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乙肝病毒核酸检测方法研究进展
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【摘 要】乙型肝炎病毒感染是一个重大公共卫生问题，为了避免发展成为肝硬化、肝功能衰竭和肝细胞癌，患者通常需要长期

服药治疗，检测血清中乙肝病毒核酸的动态变化水平可以作为临床安全停药的重要指标。对于乙肝患者的“精准治疗”，提高

乙肝病毒核酸检测的特异度和灵敏度以及对结果的科学解读都十分重要。本文简要对目前已有检测方法的运用场景及其优

缺点进行总结，为将来在临床中针对不同情况选择不同方法提供参考。
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【Abstract】Hepatitis B virus infection is a major public health problem.To avoid the development of liver cirrhosis，liver failure，and 
hepatocellular carcinoma，patients usually need long-term drug treatment. The dynamic change in serum hepatitis B virus nucleic acid 
levels can be used as an important indicator of safe drug withdrawal in clinical practice. For the precise treatment of hepatitis B，it is 
very important to improve the specificity and sensitivity of hepatitis B virus nucleic acid detection methods and the scientific interpreta⁃
tion of the results. This paper summarizes the application scenarios of existing detection methods and their advantages and disadvan⁃
tages，aiming to provide a reference for method selection according to clinical situation in the future.
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据世界贸易组织（World Trade Organization，WTO）数据

统计显示，全球超 2.9 亿人感染乙型肝炎病毒（hepatitis B 
virus，HBV），乙型肝炎感染率高达 3.5%[1]。乙肝疫苗高效使

用已有 40多年的历史，急性和慢性乙型肝炎病毒感染的发

病率在全世界都大幅下降，特别是在儿童和年轻人中[2]。

HBV传染性极强，慢性肝炎患者体内病毒难以彻底清除，目

前仍是我国肝硬化和肝细胞癌的主要病因，我国每年慢性

HBV感染而导致的肝癌死亡人数近 40万[3]。共价闭合环状

DNA （covalently closed circularDNA，cccDNA）是HBV在肝细

胞内转录复制的基础。HBV 感染往往是慢性感染，病毒长

期贮存于肝细胞中，病毒基因组会与宿主基因组进行整合。

目前的治疗药物主要包括干扰素和核苷酸类似物均无法消除

cccDNA和病毒整合基因来治愈慢性乙肝患者，而针对HBV
生命周期不同阶段的多类新型抗病毒药物也在持续开发

中[4]。目前的临床治疗目标是实现功能性治愈，定义为血清

中检测到持续的乙肝表面抗原（hepatitis B surface antigen，
HBsAg）丢失和治疗 24 周后 HBV DNA 低于检测下限[5]。

HBV核酸检测（包括HBV DNA和HBV RNA的检测）是近年

发展起来并逐渐在临床推广应用，本文将对目前常用的几种

核酸检测技术进行比较分析，为临床选择恰当乙肝核酸检测

方法提供参考。

1　HBV 生命周期及其标志物

HBV通过病毒粒子包膜上的前 S1区（pre-S1）与牛黄胆

酸钠协同转运肽（sodium taurinecholate cotransporting poly⁃
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peptide，NTCP）受体的附着进入肝细胞，随后包膜脱落，含有

基因组 DNA 的病毒核衣壳被运输到细胞核中，松弛环状

DNA（relaxed circularDNA，rcDNA）被释放并转化为 cccDNA，

接着逆转录形成前基因组 RNA（pgRNA）和其他 mRNAs；
pgRNA 参与核心蛋白和逆转录酶的合成，并逆转录成病毒

基因组DNA，与其他蛋白质组装形成多种形式的病毒颗粒，

最终分泌入血[6-7]，见图 1。由此衍生出一系列HBV 标志物，

间接反映 cccDNA 水平，比如乙肝两对半指标，核心相关抗

原（HBcrAg），HBV DNA 以及 HBV pgRNA[8]。病毒核酸在血

清中有多种存在形式，包括游离的核酸片段、整合在宿主基

因组中的核酸片段、Dane 颗粒中的核酸以及核衣壳中包裹

的核酸。现有研究表明，Dane 颗粒（完整病毒颗粒）是唯一

具有感染活性的病毒颗粒，是造成患者病毒反弹的主要因

素，相较于总核酸水平，其含量更能反映患者的感染状态。

cccDNA是乙肝病毒转录复制的模板，是乙肝持续感染的基

础，而 Dane颗粒的存在，意味着病毒感染还在持续进展中，

因此 Dane 颗粒最有希望替代 cccDNA 的新一代血清标

志物。

2　 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（quantitative 
real-time PCR，qPCR）技术检测乙肝病毒核酸

传统的聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，
PCR）已经被用作检测包括病毒学在内的一系列科学研究中

各种样本的金标准[9-10]，该方法利用一对合成的引物，以双链

DNA为模板，添加的 4种脱氧核糖核苷酸为原料，在DNA聚

合酶的作用下通过温度变化实现扩增。传统 PCR对产物的

分析只能通过琼脂糖凝胶电泳，对产物进行定性或半定量分

析，过程中还需要使用有毒染料对核酸进行染色，已经满足

不了人们更高的实验需求[11]。因此，在 1996 年，Heid CA
等[12]发表了一种新的定量检测核酸的方法，即 qPCR。在传

统 PCR 反应基础上加入荧光染料，利用特定的仪器可以实

时检测扩增过程中荧光信号的变化，达到特定阈值荧光信号

水平所需的扩增循环数称为CT值，CT值反映了初始模板浓

度水平，CT 值越大，初始模板数越小[13]。qPCR 可分为探针

法和染料法，荧光探针是一段寡核苷酸片段，能与目标序列

特异性结合，含有一个荧光基团和淬灭基团，当序列发生扩

增时，探针被水解，荧光基团与淬灭基团分开然后发出荧光，

优点是灵敏度高，特异强，可以在一管反应中同时检测多种

目的基因，但缺点是价格昂贵；目前常用的荧光染料是

SYBR Green，能够与 DNA 双链结合，从而发出荧光，优点是

使用方便，价格便宜，缺点是特异性差，无法避免一些引物

二聚体和非特异扩增片段的干扰，对引物设计要求高，灵

敏度相对更低。

早在 1999 年，Abe A 等[14]就采用基于 TaqMan 探针的

qPCR 检测 HBV DNA，与之前报道的定量方法相比，该检测

方法的实验间和实验内变异性非常小，在定量动态范围内，

变异系数<9.07%。该检测系统在慢性乙型肝炎患者中HBV 
DNA检出率为 100%，而在HBV标志物阴性的健康志愿者中

从未检测到HBV DNA。这些观察结果表明，qPCR是一种很

图 1　HBV 生命周期示意图
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好的标准HBV定量方法。Loeb KR等[15]也使用基于 TaqMan
探针的 qPCR定量检测血清中的HBV DNA，文章中描述该方

法重复性高，自动化程度高，可准确检测到HBV DNA浓度范

围在 101 copies/mL～109  copies/mL 的样本，可用于准确定义

HBV感染者的病毒复制水平。最新研究显示，qPCR对HBV 
DNA的定量检测下限可低至 5 IU/mL，有助于发现低病毒载

量的慢性 HBV 患者，对隐匿性乙型肝炎病毒感染（occult 
hepatitis B virus infection，OBI）人群的再激活也有监测意

义[16]。在 Yu GX 等[17]的研究中，用 RT-qPCR 方法检测血清

中不同形式的 HBV RNA，设计了 3 对针对不同区域的引物

以及相应的探针，分别检测全长RNA、剪接体RNA和3’端截

短体RNA，检测下限为 1.18×102 copies/mL，分析了不同时间

点核苷酸类似物治疗患者剪接变异体和 pgRNA 3’端截短体

的动态变化，以及它们对未治疗和经过治疗患者血清 HBV 
RNA定量检测的影响。

总之，qPCR 是 1 种灵敏度高、重复性好的检测方法，而

且成本低，操作简单，已经成为检测病毒核酸的常用手段。

同时也存在一些缺陷，qPCR样本容易被污染，导致扩增受到

影响，尤其是在低拷贝数样品中影响明显，数据可靠性得不

到保证。所以选择恰当的检测手段是保证实验数据可靠性

的前提。

3　数字 PCR 技术检测乙肝病毒核酸

自 20 世纪 90 年代首次提出液滴数字 PCR（digital drop⁃
let PCR，ddPCR）以来[18]，ddPCR 越来越多地用于核酸定

量[19-20]，是近年来的第 3代 PCR技术。ddPCR技术的原理是

将PCR反应体系稀释并分散至大量液滴中,使液滴成为最多

只包含 1个核酸分子的独立反应单元，从而产生基于泊松统

计的扩增子，该扩增子完全来自 1个模板，该方法可以对核

酸分子进行绝对定量，具有极高的灵敏度和特异性[21]。这是

1种新兴技术，与传统的 qPCR相比有 2个明显的区别：①在

扩增之前将PCR反应划分为数千个单独反应管;②在反应终

点获取数据。这些因素使得 ddPCR 技术优势变得明显，可

以直接独立进行 DNA 定量，而不需要标准曲线，与 qPCR 相

比，具有了更精确和可重复的数据，尤其是在存在可能抑制

Taq聚合酶或引物扩增效率的样品污染物的情况下[22-24]。在

基因表达、miRNA 分析或 DNA 绝对定量相差 2 倍及以上等

应用中，qPCR是具有良好统计学意义的优秀工具。但是对

于低水平的样品，即使存在少量的污染物，对 qPCR 的结果

也是巨大的，在这种情况下，ddPCR表现出极好的特异性[25]。

Caviglia GP等[26]提出了一种基于 ddPCR的HBV cccDNA
检测方法，定量限和检测限分别为 2.4 和 0.8 copies/105个细

胞。作者利用 ddPCR确定了从抗HBc阳性肝脏捐献者中招

募的OBI患者中 HBV cccDNA的流行率和数量，并评估了肝

脏中病毒检测结果与血清中 HBV 感染标志物之间的关系。

在 Limothai U 等[27]的研究中，比较了 RT-ddPCR 和 RT-qPCR
在 HBV 患者中不同 HBeAg 状态下检测血清 HBV RNA 的表

现，结果显示 RT-ddPCR 比 RT-qPCR 具有更好的灵敏度和

重复性，特别是在 HBeAg 阴性慢性乙肝患者中，RT-ddPCR
对 HBV RNA 的检测下限低至 102 copies/mL 的，相比之下，

RT-qPCR的检测下限约为103 copies/mL。
目前，由于 ddPCR 检测平台的复杂性和成本较高，该

技术所需芯片结构复杂，价格昂贵，使其在推广上受到一

定限制，导致在常规实验室和临床中的运用还不广泛。所

以在实际运用中，应该在 ddPCR 和 qPCR 技术之间进行合

理选择，在能保证数据质量的情况下，尽量减少时间成本

和经济成本。

4　等温扩增技术检测乙肝病毒核酸

目前，绝大多数基因分型技术都需要先进行扩增，常用

PCR 或者 qPCR 技术，然而，这些技术需要使用特定的热循

环仪器以及稳定的电源，并不是所有实验室都能开展这项技

术。为了满足不同实验环境的需求，开发了等温扩增技术，

无须复杂的仪器以及严苛的温度变化，在恒定的工作温度下

即可实现核酸的扩增，包括基于核酸序列的扩增（nuclear 
acid sequence-based amplification，NASBA），链位移扩增（str
and displacement amplification，SDA），滚圈扩增（rolling circle 
amplification，RCA），环介导的等温扩增（loop-mediated iso⁃
thermal amplification，LAMP），解旋酶依赖性扩增（helicase-
dependent amplification，HDA）以及重组酶聚合酶扩增（re⁃
combinase polymerase amplification，RPA）[28-30]。

NASBA是一种模拟逆转录病毒RNA复制的等温扩增反

应，是RT-qPCR扩增RNA的替代方法，需要 1对引物和 3种

酶（逆转录酶、RNase H 和 T7 DNA 依赖的 RNA 聚合酶），最

终实现靶标互补 RNA 链的指数扩增，产物可以通过基于杂

交的方法直接检测，如横向流动试验、电化学发光等[31-32]。

SDA利用限制性内切酶和链置换DNA聚合酶的活性来实现

目标序列的扩增[33]。RCA是一种利用DNA置换聚合酶链在

恒定低温下连续扩增环状 DNA 模板，产生具有串联重复序

列的长DNA分子的技术[34]。LAMP使用 2 组引物和 1个具有

链置换活性的 DNA 聚合酶，在 60 ℃左右的温度下，在不到

1 h的时间内实现靶序列的扩增，扩增结果可直接通过肉眼

观察荧光[35]。RPA 是一种利用重组酶、DNA 聚合酶和 DNA
结合蛋白在低温等温条件下扩增特定DNA的方法。在37 ℃
左右，重组酶-引物复合体促进引物与 dsDNA靶序列的结合

和非模板链的移位，移位的链通过与单链 DNA 结合蛋白

相互作用保持稳定，引物通过链置换DNA聚合酶延伸，这 2
种 dsDNA产物都可以复制，实现靶序列的指数扩增，然后通

过观察加入的探针或者染料的荧光信号判断扩增结果[36]。

RPA 由于其操作简单，灵敏度高，灵活性强（有多种商业化
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试剂盒可供选择）以及速度快等优点受到人们的关注。RPA
可用于扩增 DNA，也可以通过将逆转录酶掺入 RPA 试剂组

分来扩增 RNA 靶标。在一些研究中，RPA 甚至可以检测到

PCR 无法检测到的低浓度 DNA。在特异性方面，RPA 可以

从不同物种和标本类型的基因组 DNA 中识别和扩增靶基

因。RPA抗干扰能力强，检测结果与PCR高度一致，已成功

应用于检测多种人类病原体，包括细菌、病毒、寄生虫、真菌

以及转基因生物和癌细胞中的基因突变[37-40]。

等温核酸扩增技术具有灵敏度高、特异性强、扩增效率

高和操作方便等优点，并且缩短了检测周期，弥补了常规

PCR 对场地和仪器的依赖，有利于发展现场检测技术[41-42]。

但是,等温核酸扩增技术仍存在较多技术难点，比如部分等

温扩增引物设计比较复杂，没有成熟的软件和方法，部分方

法在灵敏度方面依旧比不上 qPCR。经过不断的优化创新，

等温核酸扩增技术将有望代替 qPCR 成为现场快速检测的

最佳选择。

5　DNA/RNA 印迹检测乙肝病毒核酸

1975年，一种新的检测 DNA 的方法，被命名为 Southern 
blot[43]。Southern blot是一种经典但复杂的DNA检测方法，涉

及探针制备、电泳、跨膜杂交和检测等几个过程[44]。Southern
印迹法被广泛应用于识别与遗传病相关的基因，大大提高了

对某些疾病的诊断能力，例如亨廷顿舞蹈病、家族性生长激

素缺乏症、镰状细胞贫血症等[45]。随着PCR扩增技术的发展

和自动DNA片段分析仪的引入，Southern blot在实验室中的

使用逐渐减少，但对于某些特定的检测项目，该方法仍是不

可替代的一项技术。比如对于 HBV cccDNA 的检测，South⁃
ern blot 被认为是检测该项指标的“金标准”，因为它通过琼

脂糖凝胶基于电泳运动性准确地分离出不同形式的 HBV 
DNA[46-47]。cccDNA的持续存在是目前乙肝病毒感染无法完

全治愈的主要原因，Southern blot只能对 cccDNA进行定性或

者半定量检测，而且操作复杂，灵敏度低，检测下限为 105~
106 copies，不适合高通量药物筛选，使得靶向 cccDNA 的药

物开发受到阻碍。人们也致力于开发更灵敏、更简单的检测

cccDNA的方法，但目前还未发明出大众认可的、可靠的检测

方法，所以在相当长的时间内，Southern blot 仍是检测

cccDNA的主要方法。

Northern blot是检测RNA的传统方法，主要用于判断基

因表达水平，其基本原理是利用凝胶电泳将不同大小的

RNA分离，并转移到膜上使用DNA探针与互补RNA序列杂

交进行检测[48-49]，是 1项使RNA可视化的定量检测技术。最

流行的探针标记方案是结合放射性同位素（32P），然而，同位

素标记通常是具有危险性的，所以其使用受到限制。Ram⁃
kissoon SH等[50]报道了使用地高辛（digoxin，DIG）标记的探针

在检测 RNA 时与同位素标记的探针具有相同的敏感性，且

具有更长的保质期和更高的安全性。与其他技术相比，

Northern blot是 1种低通量、低灵敏度、相对耗时和样品要求

量大的方法[51-53]。尽管如此，它仍然被广泛用作验证更新、

更灵敏的检测技术数据的金标准[54]。

6　实时荧光核酸恒温扩增检测技术乙肝病毒核酸

实时荧光核酸恒温扩增检测技术（simultaneous amplifi⁃
cation and testing，SAT）是一种RNA恒温扩增技术，原理是将

目的RNA在逆转录酶的作用下合成 1条含T7启动子的双链

DNA，T7 RNA聚合酶以这条双链DNA为模板进行转录合成

RNA，合成的RNA与分子信号结合发出荧光，利用荧光检测

仪检测。以上逆转录和转录的过程能够在逆转录酶和 T7 
RNA聚合酶的作用下持续进行，以达到高效扩增的目的[55]。

该方法的优点是在恒温条件下直接扩增 RNA，减少了常规

的逆转录环节，最大可能地避免了污染；操作方便，无须复

杂实验步骤。在检测呼吸道病毒，肠道病毒等方面运用比

较广泛。

国内有公司利用该实验技术研发成功HBV RNA检测试

剂盒并获得注册，现在正在各大医院进行推广。Hu XH等[56]

在研究中验证了 SAT 方法检测 HBV RNA 的性能并与 RT-
qPCR进行了比较，结果发现 2种方法检测的HBV RNA水平

无差异，结果的相关性和一致性较好，SAT法对HBV RNA的

检出限为50 copies/mL，线性范围为1×102~1×108 copies/mL。
总之，SAT对仪器和操作要求简单，在快速检测中具有

高灵敏度、高特异性、低污染等优点。由于缺乏标准品，

HBV RNA 的临床结果存在多样性，不同检测方法对研究结

果差异的影响仍有待探讨。

7　结 语

随着医疗的进步，大部分乙肝患者的病情得到有效控

制，但乙肝病毒无法完全清除，意味着大部分患者需要长期

甚至终身服药，造成一定的经济负担。本研究下一步的目标

是高效准确监测病情，预测复发风险，让患者能够安全停药。

目前核酸提取与检测技术逐渐成熟，临床上对于 HBV DNA
已有较成熟并且受大众认可的检测方法，目前主要致力于提

高其检测灵敏度；HBV pgRNA 作为新型 HBV 标志物，受到

越来越多人的关注，虽已有多种检测试剂盒，但灵敏度差异

度大且缺乏标准品，还未得到普遍认可。目前的检测技术存

在较大的局限性，与抗原检测一样，无法区别其检测靶标是

来源于病毒整合基因、核心颗粒或者完整病毒颗粒，无法反

应替代 cccDNA 反应 HBV 病毒是否还具有感染活性。目前

有多个团队正在研发新一代的血清标志物，希望能够提升与

cccDNA的水平的相关性，进而直接/间接反应乙肝病毒的感

染活性，为临床治疗提供更加精准的评价指标。
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