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ＨＢｅＡｇ转阴前后慢性乙肝患者ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ荧光定量检测的意义
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　　摘　要：目的　探讨慢性乙型肝炎患者乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ｃｃｃＤＮＡ检测的意义。方法　检测乙型肝炎患者乙肝ｅ抗原

（ＨＢｅＡｇ）转阴前后肝组织 ＨＢＶ共价闭合环状ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）、血清 ＨＢＶＤＮＡ。用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测 ＨＢＶＤＮＡ、

ｃｃｃＤＮＡ水平，通过质粒保护型的ＤＮＡ酶对提取的ＤＮＡ模板进行酶切处理，再分别进行ＨＢＶＤＮＡ和ｃｃｃＤＮＡ的定量检测。结

果　ＨＢｅＡｇ转阴前，慢性乙肝患者总 ＨＢＶＤＮＡ水平和ｃｃｃＤＮＡ水平呈正相关（狉＝０．９１１，犘＜０．０１）；而 ＨＢｅＡｇ转阴后，血清

ＨＢＶＤＮＡ水平和肝组织ｃｃｃＤＮＡ水平的检测不一致。结论　ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ可作为反映慢性乙肝患者抗病毒治疗预后的指标。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是一个全球性的公共健康问

题，有超过３．５亿人感染，我国慢性乙型肝炎患者超过２０００

万人。乙型肝炎（简称乙肝）感染者可表现为无症状携带者、慢

性乙肝、肝硬化和肝癌［１２］。ＨＢＶ共价闭合环状 ＤＮＡ（ｃｃｃＤ

ＮＡ）是 ＨＢＶ基因组复制中间体 ｍＲＮＡ和前基因组ＲＮＡ的

合成模板，是 ＨＢＶ持续感染的主要因素
［３６］。最近研究表明，

ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ 也是抗病毒治疗结束后病毒反弹的主要原

因［３４］。本研究以慢性乙肝患者乙肝ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）转阴前后

ＨＢＶＤＮＡ水平检测为基础，探讨了慢性乙肝患者ＨＢＶｃｃｃＤ

ＮＡ检测的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　在患者知情和通过医院伦理委员会审查的前

提下，笔者于２０１０～２０１２年，分２次收集了兰州大学第一医院

１６例慢性乙肝患者 ＨＢｅＡｇ转阴前后的肝脏穿刺组织标本和

血清标本共６４份（每位患者采集４份标本）。上述患者中男

１２例，女４例，年龄２～５８岁，平均（３４．５±８）岁。

１．２　仪器与试剂　检测使用上海宏石公司的ＳＬＡＮ实时荧

光定量ＰＣＲ检测系统，ＨＢＶＤＮＡ定量试剂盒和 ＨＢＶｃｃｃＤ

ＮＡ定量试剂盒均购自上海星耀医学科技发展有限公司。乙

肝质 粒 保 护 型 ＤＮＡ 酶 （ＰｌａｓｍｉｄＳａｆｅＴＭ ＡＴＰＤｅｐｅｎｄｅｎｔ

ＤＮａｓｅ）为美国Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ公司产品。ＤＮＡ提取试剂盒（Ｑｉａｍｐ

ＤＮＡＭｉｎｉ）为德国ＱＩＡＧＥＮ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　ＨＢＶＤＮＡ的提取　用试剂盒提取所有肝组织样本和

血清标本的ＤＮＡ。肝组织样本质量不少于１５ｍｇ，提取ＤＮＡ

前肝组织称重并记录。提取方法参照试剂盒说明书。肝组织

细胞数目通过试剂盒内参基因进行估测，中值确定为１×１０６

ｃｅｌｌｓ／ｍｇ。

１．３．２　ＤＮＡ酶消化处理　为消除非ｃｃｃＤＮＡ的影响，选用质

粒保护型ＤＮＡ酶进行预处理。酶反应体系为５０μＬ，２μＬ２５

ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ、５μＬ缓冲液、１μＬ酶，再加入１．２．１中提取好

的血清 ＨＢＶＤＮＡ２５μＬ，最后用蒸馏水补足至５０μＬ。将反

应体系置于３７℃保温箱中温育３０ｍｉｎ，温育结束后７０℃灭活

３０ｍｉｎ。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ检测　对得到的ＤＮＡ模板，用 ＨＢＶ

ＤＮＡ定量试剂盒和 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ 定量试剂盒进行 ＨＢＶ

ＤＮＡ和 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的定量检测。检测在ＳＬＡＮ实时荧光

定量ＰＣＲ检测系统上进行，扩增程序为５０℃２ｍｉｎ，９４℃４

ｍｉｎ；９４℃１０ｓ、６０℃３５ｓ，共４０个循环；在６０℃采集荧光

信号。
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１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计学处理，

使用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　患者 ＨＢｅＡｇ阳性时 ＨＢＶＤＮＡ 的检测　血清 ＨＢＶ

ＤＮＡ浓度范围为６．７４×１０８～４．７９×１０
６ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。ｃｃｃＤＮＡ

浓度范围为１．３５×１０７～４．４９×１０
４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。ｃｃｃＤＮＡ占总

ＨＢＶＤＮＡ的比例为０．４％～２７．０％。见表１。

表１　　患者 ＨＢｅＡｇ阳性时 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ和

　　　ＤＮＡ水平的检测

标本编号
ＨＢＶＤＮＡ

（对数值）

ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ

（对数值）

ｃｃｃＤＮＡ

所占比例（％）

１ ７．８３ ５．８８ １．０５

２ ７．５４ ５．９８ ２．７２

３ ８．８２ ７．１５ １８．４３

４ ８．１８ ５．８８ ４．８７

５ ７．６８ ６．１８ ３．００

６ ７．５４ ６．５１ ９．２０

７ ７．５２ ６．９８ ２８．００

８ ７．９４ ６．８０ ７．２０

９ ７．９８ ６．３８ ２．５０

１０ ７．６２ ５．００ ２．４０

１１ ６．８８ ５．４６ ３．８０

１２ ７．０４ ５．３４ １．９０

１３ ６．９６ ４．６５ ０．４０

１４ ７．４９ ６．６０ １２．９０

１５ ７．２８ ５．９５ ４．６０

１６ ６．６８ ６．１１ ２７．００

２．２　患者 ＨＢｅＡｇ阳性时肝组织ｃｃｃＤＮＡ与血清 ＨＢＶＤＮＡ

水平的相关性　慢性乙肝患者肝组织ｃｃｃＤＮＡ 水平与血清

ＨＢＶＤＮＡ水平呈正相关（狉＝０．９１１，犘＜０．０１），见图１。

图１　　ｃｃｃＤＮＡ和血清 ＨＢＶＤＮＡ的相关性

２．３　患者 ＨＢｅＡｇ转阴后肝组织和血清 ＨＢＶＤＮＡ的检测　

血清 ＨＢＶ ＤＮＡ 有６例大于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ；肝组织 ＨＢＶ

ｃｃｃＤＮＡ有１５例大于１０３ 拷贝／１０６ 个细胞。血清 ＨＢＶＤＮＡ

的最高水平为２．５１×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ；肝组织 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的

最水平为３．２４×１０６ 拷贝／１０６ 个细胞。见表２。

表２　　ＨＢｅＡｇ阴性患者检测指标

样本编号
血清 ＨＢＶＤＮＡ

（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

肝组织 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ

（拷贝／１０６个细胞）

１ １．５０×１０３ ２．６４×１０４

２ ＜１０００ ８．８１×１０３

３ １．５１×１０３ ３．６７×１０５

４ ＜１０００ ７．５０×１０５

５ ＜１０００ １．５０×１０４

６ ２．５１×１０４ ３．２４×１０６

７ ５．３１×１０３ ４．７９×１０５

８ ２．６４×１０３ ６．４８×１０５

９ ＜１０００ ３．６５×１０４

１０ ＜１０００ １．０５×１０３

１１ ＜１０００ ２．８７×１０３

１２ ＜１０００ ５．２２×１０３

１３ ＜１０００ ＜１０００

１４ １．４８×１０３ ５．６８×１０４

１５ ＜１０００ ２．７７×１０３

１６ ＜１０００ ９．６７×１０４

３　讨　　论

本研究表明，ＨＢｅＡｇ阳性慢乙肝患者的ｃｃｃＤＮＡ水平要

显著高于ＨＢｅＡｇ阴性慢乙肝患者，并且与肝内总ＨＢＶＤＮＡ、

血清中 ＨＢＶＤＮＡ呈高度正相关。在所有 ＨＢｅＡｇ阴性患者

肝组织中大部分能检测到ｃｃｃＤＮＡ，这可能解释了为何ＨＢｅＡｇ

阴性患者病情仍有可能出现反复。事实上，ＨＢＶ的复制和肝

炎进展是反复波动的，即使 ＨＢｓＡｇ清除的患者，在肝组织内

仍可能检测到少量的ｃｃｃＤＮＡ。１６例转阴的患者中，只有６例

血清ＨＢＶＤＮＡ为阳性，而肝组织ｃｃｃＤＮＡ却有１５例呈阳性，

因此血清 ＨＢＶＤＮＡ阴性和 ＨＢｅＡｇ阴性的患者乙肝病毒并

没有被清除掉，这给患者病毒反弹导致复发带来了很大的

风险。

ｃｃｃＤＮＡ是乙肝病毒持续感染的重要因素，也是 ＨＢＶ复

制最关键的指标之一，其准确性超过目前常用的乙肝ＤＮＡ检

测［７８］。因此，慢性ＨＢＶ感染者肝组织内ｃｃｃＤＮＡ的定量检测

可以作为监测抗病毒治疗和决定治疗终点的一个指标［９１２］。

研究表明，肝组织ｃｃｃＤＮＡ的定量检测结果可以用作抗病

毒药物的疗效评价新指标，ｃｃｃＤＮＡ的清除情况也可以帮助进

行患者预后判断，预测病毒反弹风险，对临床有针对性地进行

抗病毒治疗有重要意义。
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续表１　　２０台血糖仪评价结果［％（狀／狀）］

血糖仪

卫生部２０１１年１月１０号《规范》

总符合率

（％）

血糖浓度＜４．２ｍｍｏｌ／Ｌ

±０．８３ｍｍｏｌ／Ｌ

血糖浓度≥４．２ｍｍｏｌ／Ｌ

±２０％

ＩＳＯ１５１９７：２０１３（电子版）

总符合率

（％）

血糖浓度＜５．５ｍｍｏｌ／Ｌ

±０．８３ｍｍｏｌ／Ｌ

血糖浓度≥５．５ｍｍｏｌ／Ｌ

±１５％

ＳａｎＮｕｏ ８７ １００（１８／１８） ８４（６９／８２） ６９ ９２（２４／２６） ６１（４５／７４）

ＹｉＣｈｅｎｇ５Ｄ２ ８２ ８９（１６／１８） ８０（６６／８２） ７０ ７３（１９／２６） ６９（５１／７４）

ＹｉＣｈｅｎｇＪＰＳ７ ７３ ７２（１３／１８） ７３（６０／８２） ５９ ５８（１５／２６） ５９（４４／７４）

ＹｕＹｕｅ ６９ ７２（１３／１８） ６８（５６／８２） ５５ ６２（１６／２６） ５３（３９／７４）

　　同型号的两台仪器，使用不同批号的试纸。

３　讨　　论

　　本次研究招募了４２台家用血糖仪，最终挑选出１０个品牌

的２０台血糖仪进行实验，其中进口仪器１３台６个品牌，国产

仪器７台４个品牌。２０台血糖仪均没有达到ＩＳＯ１５１９７：２０１３

版的标准要求，１１台（５５％）达到国家标准，均为进口血糖仪。

如果不讨论国产仪器，１３台进口仪器中的１１台（８４．６％）既符

合国家标准，也符合ＩＳＯ１５９７：２００３版标准，与国外报道５９％

的血糖仪达标率有较大差异［３４］。

ＩＳＯ定义的最低准确度要求是针对于全部临床检测范围，

然而血糖仪的准确度并不能在整个检测范围表现优秀，而是在

不同的区间（如低值、中值、高值范围）有不同的表现。

根据ＩＳＯ标准，＜２．８ｍｍｏｌ／Ｌ的标本可以通过孵育获

得，＞２２．２ｍｍｏｌ／Ｌ的标本可以通过添加葡萄糖得到，但是氧

消耗不同的影响使得这些被修饰过的标本中的氧含量不同，导

致血糖仪的检测结果比真值要低［５６］。

本研究采用的样本是手指毛细血管血和静脉血，分别用于

血糖仪和生化分析仪，所得结果与国内报道较高符合率的结果

差异较大，国内研究均采用静脉血做比对试验［７８］。

家用血糖仪虽然给糖尿病患者监测血糖带来方便，但是在

治疗上可能带来隐患。由于血糖仪性能的稳定性和准确性不

太理想，血糖仪检测结果普遍低于实验室的检测结果约１５％，

当家用血糖仪检测结果在临界值附近时，其真值可能已经超出

正常范围了。在血糖仪的选择上尽量使用大品牌和售后服务

好的公司，严格按说明书操作，定期做质控或校准，能得到相对

可靠的结果。
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