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[文章编号】1000—2200(2009)02-0158-02 ‘检验rg学·

荧光定量PCR检测HBV—DNA与血清HBV标志物关系探讨

陈继梅1，施志农2。田芸1

[摘要]目的：探讨荧光定量聚合酶链反应(FQ—PCR)检测HBV—DNA与血清HBV标志物(HBV—M)之间的关系。方法：对801

例患者采用VQ．PCR法测HBV．DNA含量，酶联免疫吸附试验(ELISA)检测HBV．M。结果：HBV—DNA在各种模式的HBV标志

物中均可检出。HBsAg+、HBeAg+、抗HBc+组患者血清中HBV．DNA检出率为97．6％．且多处在高拷贝HBV-DNA；

HBsAg+、抗HBe+、抗HBc+组患者血清HBV．DNA检出率为47，12％，多数是低拷贝HBV—DNA；另发现抗HBs+组阳性率为

13．33％；全阴组中阳性率为11．1I％。不同HBV．M患者血清HBV—DNA的检出率差异均有统计学意义(P<0．05～P<

0．001)。结论：FQ．PCR法检测HBV．DNA对乙型肝炎的诊断、传染性的判断有临床实用意义，可反映HBV真实感染的各种复

制状态，对于乙肝的临床诊断、治疗方案的选择和预后具有重要的指导意义。
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以往乙型肝炎病毒(HBV)感染的诊断主要依

赖于血清特异性抗体，近年聚合酶链反应(PCR)法

检测血清中HBV．DNA已应用于临床，特别是荧光

定量PCR(VQ—PCR)，不仅可以避免常规PCR扩增

产物易污染而导致的假阳性，而且还可以给出

HBV．DNA体内复制的定量结果。为了解FQ-PCR

检测与乙肝患者HBV标志物(HBV—M)之间的关

系，我们对801份血清标本应用FQ．PCR检测HBV—

DNA含量，同时用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测

血清中HBsAg(1)、抗一HBs(2)、HBeAg(3)、抗一HBe

(4)、抗-HBc(5)对检测结果进行比较，现作报道。

1资料与方法

1．1 一般资料血清标本来自2007年3—9月在

我院进行乙型肝炎血清标志物和HBV—DNA检测的

病例，其中资料完整的病例801例。男602例，年龄

6—70岁；女199例，年龄12—68岁。

1．2试剂与仪器HBV—M测定采用北京万泰生物

药业有限公司的乙型肝炎诊断试剂盒ELISA，酶标

仪为MK3型，HBV．DNA荧光定量测定试剂购自上

海科华生物工程股份有限公司；在SLAN Real—Time

PCR Detection System实时荧光定量PCR仪上测定。
1．3 方法HBV．M严格按说明书操作，结果在

MK3型酶标仪上测定，阴阳性判定按说明书标准，

其中1—5项标志顺序分别为HBsAg、抗HBs、

HBeAg、抗HBe、抗HBe。荧光定量PCR检测HBV—

DNA采用浓缩裂解法，从血清中提取HBV-DNA。

扩增条件：95℃5 min变性，然后按95℃10 S一

60 qC30 s，共40个循环。反应结束后，由电脑自动

分析计算出定量结果。每次实验设4个HBV—DNA

标准品系列浓度，依次为108 copies／ml、10
7

copies／ml、106 copies／ml和105 copies／ml，该仪器检

测灵敏度为5 X 102 copies／ml，大于该浓度为阳性。

1．4统计学方法 采用对数平均值的方法来计算

HBV．DNA平均拷贝数，阴性结果不参加平均值统

计。各组HBV．DNA含量比较采用方差分析和q检

验；HBV—DNA阳性率比较采用∥检验。

2结果

2．1 HBV—M检出结果不同进行分组与HBV—DNA

荧光定量测定结果HBV—DNA在各种模式HBV标

志物血清中均存在不同程度的病毒复制。l、3、5阳

性(大三阳)组患者97．6％可检出HBV—DNA，其中

84．9％HBV．DNA拷贝数105 copies／ml；1、4、5阳性

(小三阳)组患者>47．12％可检出HBV—DNA，其中

66．67％HBV—DNA拷贝数<104 copies／ml(见表1)。

表1 HBV—M组合模式与HBV．DNA测定结果(／1=801)
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均有统计学意义(P<O．05一尸<0．001)(见表2)。
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表2 801例HBV．DNA检测结果与ELISA结果比较

分组删删性模式n占鬻譬) Ⅳ2 尸删删A矧唧训)F P慨内
1 1、3，5 292 285(97．60)o 6．38±1．22

2 1、4、5 331 156(47．12)66 4．63±1．32‘+

3 1、5 114 78 f68．42)6△ 5．13±1．6l’’

4 4、5 15 2(13．33)66 3．66±0．17‘‘

5 2 15 2(13．33)△6 257．66 <0．005 3．06±0．45’’ 57．02 <0．Ol 1．653

6 2、4、5 12 2(16．67)66 3．67±0．63+‘

7 2、4 4 2(2／4)△4．84±0．09+

8 全阴 18 2(11．11)△6 4．25±0．38一

}}表示括号内为刚性率(％)；率的两两比较：与第l组比较／kp<O．05，△△JP<O．0l；g检验：与第1组比较·P<O．05，}}P<O．Ol

3讨论

FQ—PCR采用完全闭管检测，不需PCR后处理，

避免了交叉感染，同时采用实时检测技术连续检测

PCR过程中反应体系对荧光信号的变化，荧光信号

达到某一阈值时的循环次数与起始模板DNA量对

数值之间的严格线性关系，进行起始模板定量，定量

的准确率高，可相对反映外周血HBV的复制情况。

ELISA是临床诊断HBV的传统手段，一般认为

大三阳提示HBV复制活跃和传染性强，HBsAg、

HBeAg转阴，抗一HBs及抗一HBe的出现是机体清除

HBV的标志，并且提示具有对HBV的免疫力。从

本组的检测结果来看，大三阳HBV—DNA阳性率最

高，达到97．6％，与各家的报道基本一致¨’2 J，

84．9％患者血清中HBV．DNA浓度在105 copies／ml

以上，提示大三阳(1、3、5阳性)时H13V．DNA高拷

贝量与体内病毒复制活跃有关，表明FQ．PCR法能

真实可靠地反应HBV—DNA的复制情况。而小三阳

(1、4、5阳性)患者血清中只有47．12％检出HBV—

DNA，阳性病例中66．67％的HBV．DNA浓度在104

copies／ml之下，但仍有部分患者HBV—DNA浓度很

高，可见抗一H13e的出现并不能完全代表病毒水平的

降低或病毒停止复制一J。这些患者中可能伴有

HBV前C区的变异H J，这种变异导致不能产生

HBeAg，但不影响HBV复制和传播。因而，HBeAg

并不能完全反映HBV在体内的复制状况，传统的用

HBeAg作为判断有无传染性的指标，存在明显的不

足。而以往HBV—M检出全阴或抗一HBs阳性，基本

上都认为是健康者，不存在HBV．DNA的复制。本

研究用F9-PCR检出的阳性率分别为1 1．1％和

13．3％，因而，随着PCR技术的成熟，同期国内外均

有抗一HBs阳性的病例血清中检出HBV．DNA的报

道。一般认为乙肝患者经治疗后HBsAg阴性提示

无／-IBV感染，而H13sAg阴转，特别是抗．H13s阳转为

机体已清除HBV的标志。本研究全阴组中仍有2

例患者血清中检出HBV-DNA，经调查是我院老患

者，均进行了抗病毒治疗1—2年，可能是HBsAg发

生了明显的基因变异，以致ELISA试剂不能识别变

异的HBsAg所致。5j。黄利华等一1用基因测序结果

发现HBsAg“a”决定簇存在变异，导致抗．HBs不能

中和HBsAg而与HBV—DNA共存，病毒低水平复制。

因此，在对患者进行抗病毒治疗时，应及时检测患者

体内HBV—DNA浓度，仅仅HBV—M标志物阴转，并

不完全代表患者痊愈。对乙肝患者，若HBeAg和

抗．HBe转阴伴HBV．DNA转阴，转氨酶恢复正常及

组织学检查改善，则预示着患者处于病毒低复制期，

并有显著临床疗效，HBV—DNA浓度是检测慢性乙

肝患者抗病毒疗效的重要检测项目∞J。

ELISA法检测乙肝标志物与FQ—PCR法检测

HBV．DNA意义不完全相同，两者互有联系，前者能

反映HBV感染的不同时期，提示疾病的转归趋势，

而后者是直接检测血液中HBV—DNA浓度，更能反

映H13V感染和复制的程度。因此，在乙肝的诊疗

中，特别是抗病毒治疗后，应用乙肝标志物和FQ—

PCR法共同检测，有助于观察患者的抗病毒疗效。
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