
重庆医科大学学报2007年第32卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2007．Vo1．32 No．6) 一 601一  

论 著 文章编号：0253—3626(2007)06-0601—05 

HBV cccDNA荧光定量 PCR检测方法的建立及初步应用 

单幼兰，王 箭，尹一兵 

(重庆医科大学检验系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：评估一个新设计的HBV cccDNA荧光定量 PCR检测方法。方法：以肝穿组织为检测标本，采用 LightcycleTM探 

针，通过一对特殊引物，使 HBVcccDNA可以扩增而病毒基因组不能扩增；同时利用一种依赖于 ATP的特异性 DNase提高反应 

的特异性，以此实现对 cccDNA的检测。结果 ：成功建立了 HBV cccDNA荧光定量 PCR的检测方法 ，线性范围为 2．5 x 

10 一2．69×10~拷贝 ／ml。对 5个病例的肝穿样本进行分析，其中 3例为乙肝感染患者，并均接受抗病毒治疗达 1年，另2例为乙 

肝阴性患者。检测结果如下 ：I)2例乙肝阴性患者的肝组织检测结果 cccDNA及 tDNA皆为阴性。2)接受拉米夫定治疗 1年的病 

人 tDNA为 7．10×103拷贝 ／ml，cccDNA为 2．64×10 拷贝／ml；接受恩替卡韦治疗 1年的病人 tDNA为 1．00 x 105拷贝 ／ml，ee— 

cDNA为 4．04 x 10z拷贝／ml；第 3例病人接受拉米夫定治疗前 tDNA为 6．62 x 10 拷贝 ／ml，cccDNA为 3．03 x 102拷贝／ml，拉米 

夫定治疗 1年后 tDNA为 5．19 x 103拷贝 ／ml，cccDNA为 1．51×102拷贝 ／ml。结论 ：本研究结果显示，所建立的 HBVcccDNA荧 

光定量 PCR方法具有良好的线性范围，灵敏度、特异性及准确性均达到预期目标，而且检测所需样本量少，只需约 1mg肝穿组 

织。可作为临床监测抗病毒治疗效果的有效手段和开展 HBV复制调控研究的重要工具。 
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Establishment and application of a fluorescent quantitative pcr method for 

cooDNA Of HBV 

sHAN Youlan et ol 

(Department of Laboratory Medicine，Chongqing Medical University) 
【Abstract】Objective：To evaluated a new fluorescent quantitative PCR method for HBV cccDNA．Methods：The sDecimens were 

obtained by hepatic puncturation．We designed a pair of specific primers to amplify not HBV genome but cccDNA as a method 

to detect it，using the ATP dependent Dnase to increase the specificity gready
． Resu／ts：We have established a new fluorescent 

quantitative PCR method for HBV cccDNA successfully，the linear range is from 2．5 X 10 to 2
．69 x 109copies per milliliter．The 

three of five patients were shown HBV positive an d the other two were negative using the new method to analyze hepatic 

puncturation specimens．The HBV positive patients have all received one year long anti—virus therapy
． 1)the two HBV negative 

patients wel'~both cccDNA negative and tDNA negative．2)the patient who has received one year long Lamivudine therapy had 

a DNA concentration of 7．10×103copies tDNA per milliliter serum an d 2．64  x 10Scopies cccDNA per milliliter serum
． Th e pa- 

tient who has received one year long entecavir therapy had a DNA concentration of 1
．0 x 105copies tDNA per milliliter serum 

and 4．04 x 10~opies cccDNA per milliliter serum in his blood．tDNA concentration in the third patient was 6
．62 x 10~opies per 

milliliter serum，3．3 x 102copies cccDNA per milliliter serum before an ti—virus therapy
， but after one year long Lamivudine ther— 

apy， the tDNA an d cccDNA concentration reduced to 5．19 x 10Scopies and 1
．51 x 10~opies per milliliter serum respectivelv． 

Conclusion：Th is study shown that the fluorescent quantitative PC R had a good linear range
，high sensitivity，specificity and ac— 

curacy，so it needs less specimen，for example 100 milligram hepatic puncturation specimen is enough．Although further study is 

needed，the fluorescent quan titative PC R will definitely become an efficient tool for anti—virus therapeutic efiect monitoring be— 

cause of its high sensitivity，specificity，efficiency and accuracy． 

【Key Words】HBV；Fluorescentquantitative；PCR；Detective method 

乙肝病毒感染影响了全球约三亿五千万人口， 

而且绝大多数为慢性感染，其中约 5％最终发展成 
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临床检验。 

肝硬化或肝癌 ，每年约有一百万人死于 HBV感染 

引起的各种终末期肝病ll】。目前认为，HBV复制经由 
一

个特殊的中间体形式介导，即共价闭合环状双链 

DNA(Covalenfly closed circularDNA，cccDNA)。 
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图 1 乙肝病毒基因结构 

cccDNA库的存在被认为是乙肝抗病毒治疗过 

程中产生药物耐受和停药反跳的重要原因。大量研 

究表明，HBV慢性感染患者肝细胞内的 cccDNA水 

平是决定抗病毒治疗效果的一个重要参数。发展一 

种快速、灵敏、高效的检测肝细胞内 HBVCCCDNA的 

实验方法，已成为临床药物试验研究及病理诊断的 

迫切需要。 

近期的诸多研究表明，利用实时定量 PCR技术 

能够检测并定量病毒颗粒中的HBV DNA，但绝大 

多数的实验设计仅限于检测病人外周血中存在的 

RC DNA，只有极少检测肝组织提取物中HBV复制 

中间体的报道 。 

本研究旨在建立一种检测肝穿组织中低复制 

水平的HBVcccDNA的荧光定量 PCR方法。其特点 

是使用一对跨越负链缺口区的特殊引物，将 cc。D— 

NA与其它复制模板区分开来。照此设计，在扩增 

中，以RCDNA为模板的DNA合成将自动停止在每 
一 条模板缺口处的5’末端，而 cccDNA因没有缺 

口，合成不会停止。然而由于部分延伸产物存在互 

补区域 ，通过互相杂交可形成假阳性 ，因此通过采 

用一种依赖于 ATP的脱氧核糖核酸内切酶处理可 

以消除此假阳性现象，同时，RCDNA由于包含一个 

对上述脱氧核糖核酸酶敏感的单链区域，采用该酶 

消化后的PCR扩增，其阳性信号理论上只应产生于 

HBVcccDNA[9”ol。这一处理极大地降低了产生假阳 

性的机率，并且提高了HBVCCCDNA定量的准确性 

和特异性。 

1 材料与方法 

1．1 病例及临床样本 

两例乙肝阴性肝穿组织样本来 自2005年 1月于重庆 

医科大学附属第二医院接受手术的患者。3例慢性乙肝肝穿 

组织样本来自2003年 8月 ～2004年 8月于重庆医科大学附 

属二院传染科临床药理基地参加“恩替卡韦与拉米夫定对照 

用于治疗中国成人慢性乙肝安全性和抗病毒活性的Ⅲ期临 

床试验”的自愿者。特异性实验中对照血清标本采自重庆医 

科大学附属第二医院传染科临床实验室，标本经 HBV DNA 

荧光定量 PCR检测为阳性(拷贝数均大于 10 )。 

1．2 实验材料 

1．2．1主要试剂 

①质粒和菌株：重组质粒pCDNA—HBV1．3，带有HBV完 

整基因组 ，由美国芝加哥大学分子肿瘤中心何通川博士惠 

赠。宿主菌 DH5由重庆医科大学病毒性肝炎研究所提供。 

②荧光探针：由何通川博士委托美国PROLIGO公司合 

成。序列如下： 

(1)cccDNA探针 

HBV
一 1 562(上游探针或供体探针 ) 

5’一TTCTCATCTGCCGGACCG，I’G
_

fluorescein一3’ 

HBV
_ 1 584(下游探针或受体探针) 

5’一LC
—

Red640
_

CACTYCGCTTCACCTCTGCACGT
_ phosp 

hote一3’ 

(2)tDNA探针 

HBV
一 377(上游探针或供体探针) 

5’一GGATGTGTCTGCGGCGTITI'ATCA
_

florescein一3’ 

HBV
一 4o3(下游探针或受体探针) 

5’-LC
— Red640JTCCTCTFCATCCTGCTGCTATGCC

—

pho 

sphote-3’ 

③引物 ：由北京三博远志生物技术有限责任公司合成。 

使用 MEGALGN程序比较乙肝病毒 A F 6种基因型的同源 

性 ，于保守序列区段 ，使用 Oligo软件 Version5．0设计引物 。 

序列如下： 

(1)cccDNA引物 

HBV
一 1523(上游弓I物)5‘一GGGGCGCACCTCTCTYI'A一3’ 

HBV
一 1874(下游弓I物 )5‘一AGGCACAGCTFGGAGGC一3’ 

(2)tDNA引物 

HBV
一 305(上游弓I物)5‘一GCCAAAATFCGCAGTCC一3’ 

HBV
一 663(—F游引物)5‘一AAACTGAGCCAGGAGAAA一3’ 

④ Plasmid—safeTM ATP_dependent DNase 购 自 EPI— 

CENTRE公司。 

⑤肝穿组织 DNA提取试剂盒 购自QIAGEN公司。 

⑥酶纯化试剂盒 购 自QIAGEN公司。 

1．3 实验方法 

①肝组织中 DNA的提取 按照试剂盒说明书操作。 

②酶处理及纯化 按照试剂盒说明书操作。 

③荧光定量 PCR在独立密闭的毛细管中，用两种引物 

和探针扩增每一个样品。经过反复优化扩增条件，得到扩增 
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表明血清中不存在 cccDNA；未处理组虽有少量扩 

增，但 ct值较高，与 10 质粒扩增的ct值相当，估 

计为非特异性扩增所致的假阳性，此类扩增经酶处 

理后消失，也进一步证实上述推理的可靠性(结果 

未详列)。 

③采用 tDNA引物对上述样品进行扩增时，未 

处理组ct值与 107质粒扩增的ct值相当，酶处理 

组全部未扩增，表明血清中 HBVRCDNA对酶处理 

极为敏感。 

④为进一步验证酶处理对于提高 HBVcccDNA 

检出特异性的作用，在上述样品中加入 2．69x10 拷 

见伽 的质粒 DNA(cccDNA)后再进行酶处理，结果 

表明。当采用 cccDNA引物进行扩增时，处理组与未 

处理组 ct值基本相当，说明 ATP_dependent DNase 

只选择性降解 RCDNA，而对 ceeDNA没有作用；对 

照组(2．69x102拷贝／ml的质粒)酶处理前后ct值变 

化不明显也进一步支持上述结论(结果未详列)。 

上述结果还进一步提示，若 RCDNA与 cceDNA 

同时存 在 ，即使 ccaDNA CDNA 比例 约 为 1： 

100000时，采用 ATP dependent DNase酶处理，也 

能有效排除 RCDNA等的干扰 ，准确、灵敏、特异地 

检出ceeDNA。 

2．2 病例研究 

在建立了分析方法的标准曲线、分析了方法的 

灵敏度与特异性之后，开始对 5个病例的肝组织样 

本进行 HBVCCCDNA及 tDNA检测。 

拉米夫定(Lamivudine，LAM)为一 口服核苷类 

药物，全称 2’，3’一双脱氧一3一硫胞嘧啶核苷。LAM 

抑制 HBV复制的作用机理，系药物在细胞内经磷 

酸化后，与脱氧胞嘧啶核苷(dCTP)竞争，进入合成 

中的DNA链，使其不能继续延伸而终止复制。这一 

反应不仅存在于合成负股 HBVDNA的逆转录过程 

中，同样也可在合成正股 HBVDNA的转录过程中 

实现。恩替卡韦的作用机理与LAM类似。本研究共 

检测了3例 HBV阳性肝穿样本的HBVCCCDNA。在 

抗病毒治疗 1年后其 HBVCCCDNA分别为：20601， 

2．6xl03拷贝／ml；20278，4．0~103拷贝／ml；20100治 

前，3．0x10 拷贝／ml，治后 1．5~102拷贝／ml。病例 

206o1与 20100抗病毒治疗 1年后，血清 HBVDNA 

降至检测限以下，但肝组织内 HBVeccDNA不受影 

响。病例 20100治疗前后的 HBVeecDNA含量没有 

明显变化，其在血清 HBV DNA降至低于检测限后 

继续服药半年，停药 2个月后出现反跳，血清 HB— 

VDNA升至 1．5×10 ；病例 20278治疗 52周后血清 

HBVDNA为 4．4x103拷贝／ml，继续服用恩替卡韦 12 

周，血清 HBVDNA仍为 1．0xl04拷 I~／ml。由此可见， 

抗病毒治疗过程中的药物耐受及停药反跳现象确 

与肝细胞内HBVceeDNA的存在息息相关。 

3 讨 论 

如前所述 ，本研究旨在建立一种肝组织内HB— 

VCCCDNA的定量检测方法。eeeDNA为 HBV复制的 

起始分子，也是HBV赖以生存的关键分子。检测其 

表达水平，无论对抗病毒疗效的评价 ，还是对病毒 

复制规律的认识，无疑都至关重要。但长期以来，由 

于受以下因素的制约，HBVcccDNA检测进展缓慢。 

首先 cccDNA主要存在于肝细胞中，标本取材困难， 

加上含量甚微，普通检测方法难以奏效，既往主要 

采用 Southern杂交进行检测，肝组织标本用量较大 

且操作复杂，无法作为临床药物监测的工具；其次， 

HBV在复制过程中，存在众多的复制中间体 ，包括 

eeeDNA、RCDNA、ssDNA、dsDNA等，常规 PCR方法 

很难从中选择性扩增 cccDNA。 

针对上述存在的问题 ，我们从以下两方面提出 

可能的解决措施。其一，采用近年发展起来的基于 

杂交探针的荧光定量 PCR方法解决检测灵敏度问 

题；其二 ，采用特异性引物设计和核酸酶处理提高 

eeeDNA检出的特异性。 

通过本项目研究，我们成功建立了一种高效特 

异、简便易行的检测乙肝患者肝组织内 HBVCCCD— 

NA的定量分析方法，尤其适用于临床大规模评价 

抗病毒疗效研究。 

迄今为止，见于资料报道的 HBVcccDNA实时 

荧光定量检测方法分别由He et al~,OJ(2002年)和 Jnu— 

Bin et al(2003年)建立Il1】。两者均采用 Taqma13技 

术，线性范围分别为 lx102 lxl 07拷贝／ml；5xlOl～5x 

10s拷贝／ml。PCR反应体系的总体积分别为20 l及 

501~1，检测所需的肝组织量 ，He，et al未报道，Jnu— 

Bin，et a1．为 10mg。与使用 LigheyclerTM探针的本 

研究所建立的方法相比，检测下限低 2～4倍，检测 

上限低约 200～5000倍。而且本研究的扩增反应体 

积为 201~1，检测所需肝组织量仅为 lmg。 

本研究尤为重要的是采用了特殊的酶切技术。 

这一技术的应用，彻底解决了由于部分延伸产物互 

相杂交而产生假阳性的问题。从所进行的特异性验 
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证实验中我们看到：血清样本未酶切时有非特异性 

扩增存在，Ct值与质粒 102拷贝／ml接近，酶切后，即 

使模板为 108拷贝／ml，定量亦为阴性 ；当用质粒作 

为模板时，其灵敏度水平在酶切前后差异不大，这 

提示 cccDNA不受酶切影响，而 RCDNA被特异地 

除去；当 102拷贝／ml质粒与 10s拷贝／ml血清样本 

混合在一起时，可以看到：未酶切时得到的扩增 Ct 

值与单独的血清样本基本相同，而酶切后得到的结 

果则为质粒扩增 Ct值。这一实验结果清楚地证明运 

用我们所建立的酶切技术及 PCR定量扩增条件可 

以高效地将 RcDNA与 cccDNA区分开来。为了更 

好地评价实验的分析特异性，我们取一组四个血清 

样本进行酶切前后对照实验，正如所期望的那样 ， 

四个高拷贝数的阳性血清样本未酶切时用 cccDNA 

引物、探针扩增有假阳性存在 ，其 Ct值与质粒 102 

拷贝／ml接近，而酶切后四例样本均为阴性。由于方 

法具有的高灵敏度，使得病例研究中的肝穿组织需 

要量小到 lmg，这是目前为止最小的肝穿组织检测 

量。由于肝穿组织较为难于得到，本方法为临床肝 

穿组织 HBVeeeDNA检测提供了更现实的可行性。 

综上所述 ，本研究建立 了一种高灵敏度 、高特 

异性、快速 、简便、可靠的检测肝穿组织中 HBVcc— 

cDNA的荧光定量 PCR方法，此方法对于监测抗乙 

肝病毒药物疗效、指导临床用药以及探讨乙肝病毒 

复制调控规律均具有十分重要的作用。 
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