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·临床论著·

慢性乙型肝炎患者肝细胞 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ
及 ＨＢＶ表面标志物的相关性研究
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　　【摘要】　目的　回顾性分析慢性 ＨＢＶ感染者肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量与肝细胞 ｔＤＮＡ、
ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ的关系以及临床意义。方法　应用荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）检测未经抗病毒

治疗的患者５８例（未抗病毒组）、经抗病毒治疗的慢性乙型肝炎患者４例（抗病毒组）的肝细胞 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ和ｔＤＮＡ含量，应用免疫组化法定性检测肝组织内ＨＢｓＡｇ和ＨＢｃＡｇ表达，用ＳＰＳＳ１３．０软件

统计分析肝细胞ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量、ｔＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ间的关系。结果　肝细胞 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、
ＨＢＶｔＤＮＡ含量与ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ在肝细胞中的表达模式间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。肝细胞

内ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量与ＨＢＶｔＤＮＡ含量呈高度正相关（Ｐ＜０．０１）。慢性乙型肝炎抗病毒治疗患者

中，疗程＞２年并达到《病毒性肝炎防治方案》停药标准，肝细胞内ｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ含量较未抗病毒组

显著降低，但肝细胞内仍然可以检出 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ。结论　肝细胞 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量与

ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ在肝细胞的表达模式间无一定规律性。核苷（酸）类似物抗病毒治疗 ２～３年并不能完

全清除肝细胞内ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ。
【关键词】　肝炎，乙型，慢性；ｃｃｃＤＮＡ；荧光定量 ＰＣＲ；肝炎病毒表面抗原，乙型；肝炎病毒 ｃ抗

原，乙型；肝炎病毒ｅ抗原，乙型；免疫组织化学
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）属嗜肝脱氧核糖核酸科，

不完全双链ＤＮＡ病毒，与其他ＤＮＡ病毒相比，不同

之处在于其特殊的复制中间体即共价闭合环状
ＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｒＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）的存

在。ｃｃｃＤＮＡ的存在是病毒复制的重要标志，是病

毒感染得以维持的根源，抑制或清除 ｃｃｃＤＮＡ是治

疗慢性乙型肝炎的关键之一［１］。本研究应用荧光

定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）技术特异性检测慢性ＨＢＶ感染

者肝细胞内 ｃｃｃＤＮＡ含量，分析肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃ
ＤＮＡ含量与 ｔＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ表达的关系，进

而研究慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶ在体内复制的动力

学改变及抗病毒治疗效果。

资料与方法

一、研究对象
１．纳入和排除标准：慢性乙型肝炎和乙型肝炎

肝硬化合并肝癌患者的诊断标准符合２０００年西安

修订的《病毒性肝炎防治方案》的诊断标准［２］。排

除合并糖尿病、甲状腺功能亢进症、ＨＩＶ感染、自身

免疫性疾病及其他肝炎病毒感染者。

２．一般资料：肝组织标本来源于广西医科大

学第一附属医院肝胆外科和感染科住院和门诊患

者。所有患者均签署知情同意书，其中未经抗病毒

治疗组患者５８例（其中行肝组织活检的慢性乙型

肝炎患者２８例，取癌旁肝组织的乙型肝炎肝硬化合

并肝癌手术切除患者３０例），男性４９例，女性９例；

年龄１６～７２岁，平均年龄４０．８８岁，其中血清 ＨＢＶ
ＤＮＡ＜１．０×１０３拷贝／ｍｌ者１２例。抗病毒治疗组患

者４例（均为慢性乙型肝炎患者），均为男性，年龄
２８～５３岁，平均年龄３７．２５岁，该组患者给予拉米

夫定和（或）阿德福韦酯进行抗病毒治疗，并已经达

到《病毒性肝炎防治方案》规定的停药标准，疗程为
２～３年。

二、检测方法
１．ＨＢＶＤＮＡ的提取：应用上海华舜生物有限公

司生产的滤柱式小量组织 ＤＮＡ提取试剂盒（编号：

ｗ６５０１）抽提６２例慢性乙型肝炎患者的肝组织ＨＢＶ
ＤＮＡ，用紫外分光仪检测ＤＮＡ的纯度和浓度。ＤＮＡ
的纯度 Ａ２６０／Ａ２８０须介于 １．６～１．８之间，如 Ａ２６０／
Ａ２８０≤１．６，则提示含较多蛋白质，须再抽提。

２．肝细胞内 ｃｃｃＤＮＡ的荧光定量 ＰＣＲ定量检

测：取肝组织ＤＮＡ提取液１０μｌ，用２５单位 ＡＴＰ依
赖的ＤＮＡ酶消化掉含有单链 ＤＮＡ区的 ｒｃＤＮＡ及

其他单链 ＤＮＡ，以排除干扰。然后，取酶消化终产

物２μｌ，加入２３μｌ反应体系中，共２５μｌ，经振荡离

心后，置于Ｏｐｔｉｃｏｎ２ＰＣＲ仪器中，反应条件为：９５℃

１０ｍｉｎ预变性并激活 Ｔａｑ酶；９５℃ １０ｓ、５４℃ ２０ｓ、
７２℃ ２５ｓ，共４５个循环。

３．ＨＢＶｔＤＮＡ基因定量检测：分别取未被 ＡＴＰ
依赖ＤＮＡ酶消化的肝组织ＤＮＡ提取液２μｌ，用来定

量检测肝细胞内 ＨＢＶｔＤＮＡ基因，检测步骤与 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ的检测基本相同。以 βａｃｔｉｎ为内参照，计

算出每个肝细胞内ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ的拷贝数。

４．肝细胞内 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ表达的检测：肝细

胞内 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ表达检测用 ＳｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎＴＭ二步

法免疫组化检测，一抗为兔抗人多克隆抗体，由武汉

博士德试剂公司提供，二抗为 ＳｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎＴＭ兔ＨＲＰ
检测系统，二抗及ＤＡＢ酶底物显色试剂盒购自上海

长岛生物技术有限公司，由实验中心检测完成。

三、统计学处理

应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，两变量均

是正态分布、方差齐用ｔ检验和直线相关分析，数据

以 珋ｘ±ｓ描述；偏态分布采用非参数秩和检验和秩相

关分析，数据以中位数（四分位间距）［Ｍ（Ｑ）］描述，

以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、肝细胞ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ含量与ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｃＡｇ表达模式的关系

研究结果显示 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ在肝细胞中不同

表达模式间肝细胞 ＨＢＶｔＤＮＡ和 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ水

平均无显著性差异（Ｐ＞０．０５），见表１。

表１　肝细胞ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ不同表达模式间ＨＢＶｔＤＮＡ
和ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量的比较（拷贝／ｃｅｌｌ）

表达模式 例数 ｔＤＮＡ ｃｃｃＤＮＡ

ＨＢｓＡｇ＋ＨＢｃＡｇ＋ １５ ４９．２６（１３１．９４） ５．５８（４０．２５）
ＨＢｓＡｇ＋ＨＢｃＡｇ－ ３６ １３．２１（５８．９４） ２．５４（８．０３）
ＨＢｓＡｇ－ＨＢｃＡｇ－ ７ ０．９６（１３．２０） ２．１７（５．１８）
Ｈ ４．１１６ ４．３９６
Ｐ ０．１２８ ０．１１１

　　注：数值表示方法：Ｍ（Ｑ）

　　二、肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量与肝细胞内
ＨＢＶｔＤＮＡ含量相关性分析

本研究结果显示肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ含量
［１．８０（８．４４）］拷贝／ｃｅｌｌ与 ＨＢＶｔＤＮＡ含量［１３．０８
（７２．１６）］拷贝／ｃｅｌｌ呈高度正相关（ｒ＝０．８８１，Ｐ＝
０．００）。
　　三、４例抗病毒与１２例未抗病毒治疗患者体内

病毒标志物表达水平

本研究结果显示，慢性乙型肝炎患者行抗病毒治

疗２～３年并达到停药标准后，其肝细胞内ｃｃｃＤＮＡ、
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ｔＤＮＡ含量及血清ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ水平均数值较未抗

病毒组均显著下降，但抗病毒治疗患者肝细胞内仍然

可检出低载量的ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ和ｔＤＮＡ。由于两组样

本例数较少，故未进行统计分析，见表２～３。

讨　　论

ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ是 ＨＢＶ基因组复制的重要中间

体，其形成是ＨＢＶ生活周期中关键的一步。研究发

现，在每个肝细胞中保持约 ３０～５０拷贝的 ｃｃｃ
ＤＮＡ［３］，ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ与细胞核内的核蛋白结合形

成微染色体［４］，其不对称复制可保护 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ
不被直接清除，并且病毒处于低复制状态时成熟的病

毒体优先用于补充ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ池［５］。目前临床应

用的抗ＨＢＶ核苷（酸）类似药物短期内不能清除ｃｃｃ
ＤＮＡ，其对ｃｃｃＤＮＡ无直接作用，ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ池持

续存在于肝细胞核内，是造成抗病毒药物治疗停药后

复发的根源。因此，ｃｃｃＤＮＡ成为慢性乙型炎治疗中

的关键所在［６］，只有彻底耗竭肝细胞核内的ＨＢＶｃｃｃ
ＤＮＡ，才能彻底治愈慢性乙型肝炎。

肝细胞内的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ是 ＨＢＶ感染和复

制的特征标志，关于 ＨＢＶＤＮＡ与肝组织 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｃＡｇ水平的关系，国内外报道［７９］主要是对血清
ＨＢＶＤＮＡ与肝组织 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ的关系研究，至

于肝细胞中的ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ与ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ的关

系报道很少。本研究应用特异强、敏感性高的荧光

定量ＰＣＲ法检测５８例乙型肝炎患者肝细胞内ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ、ＨＢＶｔＤＮＡ含量及免疫组化法检测肝细胞

内ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｃＡｇ表达情况，结果显示三种表达

模式的肝细胞 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、ＨＢＶｔＤＮＡ水平间没

有明显差别，提示肝细胞内 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｃＡｇ表达

模式并不能反映肝细胞内ｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ水平的高

低。本研究对于肝细胞内 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｃＡｇ只是定

性检测，未行定量检测，可能影响了其可比性，肝细

胞内 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｃＡｇ形成后，是很快的组装成病

毒颗粒逸出，还是潴留在肝细胞内尚不明确，关于此

方面研究还有待进一步深入。

肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ和 ｔＤＮＡ是诊断 ＨＢＶ
感染的最可靠指标［１０］，二者水平的高低能够直接反

映病毒复制能力。Ｗｏｎｇ等［１１］对１６例 ＨＢｅＡｇ阳性

和３６例抗ＨＢｅ阳性的乙型肝炎患者肝组织的ＨＢＶ
ＤＮＡ和 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ的水平研究发现，肝组织
ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ水平与肝组织 ＨＢＶｔＤＮＡ水平呈显

著正相关。本研究结果显示肝细胞内 ＨＢＶｃｃｃ
ＤＮＡ水平与肝细胞内 ＨＢＶｔＤＮＡ水平呈高度正相

关（Ｐ＜０．０１），同文献报道结果一致。肝细胞内
ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ是 ｔＤＮＡ一种存在形式，通过 ｃｃｃ
ＤＮＡ不断复制来补充肝细胞内 ｔＤＮＡ，因此肝细胞
ｃｃｃＤＮＡ与ｔＤＮＡ存在一定关系。

目前，临床检测肝细胞内 ｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ的最

终目的是评价抗病毒治疗效果、判断停药时间来指

导临床用药。有研究发现核苷（酸）类似物抗病毒

治疗可以使肝组织 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ水平显著下

降［１２１３］。本研究对抗病毒治疗组４例患者（已达到

停药标准）体内 ＨＢＶ复制情况研究发现其肝细胞
ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ、ｔＤＮＡ和血清 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ水平

均偏低，并且显著低于未经抗病毒治疗且血清 ＨＢＶ
ＤＮＡ＜１０３拷贝／ｍｌ的慢性乙型肝炎患者。本研究

抗病毒治疗组中１例患者经拉米夫定治疗２年后出

现ＨＢｓＡｇ转阴，但是其肝组织内仍可检测到 ５．６１
拷贝／ｃｅｌｌ的ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ，提示应用核苷治疗类似

药物抗病毒治疗２～３年并未完全清除ｃｃｃＤＮＡ。

表２　４例经抗病毒治疗的慢性乙型肝炎患者ＨＢＶ标志物及表达水平

患者
肝内ＨＢＶＳ
和Ｃ抗原

血清ＨＢＶＤＮＡ（拷贝／μｌ） 肝内ｔＤＮＡ（拷贝／ｃｅｌｌ） 肝内ｃｃｃＤＮＡ（拷贝／ｃｅｌｌ）

１ Ｓ（＋），Ｃ（－） ＜１．０×１０３ １１．９１ ６．１９

２ Ｓ（＋），Ｃ（－） ＜１．０×１０３ ３０．８６ ５．１４

３ Ｓ（＋），Ｃ（－） ＜１．０×１０３ １６．３３ ５．６１

４ Ｓ（＋），Ｃ（－） ＜１．０×１０３ ３．６３ １．３４

表３　抗病毒治疗组与未抗病毒治疗组患者ＨＢＶ标志物的表达水平 （珋ｘ±ｓ）

组别 例数 肝内ｃｃｃＤＮＡ（拷贝／ｃｅｌｌ） 肝内ｔＤＮＡ（拷贝／ｃｅｌｌ） 血清ＨＢｓＡｇ（ｍＩＵ／ｍｌ） 血清ＨＢｅＡｇ（ＰＥＩＵ／ｍｌ）

抗病毒治疗组 ４ ４．５７±２．２０ １５．６８±１１．４１ ７２．３６±９６．５１ ０

未抗病毒治疗组 １２ １１．６６±１８．２６ １７２．７９±４１０．６５ １８８．３２±１０５．４４ ０．００２５±０．００６２

　　注：入选的未抗病毒治疗组的１２例患者均血清ＨＢＶＤＮＡ＜１．０×１０３拷贝／ｍｌ
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　　尽管核苷（酸）类似物只能抑制病毒的复制，不

能直接清除肝细胞核内 ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ，但是其作用

靶点是肝细胞核外松弛环状ＤＮＡ，能够抑制其合成，

随着时间延长，肝内 ｃｃｃＤＮＡ来源减少甚至可以消

失，当病毒复制速度极慢，且低于肝细胞的生命周期

时，ＨＢＶｃｃｃＤＮＡ池可能被耗竭。最近研究人员采

用数学模型推算得出，应用阿德福韦酯需要１４．５年

才能完全清除慢性乙型肝炎患者肝细胞中的 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ。

据此，对于慢性乙型肝炎患者，无论是 ＨＢｅＡｇ
阳性还是阴性都必须进行长期和规范化的治疗，最

大限度地长期应用抗ＨＢＶ药物治疗，直至患者肝细

胞内的ｃｃｃＤＮＡ库得不到新的补充而耗竭，从而达

到根治疗效。
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