年龄性别分布（狀）

年龄（岁） 男性 女性

１１～＜２１ ０ ０

２１～＜３１ ２ ０

３１～＜４１ ３ ７

４１～＜５１ ９ １２

５１～＜６１ ３０ ３

６１～＜７１ ８ ０

７１～７６ ２ ０

合计 ５４ ２２

　　：无６０岁以上女性标本。

３　讨　　论

ＨＢＶ、ＨＣＶ因具有相同传播途径，使二者合并感染较为

常见。ＨＢＶ／ＨＣＶ合并感染形式多样，包括：（１）ＨＢＶ、ＨＣＶ

同时现症感染（多见于急性感染）；（２）慢性 ＨＢＶ或 ＨＣＶ感染

合并现症 ＨＣＶ或 ＨＢＶ感染；（３）慢性 ＨＢＶ或 ＨＣＶ感染合

并隐性 ＨＣＶ或 ＨＢＶ感染；（４）ＨＢＶ、ＨＣＶ同时隐性感染
［１］。

ＨＢＶ／ＨＣＶ合并感染较单一感染更易诱发肝硬化和肝细胞癌

（ＨＣＣ）
［３４］。已有流行病学研究证实［１］，静脉注射吸毒、血液

透析、输血、器官移植和获得性免疫缺陷综合征（ＡＩＤＳ）等高危

人群不仅 ＨＢＶ／ＨＣＶ合并感染率明显增加，隐性合并感染也

更为普遍。云南省为高危人群分布相对较多的地区，相关的临

床医疗内容尤显重要。笔者以两年多时间内检出的丙肝患者

标本为研究对象，涉及患者覆盖昆明地区及云南省其他地区，

研究结论具有本区域代表性。

本研究显示，昆明地区 ＨＣＶ感染合并 ＨＢＶ隐性感染率

为３１．１５％，较已有报道的其他地区数据明显增高或基本一

致［２，５］。其中，丙肝伴 ＨＢＶ隐性感染患者 ＨＢＶＭ 以抗ＨＢｅ、

抗ＨＢｃ双阳性模式为主要模式（５２．６％），以抗 ＨＢｃ单阳性模

式对应的 ＨＢＶＤＮＡ平均定量水平为最高（６．４２×１０３ｃｏｐｙ／

ｍＬ）。故可认为本地区 ＨＣＶ感染合并 ＨＢＶ隐性感染患者

ＨＢＶＭ主要模式分布单一且显著，为抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ双阳模

式，而抗ＨＢｃ单阳模式时 ＨＢＶＤＮＡ 平均载量可超过１０３

ｃｏｐｙ／ｍＬ。同时，本研究发现本地区丙肝伴 ＨＢＶ隐性感染患

者以老年男性为主。而 ＨＢＶＭ 全阴时亦可通过巢式ＰＣＲ技

术检出 ＨＢＶＤＮＡ阳性，表明常规血清学检测已不能完全反

映 ＨＢＶ感染的存在，提示 ＨＢＶ隐性感染时，病毒复制受限或

表达异常致使血清标志物浓度低于常规血清学检测的检出下

限，因此 ＨＢＶＤＮＡ检测显得必需和尤为关键。

有研究表明，ＨＣＶ、ＨＢＶ合并感染过程中，病毒间可相互

干扰，互相抑制，ＨＢＶ可抑制 ＨＣＶ，但不如 ＨＣＶ抑制 ＨＢＶ

明显，机制可能与 ＨＣＶＣ蛋白有关
［１］。研究证实，ＨＣＶＣ蛋

白的Ｃ端疏水区可抑制ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ的表达，且ＨＢＶ核

心启动子和增强子２是 ＨＣＶＣ蛋白的效应标靶
［６］。故本研

究从２４４例抗ＨＣＶ（ＩｇＧ）阳性标本中检出７６例 ＨＢｓＡｇ和

ＨＢｅＡｇ均为阴性而 ＨＢＶＤＮＡ却为阳性的 ＨＢＶ隐性感染

者。上述７６例丙肝伴 ＨＢＶ隐性感染患者虽然 ＨＢＶＤＮＡ均

为阳性，但定量水平普遍较低，多数处于１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ水平，仅

少部分超过１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ水平。此现象与 ＨＣＶ对 ＨＢＶ的抑

制有关［７９］，可能是 ＨＣＶ感染诱导干扰素（ＩＮＦ）、ＩＮＦ样物质

或其他可溶性介质释放，激活特定细胞，下调 ＨＢＶ表达；亦或

ＨＣＶ促进ＨＢＶ诱导Ｔ淋巴细胞反应从而抑制ＨＢＶ复制；还

有学者认为，ＨＢＶＣ蛋白亚单位受细胞周期的调节，而 ＨＣＶ

诱导肝损伤伴随细胞更新，故增加了 ＨＢＶ抗原在肝细胞表面

表达，从而引起细胞毒性Ｔ细胞发挥清除 ＨＢＶ的作用，致使

肝和血清中 ＨＢＶ水平降低
［６］。

有研究证明 ＨＢＶ／ＨＣＶ合并感染可增加重型肝炎、肝硬

化和ＨＣＣ发病率和患者病死率
［３４］。本研究中也对７６例丙肝

伴 ＨＢＶ隐性感染者肝功能进行了检测，结果表明９０．８％（６９／

７６）的患者出现了ＡＬＴ、Ｂｉｌ均增高的肝功能严重受损指征，此

比例显著高于 ＨＢＶ或 ＨＣＶ单项感染导致的肝功能异常状

况，表明本地区慢性丙肝伴 ＨＢＶ隐性感染患者肝脏损伤显著

加重。其机制可能为 ＨＣＶ、ＨＢＶ 合并感染中，ＨＣＶ 抑制

ＨＢＶ复制及抗原表达，致使 ＨＢＶ感染呈隐匿状态而逃避免

疫清除，两种病毒与宿主免疫之间也许存在一种平衡造成长期

慢性 ＨＣＶ／ＨＢＶ感染，而长期的慢性炎症可造成肝细胞持续

的炎性坏死和肝功能受损加重，甚至可刺激（下转第２３４３页）
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素为马红球菌显性特征，易与其他类似菌区别，如奴卡和氏菌

菌落干燥；与棒状杆菌属区别是不发酵任何糖类，并可根据菌

落形态、硝酸盐还原、溶血性进行鉴别；与李斯特菌鉴别是不能

水解七叶苷，不发酵糖醇和动力阴性；与丹毒丝菌鉴别是为触

酶阳性，Ｈ２Ｓ阴性；与肠球菌鉴别是触酶阳性，不水解七叶苷，

不分解任何糖醇类。

２．４　药敏实验结果　用ＫＢ法对１６株马红球菌进行药敏试

验结果见表１。

表１　　１６株马红球菌对常用抗菌药物敏感率和耐药率观察

药物名称
试验株

（狀）

敏感株

（狀）

敏感率

（％）

耐药株

（狀）

耐药率

（％）

环丙沙星 １６ １６ １００．０ １ ６．３

氧氟沙星 １６ １４ ８７．５ ０ ０．０

头孢噻嗪 １６ １２ ７５．０ １ ６．３

氯霉素 １６ １２ ７５．０ ２ １２．５

利福平 １６ １４ ８７．５ ０ ０．０

头孢哌酮 １６ １６ １００．０ ０ ０．０

３　讨　　论

马红球菌为人类罕见的条件致病菌。近年来，由于艾滋病

患者的增多，马红球菌引起人类呼吸道和败血症等报告亦增

多［５］，从人类感染性标本中检出本菌的报道呈上升趋势。马红

球菌是细胞内的兼性寄生菌，具有持续性破坏肺泡巨噬细胞的

能力，是其致病的基础，马红球菌在细胞内的持续发展与溶酶

体起融合作用的吞噬小体缺失有关［６］；马红球菌致病能力可能

取决于宿主和微生物两方面的因素，宿主体内融合作用的吞噬

小体数量增加能明显提高巨噬细胞杀灭马红球菌的能力。

ＨＩＶ继发马红球菌感染者，常以肺部表现为主，临床常见发

热、咳嗽、呼吸困难及胸痛［７］。本实验分离出的１６株马红球菌

均来自本院呼吸内科病区，临床诊断为肺部重度感染，年龄

１８～５５岁，有吸毒史８例，冶游史７例，输血史１例；１６株马红

球菌感染的患者临床表现持续高热（体温３８．５～４０．７℃），咳

嗽、呼吸困难，Ｘ线片可见肺部弥漫性渗出性浸润病变、蜂窝状

改变、结节或团块病灶、胸腔积液等，多为重度感染，可导致免

疫系统受损。

马红球菌感染最常用的治疗方法是根据药物敏感试验选

择两种抗菌药物治疗，由表１可见，马红球菌对环丙沙星和头

孢哌酮的敏感率为１００．０％，其他药物敏感率依次为氧氟沙星

和利福平（８７．５％），头孢噻嗪和氯霉素（７５．０％）；对头孢哌酮、

氧氟沙星和利福平耐药率为０％，环丙沙星、头孢噻嗪耐药率

为６．２５％，氯霉素１２．５％；马红球菌耐药目前尚无相关标准，

本实验结果与文献报道有少许差异［８］，可能与抗菌药物选用不

一致，故产生耐药性不一致，因此，临床应根据药敏实验结果选

用抗菌药物。本院采用头孢哌酮与利福平联合治疗７～２１ｄ

后行体格检查：患者双肺呼吸音清，无干湿罗音，复查痰菌培养

阴性，复查Ｘ线片病灶明显吸收或完全吸收，所有患者均好转

或痊愈出院。

在进行临床标本细菌培养中可根据马红球菌生长缓慢、可

产生鲜明色素的明显特征，对已培养１８～２４ｈ后菌落仍较小

或结果为阴性时，应观察培养至７２ｈ后再做鉴别，以提高该菌

的阳性检出率。本组１６例标本中，培养２４ｈ可确诊阳性５

例，其余１１例均培养至７２ｈ后确诊阳性。
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潜在的肝脏癌细胞增殖［１０］。因此，当慢性丙肝伴 ＨＢＶ隐性感

染时，虽然病毒间互相干扰、抑制，但肝损伤有所加重。

本研究涉及的２４４例标本均来自不同的患者，虽保证了研

究取样的广泛性，但部分标本（约７０余例）对应为仅单次检测

的患者，故不能完全确认所选标本均来源于慢性丙肝患者，也

无法明确其为急性或慢性感染，影响了研究结论的明确性，因

此还需进行更为深入及明确的研究。
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