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荧光定量ＰＣＲ法检测乙肝病毒ＤＮＡ和乙肝病毒

标志物检测的临床价值分析
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　　摘　要：目的　探讨荧光定量ＰＣＲ法（ＦＱＰＣＲ）检测乙肝病毒ＤＮＡ（ＨＢＶＤＮＡ）和乙肝病毒标志物（ＨＢＶＭ）ＥＬＩＳＡ法检

测的临床价值。方法　选取２０１３年４～１２月在该院检测的６５３例乙肝患者，先采用ＥＬＩＳＡ法对其血液标本进行ＨＢＶＭ模式定

性检测，检测顺序为乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙肝表面抗体（ＨｂｓＡｂ）、乙型肝炎ｅ抗原（ＨｂｅＡｇ）、乙型肝炎Ｅ抗体（Ｈｂｅ

Ａｂ）、乙肝表面核心抗体（ＨｂｃＡｂ）；再采用ＦＱＰＣＲ法进行 ＨＢＶＤＮＡ定量检测，观察不同 ＨＢＶＭ 模式检测结果。结果　ＨＢ

ｓＡｇ、ＨｂｅＡｇ、ＨｂｃＡｂ检测同时阳性简称“大三阳”。大三阳［１（＋）、３（＋）、５（＋）模式］和［１（＋）、３（＋）模式］的 ＨＢＶＤＮＡ阳性

率分别为９７．９７％、９４．７４％，显著高于其他模式的 ＨＢＶＤＮＡ阳性率（犘＜０．０５）。大三阳的 ＨＢＶＤＮＡ表达水平（５．５９×１０６±

２．４２×１０５）ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，明显高于其他模式（犘＜０．０５）。结论　联合ＨＢＶＭ定性及ＨＢＶＤＮＡ定量检测，对临床早期诊断及用药

具有重要指导价值。
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　　乙肝病毒标志物（ＨＢＶＭ）是目前我国临床判断病情及传

染性的一项重要参考依据，能够反映患者对 ＨＢＶ病毒的免疫

应答状态［１］。随着近年来分子生物学技术的发展，荧光定量

ＰＣＲ法（ＦＱＰＣＲ）在临床诊断和治疗中发挥着独特的优势，逐

渐广泛应用于临床，可直接检测患者的乙肝病毒ＤＮＡ（ＨＢＶ

ＤＮＡ）病毒水平，反映 ＨＢＶ复制及感染活性
［２］。本研究通过

ＨＢＶＭ定性及 ＨＢＶＤＮＡ定量检测，探讨两者之间的关系及

临床价值，以便指导临床诊断、用药及判断预后，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　抽选２０１３年４～１２月在本院检测的６５３例

乙肝患者，其中男４１２例，女２４３例，年龄５～６６岁，ＨＢＶＤＮＡ

检测试剂主要由凯杰生物工程（深圳）有限公司生产，采用

ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０型号的基因扩增分析仪；ＥＬＩＳＡ试剂

盒购自上海科华公司。

１．２　检测方法

１．２．１　ＨＢＶ免疫学检测　采用ＥＬＩＳＡ法进行 ＨＢＶＭ 模式

的定性检测。检测顺序为乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、

乙肝表面抗体（ＨｂｓＡｂ）、乙型肝炎ｅ抗原（ＨｂｅＡｇ）、乙型肝炎

Ｅ抗体（ＨｂｅＡｂ）、乙肝表面核心抗体（ＨｂｃＡｂ）；根据 Ｔｈｅｒｍｏ

ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标仪比色进行结果评定，严格按照试剂说明

书进行检验操作及评定结果。

１．２．２　ＨＢＶＤＮＡ定量测定　采用ＦＱＰＣＲ法对 ＨＢＶＤＮＡ

病毒水平进行测定。仪器型号为ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０型号

（购自德国罗氏公司），ＦＱＰＣＲ试剂盒购自凯杰生物工程（深

圳）有限公司，定量测定范围大于１０３～１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，严格按

照操作说明进行操作，结果真实可信。

１．３　统计学处理　计量资料用狓±狊表示，计数资料用［狀

（％）］表示，采用ＳＰＳＳ１７．０软件分别进行狋值和χ
２ 检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＬＩＳＡ检测ＨＢＶＭ模式结果　本研究６５３例乙肝患者

的血液标本中，ＨＢＶＭ模式定性检测有以下８种模式。ＨＢ
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ｓＡｇ、ＨｂｅＡｇ、ＨｂｃＡｂ检测同时阳性简称“大三阳”。大三阳［１

（＋）、３（＋）、５（＋）］模式１９７例；ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨｂｃＡｂ检测

同时阳性简称“小三阳”。小三阳［１（＋）、４（＋）、５（＋）模式］

２５２例、［１（＋）、４（＋）模式］９５例，［１（＋）、３（＋）模式］１９例，

［２（＋）、４（＋）、５（＋）模式］２５例，［２（＋）、４（＋）模式］１３例，［４

（＋）、５（＋）模式］１９例，［５（＋）模式］３３例。

２．２　ＨＢＶＤＮＡ定量检测结果　以 ＨＢＶＤＮＡ表达水平高

于１×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ为阳性。本研究６５３例血清样本中，

ＨＢＶＤＮＡ检测阳性率为５４．８２％（３５８／６５３）。

２．３　不同 ＨＢＶＭ 模式下检测结果比较　大三阳［１（＋）、３

（＋）、５（＋）模式］和１（＋）、３（＋）模式的 ＨＢＶＤＮＡ阳性率分

别为９７．９７％、９４．７４％，显著高于其他模式（犘＜０．０５）。大三

阳［１（＋）、３（＋）、５（＋）模式］的 ＨＢＶＤＮＡ表达水平（５．５９×

１０６±２．４２×１０５），明显高于其他模式的 ＨＢＶＤＮＡ表达水平

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　不同 ＨＢＶＭ模式下检测结果比较

项目 狀 阳性率（％）
ＨＢＶＤＮＡ水平

（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

１（＋）、３（＋）、５（＋）模式 １９７ ９７．９７ ５．５９×１０６±２．４２×１０５

１（＋）、４（＋）、５（＋）模式 ２５２ ３４．９２ ４．１８×１０５±１．５３×１０４

１（＋）、４（＋）模式 ９５ ６０．０ ３．３３×１０４±１．７５×１０３

１（＋）、３（＋）模式 １９ ９４．７４ ３．７２×１０６±１．５８×１０５

２（＋）、４（＋）、５（＋）模式 ２５ ８．０ ４．７５×１０３±１．３９×１０２

２（＋）、４（＋）模式 １３ ０．０ －

４（＋）、５（＋）模式 １９ ０．０ －

５（＋）模式 ３３ ０．０ －

　　－：无数据。

３　讨　　论

ＨＢＶ感染由于具有极强的传染力，临床发病率较高，且部

分患者易转变为慢性肝炎，在疾病进展过程中易继发肝硬化、

肝癌等疾病，已成为世界性的一个严重公共卫生问题 ［３］。因

此，采取一种有效的检测方法对于 ＨＢＶ感染的早期诊断、切

断传播及予以及早治疗具有重要意义。目前临床主要的检测

方法有ＥＬＩＳＡ法、放射免疫法、ＦＱＰＣＲ法以及化学发光法

等［４］。ＥＬＩＳＡ检测方法由于操作简单、灵敏度及特异性高、检

测快速、价格低廉等特点在临床上应用广泛，是 ＨＢＶ感染的

一种常规检测手段。但ＥＬＩＳＡ法检测只能反映患者对 ＨＢＶ

病毒的免疫应答状态，是 ＨＢＶ病毒感染的间接参考依据，对

机体 ＨＢＶ 感染复制情况及传染危险性反映不准确
［５］。而

ＦＱＰＣＲ法对 ＨＢＶＤＮＡ表达水平的检测是 ＨＢＶ感染情况

的最直接参考指标，其检测灵敏度、特异性较高，且能直接、动

态地反映ＨＢＶ病毒的复制状态及传染危险性
［６］。但ＦＱＰＣＲ

法 ＨＢＶＤＮＡ定量检测对非复制状态下的感染情况反映不明

确，故临床上常联合检测。

本研究结果显示，大三阳（１、３、５模式）和１、３模式的

ＨＢＶＤＮＡ阳性率９７．９７％、９４．７４％显著高于其他模式（犘＜

０．０５）。大三阳［１（＋）、３（＋）、５（＋）模式］的 ＨＢＶＤＮＡ表达

水平最高（５．５９×１０６±２．４２×１０５）ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，明显高于其他

模式（犘＜０．０５）。与林琳
［７］研究报道一致，说明了当１、３同时

阳性时，患者体内 ＨＢＶＤＮＡ复制活跃，病毒传染性增加，因

此，大三阳患者的病毒传染性强。本研究小三阳患者 ＨＢＶ

ＤＮＡ阳性率为３４．９２％，显著低于大三阳的阳性率９７．９７％

（犘＜０．０５）；但是 ＨＢＶＤＮＡ表达水平（４．１８×１０５±１．５３×

１０４）ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ仍较高。说明小三阳 ＨＢｅＡｇ已经转阴，ＨＢＶ

ＤＮＡ复制活跃性亦略低于大三阳组，但是机体内病毒复制并

未停止，仍有传染性［８］。１（＋）、３（＋）模式的 ＨＢＶＤＮＡ阳性

率为６０％，介于大、小三阳之间，有研究报道解释其可能是因

ＨＢＶ病毒基因第１８９６位核普酸出现突变，使得前Ｃ区序列转

录以及翻译受阻，因而 ＨＢｅＡｇ分泌减少，但患者 ＨＢＶＤＮＡ

复制情况仍存在，临床也应加以重视［９］。２（＋）、４（＋）模式，４

（＋）、５（＋）模式，５（＋）模式的阳性率为０％。ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ

转阴，ＨＢｓＡｂ的产生说明了患者体内 ＨＢＶ病毒已经清除，

ＨＢｓＡｂ在 ＨＢＶ病毒清除时作用较大。２（＋）、４（＋）、５（＋）模

式下，机体已经产生了具有保护性作用的 ＨＢｓＡｂ，或宿主免疫

力低，既不表达抗原，也不产生抗体应答，因此阳性率亦较

低［１０］。以上４种模式，乙肝病毒基本不复制，传染性低。

综上所述，不同 ＨＢＶＭ 模式的 ＨＢＶＤＮＡ表达水平及

阳性率存在显著差异性，联合 ＨＢＶＭ 定性及 ＨＢＶＤＮＡ定

量检测，对临床早期诊断及用药具有重要指导价值。

参考文献

［１］ 叶儒军，魏威．乙肝病毒ＤＮＡ与乙肝病毒标志物的相关州研究

［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１２，３３（２３）：２９３２２９３３．

［２］ 陈凤萍，沈云峰，吴瑶，等．３３５例乙型肝炎患者血清 ＨＹＶＤＮＡ

定量与乙肝病毒标志物的相关性分析［Ｊ］．江汉大学学报：自然科

学版，２０１２，４０（５）：９３９５．

［３］ 舒海英．两种免疫分析方法检测乙肝病毒血清标志物的差异分析

［Ｊ］．陕西医学杂志，２０１２，４１（１２）：１６０２１６０３．

［４］ 刘玉昆，黄晓霞，吴远萍，等．乙肝病毒标志物阳性产妇乳汁中乙

肝病毒检测结果分析［Ｊ］．中国妇幼健康研究，２０１１，２２（５）：５８１

５８６．

［５］ＳｕＨＬ，ＨｕａｎｇＲＤ，ＨｅＳＱ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅＤＨＢＶｇｅｎｏｍｅｏｆｔｈｅｂｒｏｗｎｄｕｃｋｓｉｎＧｕｉｌｉｎｒｅｇｉｏｎａｎｄｅｓｔａｂ

ｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＤＨＢＶ［Ｊ］．Ｒｅ

ｐｒｏｄＢｉｏｌＥｎｄｏｃｒｎｏｌ，２０１３，１１（１）：５６５７．

［６］ 秦望森，沈立萍，张爽，等．乙肝患者 ＨＢＶ感染指标、病毒复制水

平与基因分型的关系分析［Ｊ］．中华实验和临床病毒学杂志，

２０１２，２６（５）：３２８３３０．

［７］ 林琳．乙肝患者血清标志物和病毒含量的相关性研究［Ｊ］．标记免

疫分析与临床，２０１１，１８（２）：７１７３．

［８］ＣｈｅｎＣＨ，ＬｅｅＣＭ，ＷａｎｇＪＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓ

ｓａｙｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄＨＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎａｓｙｍｐ

ｔｏｍａｔｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｃａｒｒｉｅｒｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅａｔｏｌ，

２００４，１６（１１）：１２１３１２１８．

［９］ 唐芳玫．乙型肝炎病毒ＤＮＡ与血清标志物的关系［Ｊ］．检验医学

与临床，２０１０，７（１）：２８２９．

［１０］周丽敏．乙肝病毒标志物２４３１例检测模式汇总及分析［Ｊ］．临床

和实验医学杂志，２０１２，１１（１）：６５６７．

（收稿日期：２０１４０２１８）

·７１２２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６


