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捕 要 目的：探讨乙肝病毒免疫标志物常见模式与HBV-DNA量的关系。方法：采用荧光定量PCR法对l50份测定的血 

清标本进行乙肝病毒标志物与HBV-DNA定量测定。结果：21份HBsAg、HBeAg、HBcAb~性标本，HBV-DNA~-部阳性，平 

均拷m数为3．5x l }6~HBsAg、HB 阳性的标本也均为阳性，平均拷贝数为1．2X 109；27ff~HBsAg、HBeAb
、 }n cAb阳性 

的标本中岫 V．DNA阳性12例，平均拷贝数7．5X l0 ；24~JHBsAg、衄 cAb阳性的模式中阳性8例，平均拷贝数8 5X 1 ；其它 
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Abstract Ohjeutive To study the relationship between the corrunon mode of HBV immunological marker in 

senlm and the quantity of HBV-DNA．Methnd s： 150 samples were detected by fluorescence quantitative PCR f 

FQ-PCR)and ELISA kit respectively Results In 21HBs ，|HBeA cAb+samples the FQ-PCR were all 

positive with 3．5x 10~copies on average
，
in 6 HBsAg+／HBeAg+samples，the HBV·DNA were all positive and the 

mean  was 1．2×l0"copies
． in 27 HBsAg+／HBeAb+／HBcAb+samples 12 samples were positive tested FQ-PCRwith 

7．5Xl0 copies，onaverage；In 24HBsAg+／HBcAb~samples．8 sampleswere positiveandtheam ountwas 8．5xl0 

，the residual HBsAb+and HBsAg·／HBsAb-／HBeAg-／HBeAb-／HBcAb·samples were negative by FQ．PCR．Conel 

usion：Thisindicatosthe FQ-PCRCanbe usedto detectthetrue state ofHBVinfectionandits replication．The FQ 

·PCR is helpful to diagnose the hepatitis B，and to select the therapeutic project and to monitor the medication． 

Key Words Hepatitis B virus；Marker；Mode：Quantitative PCR：Fluorphotimctry 

乙型肝炎病毒 (HBV)血清免疫标志物检查是 

目前分析和判断患者病程及传染性的重要标志之 
一

。 随着有效治疗慢性乙肝口服抗病毒新药的研制 

成功，需了解治病过程中HBV量的变化，现有的 

HBV标志物检查对疗效的观察预后判断存在一定的 

局限性。聚合酶链反应 (PCR)是检测HBV血症的 

最敏感技术，应用定量PCR技术检测病毒基因水 

平，国内外已有报 ，我们运用荧光定量PCR 

(FQ-PCR)技术测定HBV各种免疫学标志常见模 

式中的DNA含量。现将结果报道如下 
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1 材料和方法 

LI 材料 

1．1．1 血清标本 收集来我科检测HBV标志物血清标本共 

150份，ELISA法，试剂为上海科华生物公司试剂盒，Blo 

RAD3550型酶标仪判定结果。HBsAg、HBeAg、HBcAb阳性 

21例：Hasng、HBeAb、HBcAb阳性27例；HBsAg、HBcAb 

阳性24例：HBsAg，HBeAg阳性6例：HBeAb、HBcAb阳性4 

例：HBsAb、HBcAb阳性15倒：HBsAb阳性18例；标志物全 

阴性35例 

1．1．2 仪器 PE5700型定i~PCR仪(美国Perkln Elmer公司) 

1．1．3 试剂 中山医科大学选安公司的定量试剂盒。 

1．2 方法 用常规的碱裂解法从血清中提取HBV-DNA，取 
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2ul上清波于反应试剂管中。各反应管与标准曲线反应管分 

别放^PE5700自动荧光检测仪，按 ℃2min预变性．然后按 

93"C45s 55℃120s，循环40次。反应结束后，由电脑自动计 

算结果。 

2 结 果 

HBV-DNA定量阳性标准品经FQ-PCR，以起始 

拷贝数的自然对数为横坐标．以循环阈值为纵坐 

标，得到的回归直线为标准曲线对待测标本进行定 

量，定量结果采用几何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。统 

计结果见下表： 

寰 FQ-PC~ HBV 

HBsAg 

HBsAg 

HBsAg 

HBsAg 

哪 eAb 

哪 sAb 

哪 sAb 

全阴性 

ELISA阳性 例数 阳性数 

W Ag 

HBcAb 

HBcAb 

旧 eAg 

哪 cab 

哪 cAb 

哪 ca b 

吼 cab 

测结果的比较 

阳性样品定量 

平均值(／In[) 

3 讨 论 

3．5×1o' 

7．5×l0B 
8．5x Jo' 

1 2×1 

2．3×1o' 

0 

0 

0 

PCR是研究肝炎病毒的重要方法．由于常规 

PCR不能进行精确的病毒基因定量，其应用受到限 

制。本文采用一种新型的荧光定量PCR方法。在该 

反应体系中，除有两条普通的引物外，还有一条荧 

光标记的的基因探针。这条探针的5端和3端分别标 

记了～个特殊基团，5端的基团称为荧光指示基团 

)，3端的基团称为淬灭基团(Q)。当这条探针保持 

完整时．Q基团将抑制R基团的荧光信号，～旦探 

针被切断抑制作用消失，R基团的荧光信号可以被 

检'测。PCR反应开始后，随着链的延伸．Taq酶沿 

着DNA模板移动到荧光标记的探针结合位置，发挥 

它的5—3外切核酸酶活性．将荧光探针切断，释放 

出R基团的荧光信号。披释放的游离R基团的数目和 

PCR的产物数量是一对一的关系。FQ-PCR技术融汇 

了PCR和DNA探针杂交技术的优点，直接探测PCR 

过程中荧光信号的变化．根据PCR反应酶动力学特 

点，获得DNA模板的定量结果。由于整个实验过程 

均在完全闭管的状态下进行．不需要PcR的后处理 

和电泳检测，解决了PCR定量和防污染等问题，成 

为常规PCR的更新换代技术。 

本研究显示．2l例I-IBsAg、HBeAg、HBcAbZ 

项均阳性时FQ-PCR检测FIBV DNA均阳性．平均拷 

贝数为3．5×lo"，6例HBsAg、HBeAg_-．项阳性FQ- 

PCR也均为阳性．平均拷贝数1．2×10 说明HBeAg 

阳性的病人HBV具有较高的复制水平，是传染性的 

重要标志。标志恢复期或长期乙肝病毒携带者的血 

清HBsAg、HBeAb、HBcAb阳性的27份血清中也检 

测出l2份HBV-DNA阳性，平均拷贝数7．5× 10 6说 

明抗HB~的阳转只能代表HBV复制水平的下降，部 

份患者仍具有传染性。 

24例HasAg、I-IBcAb阳性模式中，HBV-DNA阳 

性8例，平均拷贝数8．5×lO~．此种模式DNA持续阳 

性可能为前C区突变类型。最多见的是位于前C区末 

端1 896位点发生G—A的突变，这使原来编码色氨 

酸的TGG转变为终止码TAG使得I-IBeAg合成终 

。 其次是1762点A突变为T，1764点G突变为A的联 

合突变也是常见的变异类型 ，其突变可影响HBV 

的转录活性．导致前c区mRNA的转录效率明显下 

降，造成乙肝e抗原阴性的感染，从而逃避机体的 

免疫清除作用，作为一种新型的稳定病毒株在体内 

长期存在。在HBV编码包膜蛋白的表面抗原基因突 

变中有研究表明 587位核苷酸碱基因鸟嘌呤变为 

腺嘌呤 (587atG~A)导致HBsAg“q 抗原决定 

族的145位氨基酸由甘氨酸一精氨酸 (GGA— 

AGA)的变异株最多见。该突变改变 “a”决定簇 

的构型，使变异株与HBsAb的结合力降低．现用的 

诊断试剂不能有效地检出变异株的HBsAg。在本文 

4例单独HBcAb、I-IBcAb阳性的血清中发现一例是 

DNA阳性，病人是感染恢复期还是突变有待进一步 

增加病历数和延长随访时间可最终阐明这一问题。 

本报告中18份单纯HBsAb和l5份HBsAb、 

HBcAb阳性的模式中DNA均为阴性．表示接种疫苗 

或病人获得免疫。囡HBcAg的抗原性要强于其它系 

统的抗原．产生最早消失最晚．所以HBsAb和 

HBcAb阳性的这种模式应该是自然感染过程的最终 

趋向．从我们的实验中也证明HBsAb是一种保护性 

抗体。接种疫苗后应该是单纯HBsAb这种模式，此 

模式和全阴性血清未能检出DNA说明了L~Q-PCR的 

高度特异性。 

(下转第173页) 
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率降低50％左右，严重度下降，认为睡眠可显著性 

减少功能性心律失常的发生。本文30例中，13例 日 

问型vPc02例属交感性vPc)，白天活动时，心率增 

快，有3例呈成对VPC，2例呈短阵室速，5例呈联律性， 

夜间消失。l0例夜间型vPc(均属迷走性VPC)中， 

夜间睡眠时，心率减慢，1例呈短阵室速，3例呈联 

律性，2例呈成对VPC，2例伴有r、II 房室性阻滞， 

白天活动时消失。说明，日间型VPC，在夜间时 

VPC的频率，严重度下降；而夜间型则相反，本组 

资料提示夜间型迷走神经张力过高所致VPC频率与 

心率呈反比关系。其机理可能是，白天活动时交感 

神经活动增强，心率增快，儿茶酚胺分泌增加．使 

心肌细胞钙慢通道开放增多，心肌细胞内ca‘内流 

增加，自动去极化加速，自律性增高诱发VPC；夜 

间睡眠时，迷走神经兴奋增强，释放乙酰胆碱，心 

率减慢，心室动作电位振幅降低，易诱发异位搏 

动。因此，我们认为小儿无症状性VPC的昼夜频率 

改变，符合自主神经功能特点。 

3．3 预后及临床意义 

Yabek 讨未发现器质性心脏病的室性期前收缩 

l7例患儿进行了远期随访，平均7年(1～19年)，其 

中9例消失，8例未消失，认为只要经过认真检查， 

如无其他方面异常，且期外收缩为单源的，则预后 

良好。Paul 报道，22例心脏正常的成对室性期 

前收缩及多形性室性期前收缩与单源性者同样预后 

良好。本组30例中，20例作心室晚电位检查均阴 

性，经随访23例 日夜间型VPC，平均6年，有l2例( 

50％)早搏消失，未消失者，个别小儿诉心悸，多数 

无症状，除心电图有vPc }，无其他异常发现。说 

明无症状性VPC，可存在数年及数十年，其远期预 

后较好。 因此，我们认为对d,JL原因不明，且无明显 

症状的VPC，必须除外心脏 自主神经调节失衡的影 

向因素，必要时需作DCG监测，自主神经功能及心室 

晚电位检查，除外器质性心脏病，也避免将单纯性 

VPC误诊为心肌炎，而长期不恰当地使用抗心律失 

常药物，导致副作用。 
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目前 拉米呋定为代表的一类核苷酸衍生物已 

成功地应用于慢性HBV病人的治疗，有报道 拉米 

夫定能显著降低HBV的复制，从而反映在血清HBV 
-DNA达到可测出的水平以下，其累积有效率达到 

92．2％，在HBV·DNA消失或降低的同时伴有ALT的 

逐渐恢复。为了协助临床医生正确使用拉米呋定， 

FQ-PcR作为一种新的定量PCR技术可 检测HBV 

的真实感染和复制情况，对于治疗方案的选择和疗 

效观察有较大的意义。 
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