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　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）患者血清 ＨＢＶＤＮＡ和丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、总胆汁酸（ＴＢＡ）与 ＨＢＶ感染模式

的关系以评价 ＨＢＶ感染性。方法　对３０８例患者采用荧光定量ＰＣＲ法检测血清 ＨＢＶＤＮＡ，用ＥＬＩＳＡ方法检测血清乙肝标记

物，用连续监测法检测血清ＡＬＴ，用循环酶法检测血清ＴＢＡ。结果　大三阳（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｃＡｂ阳性者）、小三阳（ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ阳性者）和１，５（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｂ）阳性３种感染模式间 ＨＢＶＤＮＡ水平和血清ＡＬＴ活性差异有统计学意义（犘＜

０．０５），部分 ＨＢｅＡｇ阴性患者体内仍存在活跃的病毒复制；在 ＨＢｅＡｇ阴性患者中 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数与血清ＡＬＴ水平存在显著

正相关关系（犘＜０．０５）；３种感染模式间血清ＴＢＡ水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　血清 ＨＢＶＤＮＡ水平和ＡＬＴ活性

与不同 ＨＢＶ感染模式存在相关性，它们可在一定程度上反映 ＨＢＶ复制及传染性强弱。
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　　中国是感染乙型肝炎病毒人数最多的国家，全球共约３．５

亿的 ＨＢＶ感染者中有超过１／３在中国，近２０％的慢性乙肝患

者将发展成肝硬化甚至原发性肝癌。ＥＬＩＳＡ方法是目前临床

上诊断 ＨＢＶ最基础的检验方法，而ＰＣＲ方法可以了解体内

乙肝病毒复制的活跃程度［１］。传统观点认为 ＨＢＶ标志物中

的可溶性 ＨＢｅＡｇ是 ＨＢＶ复制及传染性强的指标。随着近年

来对 ＨＢＶ研究的深入，发现部分 ＨＢｅＡｇ阴性的患者体内也

存在较活跃的 ＨＢＶ病毒复制。ＨＢＶ感染的临床表现多样，

给疾病的诊断和治疗带来困难。本研究通过对３０８例 ＨＢＶ

感染者血清标志物、ＨＢＶＤＮＡ、丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）和总胆

汁酸（ＴＢＡ）进行检测，分析临床最常见的３种 ＨＢＶ感染模式

与乙肝病毒复制情况和肝脏损害程度之间的关系；探讨 ＨＢＶ

ＤＮＡ和ＡＬＴ、ＴＢＡ在 ＨＢｅＡｇ阴性患者临床应用中的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　回顾性选择２０１３年５～９月在本院门诊检测

ＨＢＶ血清免疫学标志物 ＨＢｓＡｇ阳性者３０８例，年龄１５～８０

岁，平均３５．２岁。其中 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｃＡｂ阳性者（即大

三阳）１１１例，ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ阳性者（即小三阳）１３３

例，ＨＢｓＡｇ与 ＨＢｃＡｂ阳性者（即１，５阳性）６４例。所有研究

对象均于空腹８ｈ后静脉采血分离血清进行检测。

１．２　仪器与试剂　ＨＢｓＡｇ，ＨＢｓＡｂ，ＨＢｅＡｇ，ＨＢｅＡｂ和 ＨＢ

ｃＡｂ检测试剂盒购自珠海丽珠生物有限公司。ＤＮＡ检测试剂

盒购自安普利公司。ＴＢＡ与 ＡＬＴ检测试剂盒购自奥的特生

物有限公司。实时荧光定量ＰＣＲ仪为美国ＢｉｏＲａｄＣ１０００。

生化仪为东芝７０６０全自动生化仪。

１．３　检测方法　所有研究对象均采用ＥＬＩＳＡ方法检测乙肝

“ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｃＡｂ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｅＡｇ”血清标志物。采

用实时荧光定量ＰＣＲ方法对血清 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数进行检

测。ＡＬＴ与ＴＢＡ分别采用连续监测法和循环酶法检测。上

述所有检测的操作步骤和结果判读严格按照试剂盒说明书要

求进行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学分

析。正态分布资料采用狓±狊描述，偏态分布资料采用中位数

和四分位数犕 描述。来自正态分布且方差齐的资料比较采用
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方差分析，来自偏态分布或方差不齐的资料比较采用Ｋｒｕｓｋａｌ

ＷａｌｌｉｓＨ检验。分析两个变量之间是否存在相关关系采用双

变量相关分析，相关系数狉值为正表示正相关，为负表示负相

关，狉＝０表示零相关，狉的绝对值等于１表示完全相关。犘＜

０．０５则认为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶＤＮＡ拷贝数与 ＨＢＶ感染模式关系的分析　在

１１１例大三阳患者中 ＨＢＶＤＮＡ阳性率为９２．８％，小三阳患

者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率为４７．４％，１，５阳性患者 ＨＢＶＤＮＡ阳

性率为４３．８％。３种感染模式间 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数差异有统

计学意义（χ
２＝１３３．４５９，犘＜０．０１）。认为不同感染模式间

ＨＢＶＤＮＡ水平差异有统计学意义（犘＜０．０５），根据平均秩次

进一步推断，大三阳患者 ＨＢＶＤＮＡ水平显著高于小三阳和

１，５阳性患者。见表１。

表１　　ＨＢＶＤＮＡ拷贝数与３种常见 ＨＢＶ模式的关系

项目 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数 平均秩次

大三阳 ２×１０７（６．８４×１０５，１×１０８） ２２９．９３

小三阳 ５００（５００，８４８５） １１０．２４

１，５阳性 ５００（５００，２．９９×１０４） １１３．２３

犘 ＜０．０１

２．２　ＴＢＡ与 ＨＢＶ感染模式关系的分析　大三阳患者、小三

阳患者与１，５阳性患者血清ＴＢＡ水平如表２所示，３种感染

模式间血清总胆汁酸含量差异无统计学意义（χ
２＝０．１４５，犘＝

０．９３）。

表２　　ＴＢＡ与３种常见 ＨＢＶ模式的关系（μｍｏｌ／Ｌ）

项目 ＴＢＡ 平均秩次

大三阳 ４．１５（２．３５，７．４３） １５５．８９

小三阳 ４．００（２．２０，７．５０） １５１．８０

１，５阳性 ４．４５（２．４３，７．４８） １５５．３２

犘 ０．９３０

２．３　ＡＬＴ与 ＨＢＶ感染模式关系的分析　大三阳患者、小三

阳患者与１，５阳性患者血清 ＡＬＴ活性如表３所示，３种感染

模式间血清 ＡＬＴ活性差异有统计学意义（χ
２＝８．５９７，犘＝

０．０１４）。根据平均秩次进一步推断，以大三阳患者血清 ＡＬＴ

活性最高，小三阳患者次之，１，５阳性患者最低。

表３　　ＡＬＴ与３种常见 ＨＢＶ模式的关系

项目 ＡＬＴ（ＩＵ／Ｌ） 平均秩次

大三阳 ３７．０（２０．６０，８１．００） １７１．９８

小三阳 ３０．０（１９．７５，４３．９０） １４９．４５

１，５阳性 ２６．５（１６．２５，４０．００） １３２．５６

犘 ０．０１４

２．４　不同 ＨＢＶ感染模式ＤＮＡ拷贝数与ＴＢＡ 、ＡＬＴ的相关

性　３种不同ＨＢＶ感染模式ＤＮＡ拷贝数与ＴＢＡ、ＡＬＴ的相

关性分析如表４所示。在３种不同乙肝感染模式中ＤＮＡ拷贝

数与ＴＢＡ水平不存在相关关系（犘＞０．０５）。在大三阳患者中

ＤＮＡ拷贝数与ＡＬＴ水平不存在相关关系（犘＞０．０５）。在小

三阳患者和１，５阳性患者中，ＤＮＡ拷贝数与ＡＬＴ水平存在显

著正相关关系（狉＝０．２３２，犘＝０．００７；狉＝０．３３９，犘＝０．００６）。

表４　　３种常见 ＨＢＶ模式ＤＮＡ拷贝数与ＴＢＡ、

　　　　ＡＬＴ的关系

项目 ＤＮＡ与ＴＢＡ ＤＮＡ与ＡＬＴ

大三阳患者

　狉值

　犘值

０．０１４

０．８８３

０．０８６

０．３７３

小三阳患者

　狉值

　犘值

０．０５６

０．５２１

０．２３２

０．００７

１，５阳性患者

　狉值

　犘值

０．０４９

０．７０２

０．３３９

０．００６

３　讨　　论

近１０年来ＰＣＲ方法检测 ＨＢＶ的敏感性不断提高，但

ＥＬＩＳＡ依然是最重要的检验手段
［２］。隐匿性 ＨＢＶ 感染在

ＨＣＶ感染者中非常普遍，在不明原因的慢性肝脏疾病或肝癌

中也较常见，特点是血清中检测不到 ＨＢｓＡｇ。其机制可能与

下述原因有关：ＨＢＶ病毒复制和基因表达的强烈抑制或 ＨＢＶ

基因组调控序列的突变；ＨＢｓＡｇ与免疫球蛋白结合以及被感

染的肝细胞分泌ＨＢｓＡｇ受限。在这种情况下检测ＨＢＶＤＮＡ

是十分必要的［３］。血清 ＨＢＶ 标志物阳性者经 ＰＣＲ 检测

ＨＢＶＤＮＡ拷贝数后可判断其是否处于 ＨＢＶ感染的活动期，

联合检测两对半和 ＨＢＶＤＮＡ可有效弥补各自不足。

本研究对３０８例 ＨＢＶ感染者 ＨＢＶＤＮＡ进行检测，分析

ＨＢＶ病毒拷贝数与感染模式的关系表明，大三阳组 ＨＢＶ

ＤＮＡ含量显著高于小三阳组和１，５阳性组（犘＜０．０１）。传统

观点认为 ＨＢｅＡｇ转阴意味着病毒复制趋于静止，本研究中部

分小三阳组和１，５阳性组患者体内仍存在较高的病毒复制量。

在 ＨＢＶ感染的自然进程中，由 ＨＢｅＡｇ阳性到 ＨＢｅＡｇ阴性／

ＨＢｅＡｂ阳性的血清学转变导致 ＨＢＶ病毒复制量减低和ＡＬＴ

水平恢复正常。这些指标的变化长久以来在临床上被认为是

向慢性肝炎的转化。ＨＢｅＡｇ是 ＨＢＶ复制及传染性强的指

标，一般 ＨＢｅＡｇ阳性持续时间不会超过１０周，若超过则提示

ＨＢＶ慢性感染。抗ＨＢｅ出现于 ＨＢｅＡｇ转阴后，提示病毒复

制水平低。然而临床上存在着两种形式的 ＨＢｅＡｇ阴性的乙

肝模式：一种是“非活动性乙肝携带状态”即 ＨＢｅＡｇ阴性，无

症状，ＡＬＴ正常，ＨＢＶＤＮＡ低于检测限或小于１０５ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ；另一种是“ＨＢｅＡｇ阴性的慢性乙肝”即 ＨＢｅＡｇ阴性，有症

状，ＡＬＴ水平升高，ＨＢＶＤＮＡ高于１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ
［４］。在本研

究中，ＨＢｅＡｇ阴性感染者共１９７例，其中有２６例 ＨＢＶＤＮＡ

含量高于１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，占１３．２０％。这两种 ＨＢｅＡｇ阴性的

乙肝模式在临床上不易区分，尤其当 ＨＢＶＤＮＡ 水平在

（１０４～１０５）ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ时，只能依赖ＡＬＴ水平的连续监测进行

鉴别。但是有２０％～３０％的 ＨＢｅＡｇ阴性慢性乙肝患者血清

ＡＬＴ水平是正常的，因此，这部分患者易被误诊处于非活动性
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乙肝携带状态而不接受治疗。

ＴＢＡ和ＡＬＴ是反映肝损伤的有效指标，在常规实验室检

测中，升高的ＡＬＴ水平提示肝细胞损伤，并与乙肝感染患者

发生肝硬化的风险息息相关。国内许多学者已开展相关研

究［５７］，本研究中分析了ＴＢＡ、ＡＬＴ水平与 ＨＢＶ感染模式的

关系，患者血清ＴＢＡ水平与 ＨＢＶ感染模式无关（犘＞０．０５）。

而血清ＡＬＴ水平以大三阳活性最高，小三阳次之，１，５阳性组

最低（犘＜０．０５），可见ＡＬＴ活性可在一定程度上反映 ＨＢＶ复

制及传染性强弱。本研究同时分析了３种不同乙肝感染模式

中ＤＮＡ拷贝数分别与 ＴＢＡ 、ＡＬＴ的相关性，结果显示在

ＨＢｅＡｇ阴性患者中 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数与血清 ＡＬＴ水平存在

显著正相关关系（犘＜０．０５），即随着ＤＮＡ拷贝数的增加，血清

ＡＬＴ水平增高。在大三阳患者中 ＨＢＶＤＮＡ与血清 ＡＬＴ都

处于较高水平，而在小三阳和１，５阳性的患者中 ＨＢＶＤＮＡ

检测不仅可以直观反映病毒复制状态，而且与肝脏损害程度呈

正相关关系。国外有研究认为在 ＨＢｅＡｇ阴性的感染者中

ＡＬＴ水平高于正常值上限的０．５倍与进展性肝纤维化相关，

并且男性ＡＬＴ＞３０ＩＵ／Ｌ或女性 ＡＬＴ＞１９ＩＵ／Ｌ加上 ＨＢＶ

ＤＮＡ高于１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ说明患者为活动性慢性乙肝患者
［８］。

ＨＢＶ感染的临床表现众多，若在国内同样建立起 ＨＢＶＤＮＡ

和ＡＬＴ的临界值将对乙肝患者病情的综合判断以及长期管

理具有重要意义。
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２、Ｐ５３、Ｋｉ６７染色成功的关键。乳腺癌的抗原修复，一般采用

高压热修复法，操作过程中要注意修复的压力和时间的控制；

取出细胞学涂片前，要等待缓冲液冷却后方可进行后续的操作

过程，否则容易造成脱片；柠檬酸盐缓冲液的量必须保证所有

细胞学涂片都能浸泡到，用过的缓冲液应弃掉，不能重复使用。

（４）做好显色反应过程的质量控制，也是确保检测结果可靠性

的重要环节。ＤＡＢ显色时间长短，由于不同的标本，细胞的分

化程度的差异化，细胞抗原含量不尽相同，其显色的时间不可

能完全一致。对于抗原含量较多的标本，应防止显色时间过长

而导致的背景着色和非特异性染色。此外，注意ＰＢＳ冲洗要

充分，滴加试剂要足量等环节的控制。（５）、做好乳腺癌标本的

免疫细胞化学染色各项目的阳性对照和阴性对照，包括内、外

对照试验。此外，新购进的试剂一定要做预试验，找出最理想

的抗体效价。做好检测试剂保存条件（如温度）的管理工作，杜

绝使用过期试剂。

总之，乳腺癌免疫细胞化学质量控制是多方面的，应从标

本的采集、制作、固定、抗原修复、染色反应以及试剂的管理等

工作入手，注重细节管理，操作力求做到标准化、规范化。加强

全过程的质量管理工作，才能确保检测结果的准确性和可

靠性。
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