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　　【摘要】　目的　比较乙型肝炎患者３种血清标志物模式 ＨＢＶＤＮＡ含量。方法　采用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）血清标志物，同份血清标本采用荧光定量ＰＣＲ法检测 ＨＢＶＤＮＡ。结果　乙型

肝炎患者血清学标志物模式均表现出一定的ＨＢＶＤＮＡ水平，尤以模式（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、抗ＨＢｃ阳性）ＨＢＶＤＮＡ

含量最高，为１０７．１６±１．７９，且明显高于模式（ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｃ阳性）（犘＜０．０１）和模式（ＨＢｓＡｇ阳性、抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ

阳性）（犘＜０．０５）。结论　应用定量ＰＣＲ法检测 ＨＢＶＤＮＡ含量对反映 ＨＢＶ复制情况及其传染性强弱优于 ＨＢＶ

血清学检测指标，对乙型肝炎患者决定是否接受治疗以及疗效监控也优于血清学标志物。
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　　乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染所致，临床上表

现多样化，常发展为慢性肝炎和肝硬化，也可呈慢性携带状态，

少数病例可发展为原发性肝细胞癌［１］。为临床有效治疗乙型

肝炎，控制乙型肝炎病情的发展提供可靠的实验依据就显得尤

为重要。目前，ＨＢＶ感染的诊断主要依赖于血清特异性抗原

抗体和 ＨＢＶＤＮＡ的检测
［２］。作者采用荧光定量聚合酶链反

应（ＰＣＲ）方法检测乙型肝炎患者血清中 ＨＢＶＤＮＡ，以比较乙

型肝炎患者３种血清学标志物模式下 ＨＢＶＤＮＡ含量及其意

义，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００４年１月至２００５年１月来本院门诊及住

院确诊的乙肝患者４９３例，其中住院２１６例，门诊２７７例，男

２９５例，女１９８例。年龄１２～６４岁。正常血清２１例（ＨＢＶ血

清标志物５项均为阴性，肝功能正常）。

１．２　仪器　ＦＸ９９０ＰＣＲ荧光定量检测仪购自上海复兴实业

股份有限公司，ＴＣ２５／Ｈ基因扩增仪购自杭州大和热磁电子

有限公司，ＴＧＬ１６Ｃ台式离心机，酶标仪购自ＢＩＯＲＡＤ美国伯

乐公司。

１．３　试剂　ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海科华实业技术生物有限

公司，乙型肝炎病毒ＰＣＲ荧光定量试剂盒购自上海复兴实业

股份有限公司，该试剂对 ＨＢＶＤＮＡ有效定量范围４．２×１０２

～１．０×１０
８ｃｏｐｙ／ｍＬ，超出定量范围的样品采用稀释或浓缩后

重新测定。

１．４　标本采集　用一次性的针筒抽取患者静脉血约３ｍＬ。

将２ｍＬ的静脉血置于试管中用于ＨＢＶ血清标志物检查；另１

ｍＬ置于灭菌的一次性试管中，室温自然凝固或８００～１６００ｒ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取出离出的血清０．２ｍＬ左右送检 ＨＢＶ

ＤＮＡ。当天未能检测血清标本置于－２０℃冰箱保存。

１．５　操作方法　ＨＢＶ血清标志物采用酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ法）检测，同份血清标本采用荧光定量ＰＣＲ法检测

ＨＢＶＤＮＡ。操作严格按试剂盒说明书要求进行。

１．６　统计学方法　ＨＢＶＤＮＡ含量以狓±狊表示，组间比较用

狋检验。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶＤＮＡ标准曲线　每次试验设立５个ＨＢＶＤＮＡ标

准品系列浓度，依次为１０６、１０５、１０４、１０３、１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ，严格按

说明书要求建立 ＨＢＶＤＮＡ标准曲线。其检测的灵敏度为

１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ，大于该浓度为阳性结果。

２．２　结果　４９３例乙型肝炎患者检出 ＨＢＶＤＮＡ阳性４４８

例，阳性率为９０．９％，详细结果见表１。

表１　乙型肝炎患者３种血清学标志物模式 ＨＢＶＤＮＡ含量

模式
ＨＢＶ标志物类型

ＨＢｓＡｇ 抗ＨＢｓ ＨＢｅＡｇ 抗ＨＢｅ 抗ＨＢｃ
狀

ＨＢＶＤＮＡ

阳性数（％）含量（ｃｏｐｙ／ｍＬ） 平均拷贝数（ｍＬ－１） 测量范围（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

１ ＋ － － － ＋ ７１ ５６（７８．９） ６．０１±１．４８ ６．０８×１０７ １．４２×１０３～１．５２×１０９

２ ＋ － － ＋ ＋ ２３９ ２１４（８９．５） ５．５３±１．９４＃ ２．６８×１０８ １．３４×１０３～７．３９×１０９

３ ＋ － ＋ － ＋ １８３ １７８（９７．３） ７．１６±１．７９ ３．５５×１０８ １．３０×１０４～８．６８×１０１０

　　注：ＨＢＶＤＮＡ含量以对数表示，模式２、３与模式１比较，＃犘＜０．０１，模式２与模式３比较，＃犘＜０．０５。

３　讨　　论

本文结果显示，乙型肝炎患者３种血清学标志物模式均表

现出一定的 ＨＢＶＤＮＡ水平，尤以模式３ＨＢＶＤＮＡ含量最

高，为１０７．１６±１．７９，且明显高于模式１（犘＜０．０１）和模式２（犘＜

０．０５），表明 ＨＢｅＡｇ阳性的乙型肝炎患者 ＨＢＶＤＮＡ 处于高

水平复制。随着 ＨＢｅＡｇ的转阴，抗ＨＢｅ的出现 ＨＢＶＤＮＡ

含量也有所下降，本文中 ＨＢｓＡｇ阳性、抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ阳性

组的 ＨＢＶＤＮＡ含量明显低于模式３（犘＜０．０５），但其含量仍

为１０５．５３±１．９４。表明 ＨＢｅＡｇ向抗ＨＢｅ转换时，虽然 ＨＢＶ

ＤＮＡ含量有所下降，但不能说明ＨＢＶ停止复制，而只是ＨＢＶ

复制水平低而已。因此 ＨＢＶＤＮＡ含量对反映 ＨＢＶ感染情

况和监测乙型肝炎病毒优于 ＨＢＶ血清学检测指标。
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ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、抗ＨＢｃ阳性俗称“大三阳”，是具有高传

染性血清标志物模式，其 ＨＢＶＤＮＡ含量（１０７．１６±１．７９）较高。

而 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ阳性俗称“小三阳”，是ｅ系统转化

后的 模 式，其 传 染 性 也 较 之 前 者 弱，ＨＢＶ ＤＮＡ 含 量

（１０５．５３±１．９４）也明显低于前者（犘＜０．０５）。ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｃ阳

性组是 ＨＢｅＡｇ消失后，抗ＨＢｅ尚未出现前的模式，其阳性往

往表示患者为急性乙型肝炎或乙型肝炎携带者，传染性较弱。

本组 ＨＢＶＤＮＡ含量低于模式３（犘＜０．０１）和模式２（犘＜

０．０１），但有个别阳性 ＨＢＶＤＮＡ含量较高，达１０９ｃｏｐｙ／ｍＬ。

表明 ＨＢｅＡｇ是与 ＨＢＶＤＮＡ含量相关性较好的一个指标。

因此，作者认为应用定量ＰＣＲ法检测 ＨＢＶＤＮＡ含量对反映

ＨＢＶ复制以及传染性强弱的情况也优于 ＨＢＶ血清学检测指

标，对用于临床治疗方案选择和疗效监控将有较高的应用价

值。

ＨＢＶ是由外壳（ＨＢｓＡｇ）和核心组成的ＤＮＡ病毒，其核

心由 ＤＮＡ、ＤＮＡ 多聚酶、抗ＨＢｃ和抗ＨＢｅ组成
［３］。标志

ＨＢＶ感染、病毒复制一般有 ＨＢＶＤＮＡＰ（乙型肝炎病毒脱氧

核糖核酸聚合酶），ＨＢｃＡｇ，ＨＢｅＡｇ，但这些标志物是病毒存在

和复制的间接指标，而且受病毒基因型变异或“窗口期”或患者

免疫状态等因素影响，且用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测乙

型肝炎病毒表面抗原又受多种因素的影响 ［４６］。而ＰＣＲ方法

则检测 ＨＢＶＤＮＡ含量，更能准确灵敏地反映 ＨＢＶ的感染和

治疗恢复情况［７］。因而 ＨＢＶＤＮＡ含量是乙型肝炎患者体内

病毒复制活动情况的最直接证据，也是其是否具有传染性的有

效证据，对于决定是否接受治疗以及采取何种治疗方案有及其

重要参考价值。
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临床研究

１０２例丙型肝炎病毒基因分型结果分析

黄永建，刘剑荣，夏洪娇，李凤中，杨　剑（江西省萍乡市人民医院　３３７０５５）

　　【摘要】　目的　分析了解萍乡地区慢性丙型肝炎患者的丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）基因分型情况，为 ＨＣＶ诊断和

治疗提供有力的依据。方法　利用门诊及住院患者血清 ＨＣＶ抗体阳性标本，经荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＣＶＲＮＡ阳

性的１０２例标本用基因芯片进行不同基因分型检测。结果　检测 ＨＣＶ感染标本１０２例，共检出７种基因亚型，分

别为１ｂ、６型、２ａ、１ｂ＋２ａ、１ｂ＋３ａ、３ａ和３ｂ，其中１ｂ占７２．６％，６型占８．８％，２ａ占７．８％，１ｂ＋２ａ占５．９％，１ｂ＋３ａ

占２．９％，３ａ占１．０％，３ｂ占１．０％。结论　萍乡地区 ＨＣＶ基因型主要为１ｂ与中国南方地区 ＨＣＶ基因型分布比

较一致。按照年龄分组２０岁以下４例，占３．９％，２０～３０岁３３例，占３２．４％，３０～４０岁３９例，占３８．２％，４０～５０岁

１１例，占１０．８％，５０～６０岁４例，占３．９％，６０岁以上１１例，占１０．８％。青壮年和有吸毒史、外伤手术史、输注血液

制品史的人群阳性率较高。

【关键词】　丙型肝炎病毒；　基因芯片；　基因分型
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　　丙型病毒性肝炎是一种广泛传播的疾病，是导致慢性病毒

性肝炎、肝硬化、肝细胞癌的主要病因之一，而这些病变的形成

与其病原丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）的某些重要生物学特性有关。

我国感染丙型肝炎病毒及新发患者数众多。大部分 ＨＣＶ患

者会逐步演变为慢性感染，并根据病程轻重发展为肝硬化或肝

癌。ＨＣＶ病毒基因有较强的变异性，变异位点可以发生在基

因组的各个区域，根据变异位点的不同将 ＨＣＶ分为不同型

别。由于 ＨＣＶ基因型别不仅与疾病严重性存在相关性，而且

与抗病毒治疗和肝细胞癌的发生也密切相关。本研究拟通过

分析部分萍乡地区的慢性丙型肝炎患者体内 ＨＣＶ病毒基因

分型情况，为萍乡地区丙型肝炎的临床诊断和疾病预防提供一

定实验依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院２００５～２００９年门诊及住院患者血清

ＨＣＶ抗体阳性标本，荧光定量ＰＣＲ 检测 ＨＣＶＲＮＡ 阳性的

１０２例标本（其中男７７例，女２５例，年龄８～８１岁）进行基因

分型检测。阴性对照为１０例健康体检者血清。

１．２　仪器　ＡＢＩ７３００型全自动ＰＣＲ扩增仪，美国１２８５ＲＥＬ＃

６生物安全柜，日本三洋ＶＩＰＳＥＲＩＥＳ－８６℃超低温冰箱。

１．３　试剂　丙型肝炎病毒 ＨＣＶＲＮＡ荧光定量检测试剂盒

购于中山大学达安基因股份有限公司，丙型肝炎病毒基因芯片

检测技术由中科院上海微系统与信息技术研究所和瑞芯生物

科技有限公司提供。

１．４　方法

·１０１２·检验医学与临床２０１０年１０月第７卷第１９期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１０，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１９


