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文章编号:1000-5404(2004)05-0381-01　 个案与短篇

血清乙型肝炎病毒核酸定量与肝损伤及干扰素应答的关系

Relationship of hepatitis B virus DNA level with liver damage and the response to interferon

和振坤　　(河南大学淮河医院感染科 ,洛阳 475000)

　　作者应用干扰素治疗慢性乙型肝炎44例 ,并于治疗前后采用

聚合酶联免疫实验方法 ,检测HBV-DNA 拷贝数 ,探讨血清乙型肝

炎病毒核酸定量与肝损伤及干扰素应答的关系,现报告如下。

1　对象与方法

1.1　对象
　　44 例均 HBV-DNA 阳性 , 丙氨酸转氨酶(alanine amnotrans-

ferase, ALT)升高 ,病史 6 个月以上 , 排除其他已知原因的慢性

肝病患者 ,其中男 32 例 ,女 12例 , 年龄18 ～ 50岁。按照 1995 年

第 5次全国传染病和寄生虫病会议修订的诊断标准。

1.2　方法
　　①HBV-DNA 定量检测:血清样本提取核酸模板 , 然后以定

量PCR检测 HBV-DNA 拷贝数。 ②治疗方法:给予干扰素α-2 b

(安达芬)300 万 U 肌肉注射 , 每周 3 次 , 治疗 6 个月为 1 个疗

程。停药后随访 6 个月。 ③应答反应:生化应答 ,血清 ALT 恢

复到正常水平;病毒应答 , 血清 HBV-DNA 滴度<1×104 拷贝/

ml;完全应答 , 同时表现为生化和病毒应答。

1.3　统计学方法
　　采用χ2 检验 、t 检验。

2　结果

　　44 例患者治疗前后 HBV-DNA 含量检测结果见表 1。

表 1　44例患者治疗前后 HBV-DNA含量的变化

HBV-DNA 含量(拷贝/ml)

<1×105 ≥1×106 ≥1×107 1×108 均值(1×105)

治疗前 0 15 20 9 88.42±12.34

治疗后 23 11 6 4 5.40±1.59

　　治疗后血清 HBV-DNA水平与干扰素应答的关系见表 2。

表 2　血清 HBV-DNA水平与干扰素应答的关系

治疗前 6个月 治疗后6 个月病毒含量

(拷贝/ml)
例数

生化应答
n　(%)

病毒应答
n　(%)

完全应答
n　(%)

生化应答
n　(%)

病毒应答
n　(%)

完全应答
n　(%)

<1×105 23 23(100.0) 18(78.2) 18(78.2 18(78.2) 14(60.8) 14(60.8)

>1×105 21 16(76.2) 14(66.2) 13(61.9) 12(59.6)Δ 8(38.1)Δ 7(33.3)Δ

合计 44 39(88.6) 32(72.7) 31(70.4) 30(68.2) 22(50.0) 21(47.7)

Δ:与治疗前 6个月比较 , P<0.01
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血栓形成和出血等[ 4] 。③由于肿瘤细胞缺乏特异性抗

原等原因 ,免疫毒素对肿瘤的特异性相对较差 。如何

使DT等生物毒素基因在肿瘤细胞特异 、高效地表达

是生物毒素靶向基因治疗的关键。一些恶性肿瘤特征

性的染色体易位形成的融合基因 ,为开展生物毒素靶

向基因治疗提供了重要线索[ 10] 。

　　本研究中 ,我们在 DTA 基因上游插入尤文肉瘤

EWS-FLI-1的特异结合序列 ,构建了一个新的 DTA 表

达载体 ,酶切和基因测序结果证实该载体构建与试验

设计一致 。脂质体是一种人工制备的携有双层包膜的

磷脂质小囊 ,可作为各类治疗药剂的人工膜和赋形剂 ,

目前广泛用于细胞的转染 。无论对悬浮还是贴壁细

胞 ,脂质体的转染效率都是比较高的 ,据记载较其他方

法高 10倍以上[ 11] 。脂质体法转染还具有重复性好 、

不含其他离子和操作方便以及可以通过多种途径给药

(静脉注射 、肌肉注射 、腹腔注射及靶区注射)的优点。

用脂质体把 pS2-DTA转入细胞后发现 ,尤文肉瘤细胞

的 EWS-FLI-1 特异性地识别了结合序列 ,并促进下游

DTA高表达。

　　免疫组化染色可见:①阳性部位胞浆染棕色 ,以近

胞核处更显著 ,说明白喉毒素 A链蛋白表达在胞浆 ,

这与它在核糖体内发生作用的特点一致 。②尤文肉瘤

细胞的染色细胞数量多 ,染色强度深 ,说明 ,转染 pS2-

DTA后DTA在尤文肉瘤细胞中高表达。DTA高表达 ,

引起细胞死亡 ,从而抑制生长。原位调亡检测结果表

明 ,在尤文肉瘤细胞中发生调亡的细胞数量显著高于

对照细胞。台盼蓝拒染试验显示 ,尤文肉瘤细胞存活

率显著低于对照细胞(P <0.01)。这两个结果相互印

证 ,共同说明 pS2-DTA 对尤文肉瘤细胞的杀伤作用显

著强于对照细胞 。细胞生长曲线进一步说明 ,尤文肉

瘤细胞的生长受到抑制 ,直到第 6天还没有进入对数

生长期。我们认为 pS2-DTA之所以选择性杀伤尤文肉

瘤细胞 ,可能是由于尤文肉瘤特异性的染色体易位形

成EWS-FLI-1融合基因 ,它产生的融合蛋白识别 DTA

基因上游的结合序列 ,然后利用自身强大的转录活性

使白喉毒素A链基因高表达 。
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3　讨论

　　慢性乙型肝炎病程长 ,探讨治疗过程中病毒量的变化与干

扰素的临床关系 ,对深入研究乙型肝炎的临床过程和指导治疗

有着重要意义。大多数患者(82.1%)血清 HBV-DNA 与 ALT 有

关 ,而仅少数患者血清 HBV-DNA 与 ALT 无关。即在 ALT 波动

过程中 ,HBV-DNA始终处于相对稳定水平[ 1] 。有关干扰素应答

和病毒含量相关的问题。国外学者认为两者密切相关[ 2] 。 本

研究中 ,治疗前病毒含量 , 经治疗后显著下降 ,且大多数患者在

停药 6 个月仍能维持疗效。 血清病毒含量与干扰素应答的关

系显示:病毒含量教低者 , 其对干扰素的生化和病毒应答率均

较高。研究结果支持干扰素应答和病毒含量相关的观点。
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