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人工肝支持系统对重型乙型肝炎患者血清中 
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【摘 要】目的：建立 HBv cccDNA荧光定量 PcR方法并检测重型乙型肝炎患者人工肝血浆置换治疗前后血清中HBv 

cccDNA含量。初步探索人工肝支持系统对重型乙型肝炎患者血清中HBv cccDNA的影响。方法：以50例重型乙型肝炎患者人 

工肝血浆置换治疗前后血清作为检测标本，对血清中总 HBV DNA、HBv cccDNA含量进行定量检测。用 sAs8．O统计软件对结 

果进行统计学分析。结果：成功建立定量检测 HBv cccDNA方法并证实在重型乙型肝炎患者血清中存在 HBv cccDNA。在人工 

肝血浆置换前后总HBv DNA及HBv cccDNA含量明显降低(P<0．05)。总HBv DNA与HBv cccDNA之间有较好的相关性 

0．78，P<0．01)。总 HBv DNA水平与 PT(r=0．37， 0．01)、AlJT(r=0．29， ：0．05)、AsT(r=0．39， )<0．01)水平有一定的相关性； 

HBv cccDNA水平与PT(r=0．34，P<0．05)、ALT(，：=0．34，P<0．05)、AsT(r=0．40，P‘：0．01)水平有一定的相关性。结论：总 HBV DNA 

及HBv cccDNA在一定程度上能够反映肝细胞坏死程度；血浆置换术后病毒含量明显降低，为进一步研究重型乙型肝炎治疗 

途径及发病机制打下基础。 
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PreIiminary Study effeCt Of artmCial liVer SuppOrt On HBV CCCDNA in 

patientS with fulminant hepatitiS B 

y ⅣG ? ．e 

(D印 ￡， Q厂BZ00d co ，C o凡明 Bfo0d Cen把r) 

【Abstract】 O￡ ec￡ e：T0 estahlish a new nuorescence—based quantitative PcR assay f0r detecting hepatitis B vims covalently 

cl0sed circular DNA(HBV cccDNA)．T0 explore the ef ct of arti cial liver supp0n system(ALSS)on t0tal HBV DNA and HBV 

cccDNA in sem 0f patien【s with fulminant hepatitis B．肘 0ds： I’he semm specimens f_rnm 5O pa【jents 0f flJ1minant hepatit-s B 

pri0r tn and after treatment with ALSS were c01lected． Then HBV cccDNA was quantitatively det cted hy nu0rescent PCR with 

specific primer set and Taqman pmhe．And the results were analyzed by SAS8．0 statistics software．R8s Z括：We successfu1ly 

established a new nuorescence—based quantitative PCR meth0d fnr HBV cccDNA．HBV cccDNA was detectable in sera of the 

patients with fu1minant hepatitis B． The level 0f total HBV DNA and HBV cccDNA decreased significantly f0Uowing plasma 

exchange in ALSS． The levels 0f total HBV DNA and HBV c cDNA had p0sitive c0rre1atinn wilh degree ( PT，AIJT，andAST． 

T0ta1 HBV DNA als0 had positive correlation with HBV cccDNA．C0仲cZ s D ：The 1eve】 of t0tal HBV DNA and HBV 

cccDNA has positive coITelation with degree of ，AI|rr， and AST， which might he indication 0f hepat0cyte damage． I’he 

6nding that signi6cant de rease in t0tal HBV DNA and HBV cccDNA affer plasma exchange in ALSS may pr0vide a clue 0f 

rther research about the fu1minant hepatitis B treated wi}h ALSS． 

【Key w0rds】Hepatitis B vims；cccDNA；Flu0rescence—based；Quantitative PcR；Fu1minant hepatitis B；Arti cial liver suppon 

svstem 

乙型肝炎病毒基因组由3 200 hp组成，是一种 

部分环状双链 DNA分子 ，称之为松弛环状 DNA 

(Relaxed circular DNA，rcDNA)。在 HBV的复制过 

程中，病毒侵入宿主肝细胞后，脱去外壳蛋白，rcD— 

NA进入肝细胞核中，在宿主 DNA聚合酶的作用下， 

两条链上的缺口均被补齐，并进一步折叠 、扭曲，形 

成超螺旋结构 的共价闭合环状 DNA(covalentlv 

closed circular DNA，cccDNA)分子l1l。HBV cccDNA 

分子的形成是病毒复制的起始步骤，是病毒随后在 

肝细胞内一系列复制过程的原始模板，是在宿主肝 

细胞内建立感染状态最重要的标志。因此，在乙型 

肝炎治疗过程中开展 HBV cccDNA的定量动态检 

测，无疑具有十分重要的意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料及研究对象 

重组质粒 pcDNA3．1一HBV13由美国芝加哥大学分子肿 

瘤中心何通川博士惠赠，带有 HBV完整基因组，大小为9_4kh。 

主菌 JM1O9由重庆医科大学病毒性肝炎研究所提供。收集 

2005年 10月至 2006年 8月问 50例接受血浆置换治疗的 

慢性乙型重型肝炎患者，诊断符合 20【】(】年 10月西安中华医 

学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分会联合修订的病毒 

性肝炎防治方案 。其中男性 41例，女性 9例，年龄 25～73 

岁，平均42-5岁。收集血浆置换治疗前后患者全血 5ml，2000 

r／m 离心取上清，一70℃保存。 

1．2 方法 

1．2．1 建立总 HBv DNA及 H8V cccDNA检测方法 以重 

组质粒 pcDNA3．1一HBV13为标准品通过优化探针设计及反 

应条件、反应体系建立了稳定的检测 HBV cccDNA的荧光 

定 量 PcR 方 法 。 荧 光 探 针 序 列 ：HBvcccDNA 探 针 

FAM5’一CAACGACCGACC ITGAGGCATACTTCA一3’TAMRA： 

总 HBV DNA扬 针：FAM5’一CGC I ACAGACCACCAAATGCC— 

ccTATcT一3’TAMRA。弓I物序歹 ：HBVcccDNA弓l物：HBV一166O 

(上涝羁l物 ’一GGAcTc I rGGAcTcTcAGcAATG一3’，HBV—l712 

(_1粥 i物 ’一CCTCCCACTCT丌AAACAAACAGTCT一3’；总HBV 

DNA弓l物：HBV一2259(上游弓l物)5’一TGTcTI ITrGGAGTGTG— 

GATTCG一3’，HBV
一 2335(下游弓I物)5’一GCCTCGTCGTCTAA— 

cAAcAGTAG1Tf一3’。反应条件：95℃预变l生5min，95℃×25 s、 

54℃x 30 s、72℃×25 s共 40个循环。反应体系：Taq DNA聚 

合酶(2．5 u／ 1)1 l、10×PcR反应 Bu r(含 Mgcl2)5 1、 

dNTPs(10mm0l，Leach)1 l、primer1(10 mol／L)1 l、primer2 

(1O m0儿 )1 l、探针 (10 mo1／IJ)1 l、DNA模板 3 1、 

ddH 0 12 1。数据在退火期的“sin e”模式获得，选择 Fl胞  

通道，以“ t p0int”描点法分析荧光曲线。 

1．2．2 PE治疗方法 应用 日本可乐丽医疗器材株式会社 

(Kl—mv)生产的 KM一88O0型血浆置换装置进行血浆置换治 

疗。患者取平卧位，取右侧桡动脉、左侧肘正中静脉穿刺与人 

T肝血浆置换仪器管路连接，建立循环通路。非那根 1 2．5 mg 

肌注、10％葡萄糖酸钙 1 g静脉推注后 ，开始置换治疗。术中 

交换血浆量 2 600 ml，分离血浆速度 2O～40 ml，min，血浆置换 

流量 40～100mI／min。血浆交换完毕后，鱼精蛋白2Omg静脉 
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推 注 中和 肝 素 ， 拔 }}J 穿刺 针 ， 局 部 加压 包 扎 固定 。 术 中及 术 后

2 h 心 电监 护 患 者 心 率 、 血 压 等 生命体征 。

1 ． 2 ． 3 检 测 患 者 m 清 中 总 H B V D N A 及 H B V e e e D N A 用

美 同 QI A G E N 公 司 QI A a m p
~ D N A M i n i K i t 提 取 患 者 血 清 中

D N A 。 存 检 测 H B V c c c D N A 前用德 国 E P I C E N T R E 公 司生 产

的 P l a s m i d S a f e
TM A T P d e p e n d e n t D n a s e 对 抽 提 的 D N A 进

行 酶 切 消化 。 P C R 反 应 条件及 反应 体 系 同上 。

1 ． 2 ． 4 统 计 学方 法

用 S A S 8 ． 0 软件对有 关数据进行统 计学分析 ， 包括 t 检验 ．

秩 和 检验 ， S p e a r m a n 秩 相 关等分 析方 法 。

2 结 果

成 功 建 立 定 量 检测 H B V c c c D N A 的 P C R 反 应

体系 ， 所 建立 的总 H B V D N A 及 H B V e e c D N A 标 准

曲线 都 有 极 好 的 相 关性 ， 相 关 系数分 别为 一 0 ． 9 9 及

一 1 ． 0 0 其线性 范 同为 1 x 1 0
2

- 2 ． 7 7 x 1 0
。 拷 贝 ／m l ( 见

图 1 、 2 ) ， 通 过 批 间 及 批 内重 复实验 可 以 看 到该检 测

体系有 良好 的重 复性 ( 见 图 3 、 4 ) 。

总 H B V D N A 、 H B V c c c D N A 含 量 在 P E 术 后

明显 降低 ( 见 表 1 ) 。 P E 术后 肝脏 功能 及 凝 血 功能 明

显 改 善 ( 见 表 2 、 3 ) ， 总 H B V D N A 与 H B V c c c D N A

具 有 较 好 相 关 性 ( 见 表 4 ) 。 术 前 总 H B V D N A 、

H B V c c c D N A 含 量 与 P T 、 A L T 、 A S T 水 平 均 有 相 关
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图 1 H B V c c c D N A 标 准 曲线

5 脚 ， �_ - _ l ‰ ㈨ ●一 ‘- p ， ～ - ●啼 l

图 3 H B V c P c D N A 批 内重 复

性 ， 与 T B 无 相 关性 ( 见 表 4 、 5 ) 。

3 讨 论

重 型 肝 炎病情 发 展 快 、 并 发症 多 ， 病 死 率极 高 。

人 T 肝 支 持 系统 是 一 种 能 部分 代替 正 常肝 脏 功 能

的体 外 装置 ， 其 目的是 维持重 型 肝 炎患 者生 命 ， 使

之 能够等待肝 移植 或促使患 者 自身肝 功 能恢复 。 血

浆置 换 ( P l a s m a e x c h a n g e ， P E )是 一 种 中间型 人 T 肝 ，

是 将 肝 衰竭 患 者 含有 毒素 或 致 病 物 质 的 血 浆 分离

出来 、 弃 去 异 常血 浆 ， 输 人 正 常血 浆或 人 血 白蛋 白

等 ， 以 清 除循 环 中蛋 白结合毒 素 、 异 常抗 体等 ， 同时

补 充 患 者缺 乏 的凝 血 因 子 、 白蛋 白等多种 物 质 。 与

多数文 献报道相 似13 , 4』
， P E 术后 患 者血 清 中 T B 、 A L T 、

A S T 、 白蛋 白含量 及 凝 血 功能 等都有 明显 改 善 。 低蛋

白血 症 易导致 肝 性 腹 水 的产 生 ， 通 过 血 浆置 换 治疗

增 加 患 者血 浆 中 自蛋 白含量 ， 不 仅有 利 于 预 防腹 水

的产 生 ， 也 可 以 促 进 腹 水 的 消退 ；通 过 降低 胆 红 素

等 细胞 毒性 物 质 的含量 ， 有 利 于 肝 细胞 的再 生 与修

复 。 凝 血 酶 原 时 间 明 显 缩 短 ， 可 能 是 与补 充 含大 量

凝 血 因子 的新鲜 【血浆有关 。 凝 血 象 的改善能降低患

者 出血 的发 生率 ， 使患 者 因 大 出血 导 致 的 死 亡 率 降

低 。 在临 床T 作 中 P T 、 A L T 、 A S T 通 常作 为反 映肝细
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表 3血浆置换前后凝血功能变化( ±s) 

表 4血清 HBV cccDNA与 

总HBV DNA、TB、Iyr、AIJrf、AST相关性 

表 5血清总HBV DNA与TB、PT、AI|rr、AsT相关性 

胞损伤程度的指标。本研究发现总 HBV DNA及 

HBv cccDNA都与 、ALT、AsT存在相关性 ，说明 

总 HBv DNA、HBV cccDNA均能在一定程度上反 

映肝脏损伤程度。HBV cccDNA是在肝细胞内存在 

的，随着肝细胞坏死，HBV cccDNA也随之释放到 

外周血中，血清中HBV cccDNA的出现可能是肝脏 

损伤的早期信号l5J。总HBV DNA与HBV cccDNA 

之间存在较好的相关性，在总 HBV DNA阴性的标 

本中同样不能检测到 HBV cccDNA，说明总 HBV 

DNA、HBv cccDNA在反映肝细胞损伤程度及病毒 

复制状况方面有较好的一致性。 

有研究表明嘲在拉米夫定治疗 48周后虽然肝 

组织及血清中HBV DNA明显降低，但肝组织中HBV 

cccDNA仍维持一定水平，与治疗前相比无明显降低。 

HBv cccDNA作为乙肝病毒基因组的复制中问体、 

mRNA和前基因组 RNA的模板，是乙肝病毒持续感 

染的关键因素同。加强体内HBv cccDNA的检测，研 

究其维持和清除机制，是当前乙型肝炎抗治疗迫切 

需要解决的问题。本研究发现人工肝支持系统能一 

定程度上降低患者血清中乙肝病毒包括 HBV 

DNA的含量，从而减轻由于病毒引起的原发性及继 

发性损害，为进一步探索人工肝支持系统通过干预 

乙型肝炎病毒复制模板而影响重型乙型肝炎结局 

的可能性打下了基础。 

参 考 文 献 

【1] Se ger C，Mas0n W S．Hpalitis B vinls bi01og)r[J】．Micmbinl M0l 

Bi0l Rev，2Ooo，64(1)：5l一68． 

[2] 中华医学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分会．病毒性肝炎 

防治方案【JJ．中华传染病杂志，20叭，19(1)：56—62． 

[3] I舢juan L，Qian Y，Jia“gmng H，et a1．severe h叩atitis treated 

wi七h Idn artifici Iiver supp0n ystemLJ]．Int j Artif 0rgans，2ool，24 

(5)：297—303． 

[4] 秦 波，郄春花，张大志，等．人工肝支持系统治疗慢性重型肝炎 

I』缶床研究I J1．中国血液净化，2004，3(4)：2l】一2l3． 

[5] Chen Y，Sze J，He M L HBV cccDNA in patients’sera as an 

indicat0r fnr HBV reactivation and an early sigIlaI nf liver d砌age【JJ． 

w0dd J Gastmenter0l，2OO4，1O(1)：82—85． 

f61 闫 勇，任万华，包成梅．肝组织 HBV cccDNA定量检测在慢性 

乙型肝炎诊断及治疗中的作用阴．山东医药，2O07，47(26)：12—13． 

[7] 陈 智．乙型肝炎病毒cccDNA研究现状 中华传染病学杂志， 

2OO3，2l(1)：8一l0． 

(责任编辑：关蕴良) 


