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·经验交流·

乙肝病毒ＤＮＡ与乙肝病毒标志物的相关性研究

叶儒军１，魏　威
２

（１．梁平县人民医院检验科，重庆梁平４０５２００；２．南方医科大学生物技术学院，广东广州５１０５１５）

　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎病毒标志物的检测与其ＤＮＡ的关系。方法　取乙肝患者与阴性对照组患者的血液，提取血液

总ＲＮＡ后进行逆转录，再用实时荧光定量ＰＣＲ检测乙肝标志物，如 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２。结果　定量ＰＣＲ发现乙肝患者比

对照组 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２均上调。结论　可以用荧光定量ＰＣＲ检测乙肝病毒标志物来鉴定乙肝患者。

关键词：肝炎病毒，乙型；　ＤＮＡ；　聚合酶链反应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２３．０６０ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２３２９３２０２

　　乙型病毒性肝炎，简称乙肝，是１种由乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染机体后所引起的疾病。ＨＢＶ主要存在于肝细胞

内并损害肝细胞，引起肝细胞炎症、坏死、纤维化。传统方法检

测 ＨＢＶ都需要一定的时间，选用分子生物学中的荧光定量

ＰＣＲ的方法来检测乙肝病毒标志物如 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２

的基因水平来鉴定乙肝患者，这是１种快速而且准确的方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　取已知的乙肝患者３０例的血液和阴性对照组

３０例血液，随机配对成３０组，血液收集后均放在－８０℃冰箱。

１．２　血液总ＲＮＡ抽提　取适量血液，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ将细

胞转移至１．５ｍＬＥＰ室温放置５ｍｉｎ，使其充分裂解，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清转移至另一ＥＰ管，弃沉淀。按２００μＬ

氯仿（三氯甲烷）／ｍＬＴｒｉｚｏｌ加入氯仿，震荡混匀室温放置１５

ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取上层水相至另一ＥＰ管中，按

０．５ｍＬ异丙醇／ｍＬＴｒｉｚｏｌ加入异丙醇混匀，１２０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，弃上清，ＲＮＡ 沉于管底。加入 ７５％ 乙 醇，４ ℃、

８０００×ｇ离心５ｍｉｎ，尽量弃上清，室温晾干或真空干燥５～１０

ｍｉｎ。加入ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ２０μＬ，取出１μＬ准备做电泳鉴

定实验或测ＯＤ值定量ＲＮＡ浓度。

１．３　逆转录　提取血液总ＲＮＡ后，测定ＲＮＡ浓度，并根据

试剂盒说明书逆转录 ＲＮＡ为ｃＤＮＡ，程序设定为８５℃，１５

ｍｉｎ，３７℃，３０ｍｉｎ。

１．４　荧光定量ＰＣＲ检测ＰｒｅＳ２基因　根据ＰｒｅＳ２基因设计

引物，ＨＢｓＡｇ：５′ＴＡＣＧＣＡＴＡＧＣＴＡＣＧＡＴＣ３′；５′ＧＣＴ

ＡＣＧＡＡＧ ＧＴＣＣＧＡ ＴＣＡ３′；ＨＢｅＡｇ：５′ＴＣＧ ＴＣＡ ＴＴＣ

ＧＡＴＡＧＧＣＣＧＡ３′；５′ＴＣＧＡＧＧＴＴＣＧＡＡＣＧＴＡＧ３′；

ＰｒｅＳ２：５′ＧＣＡ ＣＣＧ ＴＣＴ ＴＧＧ ＣＴＣ ＡＧＴ ＡＣ３′；５′ＴＧＧ

ＴＧＡＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＧＧＡ３′；ＧＡＰＤＨ：５′ＣＣＴＧＧＡＣＡＣ

ＣＴＧＣＴＧＡＣＡ３′；５′ＧＡＡＴＧＡＡＧＴＡＣＧＧＡＧＣＡＧＡＧ

３′。通过荧光定量ＰＣＲ检测细胞样品中目的基因和内参基因

的表达量，根据ＰＣＲ反应曲线得到各样品目的基因和内参基

因的Ｃｔ值（域值循环数），采用 ΔΔＣｔ的方法进行相对定量，

ＰＣＲ反应的条件：（３０ｓ，９５℃；５ｓ，９５℃；３１ｓ，６０℃），反应为

４０个循环。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件包进行统计学处

理。统计方法为计量资料两组间比较采用配对狋检验，计数资

料采用χ
２ 检验，组内比较及治疗前后的比较用方差分析。

２　结　　果

２．１　荧光定量ＰＣＲ溶解曲线及扩增曲线分析　随机抽取样

品，通过溶解曲线图及扩增曲线分析，以检测样品质量及确定

合适的实验条件。结果显示，ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２和ＧＡＰ

ＤＨ熔解曲线均为单一峰二分之一溶解温度略有差异，四种基

因均无杂信号出现，而且据扩增曲线得知目的基因都可以达到

平台期见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２基因的表达

　从分析结果可以看出，乙肝患者血清中 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，

ＰｒｅＳ２的 Ｃｔ值均值分别为２５．５７±３．６５，２７．７４±３．９４和

２３．５６±３．５４，阴性对照组血清中的 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２的

Ｃｔ值分别为３０．４６±３．２３，３２．１４±３．７９和２８．１８±３．３７，乙肝

患者 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２的ΔＣｔ值为８．５７，９．７４和７．５６，

阴性对照组ΔＣｔ值为１３．４６，１４．１４和１２．１８根据二者的平均

２ΔΔＣｔ值计算可知，乙肝患者组血清中 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，

ＰｒｅＳ２的平均含量比阴性对照组的高２９．６５，２１．１１和２４．５９

倍，而且两者之间差别有统计学意义（犘＜０．０５）。见图２（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

乙型肝炎病毒简称 ＨＢＶ
［１］。肝炎病毒基因组共有４个

ＯＲＦ，编码以下一些蛋白：Ｃｏｒｅ蛋白和ｐｒｅｃｏｒｅ蛋白，Ｐｏｌ蛋

白，Ｘ蛋白，以及Ｓ蛋白（Ｌ，Ｍ，Ｓ）。Ｃｏｒｅ是核衣壳蛋白；Ｐｒｅ

ｃｏｒｅ可能与抑制宿主的免疫反应有关；Ｘ蛋白对病毒复制是重

要的，还与肝癌的发生有关；Ｓ蛋白是病毒的包膜蛋白，与病毒

进入细胞有关［２４］。目前，已可从感染 ＨＢＶ患者血清中及感

·２３９２· 国际检验医学杂志２０１２年１２月第３３卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２３



染肝脏提纯的病毒核心中分离出环状双股 ＤＮＡ，从而确定

ＨＢＶ属ＤＮＡ病毒。目前，由于克隆化ＤＮＡ完整核苷酸已经

确定，现已证实 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｃＡｇ都是由Ｄａｎｅ颗粒的ＤＮＡ

所编码，并且二类基因存在同一 ＤＮＡ分子上。有报道发现

ＨＢＶＤＮＡ负链能编码全部已知的 ＨＢＶ蛋白质，而其正链开

放读码区，不能编码病毒蛋白［５］。ＨＢＶＤＮＡ负链有４个开放

区，分别称为Ｓ、Ｃ、Ｐ及Ｘ，能编码全部已知的 ＨＢＶ蛋白质。Ｓ

区可分为２部分，Ｓ基因和前Ｓ基因。Ｓ基因能编码主要表面

蛋白。Ｓ基因之前是１个能编码１６３个氨基酸的前Ｓ基因，编

码ＰｒｅＳ１和ＰｒｅＳ２蛋白。Ｃ区基因包括前Ｃ基因和Ｃ基因，分

别编码 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ。Ｐ区最长，约占基因组７５％以上，

编码病毒体ＤＮＡ多聚酶。Ｘ区可能编码有１５４个氨基酸的碱

性多肽［６９］。

乙肝病毒在感染人体后，乙肝标志物变化有以下特点：（１）

潜伏期乙肝病毒表面抗原阳性，或伴乙肝病毒脱氧核糖核酸聚

合酶和乙肝病毒ｅ抗原阳性；（２）急性期 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，抗

ＨＢｃ，ＨＢＶＤＮＡＰ，ＨＢＶＤＮＡ，前Ｓ蛋白均可阳件，乙肝病毒

核心抗体 Ｍ型免疫球蛋白高滴度，抗ＨＢｃ滴度逐渐升高；（３）

恢复期 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＨＢｃＡｇ，ＨＢＶＤＮＡＰ，前Ｓ蛋白等均

转阴，抗ＨＢｃｌｇＭ滴度下降并消失，抗ＨＢｃ持续高滴度，乙型

肝炎表面抗体，滴度逐渐升高，抗ＨＢｅ可显阳性。因此，动态

观察乙肝标志物有助于急性乙型肝炎的诊断，临床、上应用以

下两项标准或其中１项诊断急性乙型肝炎。ＨＢｓＡｇ滴度由阴

性到阳性高滴度，再由高滴度到低滴度，消失后抗 ＨＢｓ阳转。

急性期抗ＨＢｃｌｇＭ 滴度高水平，耐抗ＨＢｃ阴性或低水平，恢

复期则相反［１０１２］。

用分子生物学的方法荧光定量ＰＣＲ检测乙肝病毒标志物

ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２的表达研究，发现乙肝患者 ＨＢｓＡｇ，

ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２的基因表达明显高于阴性对照组，这给医学鉴

定乙肝患者提供了生物学依据，是１种快速准确的鉴定乙肝患

者的方法，给临床提供了更有力的依据。
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·经验交流·

乙型肝炎病毒血清标记物少见模式复检及分析

李光友１，苏贵灵２，高　朋
１，冯　岚

１

（１．安徽省芜湖市第二人民医院检验科，安徽芜湖２４１００１；

２．安徽省芜湖市第一人民医院儿科，安徽芜湖２４１００１）

　　摘　要：目的　通过对乙型肝炎病毒血清标记物少见模式复检，观察结果的符合情况，并结合转氨酶和 ＨＢＶＤＮＡ对乙型肝

炎病毒血清标记物（ＨＢＶＳＭ）少见模式进行综合分析。方法　采用ＥＬＩＳＡ法测定 ＨＢＶＳＭ；采用荧光定量聚合酶链反应（ＦＱ

ＰＣＲ）法检测 ＨＢＶＤＮＡ含量；采用全自动生化分析仪检测转氨酶。结果　１８３７２例样本初检，发现７１１例共１３种 ＨＢＶＳＭ 少

见模式，通过双孔平行复检，检出 ＨＢＶＳＭ 少见模式为３８８例，占总检测例数的２．１１％（３８８／１８３７２），占初检少见模式例数的

５４．５７％（３８８／７１１）。ＨＢＶＳＭ少见模式 ＨＢＶＤＮＡ总阳率为３２．８１％；ＡＬＴ和ＡＳＴ总阳率分别为１０．００％和１０．６７％。结论　

ＨＢＶＳＭ少见模式应进行复检，并结合转氨酶和 ＨＢＶＤＮＡ进行综合判断。

关键词：肝炎，乙型；　肝炎病毒，乙型；　生物学标记；血清

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２３．０６１ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２３２９３３０３

　　乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）所引起的传染性疾

病［１］。乙型肝炎病毒血清标记物（ＨＢＶＳＭ）是乙型肝炎临床

诊治、病情监测及疗效观察的重要依据。近几年来由于抗病毒

药物及乙肝疫苗的广泛使用等给检测结果的判断带来不

便［２４］。因此，研究者对出现的 ＨＢＶＳＭ 少见模式进行复检，

观察结果的符合情况，并结合转氨酶和 ＨＢＶＤＮＡ进行综合

·３３９２·国际检验医学杂志２０１２年１２月第３３卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２３


