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　　提　要　目的: 探讨血清 HBV DNA浓度与 HBV免疫学标志的关系。方法: 应用竞争性 PCR方法 ,检测

HBV免疫标志不同背景的原发性肝癌 ( n = 38) ,肝硬化 ( n = 36) ,慢性肝炎 ( n = 51)共 125例的血清 HBV

DN A浓度。结果: HBV DN A浓度与血清 HBV免疫标志有关 ,而与慢性肝病类型无关 ;五项免疫标志均阴性

或抗 -HBs阳性的慢性肝病患者中 ,约有三分之一病例存在低水平 HBV感染 ; HBeAg阳性病例的 HBV

DN A浓度总体上明显高于抗 HBe阳性组 ,但后者中部分病例的 HBV DNA浓度也较高。结论: 血清 HBV

DN A浓度与 HBV免疫标志有一定的对应关系 ,但存在个体差异。
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　　乙型肝炎病毒 ( HBV )感染后的临床表现形式十

分复杂 ,仅常用的 HBV五项免疫标志 ,表现模式就有

15种以上 ,其内在原因至今仍不十分清楚。为此我们应

用竞争性 PCR方法测定 125例不同慢性肝病患者血清

中的 HBV DNA浓度 ,以探讨其与 HBV免疫标志的

关系。

1　材料与方法

1. 1　血清标本
　　选择不同慢性肝病患者血清标本 125例 ,均系本院 1993～

1994年的住院患者 ,其中慢性肝炎 ( 51)例 ,肝硬化 ( LC) 36例 ,原

发性肝癌 ( PHC) 38例 ,年龄 31～ 74( 49. 3± 10. 7)岁 ,血清以经

高压灭菌的 1. 5 ml新 Eppendo rf管分装 ,采用酚 /氯仿抽提法

提取 DNA。

1. 2　寡核苷酸引物
　　扩增片段位于 HBV S基因保守区 ,正链引物 a对应于 427-

448位碱基区段 ,负链引物 c对应于 822-842位碱基区段 ,缺失引

物 bc是根据在引物的 5 '端外接序列并不影响 PCR扩增特异

性的原理 ,将引物 c连接于 687-701位碱基片段的 5 '端而成 ,共

36bp。

1. 3　竞争模板的制备
　　应用引物 a与 bc扩增 HBV全基因质粒 ,扩增产物用冻融

回收法收集后 ,紫外分光光度计定量。

1. 4　血清 HBV DNA的定性检测

　　常规 PCR-EB法 ,使用引物 a与 c。

1. 5　血清 HBV DNA的定量检测

　　按前已报道的方法 [1] ,将 10倍梯度稀释的竞争模板 2μl分

别加入 6支 0. 5 ml Eppenderf管中 ,使每管含竞争模板 (双链 )分

别为 108 , 107, 106 , 105 , 104 , 103拷贝。各管中再加入等量的定性

PCR阳性的待检样品和反应混合液 ,使用引物 a与 c进行扩

增。扩增产物电泳后在 296 bp和 416 bp处同时出现两条亮度近

似的扩增条带 ,认为扩增前竞争模板与待检基因的起始量相

等。

　　血清 HBV五项免疫标志 ( HBsAg、抗 HBs、 HBeAg、抗 HBe

及抗 HBc )以上海科华公司 EIA试剂盒测定。

2　结果

2. 1　不同慢性肝病患者血清 HBV DNA的检出率 ,

见表 1。

表 1　 125例不同慢性肝病患者血清 HBV DNA的检出率

Tab 1　 Detection rate of HBV DNA in 125 cases of dif f erent chronic hepatic disease

Serum HBV immunological markers
Total

HBsAg and HBe Ag(+ ) HBsAg and anti-HBe(+ ) Anti-HBs(+ ) Five m ark ers (- )

CH 16 /17 10 /13 3 /10 4 /11 33 /51( 64. 7% )

LC 9 /9 8 /10 4 /8 4 /9 25 /36( 69. 4% )

PHC 10 /10 8 /10 2 /6 4 /12 24 /38( 63. 2% )

Total 35 /36( 97. 2% ) 26 /33( 78. 8% ) 9 /24( 37. 5% ) 12 /32( 37. 5% ) 82 /25( 65. 6% )

　　表 1中 HBs Ag与 HBeAg均阳性组 , HBV DNA阳性检出 率显著高于 HBs Ag与抗 HBe同时阳性组 ( P < 0. 05) ;而抗
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HBs (+ )组与全阴性组的检出率无明显差别 ,均显著低于 HB-

sAg (+ )的两组 ( P < 0. 01)。不同类型的慢性肝病组间比较则

检出率均无显著差别 ( P > 0. 05)。

2. 2　不同慢性肝病患者血清 HBV DNA的浓度 ,见

表 2

表 2　 82例 HBV DNA阳性肝病患者血清 HBV DNA浓度的对数均值表 ( Log10 HBV DNA拷贝 /50μl)

Tab 2　 The mean logarithm of HBV DNA concentration in 82 cases of HBV DNA positive hepatic disease

Serum HBV immunological markders
Mean value

HBsAg and HBe Ag(+ ) HBsAg and anti-HBe(+ ) anti-HBs(+ ) Five m ark ers (- )

CH 5. 88 4. 6 3. 33 3. 75 4. 39

LC 6 4. 875 3. 33 4 4. 55

PHC 5. 7 5 3 4 4. 43

M ean value 5. 86 4. 83 3. 22 3. 92

　　双因素方差分析结果表明: 血清 HBV DNA浓度水平与免

疫学标志物有显著的相依关系 ( P < 0. 01) ,而与慢性肝病类型

则无显著相依关系 ( P > 0. 05) ,免疫学标志与慢性肝病类型两

因素对血清 HBV DNA浓度无交互影响。

　　比较不同免疫状态下血清 HBV DNA浓度发现 , HBsAg

与 HBeAg均阳性组的血清 HBV DNA浓度明显高于 HBsAg

与抗 HBe均阳性组 ( P < 0. 05)。而 HBs Ag阳性的两组 ,血清

HBV DN A浓度显著高于抗 HBs阳性组和两对半全阴性组 ( P

< 0. 05) ,但抗 HBs阳性组与五项标志全阴性组血清 HBV

DN A浓度水平无显著性差异 ( P > 0. 05)。

3　讨论

　　在 HBV五项免疫标志均阴性的慢性肝病患者中

可检出 HBV DNA已为许多学者的研究所证实。骆抗

先等 [2 ]报道 , 15例 HBV免疫标志均阴性的慢性活动性

肝炎患者中有 9例 HBV DNA阳性 ,阳性率高达 60% ,

本组 32例 HBV免疫标志均阴性的慢性肝病患者中 12

例阳性 ,占 37. 5%。关于这些免疫学标志物阴性的原

因 ,有人推测可能与体内病毒的数量 ,核酸序列的变异

及宿主的免疫状态有关 [3 ]。另外 ,由于 ELASA法敏感

性有限 ,可能造成低滴度的标志物漏检。本组五项标志

均阴性者 HBV DNA浓度为 103- 105拷贝 /50μl,平均

10
3. 86
拷贝 /50μl,显著低于 HBsAg阳性组 ,也表明体

内病毒数量少确可能是导致 HBV标志物阴性的一个

主要原因。

　　一般认为抗 HBs是一种中和抗体 ,对 HBV具有

保护性免疫作用 ,常做为机体获得对 HBV免疫力及

乙型肝炎患者痊愈的重要标志。但近来的研究发现抗

HBs阳转者仍可能携带 HBV
[4, 5 ] ,本文中 24例抗 HBs

阳性慢性肝病患者中 , 9例 HBV DNA阳性 ( 37. 5% ) ,

提示抗 HBs阳转并不意味着体内 HBV的完全清除。

定量检测发现这些病例的血清 HBV DNA浓度为 10
3

- 10
4
拷贝 /50μl,平均为 10

3. 22
拷贝 /50μl,说明这些病

例仍存在低水平 HBV感染。

　　传统的观点认为 HBeAg是 HBV复制活跃及传

染性强的指标 ,而抗 -HBe意义基本与 HBeAg相反 ,

它的出现表明病毒复制减少 ,传染性减弱。国外学者采

用斑点杂交方法分析 HBV DNA,发现大多数 HBeAg

阳性患者存在高水平的 HBV复制
[6, 7 ]

,而在抗 HBe阳

性组仅能检测到 18% -40%的患者 HBV DNA阳

性 [8, 9 ] ,本研究中 HBeAg阳性组 HBV DNA阳性检出

率为 97. 2% , HBV DNA浓度均值 105. 86拷贝 /50μl,均

明显高于抗 HBe阳性组 ,支持前述观点 .但考察个体

时可以发现 ,抗 HBe(+ )组有许多病例其 HBV DNA

浓度高于 HBeAg (+ )组的平均值。这种情况是否与机

体的免疫状态及 HBV基因序列的变异有关有待进一

步研究。
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Relationship between serum HBV DNA concentration and HBV immuno-

logical markers
Liu Chongyang , Zhou Zicheng , Yang Jianmin ( Depa rtment of Gast roente rolog y , Southw est Hospital, Third Milita ry Med-

ical Univ e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the r elationship be tween serum HBV DNA concentra tion and HBV

immunolog ical ma rkers. Methods: Serum HBV DN A concentra tion was examined w ith competi tiv e po ly-

merase chain reaction in 38 cases o f primary hepatic ca rcinoma , 36 liv er cir rhosis and 51 chronic hepa titis with

different backg rounds fo r serum HBV immunolog ical marker s. Resul ts: Serum HBV DN A concent ration was

cor related with HBV immunological markers but no t with the type o f ch ronic liv er diseases and the lev el of

serum a lanine amino transferase. About one third o f the cases negativ e to all fiv e HBV immunological ma rkers

o r positiv e to anti HBs had low level o f v iral replica tion. In gener al, the serum HBV DN A concent ration was

significantly higher in the cases positiv e to HBeAg than in those po sitiv e to HBe. But high concent ration was

also found in some o f the cases po sitiv e to HBe. Conclusion: Serum HBV DNA concentra tion is cor related to

HBV imm uno log ical markers but there still exists difference among indiv iduals.

　　 Key words　 compe titiv e po lymerase chain reaction; hepa titis B virus; chr onic liv e r disea se

留置胆导管不同部位细菌污染及消毒效果的调查分析 个案与短篇

Investigation on the bacterial pollution and the effect of different disin-

fectants of dif ferent parts of the delayed biliary drainage tube
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　　留置胆导管引起的胆道感染是医院感染的常见因素。本研

究于 1995年 4月～ 10月随机抽样留置胆导管患者 120例 ,进行相

关部位的细菌学调查及常用消毒液杀菌效果的观察 ,观总结如下。

1　材料与方法

1. 1　病例选择
　　随机选本院因患胆道结石、炎症 、息肉等病人术中放留置

胆导管者 120例 ,其中男 67例 ,女 53例 ,全身均用抗菌素治疗。胆

导管留置时间 2～ 30 d,平均 8. 5 d。安置导管时以 0. 5% PV P-碘

擦洗插管周围 , 0. 1% 洗必泰消毒导管口。导管留置期每日用

0. 5% PVP-碘擦洗插管周围 ,隔日更换闭式一次性塑料引流管袋。

1. 2　标本采集
　　插管周围清洗消毒后 ,取患者胆导管口 ,导管内壁及中段

胆汁 ,分别于 2 d内、 3～ 6 d及 8 d以上各取一次。导管口采样以

无菌棉拭子沿导管口擦一周 ;导管内壁采样先夹闭导管 ,以碘

酒、酒精消毒导管与引流管加接处后脱开 ,以无菌拭子伸入导

管内 1 cm,在内壁转动一周 ;中段胆汁采样从导管留取中段胆

汁 3～ 5 ml,采集的胆汁分别进行细菌培养 ,阳性则作细菌学鉴定。

1. 3　消毒液杀菌试验
　　消毒液用 0. 5% PV P-碘、 0. 1%醋酸洗必泰。取消毒液 4. 9

ml加入菌悬液 0. 1 ml,对照组以 0. 03 mo l /L磷酸盐缓冲液代

替 ,混匀分别作用 0. 5、 1、 2分钟 ,取 0. 1 ml加入 1. 0 ml相应中和

剂液 ,取 0. 5 ml作平血琼脂倾注培养 ,经 37培养 24h计数菌液 ,

计算杀菌率。

2　结果

　　本组 120例患者分别从胆导管三个部位采集 360份胆汁 ,经

(下转 533页 )
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