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  摘 要:肝细胞内共价环状闭合DNA
 

(cccDNA)是乙型肝炎病毒(HBV)的复制中间体,与HBV复制密切相

关。同时,它是前基因组RNA(pgRNA)的转录模板,而血清中的HBV
 

RNA多来自未逆转录的pgRNA。近年来

许多研究表明HBV
 

RNA在监测疾病进展和预测慢性HBV感染患者的预后等方面有重要作用,是慢性乙型病毒

性肝炎的一种潜在的生物标志物。该文从HBV
 

RNA的分子特征、检测方法及临床应用研究进展进行概述。
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Abstract:Covalently

 

closed
 

circular
 

DNA
 

(cccDNA)
 

in
 

hepatocytes
 

is
 

the
 

replication
 

intermediate
 

of
 

hepa-
titis

 

B
 

virus
 

(HBV),which
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

HBV
 

replication.Meanwhile,it
 

is
 

the
 

transcriptional
 

template
 

of
 

pregenomic
 

RNA
 

(pgRNA),and
 

most
 

of
 

the
 

HBV
 

RNA
 

in
 

serum
 

is
 

derived
 

from
 

unreversed
 

transcribed
 

pgRNA.In
 

recent
 

years,many
 

studies
 

have
 

demonstrated
 

that
 

HBV
 

RNA
 

has
 

an
 

important
 

role
 

in
 

monitoring
 

disease
 

progression
 

and
 

predicting
 

the
 

prognosis
 

of
 

chronic
 

HBV-infected
 

patients,and
 

is
 

a
 

potential
 

biomarker
 

of
 

chronic
 

viral
 

hepatitis
 

B.This
 

article
 

provides
 

an
 

overview
 

of
 

the
 

molecular
 

characterisation
 

of
 

HBV
 

RNA,
detection

 

methods
 

and
 

research
 

progress
 

in
 

clinical
 

applications.
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  慢性乙型肝炎病毒(HBV)感染是一个主要的公

共卫生问题,全球约有2.4亿慢性 HBV感染者。如

果HBV没有得到有效控制,慢性 HBV感染可能导

致肝硬化,最终发展成肝细胞癌(HCC)[1-2]。有研究

报道,乙型肝炎病情的慢性化及进展主要与肝细胞内

共价环状闭合DNA(cccDNA)有关[3]。cccDNA是一

种持续存在于被感染的肝脏细胞核中的分子,HBV
感染后不能被完全消除。另外,目前还没有发现根除

cccDNA的有效方法[4-5]。尽管肝脏活检是一种诊断

方法,但因其具有侵入性,cccDNA作为常规诊断方法

是不现实的,因此有必要开发非侵入性的替代标志物

来监测cccDNA的数量或活性。在过去,一些血清学

标志物,包括 HBV
 

DNA、乙型肝炎表面抗原(HB-
sAg)等已被证明与乙型肝炎内部有关[6-8]。最近,血
清HBV

 

RNA已被认为是cccDNA的一个新的替代

生物标志物,特别是在HBV
 

DNA转阴后的疗效监测、
停药风险提示及干扰素优势人群筛选方面。因此,充分

了解HBV
 

RNA作为乙型肝炎感染的潜在生物标志物

的分子特征、检测方法及临床应用十分重要。

1 分子特征

  HBV是 Hepadnaviridae家族的一个原型成员,
被称为部分双链的DNA病毒,含有一个3.2

 

kb的基

因组。由钠牛磺酸共转运多肽(NTCP)介导的 HBV
进入肝细胞后,病毒的弛缓环状DNA(rcDNA)被送

入细胞核,并转化为cccDNA[9-10]。它是5种 HBV
 

mRNA的转录模板,包括3.5
 

kb的前核心 mRNA
(pcRNA)和2.4

 

kb的pgRNA和2.1
 

kb的表面mR-
NA及0.7

 

kb的 X
 

mRNA[11-12]。其中最长的一条

RNA是长度为3.5
 

kb的前基因组RNA(pgRNA),
子代rcDNA是以pgRNA为模板,在 HBV逆转录酶

作用下形成的。血清中的
 

HBV
 

RNA主要来源于逆

转录pgRNA,其本质是cccDNA的直接产物[13]。由

于血清当中的HBV
 

RNA是cccDNA的直接产物,所
以血清中HBV

 

RNA与cccDNA转录活性密切相关,
被认为是一个理想的反映肝组织

 

cccDNA
 

的活性血

清替代指标。
2 HBV

 

RNA检测方法

2.1 逆转录-实时定量聚合酶链反应(RT-qPCR) 
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血清 HBV
 

RNA 的检测是基于 TaqMan探针法的

RT-qPCR,配以PCR反应液,通过收集到的荧光信号

的变化联合采用一组标准品制订的标准曲线来实现

HBV
 

RNA的定量检测。有研究指出,RT-qPCR法是

检测
 

HBV
 

RNA
 

的常用方法[14]。HUANG等[1]利用

RT-qPCR
 

技术对19例急性乙型肝炎患者和84例治疗

无效的慢性HBV感染者定量检测血清 HBV
 

RNA和

HBV
 

DNA。由于血清 HBV
 

RNA的定量检测方法已

经成熟,而从 HBV
 

RNA反转录的cDNA中的锚定序

列RNA可以显著减少 HBV
 

DNA的干扰[15-16],血清

HBV
 

RNA和HBV
 

DNA可联合用于指导抗病毒治疗

效果监测和停用核苷类似物(NAs)治疗风险评估。
2.2 实时荧光恒温扩增检测(SAT) SAT是一种

RNA转录扩增同时使用探针实时检测的方法。带有

T7序列的引物与靶标 RNA 结合,在反转录酶 M-
MLV作用下产生靶标核酸(RNA)的DNA拷贝,T7

 

RNA聚合酶以DNA拷贝为模板产生多个RNA产

物。在循环扩增的同时,反应体系内的特异性探针可

以与RNA产物结合。RNA产物越多,与产物杂交的

探针就越多,发出的荧光信号就越强。检测仪器可以

实时检测到发出的荧光信号,荧光信号到达特定阈值

的反应时间与靶标RNA起始浓度成比例。每个反应

都有内标,用于质控样本在处理、扩增和检测期间的

变化差异。RNA捕获探针法无需DNA酶的处理,可
以避免使用DNA酶处理导致样本中的RNA损耗,
有助于进一步规避核酸提取产物中混杂的DNA对

HBV
 

RNA定量的干扰。张缈曲等[17]报道,全自动

HBV
 

SAT
 

与RT-qPCR
 

结果一致,但在低浓度 HBV
 

DNA样本中灵敏度高于RT-qPCR,HBV
 

RNA检测

快速及准确。
2.3 液滴式数字 PCR(ddPCR) ddPCR 是传统

PCR方法的改进,ddPCR结合了微流控技术和基于

探针的qPCR技术,以实现核酸的绝对定量,测试样

品中目标模板的浓度。由于这种数字式的二进制读

数,所以不需要标准曲线来实现定量。ddPCR的主要

优势还包括高精确度和可减少PCR偏差。因此,近
年来ddPCR已被广泛采用为量化AAV滴度的一种

方法。先将样品分为多个PCR反应,每个反应多包

含一个模板,然后通过对阳性和阴性反应进行计数来

确定初始样品中模板分子的数量。有报道指出,在
HBeAg浓度低的感染者中,由于ddPCR技术不需要

标准曲线来实现定量,可以提高HBV
 

RNA检测的灵

敏度及特异度[18-19]。
2.4 cDNA末端快速扩增技术(RACE) RACE是

一种基于逆转录PCR,通过已知的部分cDNA序列来

得到完整的cDNA的5'和3'端。RACE的优势是在

仅已知单侧序列设计特异性引物时,利用RACE技术

仍能完成扩增,特异度大大提高。BRAKENHOFF
等[20]利用RACE技术对176例 HBeAg阳性患者和

103例 HBeAg阴性患者检测血清 HBV
 

RNA,提示

HBV
 

RNA可以预测HBsAg的下降或清除。有研究

发现,大量
 

poly
 

A
 

尾缺失的
 

HBV
 

RNA存在血清中,
利用

 

RACE
 

技术poly
 

A尾缺失的 HBV
 

RNA有可

能出现漏检[21]。
2.5 QuantiGene

 

测定 QuantiGene
 

测定无需
 

cD-
NA

 

合成或
 

PCR
 

扩增,是一种核酸探针信号放大检测

技术。利用探针杂交和信号放大得到样本中 HBV
 

RNA
 

的具体含量。有研究发现,QuantiGene与液态芯

片(Luminex/xMAP)技术相结合,能同时检测80个基

因以上[22],该技术对样本类型要求低,如细胞、血液等。
2.6 基因测序 基因测序技术又称DNA测序技术,
是分子生物学研究中最常用的技术,它的出现极大地

推动了生物学的发展成熟。HUANG等[23]利用测序

技术对7例慢性HBV感染患者血清和配套肝活检样

本(来自2个前瞻性临床研究队列)的血清 HBV
 

RNA进行检测,研究结果表明cccDNA可在几个月

完成更新,提示血清HBV
 

RNA可以作为
 

cccDNA的

临床替代标志物。
3 HBV

 

RNA的临床意义

3.1 血清 HBV
 

RNA与肝组织内cccDNA的相关

性 血清
 

HBV
 

RNA
 

主要由肝细胞核内的
 

cccDNA
 

模板转录而来,故可用于反映
 

cccDNA
 

的拷贝数量及

其转录活性。在慢性HBV感染的过程中,血清 HBV
 

RNA可作为预测慢性乙型肝炎患者疾病自然病程的

生物标志物[24]。在治疗初期HBeAg阴性的 HBV感

染者中,血清 HBV
 

RNA在区分“HBeAg阴性反应”
阶段上显示出优越性[1]。基线时血清

 

pgRNA
 

水平低

或第6个月大幅下降可独立预测NAs,治疗后第4年

血清pgRNA
 

检测不到的高发生率,基线血清
 

pgRNA
 

可作为
 

NAs
 

治疗期间
 

HBeAg
 

血清转换的新预测因

子[25]。乙型肝炎未治疗患者中血清
 

HBV
 

RNA与血

清
 

HBsAg、HBV
 

DNA呈正相关,且随着慢性 HBV
感染病程的进展,血清HBV

 

RNA水平逐渐下降。血

清HBV
 

RNA 水平可作为预测聚合酶抑制剂治疗

HBeAg阳性患者血清反应的新工具[26]。血清 HBV
 

RNA可用于监测cccDNA的转录活性,适用于监测

抗病毒治疗的疗效监测。
3.2 预测 HBV停药后复发风险 在长期抗病毒过

程中,血清HBV
 

RNA和DNA水平均显著下降。血

清中HBV
 

RNA 病毒颗粒水平可能与停止治疗后

HBV病毒反弹的风险相关,因此,它可能是监测NAs
治疗安全终止的潜在预测生物标志物。

 

即使 HBsAg
已经消失,包括 HBsAg逆转或 HBV

 

DNA再出现在

内的复合逆转在停药后仍可能发生,血清 HBV
 

RNA
被认为NAs治疗后病毒反弹的潜在预测因子。

 

停药时

血清HBV
 

RNA阴性不是独立的安全停药预测指标,
但可以联合HBsAg监测安全停药[27-28]。
3.3 血清HBV

 

RNA预测抗病毒治疗应答

3.3.1 血清 HBV
 

RNA 指导患者 NAs停药的价

值 血清HBV
 

RNA可用干预测慢性乙型肝炎患者

接受 NAs治疗的应答情况。尽管指南推荐 HBeAg
阳性的患者在规律治疗后,1~3年后可以考虑停药,
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但停用NAs
 

1年内,患者的病毒临床复发率和病毒复

发率分别在6%~76%、30%~100%[29]。有研究报

道发现,即使NAs能快速有效抑制
 

HBV
 

DNA
 

低至

检测下限,但肝脏中存在的cccDNA
 

继续在影响病毒

的复制,NAs长期连续治疗的慢性乙型肝炎患者仍有

一部分会发展到终末期肝病,甚至肝癌[30]。有研究发

现,经长期NAs治疗的60例HBV相关肝癌患者中,
HBV

 

DNA检测阴性而 HBV
 

RNA
 

检测阳性者有9
例[31],提示在

 

HBV
 

DNA检测低于检测下限后,仍需

要进 一 步 检 测 血 清 HBV
 

RNA。综 上 所 述,HBV
 

RNA在指导患者停药方面具有应用价值,在符合现

行停药标准的患者,若检测RNA显示阳性,则停药后

复发的风险较大,应持续进行抗病毒治疗,已实现

RNA转阴的患者停药后复发风险更低,但不能完全

排除复发的可能性。
3.3.2 血清 HBV

 

RNA预测聚乙二醇干扰素
 

α-2a
 

治疗疗效 聚乙二醇干扰素
 

α-2a
 

抗病毒机制包括降

解或沉默cccDNA、调控宿主免疫及影响pgRNA的

包装和稳定性等,相比NAs治疗,血清HBV
 

RNA的

下降也更为显著。HBV
 

RNA可以预测经聚乙二醇

干扰素
 

α-2a治疗后HBeAg患者的血清学转换[32-34],
早期已有研究报道,HBV

 

RNA水平能够有效预测干

扰素治疗患者DNA应答及 HBsAg的阴转[16]。在使

用干扰素抗病毒治疗过程中,血清
 

HBV
 

RNA可以判

断抗病毒治疗疗效,其变化与抗病毒药物及疗程有

关,呈下降趋势[35]。因此,HBV
 

RNA对于预测乙二

醇干扰素α-2a治疗的 HBeAg患者的血清学转换及

HBsAg的阴转都有临床应用价值。
3.4 血清HBV

 

RNA预测肝细胞癌的价值 有研究

发现,血清HBV
 

RNA
 

是在NAs
 

治疗过程中导致肝

癌发生的独立危险因素,提示在NAs治疗过程中,血
清HBV

 

RNA转阴有利于慢性乙型肝炎患者的长期

预后[29]。HBV
 

RNA的基线水平和病毒复制中间体

的组成在慢性 HBV感染的自然过程中存在显著差

异。这些发现阐明了病毒复制的性质和慢性 HBV感

染不同阶段疾病的发病机制[36]。接受抗病毒治疗的

慢性HBV感染患者中残留的 HBV
 

DNA和pgRNA
病毒血症与HCC有关[37]。长期

 

NAs
 

抗病毒治疗的
 

HBV
 

相关肝细胞癌患者,在
 

HBV
 

DNA
 

低于检测下

限后,HBV
 

RNA仍可检测到,HBsAg
 

滴度可能与血

清HBV
 

RNA水平相关[30]。血清HBV
 

RNA与接受

抗病毒治疗慢性乙型肝炎患者的 HCC发生风险独立

相关。实现血清 HBV
 

RNA转阴将有利于慢性乙型

肝炎患者长期治疗的预后,提示其可作为潜在的抗

HBV治疗替代终点之一[38]。HBV病毒的复制不仅

与肝癌干细胞的形成及致癌机制相关,更与肝癌术后

复发相关。HBV
 

RNA是评估肿瘤组织中HBV病毒

复制水平的关键指标,且能够监测目前非癌组织的远

期癌变风险[39]。因此,HBV
 

RNA可应用于预测慢性

乙型肝炎患者的HCC发生风险,以及评估HCC术后

复发风险。

3.5 预测HBsAg下降或者阴转 抗病毒治疗结束

时,血清HBV
 

RNA阳性可预测慢性 HBV感染患者

停药后 HBsAg逆转的高风险[28],治疗4周时血清
 

HBV
 

pgRNA 和 HBcrAg
 

的早期变化可预测长期

NA治疗的慢性 HBV感染患者的
 

HBsAg
 

血清清除

或≤100
 

IU/mL[39]。HBV
 

RNA的动力学特点联合丙

氨酸氨基转移酶是 HBsAg下降的独立预测因素。研

究表明,通过控制 HBV
 

RNA的水平可以预测慢乙型

肝炎的产妇在停药后的HBsAg状态和下降特点[20]。
3.6 预测

 

HBeAg
 

血清转化 抗病毒治疗期间,
HBV

 

RNA
 

的动态变化可预测
 

HBeAg血清学转换,
彭亚梦等[40]研究发现,HBeAg阳性或阴性的

 

HBV
 

RNA与HBV
 

DNA
 

水平存在较大差异,HBeAg
 

是慢

性乙型肝炎患者血清
 

HBV
 

RNA
 

水平的影响因素,但
HBeAg与 HBV

 

DNA 不相关,与 HBV
 

DNA 相比

较,HBV
 

RNA
 

能更好地预测
 

HBeAg的转阴变化。
WANG等[41]将30例 HBeAg阳性、非肝硬化的慢性

乙型肝炎患者分为两组:SR组(出现 HBeAg血清转

换的患者,n=9),NSR
 

组(未出现 HBeAg
 

血清转换

的患者,n=21),在治疗48周的所有患者,HBV
 

RNA
 

均呈现出逐渐下降的趋势。但SR组相比 NSR
 

组,
HBV

 

RNA
 

水平下降的幅度更大,在第48周时,SR
组的血清

 

HBV
 

RNA
 

水平显著低于NSR
 

组。研究验

证了
 

HBV
 

RNA
 

下降与HBeAg
 

血清转化相关,血清
 

HBV
 

RNA
 

的动态变化可预测治疗效果。
3.7 血清HBV

 

RNA在区分 HBV感染自然史中的

价值 有研究表明[42],新指标血清 HBV
 

RNA
 

能更

好地反映cccDNA
 

转录活性,其水平在病毒与宿主长

期相互作用中可能发生变化。与 HBeAg阳性患者相

比HBeAg阴性患者的血清 HBV
 

RNA水平显著降

低,而免疫控制期患者血清HBV
 

RNA水平最低。慢

性HBV感染者血清 HBV
 

RNA 水平与血清 HBV
 

DNA、HBsAg水平呈正相关。分析发现,HBeAg阳

性患者血清 HBV
 

RNA与 HBV
 

DNA或 HBsAg存

在相关性;而在HBeAg阴性患者中,血清 HBV
 

RNA
仅与HBV

 

DNA呈正相关[42]。在慢性 HBV感染的

自然病程中,血清HBV
 

RNA水平是有差异的。血清

HBV
 

RNA可作为预测慢性乙型肝炎患者自然病程

的生物标志物。在未经治疗的 HBeAg阴性的慢性

HBV感染者中,血清 HBV
 

RNA在区分“HBeAg阴

性免疫清除期”方面具有优势。
4 小  

 

结

  HBV慢性感染难以被彻底清除,其根源在于感

染后形成的cccDNA微染色体可长期稳定存在于肝

细胞核内。HBV
 

RNA作为cccDNA的直接下游转

录产物,有可能成为慢性HBV感染的新标志物,在反

映抗病毒疗效、评估 NAs停药后复发风险等方面有

重要作用,并可能成为监测cccDNA转录活性更好的

替代标志物。虽然不同研究的血清 HBV
 

RNA检测

方法不同,但已显示出初步的临床意义。因此,需要

进行更广泛的研究,以进一步确定血清HBV
 

RNA的
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分子生物学特征,并评估其临床价值。
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·短篇论著·

血清CKLF-1、VCAM-1水平对小儿支气管炎病情及预后的评估价值

傅 彬,季汝凤△

江苏省南京市溧水区人民医院儿内科,江苏南京
 

211200

  摘 要:目的 分析血清趋化素样因子-1(CKLF-1)、血管细胞黏附分子-1(VCAM-1)水平对小儿支气管炎

病情及预后的评估价值。方法 选取2019年2月至2022年11月该院接诊的100例小儿支气管炎患者作为研

究组,根据病情发展情况分为轻症组(n=52)和重症组(n=48),另根据患者预后情况分为预后良好组(n=56)
和预后不良组(n=44),另选取同期于该院进行体检的体检健康儿童47例作为对照组。采用酶联免疫吸附试

验检测血清CKLF-1、VCAM-1水平并进行比较;收集所有患者的临床资料并进行比较;影响小儿支气管炎患

者预后的因素采用Logistic回归分析,血清CKLF-1、VCAM-1水平对小儿支气管炎患者预后的预测价值采用

受试者工作特征(ROC)曲线进行分析。结果 研究组血清CKLF-1、VCAM-1水平显著高于对照组,并随着患

者病情加重而显著升高(P<0.05);预后不良组患者与预后良好组患者的病情发展程度及C反应蛋白(CRP)、
白细胞计数(WBC)、CKLF-1、VCAM-1水平之间比较,差异有统计学意义(P<0.05),且重症、CRP、WBC、CK-
LF-1、VCAM-1水平升高均是小儿支气管炎患者预后不良的危险因素(P<0.05);血清CKLF-1、VCAM-1、联

合预测小儿支 气 管 炎 患 者 预 后 的 曲 线 下 面 积 (AUC)分 别 为0.859、0.793、0.918,联 合 预 测 价 值 更 高

(Z两者联合-CKLF-1=2.282,P=0.023;Z两者联合-VCAM-1=2.927,P=0.003)。结论 血清CKLF-1、VCAM-1水平随着

小儿支气管炎患者病情加重而显著升高,并与患者预后情况密切相关,可能成为评估其预后的生物学指标。
关键词:趋化素样因子-1; 血管细胞黏附分子-1; 小儿支气管炎; 预后
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  支气管炎是一种常见的呼吸道疾病,表现为支气
管黏膜及其周围组织发生慢性炎症反应。由于儿童
身体各组织器官处于发育阶段,其抵抗力低,较易受
病原菌侵害,所以支气管炎在儿童中的发病率更

高[1]。因小儿支气管炎主要发生于其肺部的细小支
气管中,所以又被称为毛细支气管炎。一般情况下,
小儿支气管炎是由于感冒等普通疾病进一步发展而

来,由于病原菌的肆意侵袭而导致炎症发生,患者常
会出现咳嗽、发热、呕吐、呼吸困难等症状[1-4]。该病
病情发展迅速,但考虑到儿童年龄较小,一般以药物

治疗为主,对患者进行止咳平喘,消除炎症[2-4]。但该
病容易反复,且临床诊断多以患者症状及一些炎症标
志物为主,缺乏特异性,也不能准确反映病情进展。
因此,寻找有效标志物可以帮助临床快速确诊及判断
预后情况,避免病情进一步发展。趋化素样因子-1
(CKLF-1)是近些年新发现的炎症趋化因子,受炎症

信号诱导高表达在外周血白细胞中,通过与其受体结
合诱 发 体 内 炎 症 反 应[5]。血 管 细 胞 黏 附 分 子-1
(VCAM-1)是一种参与白细胞炎症反应的糖蛋白,与
免疫反应、炎症反应及癌症、心脏疾病的发生均有
关[6]。虽然CKLF-1与VCAM-1均涉及炎症反应,但
二者与小儿支气管炎病情发展的具体关系报道较少。
本研究旨在探究血清CKLF-1、VCAM-1水平对小儿

支气管炎病情发展及预后的评估价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年2月至2022年11月本

院接诊的100例小儿支气管炎患者作为研究组,根据
病情发展情况分为轻症组(n=52)和重症组(n=48)。
其中患儿喂养量下降一半或拒食,呼吸频率加快,肋
间隙凹陷,易烦躁,上述症状符合任意其中一项即可

判定为重症患儿;轻症患儿食量正常,呼吸频率正常
或稍快,无胸壁吸气性三凹征,无鼻翼煽动或呻吟,精
神状态正常。另选取同期于本院进行体检的体检健

康儿童47例作为对照组。纳入标准:(1)符合小儿支
气管炎的诊断标准[7];(2)结合临床症状及病理学确
诊为小儿支气管炎;(3)年龄小于10岁;(4)首次入院

治疗。排除标准:(1)患有重症疾病者;(2)发生重要
脏器损伤者;(3)患有其他呼吸系统疾病者;(4)有传
染性、免疫性、血液性疾病者;(5)易过敏体质患者。
本研究方案均已获得所有儿童家属同意并签署知情
同意书,且已通过医学伦理委员会审核批准。
1.2 方法

1.2.1 患者临床资料收集 收集患者的年龄、性别、
患病时间、住院时间、C反应蛋白(CRP)、白细胞计数
(WBC)、病情发展情况、被动吸烟史、家族疾病史。
1.2.2 血清CKLF-1、VCAM-1水平检测 采集所
有研究对象清晨空腹静脉血,3

 

000
 

r/min离心15
 

min,取上清液。采用来自武汉天正源生物科技有限

公司 的 酶 联 免 疫 吸 附 试 剂 盒 抽 提 血 清 CKLF-1、
VCAM-1(货号分别为TK02478、TK03853)。提取完
成后用酶标仪检测CKLF-1、VCAM-1的吸光度,并
代入标准曲线计算其血清浓度。
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