
能利用ＴＮＦα产品的抗肿瘤活性，同时避免其副作用，可以期

待其对于血液病诊疗方面的巨大潜力。
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　　乙型病毒性肝炎是由乙肝病毒（ＨＢＶ）感染人体后引起的

以肝脏急慢性炎性病变为主要改变的传染性疾病。目前正严

重威胁着人类的健康，全球感染超过３亿人，中国也是乙型肝

炎的高发区。ＨＢＶ是一个引起重症肝炎和肝癌的常见诱因。

ＨＢＶ的实验室诊断领域近年来也取得了很快的发展，各种新

技术新项目的开展和应用为乙型病毒性肝炎的诊断提供了确

切的依据。除了传统的血清学标志物（ＨＢＶＭ）、前Ｓ１抗原

（ＰｒｅＳ１Ａｇ）、前Ｓ２抗原（ＰｒｅＳ２Ａｇ）的检测还有核酸标志物

·１０８２·国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２０



ＨＢＶＤＮＡ，共价闭合环状ＤＮＡ（即ｃｃｃＤＮＡ）以及 ＨＢＶ基因

的分型和突变耐药的诊断。现如今越来越多的研究表明 ＨＢＶ

的Ｘ基因的产物Ｘ蛋白 ＨＢｘＡｇ在肝癌（ＨＣＣ）的风险预测中

也起着重要的作用。各项指标相互结合在临床上对乙型肝炎

的诊断及治疗预后的检测具有重大的意义。

１　血清学抗原抗体标志物

ＨＢＶ的 ＨＢＶＭ包括表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、表面抗体（ＨＢ

ｓＡｂ）、ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）、ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）、核心抗原（ＨＢｃＡｇ）、

核心抗体（ＨＢｃＡｂ）以及ＰｒｅＳ１Ａｇ的检测。目前乙肝两对半

定性定量均有检测，定量检测能更好地说明病毒的感染性和复

制程度，对疾病的诊断和控制更有意义。

１．１　ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｓＡｂ　ＨＢｓＡｇ是 ＨＢＶ感染的标志。刘小

壮等［１］对乙肝 ＨＢｓＡｇ大蛋白物质和 ＨＢＶＤＮＡ的相关性做

了２００份样本的回顾性分析，结果表明乙肝 ＨＢｓＡｇ大蛋白物

质与 ＨＢＶＤＮＡ具有良好的相关性。但也有学者表示相关性

相对较弱，只能作为乙肝的诊断指标，不能说明病毒的复制过

程及感染强度。对于目前的结论还未得到明确的说法，还缺乏

更多的前瞻性研究和随访的调查。俞秀丽等［２］研究表明 ＨＢ

ｓＡｇ定量与 ＨＢＶＤＮＡ之间的相关性是显著的，ＨＢｓＡｇ的对

数也是对肝脏纤维化有显著影响的变量。对于 ＨＢｓＡｇ的检

测方法目前主要以酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）定性试验为主。

国内也有很多文献研究分析 ＥＬＩＳＡ 和电化学发光免疫法

（ＥＣＬＩＡ）在检测乙肝 ＨＢｓＡｇ的结果及临床应用价值上的比

较。ＥＣＬＩＡ法比ＥＬＩＳＡ法灵敏度更高，临床上具有更重要的

应用价值［３］。

ＨＢｓＡｂ是乙肝患者在急性感染恢复期或直接注射乙肝疫

苗所产生的具有保护型的中和抗体。急性感染恢复期患者一

般是从ＨＢｓＡｇ转阴后ＨＢｓＡｂ开始出现阳性。当血中ＨＢｓＡｂ

水平大于１０ＩＵ／Ｌ时对同型病毒的再感染具有保护性，一般可

持续数年。ＨＢｓＡｂ阳性也是疫苗接种成功的标志。

１．２　ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｅＡｂ　ＨＢｅＡｇ生物学功能尚未完全确定，

可能主要发挥的是免疫调节作用，诱导免疫耐受［４］。ＨＢｅＡｇ

的定量检测准确性高于 ＨＢＶＤＮＡ，若在治疗期间定期进行

ＨＢｅＡｇ的定量检测可以及时预测疗效以及优化治疗方案。

Ｆｒｉｅｄ等
［５］对８００例慢性乙型肝炎的 ＨＢｅＡｇ阳性患者进行研

究，发现无论治疗前、治疗１２周或２４周ＨＢｅＡｇ定量检测值较

低组的血清学转换应答率均高于 ＨＢｅＡｇ定量检测值较低组。

也有文章显示，ＨＢｅＡｇ与 ＨＢＶ复制有一定的相关性，但不能

只根据 ＨＢｅＡｇ的检测结果来指导临床治疗。邓乐等
［６］研究

发现，ＨＢｅＡｇ、ＰｒｅＳ１Ａｇ、ＰｒｅＳ２Ａｇ的联合检测能更好地判断

ＨＢＶ的感染和复制情况。三项联合相关性高于任意两项联合

高于单项检测。ＨＢｅＡｂ不属于保护性抗体，出现标志着治疗

有效，病毒复制处于被压抑阶段，感染性下降，疾病处于恢复

期。但也有 ＨＢｅＡｂ阳性病毒仍然处于复制活跃期，因考虑病

毒突变的可能。

１．３　ＨＢｃＡｇ和 ＨＢｃＡｂ　ＨＢｃＡｇ存在于 Ｄａｎｅ颗粒的核心，

血清中水平很少难以检测。ＨＢｃＡｇ具有较强的免疫原性，刺

激机体产生大量的 ＨＢｃＡｂ，一般可以检出。故一般的乙肝两

对半检测以 ＨＢｃＡｂ来说明 ＨＢｃＡｇ。有研究显示，在慢性病毒

性肝炎患者肝组织发生的损伤性免疫应答中，ＨＢｃＡｇ的表达

与病毒的复制有关，可能 ＨＢｃＡｇ是肝脏免疫损伤中的靶抗

原［７］。同时检测肝组织中的 ＨＢｃＡｇ和 ＨＢＶＤＮＡ 有较好的

临床指导意义。有报道显示，Ｋｉｍｕｒａ等
［８］建立了特异度检测

ＨＢｃＡｇ的化学发光试剂，检测下限达４ｐｇ／ｍｌ，但由于使用的

捕获性抗体可同时识别 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ，故Ｓｕｚｕｋｉ等
［９］认

为血清ＨＢｃｒＡｇ（ＨＢＶ核心相关抗原，是 ＨＢｅＡｇ和ＨＢｃＡｇ两

者的合称）可用于监测肝内 ＨＢＶ的状态
［１０］。ＨＢｃＡｂ在血液

中的出现早于 ＨＢｓＡｂ，早期的 ＨＢｃＡｂ以免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）

为主。在急性病毒性肝炎 ＨＢｓＡｇ转阴和慢性病毒性肝炎的

治疗期间，从 ＨＢｓＡｇ的消失到 ＨＢｓＡｂ出现期间有一段间隔

期，ＨＢｃＡｂＩｇＭ则作为感染的唯一标识。随后产生免疫球蛋

白Ｇ（ＩｇＧ）类抗体，不属于保护性抗体，只要感染过 ＨＢＶ此抗

体均为阳性，无论病毒是否被清除，可持续存在数年。两对半

检测中 ＨＢｃＡｂ单项阳性可能有胎盘垂直传播引起。

１．４　ＰｒｅＳ１Ａｇ　ＰｒｅＳ１Ａｇ是主要存在于Ｄａｎｅ颗粒和管型颗

粒上的又１０８或１１９个氨基酸残基组成的肽段，具有高度的免

疫原性，可与肝细胞膜上的ＨＢＶＰｒｅＳ１Ａｇ受体结合而导致感

染。其第２１～４７位氨基酸为肝细胞膜的受体，ＨＢＶ可通过这

一受体黏附到肝细胞膜上从而进入肝细胞，即使是变异病毒，

只要这一区完好就具有传染性［１１］。ＰｒｅＳ１Ａｇ常在 ＨＢＶ感染

早期出现，１个月左右消失，若持续存在表示转为慢性。因此

ＰｒｅＳ１Ａｇ在 ＨＢＶ的感染、复制、刺激机体产生免疫反应方面

有重要的意义，也是血清传染性的又一重要指标［１２］。ＰｒｅＳ１

Ａｇ阳性提示 ＨＢＶ复制活跃，传染性较强，ＰｒｅＳ１Ａｇ阴性可作

为 ＨＢＶ被清除和感染趋于恢复，病情趋向好转的标志。不过

也有文章报道，要注意ＰｒｅＳ１Ａｇ的突变对结果带来的影响。

１．５　ＰｒｅＳ２Ａｇ　ＰｒｅＳ２Ａｇ是 ＨＢＶ 基因Ｓ区的前Ｓ２基因编

码蛋白质。和ＰｒｅＳ１Ａｇ一样主要存在于Ｄａｎｅ颗粒和管型颗

粒上。ＰｒｅＳ２Ａｇ外膜蛋白上存在多聚人血清清蛋白结合位

点，具有吸附于肝细胞受体的决定簇［１３］。ＰｒｅＳ２Ａｇ的抗原性

比 ＨＢｓＡｇ的抗原性更强，作为反映 ＨＢＶ具有传染性和复制

的标志物具有很高的特异度。有文章表示，ＰｒｅＳ２Ａｇ对 ＨＢＶ

复制和感染的灵敏度优于 ＨＢｅＡｇ
［１４］，和ＰｒｅＳ１Ａｇ的连续监

测对 ＨＢＶ感染和复制的判断以及抗病毒疗效和病情预后的

动态观察有重要的意义［１５］。

２　乙型肝炎病毒Ｘ抗原（ＨＢｘＡｇ）

ＨＢＶ有４个开放性读码框架，其中最小的读码框架编码

ＨＢＶＸ蛋白（ＨＢｘ）。大量研究表明 ＨＢｘＡｇ的表达主要与

ＨＣＣ具有良好的相关性，与慢性ＨＢＶ感染的发生发展也有密

切的关系，故在此提及。ＨＢｘ具有反式作用，通过与宿主相互

作用从而影响病毒的转录与复制、信号传导以及细胞凋亡

等［１６］。由于 ＨＢｘＡｇ具有反式激活功能，同时还可与抑癌基因

产物Ｐ５３蛋白相互作用，故可能具有抑制 ＨＢＶ复制的功能，

与慢性感染疾病的发生发展到肝细胞癌的形成有关［１７］。也可

作为慢性感染发展到肿瘤的癌前诊断依据。

３　核酸标志物

３．１　ＨＢＶＤＮＡ　ＨＢＶ基因组是不完全闭合环状双链ＤＮＡ。

血清中的 ＨＢＶＤＮＡ检测是诊断病毒性肝炎的金标准。对于

急性乙肝来说 ＨＢＶＭ变化典型，ＨＢＶＤＮＡ 检测意义不大，

对于慢性感染的病毒性肝炎来说 ＨＢＶＭ 变化不敏感，ＨＢＶ

ＤＮＡ的检测成为了有确诊价值的实验室指标，也是诊断最直

接的依据。有报道显示，国内外均有人使用金纳米颗粒 ＨＢＶ

ＤＮＡ探针在检测 ＨＢＶＤＮＡ的ＰＣＲ产物，不需要特殊仪器，

结果易于观察，国内通过透射电镜直接检测乙肝患者血清中的

ＨＢＶＤＮＡ，灵敏度可达１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ
［１８］。目前，ＨＢＶＤＮＡ的

检测主要用于慢性病毒性感染的确定性诊断，是实验室乙型肝

炎病毒各项标志物相关性的研究以及判断干扰素、核酸类药物

对病毒性肝炎治疗的指导和疗效的重要指标。当由基因突变
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导致的 ＨＢｓＡｇ阴性感染以及 ＨＢｅＡｇ转阴的免疫逃逸体内病

毒感染和复制的程度无法确定时，ＨＢＶＤＮＡ的检测就成了实

验室诊断的唯一标准。

３．２　ｃｃｃＤＮＡ　目前认为 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ是 ＨＢＶ复制水平最

特异的指标，但通过肝活检来监测患者肝组织中的 ＨＢＶ

ｃｃｃＤＮＡ水平在临床应用上有一定的难度。朱锦宏等
［１９］对血

清中ｃｃｃＤＮＡ水平检测的临床意义展开了探讨，研究显示可以

直接测定血清中ｃｃｃＤＮＡ的水平，结果能反映肝组织中ｃｃｃＤ

ＮＡ水平，与血清中复制指标 ＨＢＶＤＮＡ显著相关。临床上有

病例经过治疗后血清中 ＨＢＶＤＮＡ检测水平降低，可病毒仍

处于复制阶段，研究显示是由于体内ｃｃｃＤＮＡ未被全部清除的

原因。对于慢性病毒性肝炎的治疗，只有彻底清除了ｃｃｃＤＮＡ

才算彻底消除了 ＨＢＶ。也有文章表示慢性感染者肝组织内

ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ成稳定的中等水平复制，血清中 ＨＢＶＤＮＡ的

载量不能直接代表肝组织ｃｃｃＤＮＡ的水平
［２０］。故在经过治疗

后的病毒复制情况检查不仅仅只依靠 ＨＢＶＤＮＡ水平来指

导，还应严格监控病情发展，充分考虑病毒变异等情况，给予相

应的治疗。当患者发生血清病毒学应答后，肝组织ｃｃｃＤＮＡ水

平随继续治疗时间延长而降低，继续治疗３５个月以上且血清

抗ＨＢｅ持续（＋）３０个月以上时，有２／３的患者肝组织ｃｃｃＤ

ＮＡ水平低于检测限
［２１］。同时有文章显示ｃｃｃＤＮＡ不仅存在

于肝细胞组织和血清中，在体内其他器官中也有被发现有

ｃｃｃＤＮＡ的存在，如肾脏、骨髓、血小板以及血液中单个核细

胞［２２］。

３．３　ＨＢＶ的基因分型　根据 ＨＢＶ全基因序列差异大于或

等于８％或Ｓ区基因序列差异大于或等于４％，将ＨＢＶ分为Ａ

～Ｉ９个基因型
［２３］。ＨＢＶ基因型的分布存在地理和种族差

异，且与肝脏病变程度及药物治疗效果存在一定的相关性。中

国以Ｂ、Ｃ型为主，Ｃ型基因容易产生耐药，有少量的Ｄ型
［２３］。

ＨＢＶ的基因型还可能与感染的慢性化及感染后病情的转归有

一定的关系，不同基因型对干扰素的治疗应答率也不同，Ａ型

高于Ｄ型，Ｂ型高于Ｃ型，Ａ型和Ｄ型又高于Ｂ型和Ｃ型
［２４］。

大量研究表明 ＨＢＶ的基因分型和耐药性突变的频率差异以

及耐药动态监控检测对乙肝抗病毒治疗药物疗效评价具有重

要的意义。

３．４　ＨＢＶ基因突变及耐药　ＨＢＶ复制通过ＲＮＡ中间体整

合到宿主基因组。其反转录的过程是利用病毒自身的 ＤＮＡ

聚合酶进行而形成负链，故较其他ＤＮＡ病毒易变异。Ｓ基因

的变异可导致隐匿性感染，表现为 ＨＢｓＡｇ结果为阴性，体内

ＨＢＶＤＮＡ却处于复制阶段。在常规的乙肝两对半检测中也

会检出一些 ＨＢｓＡｇ与 ＨＢｓＡｂ同时存在的结果，可能是Ｓ区

基因突变导致之前产生的 ＨＢｓＡｂ与现阶段阳性的 ＨＢｓＡｇ属

不同变异株所致。ＰｒｅＣ区蛋白翻译的终止导致 ＨＢｅＡｇ无法

合成，但它并不影响病毒的复制，临床上表现为 ＨＢｅＡｇ阴性

ＨＢＶＤＮＡ阳性的结果。慢性乙肝治疗过程中，ＨＢｅＡｇ的减

少也可能是病毒变异的累积结果。从而使病毒逃避了免疫清

除，导致了肝炎重症化或爆发性肝炎，解释了 ＨＢｓＡｇ（＋）、抗

ＨＢｅ（＋）、抗ＨＢｃ（＋）病例复制活跃病程发展迅速的原因。

在常规的乙肝两对半检测中，常常出现一些少见的组合结果，

其中往往表现了 ＨＢＶ复杂的复制或者突变过程，在指导临床

治疗时应仔细分析合理判断。Ｐ基因是最长的开放读框，与

Ｃ、Ｓ与Ｘ基因重叠。许多报道显示Ｐ基因的突变与核苷（酸）

类药物的耐药有显著的相关性。在拉米夫定治疗乙型肝炎过

程中，会出现拉米夫定的耐药现象，现已证实多为 ＨＢＶＰ基

因发生变异所致，从而限制了拉米夫定的治疗效果。常见的是

酪氨酸甲硫氨酸天冬氨酸变异。变异后影响了反转录酶的

编码，故变异株的复制能力较差。除了拉米夫定，其他核苷

（酸）药物对 ＨＢＶ的基因也有各自特定的耐药位点。多项研

究显示，拉米夫定耐药突变位点以２０４Ｖ、２０４Ｉ为主，阿德福韦

耐药以１８ＩＶ，２３６Ｔ为主，替比夫定和恩替卡韦以２０４Ｉ为主。

俞杨等［２５］研究表明ＨＢＶ耐药突变可导致ＨＢｓＡｇ多个氨基酸

位点的改变。检测 ＨＢＶ耐药突变型是评价慢性乙肝临床治

疗疗效的重要指标，对指导临床用药和后续治疗有重要的

意义。

４　讨　　论

乙型病毒性肝炎实验室诊断技术近年来发展飞速。从

ＨＢＶＭ发展到核酸标志物，从定性检测发展到定量检测。血

清学抗原抗体标志物检测已经普及，成为 ＨＢＶ携带者的筛查

和急性乙肝的诊断实验依据。慢性乙肝的确诊实验可以是检

测乙肝核酸标志物，但仍需更加特异、伤害小的指标来代替肝

活检。ｃｃｃＤＮＡ的检测方法和血清中存在的定量与病毒复制

程度的相关性仍是需要研究的课题。对于 ＨＢＶ变异和耐药

的检测仍需要大量的实验和研究，应仔细分析两对半检测少见

模式的原因，给出正确的检验结果。乙型肝炎病毒 Ｘ抗原在

肝癌领域的机制研究已逐渐清晰，应用逐渐拓展，对于肝癌前

的发生、发展和诊断具有重要的意义，为临床治疗工作提供

依据。
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急性心肌梗死的新型标志物循环ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的研究
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　　冠状动脉疾病（ＣＡＤ）无论在发达国家还是在发展中国家

都是一个很常见的健康问题。急性心肌梗死（ＡＭＩ）是全球死

亡的主要原因之一，在美国高居第一位［１］。快速、准确的诊断

ＡＭＩ对它的治疗和预后起着重要作用。在过去２０年中，ＡＭＩ

的生物标志物的发展在诊断、治疗及预后方面已取得了巨大的

进步。目前，心肌肌钙蛋白是临床实践中最常用的诊断 ＡＭＩ

的生物标志物。近年又发现了一种新的生物标志物 ＭｉｃｒｏＲ

ＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）能够在入院时就能可靠地排除或诊断 ＡＭＩ患

者［２］。在过去的几年发现组织中 ｍｉＲＮＡｓ表达水平与心脏病

有关，ｍｉＲＮＡｓ在血清、血浆、尿液以稳定的形式存在，不受

ＲＮａｓｅ的干扰。在ＡＭＩ、急性冠状动脉综合征（ＡＣＳ）、稳定的

冠状动脉疾病、心脏衰竭、冠状动脉粥样硬化、心律失常、心肌

肥厚和心肌病患者中已发现了循环的 ｍｉＲＮＡｓ的浓度变

化［３６］。

１　ｍｉＲＮＡｓ的特点

ｍｉＲＮＡｓ是内源性非编码单链的小分子 ＲＮＡ，平均长约

２２个核苷酸，具有高度的保守性、时序性和组织特异性。它被

认为是基因表达的负面调节器，通过与其目标 ｍＲＮＡ分子的

３，端非编码区互补匹配导致该 ｍＲＮＡ分子的翻译转录抑制。

目前大约有三分之一的基因受 ｍＲＮＡ的调控。ｍｉＲＮＡ在心

血管高度表达，在调控心血管的发育和疾病方面具有重要意

义，这给心血管疾病的治疗带来了希望。ｍｉＲＮＡｓ参与多种生

物学过程，如细胞增殖、迁移、分化、分泌、激发、传导，细胞周期

和细胞凋亡、老化，通过改变靶基因来表达［７］。

在血清或血浆中检测到 ｍｉＲＮＡｓ，被称为循环 ｍｉＲＮＡｓ。

尽管大量的研究认为循环 ｍｉＲＮＡｓ起源是未知的，但一些研

究报告表明，ｍｉＲＮＡｓ在微泡或其他不同类型的细胞中主动分

泌。大约１２１个ｍｉＲＮＡｓ被确定来源于肥大细胞
［８］，神经酰胺

生物合成途径中的限速酶鞘磷脂酶２，控制外来体分泌到细胞

外基质［９］。此外，微泡或外来体，微粒和脂蛋白复合物（高密度

脂蛋白复合物）可能是其他循环 ｍｉＲＮＡｓ的来源。微粒大于

外来体，包含ｍｉＲＮＡｓ，并积极控制细胞的通信过程。高密度

脂蛋白（ＨＤＬ）运输ｍｉＲＮＡｓ并将其传递到受体细胞的功能定

位，运送细胞内胆固醇。人类的 ＨＤＬ不仅运输内源性 ｍｉＲ

ＮＡｓ，还可以显示不同的功能，在基因调控和细胞间通讯方面

存在潜在介质。血浆和血清循环 ｍｉＲＮＡｓ的检测表明，ｍｉＲ

ＮＡｓ可能发挥细胞外的生物学功能，可以作为疾病的潜在生

物标志物。来自健康受试者被确认的人类基因组的估计编码

多达１０００个ｍｉＲＮＡｓ，在血清中有１００个ｍｉＲＮＡｓ。

２　循环ｍｉＲＮＡｓ的性质

从血浆中分离的 ｍｉＲＮＡｓ高度稳定抗高温耐强酸和强

碱。血浆中的浓度稳定，长时间室温放置和多次反复冻融均无

影响。据报道，内源性 ｍｉＲＮＡｓ是以抵抗ＲＮａｓｅ活性形式存

在［１０］。相对于内源性 ｍｉＲＮＡｓ而言，人血浆合成 ｍｉＲＮＡｓ在

几分钟内被快速降解。失活的ＲＮａｓｅ加入之前，外源性 ｍｉＲ

ＮＡｓ逃脱降解。因此，外源性ｍｉＲＮＡｓ在血浆中是不稳定的，

容易迅速降解，而内源 ｍｉＲＮＡｓ是稳定和耐ＲＮａｓｅ活性。循

环ｍｉＲＮＡｓ对抗ＲＮａｓｅ的降解是多方面的。例如，循环 ｍｉＲ

ＮＡｓ在血中不是游离的，它通常被包在微泡或外来体里。此

外，循环ｍｉＲＮＡｓ可以用一些特殊的蛋白质（如核仁ＲＮＡ结

合蛋白，核磷蛋白１）形成ｍｉＲＮＡｓ的配合物来抵抗降解
［１１］。

虽然循环ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ是稳定的，但高纯度的 ｍｉＲＮＡｓ分

离技术存在挑战。首先，血浆或血清中含有极少量的ＲＮＡ，从

血浆或血清（通常小于１ｍＬ）中用常规的方法严格的质量控制
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