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【摘要】   目的    探讨慢性乙型肝炎（CHB）患者肝细胞HBV ccc DNA含量与血清HBV DNA、

肝组织纤维化程度的相关性及在抗病毒治疗中的临床意义。方法    对48例未接受抗病毒治疗CHB患

者（A组）和6例经聚乙二醇化干扰素α-2a规律抗病毒治疗48周CHB患者（B组）进行肝组织活检以

检测肝纤维化分期，并应用real time-PCR检测肝细胞HBV ccc DNA含量。分析A组患者肝细胞HBV 

ccc DNA与肝纤维化程度以及两组患者肝细胞HBV ccc DNA与血清HBV DNA相关性，分析B组患者

HBV ccc DNA变化。结果    肝细胞cccDNA及血清DNA水平均与肝组织纤维化程度呈负相关，但HBV 

ccc DNA相关性更强（r = －0.465，P = 0.008）。肝细胞HBV ccc DNA与血清HBV DNA不存在相关

性（r = 0.057， P = 0.418）。B组患者肝细胞HBV ccc DNA较对照组（自A组中选取性别、年龄及

HBV DNA无差异患者共12例）显著下降，其中3例患者血清HBV DNA载量低于检测下限，但肝细胞

仍可检出HBV ccc DNA。结论   肝细胞HBV ccc DNA与肝纤维程度呈负相关，而血清HBV DNA水平

不能反映肝内病毒复制的程度。CHB患者抗病毒治疗需要长期进行才可能完全清除肝细胞内HBV ccc 

DNA。
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【Abstract】   Objective    To explore the relationships among levels of HBV ccc DNA in hepatocytes, HBV 

DNA in serum and severity of liver fibrosis in patients with chronic hepatitis B (CHB), and investigate its clinical 

significance in antiviral therapy. Methods   There were two groups of patients: group A were CHB patients who did 

not accept any antiviral therapy before (n = 48); group B were CHB patients who received antiviral treatment with 

peginterferon alpha-2a for 48 weeks (n = 6). All patients had done liver biopsies to determine the severity of liver 

fibrosis and measured levels of HBV ccc DNA in hepatocytes by real time-PCR. The relationships between levels 

of HBV ccc DNA in hepatocytes and severity of liver fibrosis in group A, and between levels of HBV ccc DNA in 

hepatocytes and HBV DNA in serum in both groups were analyzed. Changes of HBV ccc DNA level in hepatocytes 

were investigated in group B. Results    Both levels of HBV ccc DNA in hepatocytes and HBV DNA in serum 

were negatively correlated with severity of liver fibrosis, while HBV ccc DNA with more significant relationship (r 

= －0.465, P = 0.008). Levels of HBV ccc DNA in hepatocytes were not correlated with HBV DNA in serum (r = 

0.057, P = 0.418). Levels of HBV ccc DNA and HBV DNA in patients who received antiviral therapy from group 

B were significantly decreased compared to the control group (12 patients matched with sex, age and level of HBV 

DNA from group A). Total of 3 patients’ levels of HBV DNA in serum could not be detected, but HBV ccc DNA 
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乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）为

部分双链环状DNA病毒，而共价闭合环状DNA
（covalently closed circular DNA，ccc DNA）是HBV
复制中间体，亦是其mRNA和前基因组RNA合成模

板，为复制重要标志。ccc DNA使得HBV感染得以

维持，因此抑制或清除HBV ccc DNA是治疗慢性乙

型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）关键之一[1-2]。

近年来，HBV ccc DNA相关研究是医学界重点和热

点。本课题组前期研究发现血清HBV DNA水平与

肝脏纤维化程度虽呈负相关，但相关系数不高（r = 
－0.251，P ＜ 0.001）[3]。因此，本研究拟应用real 
time-PCR（RT-PCR）技术特异性检测CHB患者肝细

胞HBV ccc DNA含量，分析肝细胞HBV ccc DNA与

血清HBV DNA水平相关性，以及比较两者与肝组织

纤维化程度相关性，并探讨患者抗病毒治疗后HBV
在体内复制的动力学改变，报道如下。

资料与方法

一、研究对象

选择2011年1月至2012年6月于本院肝病科住院

诊治且未曾接受任何抗病毒治疗的48例CHB患者

（A组），其中男性35例，女性13例。另选取接受

聚乙二醇化干扰素α-2a规律抗病毒治疗48周患者6例
（B组），其中HBeAg阳性者4例（男性3例，女性1
例），HBeAg阴性2例（男性1例，女性1例），年龄

（30 ± 9）岁，同时从A组患者中选取性别、年龄

及血清HBV DNA水平无差异的12例患者作为其对照

组。入选患者排除甲型、丙型、丁型、戊型肝炎病

毒重叠感染以及其他原因（酒精、药物、肿瘤以及

自身免疫性肝病等）引起的肝脏损害，并均进行肝

组织学病理活检。慢性乙型肝炎参考我国2010年修

订的慢性乙型肝炎防治指南诊断标准[4]。所有患者均

签署知情同意书。

二、研究方法

1. 血清HBV标志物定量与HBV DNA定量检

测：采集患者空腹血5 ml离心后于－20℃冰箱保

存。血清HBV DNA水平采用RT-PCR法检测（购自

中山大学达安基因股份有限公司），检测下限为

500 IU/ml；血清HBV标志物（HBsAg、抗-HBs、

HBeAg、抗-HBe、抗-HBc）用化学发光法定量检

测（上海罗氏公司产品）。

2. 肝功能检查：采集患者空腹血5 ml离心后于

4℃冰箱保存备用，采用全自动生化仪及其配套试

剂检测肝功能（购自日本奥林巴斯公司）。

3. 肝活体组织检查及组织病理学检查方法：

肝活体组织检查采用单人操作法，选择16G活组织

检查穿刺针，经超声定位后，在右侧腋前线第8肋
间常规消毒铺巾，经皮快速穿刺获取肝组织。获取

肝组织必须在1.2 cm以上（至少包括3个以上汇管

区），标本用4%甲醛溶液固定。取部分肝组织尽

快移入液氮中保存备用，剩余肝组织常规制片，

HE及网状纤维染色，病理诊断纤维化分期为S0～

S4，指定一位病理医生最后审核诊断[5]。

4. 实时荧光定量PCR检测肝细胞内HBV ccc 
DNA：应用QIAamp DNA Mini Kit组织DNA提取试剂

盒（德国Qiagen公司），根据说明书提取所有患者肝

组织HBV ccc DNA置于－80 ℃冰箱保存。使用PSAD
酶（美国Epicentre公司）消化总DNA抽提产物，有

效降解松弛环状双链DNA（rcDNA）和线性双链

DNA（dlDNA）以增强HBV ccc DNA检测特异性，

具体操作按说明书进行。使用跨HBV双缺口的引物

检测HBV ccc DNA水平（引物及探针均由ABI公司合

成）：HBV ccc DNA上游引物（1549-1566）：5′-
CCCCGTCTGTGCCTTCTC-3′；下游引物（1861-
1881）：5′-CAGCTTGGAGGCTTGAACAGT-3′；

Taq Man探针（1672-1607）：5′-FAMACTCTCAGCA
ATGTCAACGACCGACCTAMRA-3′。β-actin内参基因

上游引物：5′-ACGGCCAGGTCATCACCAT-3′；下

游引物：5′-AAGGCTGGAAGAGTGCCTCAG-3′；

Taq Man MGB探针5′-FAMCAATGAGCGGTTCCG-
MGB-3′。实时荧光定量PCR反应使用25 μl反应体

系，按引物和试剂盒说明书加入试剂、引物和荧光探

针，然后置于Light Cycler PCR仪器中，HBV ccc DNA
及β-actin反应条件均为：50 ℃、2 min；95 ℃、2 min；
95 ℃、15 s，60 ℃、1 min，40个循环。以β-actin为内

参照，检测下限为2000拷贝/ml。每个标本均做3个
复孔并取平均值，后计算出每毫克肝细胞内HBV ccc 
DNA的拷贝数。

still existed in hepatocytes. Conclusions    Levels of HBV ccc DNA in hepatocytes are negatively correlated with 

severity of liver fibrosis, but levels of HBV DNA in serum could not reflect the replication of HBV in liver. HBV ccc 

DNA in hepatocytes could not be cleared completely until antiviral therapy for a long term in patients with CHB.

【Key words】   Chronic hepatitis B; Covalently closed circular DNA; DNA; Liver fibrosis
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三、统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行统计分析，其中计量资料

以 x  ± s表示，两组间比较采用非参数检验中的Kruskal-
Wallis检验；相关性分析采用Spearman等级分析；以α = 
0.05作为检验水准，P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结        果

一、未行抗病毒治疗CHB患者的一般资料

未接受抗病毒治疗的A组48例CHB患者中，

HBeAg阳性者33例（68.8%），HBeAg阴性者15例
（31.2%）。HBeAg阳性与阴性患者之间的年龄及ALT
水平差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。HBeAg阳性患者

血清HBV DNA水平为（6.25 ± 1.32）log10IU/ml，肝细

胞内HBV ccc DNA水平为（5.65 ± 1.32）log10拷贝/ml，
均较HBeAg阴性患者显著升高（P ＜ 0.05），见表1。

二、未行抗病毒治疗的CHB患者实验室指标与

肝纤维化分期的相关性分析

对血清HBV DNA、ALT及肝细胞内HBV ccc DNA
水平与肝组织纤维化分期进行相关性分析。结果显

示，患者肝组织纤维化S分期与血清HBV DNA水平呈

负相关（r = －0.257，P = 0.021），也与肝细胞内HBV 
ccc DNA水平呈负相关（r = －0.465，P = 0.008），与

ALT水平则无相关性（r = 0.037，P = 0.784）。

三、肝细胞内HBV ccc DNA与血清HBV DNA
水平的相关性分析

对两组共54例患者进行分析，结果提示肝细胞

内HBV ccc DNA水平（5.46 ± 1.04 log10拷贝/ml）与

血清HBV DNA（6.07 ± 1.25 log10IU/ml水平）无相

关性（r = 0.057， P = 0.418）。

四、抗病毒治疗患者体内HBV标志物的表达水平

B组患者中有6例规律注射聚乙二醇化干扰素

α-2a抗病毒治疗48周后，行肝组织活检并检测肝细

胞内HBV ccc DNA；从A组患者中选取性别、年龄及

HBV DNA水平无差异的12例患者作为对照组进行比

较。结果显示，B组患者肝细胞内HBV ccc DNA及血

清HBV DNA平均数值较A组均显著下降，见表2。其

中3例患者HBV DNA下降至检测下限以下，但其肝

细胞内仍然可检出低水平HBV ccc DNA。

讨        论

临床通常以血清HBV DNA载量作为评估患者体

内病毒复制以及抗病毒疗效的重要实验室指标。目前

普遍使用的抗HBV核苷类药物能抑制血清病毒至检

测下限，但停药后易出现反弹，其根源在于肝细胞内

HBV ccc DNA持续存在，因此清除HBV ccc DNA才是

治愈乙型肝炎的关键。既往多项研究均提示，肝内

HBV ccc DNA含量与血清HBV DNA无相关性，尤其

在血清HBV DNA低水平时，肝组织HBV ccc DNA仍

可维持一定水平甚至高水平复制[6-8]。本研究结果与

以上文献报道类似，在未接受抗病毒治疗的CHB患
者中，HBV ccc DNA呈稳定中等水平复制，而肝细胞

HBV ccc DNA含量与血清HBV DNA水平不存在相关

性，提示血清HBV DNA水平并不能完全真实反映肝

组织内HBV数量及复制情况。近期研究发现，肝组

织中HBV ccc DNA与血清HBsAg含量呈高度正相关，

推测血清HBsAg含量可在一定程度上反映肝组织HBV
实际水平[7-9]。但Yuen等[8]研究结果却显示298例发生

HBsAg血清学转换的CHB患者，肝内HBV ccc DNA和

HBV DNA阳性率分别为79.3%和100%。另一项研究

则发现仅血清HBeAg阳性患者血清HBsAg水平才与肝

组织内HBV ccc DNA呈正相关，而在HBeAg阴性患者

中两者无相关性[10]。而最近国内一项研究进一步发现

表1   未抗病毒治疗组CHB患者的血清学检测（ x  ± s）
组别 例数 年龄（岁） ALT（U/L） HBV DNA（log10IU/ml） HBV ccc DNA（log10拷贝/mg）

HBeAg阳性组 33 26 ± 9 145 ± 62 6.25 ± 1.32 5.65 ± 1.32

HBeAg阴性组 15   28 ± 11 137 ± 55 5.24 ± 1.47 4.92 ± 1.21

Z   －0.881   －0.423  －1.997 －2.153

P       0.378       0.672      0.041     0.038

表2    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（ x  ± s）
组别 例数 HBV DNA（log10 IU/ml） HBV ccc DNA（log10 拷贝/mg）

A组 12 5.47 ± 1.62 5.65 ± 1.32

B组 6 2.98 ± 0.37 3.54 ± 0.46

Z －3.688 －3.497

P ＜ 0.001 ＜ 0.001 
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HBsAg定量与肝内病毒复制指标间的关系在疾病不同

阶段存在差异 [11]。因此，血清HBsAg定量检查可否反映

肝内HBV ccc DNA实际水平有待进一步深入研究证实。

肝组织病理检测是诊断肝脏纤维化“金标准”，

可由于存在风险性以及难以重复操作等问题，具有一

定局限性。因此，研究理想、可靠的血清学指标一直

是肝纤维化研究热点之一。多个文献及本次研究结果

均提示血清HBV DNA水平与肝组织纤维化程度呈负相

关[3,12]，本研究进一步分析比较发现肝细胞内HBV ccc 
DNA与肝组织纤维化程度的相关性较血清HBV DNA
强，与饶敏等[12]研究报道存在差异。由于检测肝细胞内

HBV ccc DNA同样需要在肝组织活检基础上实施且过程

复杂，故较难开展。但有许多研究者报道在CHB患者

血清内检测到高含量HBV ccc DNA，并且通过动物实验

发现血清中鸭HBV ccc DNA出现与否，与肝组织损伤严

重程度（肝脏病理评分的高低）有关[13-14]。因此，肝细

胞内以及血清HBV ccc DNA与肝脏组织纤维化程度之间

的关系，可通过更大样本量试验进一步证实。

目前已证实，抗病毒治疗可以使肝组织HBV ccc 
DNA水平显著下降。国外研究发现HBeAg阳性CHB患
者接受聚乙二醇化干扰素治疗后，发生HBeAg血清学

转换的患者肝组织HBV ccc DNA较未发生HBeAg血清

学转换的显著降低，并且其下降水平能够预测持续病

毒学应答率（SVR）[15]。另外Sung等[15]则使用聚乙二

醇化干扰素联合拉米夫定抗病毒治疗1年，发现肝组

织HBV ccc DNA作为预测SVR的指标要显著优于血清

HBV DNA载量。本研究对聚乙二醇化干扰素抗病毒治

疗48周的6例患者进行研究，发现肝细胞HBV ccc DNA
和血清HBV DNA水平均下降，且显著低于对照组。其

中有3例患者HBV DNA水平低于检测下限，但其相应

肝细胞内仍可检测到低拷贝数HBV ccc DNA，提示抗

病毒治疗后尽管HBV DNA低于检测下限，但并未完全

清除肝脏内HBV ccc DNA，即肝内仍存在HBV复制甚

至反弹可能。这部分患者仍需要继续长期抗病毒治疗

以防止病情进展，因此，仅靠HBV DNA定量不能正确

地做出判断。抗病毒治疗后究竟需要多长时间才能耗

竭ccc DNA，目前尚缺乏有说服力的研究成果。有学者

推算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 ccc DNA[17]。然而该结

论依据并非来自可靠的数学模型，尚待进一步明确。

综上所述，外周血清HBV DNA水平并不能反映

CHB患者肝脏内实际的病毒复制水平，而肝细胞内

HBV ccc DNA与肝组织纤维化程度呈负相关。CHB患
者的抗病毒治疗都必须长期进行，直至患者肝细胞内

HBV ccc DNA全部耗竭，从而真正彻底治愈HBV感染。
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