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基因芯片法检测乙肝相关性肝硬化患者 HBV感染血清标志物
高春明,陈家盛

[摘要 ]目的:探讨乙型肝炎相关性肝硬化患者乙肝五项 (HBV-M)不同模式及乙肝病毒 DNA(HBVDNA)阳性的临床意义。

方法:64例肝硬化患者用酶联免疫吸附法 (ELISA)检测 HBV-M, 基因芯片法检测 HBVDNA, 全自动生化分析仪检测肝功能。

结果:64例肝硬化患者中 , HBV-M模式有 4种, HBsAg、HBeAg、HBcAb阳性者 15例, HBVDNA阳性率 100.00%;HBsAg、

HBeAb、HBcAb阳性者 22例, HBVDNA阳性率 68.18%;HBsAg、HBcAb阳性者 24例, HBVDNA阳性率 70.83%;单纯 HBsAb

阳性者 3例, HBVDNA均阴性。肝硬化患者各种 HBV-M中 HBVDNA总阳性率为 73.44%。 HBVDNA阳性组与阴性组间

ALT、总胆红素差异无统计学意义 (P>0.05)。结论:半数以上 HBV相关肝硬化患者有活动性复制, 有必要对 HBVDNA阳性

的肝硬化患者进行抗病毒治疗,改善预后。
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DetectinghepatitisBvirusinfectionmarkersincirrhosisrelatedtoHBVbygene-chip
GAOChun-ming, CHENJia-sheng

(DepartmentofInfectiousDiseases, AffiliatedHospitalofBengbuMedicalCollege, Bengbu233004, China)

[ Abstract] Objective:ToinvestigatetheclinicalsignificanceofHBVDNApositiveanddifferentHBV-MinHBV-cirrhosispatients.

Methods:Theantigen/antibodyofHBVwasdetectedbyELISA, HBVDNAbygenechipandliverfunctionbycompleteautomatic

biochemistryanalyzer.Results:TherewerefourmodesofHBV-Min64 patientswithcirrhosis.ThepositiverateofHBVDNAwas

100% among15 patientswithpositiveHBsAg, HBeAgandAnti-HBc;thepositiverateofHBVDNAwas68.18% among22 patients

withpositiveHBsAg, HBeAbandAnti-HBc;thepositiverateofHBVDNAwas70.83% among24 patientswithpositiveHBsAg,

HBeAbandAnti-HBc;therewasnopositiveHBVDNAin3 patientswithAnti-HBs.ThetotalpositiverateofHBVDNAwas73.44%

inthecirrhosispatients.Conclusions:HBVreactiveduplicationiscommoninmorethanhalfHBV-relatedcirrhosispatients.Itis

essentialforHBVDNA-positivecirrhosispatientstoundertakeantiviraltherapytoimproveprognosis.
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　　HBV感染是我国肝硬化的最主要原因, 对乙肝

相关性肝硬化患者 HBV感染病毒血清标志物及

HBVDNA的检测有助于了解 HBV复制状况及选择

抗病毒治疗 。我们采用基因芯片法检测 64例肝硬

化血清 HBV-M及 HBVDNA,以探讨其临床意义 。

1　资料与方法

1.1　一般资料　HBV相关肝硬化 64例,均来自我

院感染病科住院和门诊,其中男 60例,女 4例;年龄

20 ～ 74岁 。均符合 2000年 9月西安病毒性肝炎防

治方案诊断标准
[ 1]

,均未进行正规抗病毒治疗。

1.2　试剂和仪器　肝功能检测采用全自动生化分

析仪, HBV-M采用 ELISA, 试剂盒为上海荣盛生物

有限公司产品, HBVDNA检测仪为 Caliper1000基

因芯片分析仪, 试剂盒为基因芯片法 HBVDNA定
量检测试剂盒,均为上海浩源生物科技有限公司产品。

1.3　方法　

1.3.1　HBV抗原抗体检测　按试剂盒说明书操作。

1.3.2　基因芯片法　( 1)样品处理:吸取 20 μl待

测血清和 20 μlHBV阳性对照加入已经分装了

20 μlHBV病毒裂解液和内对照混合液的小管中,

加盖混匀;然后小管 37℃保温 1 h,完成后在每管中

加 40 μlHBV样品中和液,加盖混匀, 离心数秒;吸

取 5μl处理好的样品 、HBV阳性对照 、HBV阴性对

照加到已经分装了 25 μlHBV反应的 PCR薄壁反

应管中,加盖混匀。 ( 2)PCR扩增:将 PCR薄壁反应

管移入 PCR扩增仪, 93℃ 35 s、55℃ 35 s、72℃ 3 s

40个循环。 ( 3)加样和上机分析 。

1.4　统计学方法　采用方差分析和 q检验 、t(t′)检

验及多样本比较的秩和检验 。

2　结果

2.1　血清 HBV感染抗原抗体模式　64例肝硬化

患者 HBV-M主要表现为 4种形式, HBsAg、HBeAg、

HBcAb阳性者 15例 ( 23.44% ), HBsAg、 HBeAb、

HBcAb阳性者 22例 ( 34.38%), HBsAg、HBcAb阳

性者 24 例 ( 37.50 )%, HBsAb阳 性 者 3 例
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( 4.69%) ,未见其他类型感染模式 。

2.2　64例乙肝相关性肝硬化患者 HBV感染抗原

抗体模式与 HBVDNA的检测　HBeAg( +)组 HBV

DNA阳性率 100%与 HBeAg( -)组差异无统计学

意义 (P>0.05)。 HBeAg( +)组 HBVDNA值与

HBeAb( +)组差异无统计学意义 (P>0.05 ), 与

HBsAg、HBcAb组比较差异有统计学意义 (P<

0.05) (见表 1) 。
表 1　乙肝相关性肝硬化患者 HBV感染抗原抗体模式与 HBVDNA的关系

HBV感染抗原抗体模式 n
HBVDNA

阳性 阳性率 (%) Hc P xlgx±slgx
F P MS组内

HBsAg、HBeAg、HBcAb1 15 15 100.00 6.37±0.70

HBsAg、HBeAb、HBcAb2 22 15 68.18 5.80±1.07

HBsAg、HBcAb3 24 17 70.83 13.89 <0.005 5.52±0.78■ 46.28 <0.01 0.748

HBsAb4 3 0 0.00＊＊ 0.00±0.00■■

合计 64 47 73.44 —

　　两两比较秩和检验:与 HBeAg( +)组 HBVDNA阳性率比较＊＊P<0.01;q检验:与 1比较■P<0.05, ■■P<0.01

2.3　HBVDNA水平与 ALT、总胆红素 (TBIL)的关

系　HBVDNA阳性组与阴性组间 ALT( 148.26 ±

188.97, 114.82 ±84.08 ) u/L、 TBIL( 100.22 ±

114.57, 172.71±166.95) μmol/L, 差异均无统计学

意义 (t′=0.98和 t=1.97, P>0.05)。

3　讨论

　　基因芯片分析仪主要利用毛细管电泳技术,具

有先进有效的内对照系统,能够确保定量准确,高效

的防污染系统有助于排除假阳性。 Caliper1000基

因芯片分析仪由于芯片的高通量,多信息,灵敏 、准
确 、菜单式操作系统, 已在许多国家广泛应用。

HBeAg阳性往往表示活跃的病毒复制和较强

的传染性
[ 2]
;而 HBeAb阳性患者血清中较高的

HBVDNA检出率表明其仍具有传染性和病毒复制,

且与病情发展及预后有密切的关系 。有学者认为,

HBeAb阳性患者中检出 HBVDNA, 肝脏疾病更严

重,肝硬化和肝癌发生率更高, 其发生机制可能为:

( 1)前 C区 1 896位终止变异, 前 C区密码 28位由

色氨酸变成终止密码, 使 HBeAg合成提前终止,但

不影响病毒的复制和 HBcAg合成;( 2)信号肽酶切

位点附近第 15位氨基酸的变异,信号肽内切酶不能

裂解 HBe蛋白,使 HBe蛋白分泌受阻;( 3)前 C区

插入 、缺失变异使读框移位或 C区基因变异, 改变

了 HBeAg的抗原性, 常规试剂盒检测为阴性;( 4)

X基因区 C基因启动子变异, 在转录水平影响

HBeAg前体表达, 导致血清 HBeAg水平下降或缺

失;( 5)HBV低水平复制, 使 HBeAg少量分泌而低

于检测极限,或 HBeAb生成超过 HBeAg分泌, 使血

清 HBeAg检测阴性
[ 3]
。HBsAg、HBcAb阳性患者比

例最高,占 37.50%, HBVDNA检出率为 70.83%,

值得关注。 HBsAg、HBcAb阳性患者血清中检出

HBVDNA,可能为血清转换期或前 C区突变,若经

过动态的观察, 仍表现为 HBsAg、HBcAb阳性及

HBVDNA阳性, 可能为前 C区突变
[ 4]
。

ALT是肝脏炎症的反映,而 TBIL则是肝脏损害

严重程度的表现, 本文显示 HBVDNA阳性组与阴

性组间 ALT、TBIL差异无统计学意义, 说明 HBV

DNA可能与肝脏病变严重程度无直接关系, 而与

HBV诱导机体免疫反应有关。

以往认为肝硬化患者的 HBV复制处于低水平,

不需要抗病毒治疗, 但本资料统计显示 73.44%乙

肝相关性肝硬化患者 HBVDNA阳性, 因此对于肝

硬化患者进行有效的抗病毒治疗十分重要 。近年
来, 许多学者对乙型肝炎肝硬化患者抗病毒治疗进

行研究,发现拉米呋定在 HBVDNA、HBeAg阴转和

ALT改善方面效果明显
[ 5 ～ 7]
。由于拉米呋定耐受性

优于干扰素,因此, 目前治疗主要选择拉米呋定, 其

对促进肝脏炎症稳定 、提高肝脏储备功能 、延缓病情

发展 、降低肝癌的发生 、推迟向肝衰竭进展有重要意义。
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