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乙型肝炎病毒ＤＮＡ与“乙肝两对半”模式关系的临床研究

靳礼松

（济源市人民医院，河南济源４５４６９０）

　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ与“乙肝两对半”模式的关系。方法　选择２４０例乙型病毒性肝炎患者为研

究对象，分别采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）及荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）检测“乙肝两对半”及 ＨＢＶＤＮＡ，并对二者的

相关性进行分析。结果　不同“乙肝两对半”模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率及含量不同，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。ＨＢ

ｓＡｇ（阳性）、ＨＢｅＡｇ（阳性）和 ＨＢｃＡｂ（阳性）模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率及含量最高，分别为９５．６８％、（６．７２±１．５６）ｐｇ／ｍＬ。

两两比较，ＨＢｅＡｇ（阳性）模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率及含量均高于 ＨＢｅＡｇ（阴性）模式（犘＜０．０５）。“乙肝两对半”模式与

ＨＢＶＤＮＡ阳性率有明显相关性（χ
２＝３６．７８，狉＝０．３０，犘＜０．０５）。结论　“乙肝两对半”模式与 ＨＢＶＤＮＡ相互弥补，可作为乙

型病毒性肝炎早期诊断、疗效评估的可靠指标。
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　　“乙肝两对半”是国内临床最常用的乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉ

ｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染检测的血清标志物，包括 ＨＢＶ表面抗

原（ＨＢＶｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｓＡｇ）和抗 ＨＢＶ表面抗体（ａｎｔｉ

ＨＢＶｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＢｓＡｂ）、ＨＢＶｅ抗原（ＨＢＶｅａｎｔｉｇｅｎ，

ＨＢｅＡｇ）和抗 ＨＢＶｅ抗体（ａｎｔｉＨＢＶｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＢｅＡｂ）、

ＨＢＶ核心抗原（ＨＢＶｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｃＡｇ）和抗 ＨＢＶ核心抗

体（ａｎｔｉＨＢＶｃｏｒｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＢｃＡｂ）
［１］。“乙肝两对半”检查

可判断是否感染乙型病毒性肝炎或粗略估计病毒复制水平。

ＨＢＶＤＮＡ阳性率可直接反映 ＨＢＶ的存在，ＨＢＶＤＮＡ定量

检测指标降低是乙型病毒性肝炎转阴的前奏［２］，也是患者康复

最关键的一步，患者体内 ＨＢＶＤＮＡ降低反映 ＨＢＶ的复制水

平下降。“乙肝两对半”及 ＨＢＶＤＮＡ检查均是对 ＨＢＶ感染

的测定，但这２种检测方法的意义不同
［３］。笔者分析了本院

２０１１年１月至２０１２年６月收治的２４０例乙型病毒性肝炎患者

的 ＨＢＶＤＮＡ和“乙肝两对半”检验结果的相关性，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院２０１１年１月至２０１２年６月收治的

２４０例乙型病毒性肝炎患者为研究对象，其中，男１４７例，女９３

例；年龄２９～７６岁，平均（４５．６±５．２）岁。诊断标准
［４］：（１）患

者临床表现为不明原因的明显乏力和消化道症状，甚至出现黄

疸；（２）肝功能检查异常，主要包括血清丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）升高，和（或）血清胆红素升高；（３）ＨＢ

ｓＡｇ阳性；（４）ＨＢｃＡｂＩｇＭ阳性，抗体滴度超过１∶１０００；（５）

肝组织学符合病毒性肝炎改变。排除标准：合并心、脑、肝、肾

等重要脏器功能障碍者。

１．２　主要试剂　ＨＢＶ诊断试剂盒购自北京万泰生物药业股

份有限公司，批号：国药准字Ｓ２００９０００８；ＨＢＶ核酸扩增荧光

定量检测试剂盒，购自艾康生物技术（杭州）有限公司，批号：国

药准字Ｓ２０００００５９。

１．３　检验方法

１．３．１　“乙肝两对半”的酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）　用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）将待检血清按１∶１的稀释比率

稀释后加入板孔中，每孔加１００μＬ。同样按１∶１的稀释比率

稀释阴、阳性对照血清，阴、阳性对照各设１孔，每孔１００μＬ；

另设一空白对照孔，空白对照孔加１００μＬ稀释液。轻轻振匀

孔中样品，置３７℃温育３０ｍｉｎ。甩掉板孔中的溶液，每孔加入
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稀释好的洗涤液２００μＬ，静置３ｍｉｎ后弃去洗涤液，再用吸水

纸吸干，重复３次。每孔加酶标单克隆抗体１００μＬ，置３７℃

温育３０ｍｉｎ，洗涤３次，吸水纸吸干。每孔顺序加入底物 Ａ、Ｂ

液各１滴（５０μＬ），混匀。室温（１８～２５℃）避光显色１０ｍｉｎ

后，每孔加终止液１滴（５０μＬ）（０．２５％氢氟酸），终止反应。

采用波长６３０ｎｍ的酶标仪测定光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）

值。设检测样本ＯＤ≥０．３５为阳性。

１．３．２　ＨＢＶＤＮＡ 的荧光定量聚合酶链反应（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＦＱＰＣＲ）　从试剂盒中

取出 ＨＢＶＰＣＲ反应液、ＴａｑＤＮＡ聚合酶及嘧啶 Ｎ糖基化酶

（ｕｒａｃｉｌＮｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＵＮＧ）。室温融化后，离心１０ｓ（离心半

径８ｃｍ，２０００ｒ／ｍｉｎ），设需要的管数为狀（狀＝样本数＋阴性对

照１管＋强阳性对照１管＋室内质控１管＋试剂空白１管＋

阳性参控品４管），４０μＬ反应体系如下：ＰＣＲ反应液３７．６μＬ、

ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．４μＬ、ＵＮＧ０．０６μＬ。计算各试剂的使用

量，加入试管中，充分混匀，向设定的狀个ＰＣＲ反映管中分别

加入３８μＬ，转移至样本处理区。取狀个０．５ｍＬ灭菌离心管，

做好标记。首先加入１００μＬＤＮＡ提取液１，再分别加入待测

血清或血浆样本以及各种对照品各１００μＬ，振荡混匀，离心

１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１３０００ｒ／ｍｉｎ），吸弃上清液；再加入

２５μＬＤＮＡ提取液２，振荡１０ｓ，１００℃干浴，离心１０ｍｉｎ（离

心半径８ｃｍ，１３０００ｒ／ｍｉｎ），保留上清液备用。将样本及对照

品的裂解产物用前置室温解冻，离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１３

０００ｒ／ｍｉｎ）。在设定的狀个反应管中分别加入处理过的样本、

阴性对照、强阳性对照、室内质控血清、灭菌去离子水以及阳性

参控品各２μＬ，密封ＰＣＲ反应管，并记录样本信息。按设置装

载反应管，选择或设置扩增和检测条件：选择预设的程序文件

或设置为：３７℃处理３ｍｉｎ；９４℃预变性１ｍｉｎ；９５℃变性５ｓ，

６０℃退火３０ｓ，共４０个循环，荧光信号采集设在６０℃。设置

孔位及荧光。保存数据，绘制标准曲线图。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，将

“乙肝两对半”检查结果分为常见的９种模式，不同“乙肝两对

半”模式间 ＨＢＶＤＮＡ阳性率的比较采用χ
２ 检验，不同“乙肝

两对半”模式间 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数的比较采用方差分析，“乙

肝两对半”模式与 ＨＢＶＤＮＡ阳性率的相关分析应用Ｐｅａｒｓｏｎ

相关系数法，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

不同“乙肝两对半”模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率不同，

差异有统计学意义（χ
２＝３６．７８，犘＜０．０５）。ＨＢｓＡｇ（阳性）、

ＨＢｅＡｇ（阳性）和 ＨＢｃＡｂ（阳性）模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性

率最高，为９５．６８％。两两比较，ＨＢｅＡｇ（阳性）模式的患者

ＨＢＶＤＮＡ阳性率均高于 ＨＢｅＡｇ（阴性）模式，差异均有统计

学意义（χ
２
１～５＝１６．２８，χ

２
１～８＝１５．０６，χ

２
１～９＝１２．８２，χ

２
２～５＝５．２２，

χ
２
２～８＝１０．１４，χ

２
２～９＝８．０５，χ

２
３～５＝３．８８，χ

２
３～８＝８．８４，χ

２
３～９＝

６．８３，χ
２
４～５＝５．７２，χ

２
４～８＝１０．４７，χ

２
４～９＝８．３８，χ

２
６～５＝３．７２，

χ
２
６～８＝６．８４，χ

２
６～９ ＝４．９８，χ

２
７～５ ＝５．１４，χ

２
７～８ ＝７．３０，χ

２
７～９ ＝

５．３７，犘＜０．０５），见表１。

不同“乙肝两对半”模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ含量不同，差

异有统计学意义（犉＝４１．８１，犘＜０．０５）。ＨＢｓＡｇ（阳性）、

ＨＢｅＡｇ（阳性）和 ＨＢｃＡｂ（阳性）模式的患者 ＨＢＶＤＮＡ含量

最高，为６．７２±１．５６。两两比较，ＨＢｅＡｇ（阳性）模式的患者

ＨＢＶＤＮＡ含量均高于 ＨＢｅＡｇ（阴性）模式，差异均有统计学

意义（狇１～５＝２１．４７，狇１～８＝１６．７９，狇１～９＝１６．９６，狇２～５＝５．３８，

狇２～８＝５．５３，狇２～９＝６．３０，狇３～５＝５．１９，狇３～８＝５．３３，狇３～９＝６．１４，

狇４～５＝９．１８，狇４～８＝８．９３，狇４～９＝９．６１，狇６～５＝６．２１，狇６～８＝６．２１，

狇６～９＝７．０１，狇７～５＝５．０５，狇７～８＝５．２７，狇７～９＝５．９４，犘＜０．０５），

见表１。“乙肝两对半”模式与 ＨＢＶＤＮＡ阳性率有明显相关

性（χ
２＝３６．７８，狉＝０．３０，犘＜０．０５）。

表１　　“乙肝两对半”模式与 ＨＢＶＤＮＡ的关系

组别 狀

“乙肝两对半”模式

ＨＢｓＡｇ ＨＢｓＡｂ ＨＢｅＡｇ ＨＢｅＡｂ ＨＢｃＡｂ

ＨＢＶＤＮＡ定性

阳性（狀） 阳性率（％）

ＨＢＶＤＮＡ定量

（ｐｇ／ｍＬ）

１ ６５ 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 ６２ ９５．３８ａｂｃ ６．７２±１．５６ａｂｃ

２ １０ 阳性 阳性 阳性 阴性 阳性 ９ ９０．００ａｂｃ ５．０７±０．８２ａｂｃ

３ １２ 阳性 阴性 阳性 阳性 阳性 ９ ７５．００ａｂｃ ４．８９±１．１３ａｂｃ

４ １１ 阳性 阴性 阳性 阴性 阴性 １０ ９０．９１ａｂｃ ６．１２±０．９２ａｂｃ

５ ７１ 阳性 阴性 阴性 阳性 阳性 ２０ ２８．１７ ３．４２±１．４９

６ １４ 阳性 阳性 阳性 阴性 阴性 ８ ５７．１４ａｂｃ ５．０７±０．７４ａｂｃ

７ １１ 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 ７ ６３．６４ａｂｃ ５．３７±０．９１ａｂｃ

８ ２１ 阳性 阴性 阴性 阴性 阳性 １ ４．７６ ３．２０±０．８３

９ ２１ 阳性 阴性 阴性 阴性 阴性 ２ ９．５２ ２．８７±０．４５

　　ａ：犘＜０．０５，与第５组比较；ｂ：犘＜０．０５，与第８组比较；ｃ：犘＜０．０５，与第９组比较。

３　讨　　论

ＨＢｅＡｇ是 ＨＢＶ中含有的一种可溶性蛋白，一般仅见于

ＨＢｓＡｇ阳性的患者，是 ＨＢＶ 在体内复制的标志之一
［５］。

ＨＢｅＡｇ阳性说明 ＨＢＶ在体内复制活跃，传染性很强。ＨＢＶ

ＤＮＡ是ＨＢＶ的脱氧核糖核酸（即ＨＢＶ基因）。ＨＢＶＤＮＡ是

ＨＢＶ感染最直接、特异性强和灵敏性高的指标，ＨＢＶＤＮＡ阳

性提示 ＨＢＶ复制和有传染性
［６］。ＨＢＶＤＮＡ含量越高，表示

病毒复制力及传染性越强。目前 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ是临

床上常用的判断 ＨＢＶ复制程度的重要指标。本研究结果显

示，不同“乙肝两对半”模式的 ＨＢＶＤＮＡ阳性率不同，ＨＢｅＡｇ

（阳性）模式的 ＨＢＶＤＮＡ阳性率均高于 ＨＢｅＡｇ（阴性）模式；

不同“乙肝两对半”模式的 ＨＢＶＤＮＡ含量也不同，ＨＢｅＡｇ（阳

性）模式的 ＨＢＶＤＮＡ含量均高于 ＨＢｅＡｇ（阴性）模式。

因为 ＨＢＶ前Ｃ编码区和（或）ＣＰ区基因组的变异，导致
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ＨＢｅＡｇ蛋白表达缺失，临床表现为 ＨＢｅＡｇ阴性的慢性乙型病

毒性肝炎［７８］。本研究结果显示，ＨＢｅＡｇ阴性的 ＨＢＶＤＮＡ

阳性率最高达２８．１７％，提示虽然 ＨＢｅＡｇ检测为阴性，但

ＨＢＶＤＮＡ检测仍可为阳性，此时，ＨＢＶ仍处于复制活跃状

态；ＨＢｅＡｇ阴性并不能作为 ＨＢＶ复制终止的判断依据。而

ＨＢＶＤＮＡ定量检测可灵敏地反映 ＨＢＶ的复制水平，对评估

抗病毒治疗的疗效有重要意义。但是，有研究指出部分病毒复

制不活跃的乙型病毒性肝炎患者，其血清 ＨＢＶＤＮＡ测定结

果为阴性［９］，提示单独检测 ＨＢＶ载量判断患者体内 ＨＢＶ复

制状况具有一定的局限性，仍需要血清免疫标志物检测来反映

机体对 ＨＢＶ的免疫状况
［１０］。本研究结果显示，“乙肝两对半”

模式与 ＨＢＶＤＮＡ阳性率有明显相关性。“乙肝两对半”检测

与 ＨＢＶＤＮＡ水平测定应相互弥补才可准确反映患者体内

ＨＢＶ的复制状况。

综上所述，“乙肝两对半”模式与 ＨＢＶＤＮＡ有明显相关

性，ＨＢＶＤＮＡ可反映 ＨＢＶ的感染及其活动水平，“乙肝两对

半”测定可反映患者对 ＨＢＶ的免疫状况，二者相互弥补，可作

为乙型病毒性肝炎早期诊断、疗效评估的可靠指标。
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为中国汉族人群的稀有等位基因。本研究还发现该检测系统

Ｌａｄｄｅｒ中，很多等位基因在本地区的汉族人群中并未检出，如

ＦＧＡ基因座的一些等位基因（如３３．２、４２．２、４３．２、４６．２、４８．２、

５０．２）。此研究提示这些以欧美人群的资料制作的Ｌａｄｄｅｒ并

非完全适合中国人群使用。稀有等位基因的出现，给检测结果

的判读带来一定困难。而本研究认为稀有等位基因的存在及

其确定，有助于提高各ＳＴＲ基因座的ＤＰ、ＰＰＥ等，同时也提示

各试剂公司应制备更加完善的、适合中国人群的Ｌａｄｄｅｒ以分

析这些数据，尤其在试剂国产化的过程中更要注重这方面数据

的收集，并将其放在Ｌａｄｄｅｒ中，使ＤＮＡ个体识别和亲权鉴定

的试剂更加符合中国人群。
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