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  摘要  目的:探讨联合检测乙肝病毒前 S1 抗原和核心抗原与 H BV DNA 的关系以及在乙肝诊疗中的意义。

方法:对 100 例慢性乙肝患者的 346 份系列血清和 486 例正常对照血清采用实时荧光定量 PCR( FQ- PCR)进行

DNA定量检测,酶联免疫吸附试验 ( EL ISA )进行乙肝病毒前 S1 抗原和核心抗原的联合检测(检测结果以 HBV

NRAg 表示)及对乙肝血清标志物进行定性检测。结果: 342 份 H BV DNA(+ )的血清中,有 338 份 H BV NRAg 检

测为阳性,灵敏度为98. 8% ( 95% CI : 0 . 970~ 0. 995) , HBV NRAg 特异度为 99 . 6% ( 95% CI : 0 . 985~ 0 . 999 )。45

例患者的系列血清 H BV NRAg的 OD均值随着 HBV DNA 拷贝数降低而下降,且具有一定的相关性( r= 0 . 721 )。

其中有两位患者的血清标本出现了 H BV DNA 阴转。此外在 46 例不明原因肝功能不良患者中, 发现 3 例 H BsAg

( - ) , H BV DNA (+ )的慢性乙肝患者。结论:联合检测乙肝病毒前 S1 和 H BcAg 不仅能反映乙肝患者体内 HBV

复制情况,而且对抗病毒药物在临床的使用具有一定的指导作用。
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Abstract  Objective: T o explore the cor relation of combined detection of P re S1 antigen and hepatitis B co re an-

tigen w ith HBV DNA as well as its significance in diagnosing and t reating hepat itis B. M et hods: H BV DNA in ser-

um samples from 100 chronic hepatitis patients and 486 no rmal cont rols w ere detected by means of Quantit at ive Re-

a-l T ime T aqMan PCR ( FQ- PCR) , H BV Pre-S1 combined w ith H BcAg and hepatitis B serum markers were detected

by HBV NRAg ELISA. Results: Among 342 serum samples w ith HBV DNA ( + ) , 338 cases show ed H BV NRAg

positive, the sensibility of H BV NRAg w as 98 . 8% ( 95% CI : 0. 970~ 0 . 995) , the specificity w as 99 . 6% ( 95% CI :

0 . 985~ 0. 999) . Mean optical density ( OD) of H BV NRAg decreased as the lev el of H BV DNA dropped in 45 pa-

tients, and have some revelance ( r= 0. 721 ) . H BV DNA became negative in serum samples of 2 patients. In add-i

tion, 3 cases w ith chr onic hepatitis B w ere found to have HBsAg (- ) and H BV DNA (+ ) in 46 cases wit h unex-

plained liver dy sfunct ion. Conclusions: Combined detection of H epat itis B virus Pre S1 antig en and cor e antigen no t

only reflects the replicat ion of H BV in patients with hepatitis B, but also show s guiding significance for clinical ap-

plicat ion of antiv ir al drugs.
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  长期以来, HBV DNA 是判定乙肝患者是否具

有病毒复制及传染性的金标准[ 1] 。近年来由于

HBV 变异株的出现,导致 HBeAg ( - )、HBV DNA

( + )的慢性乙肝患者所占比例较前明显升高
[ 2]
。从

而降低了 HBeAg 作为临床上评价病毒复制的价

值。有实验数据显示:采用双抗体夹心 ELISA 法联

合检测 HBV 前 S1和核心抗原, 其检测结果和荧光

定量 PCR检测结果符合率较高,并能有效检出由于

前 C 基因变异导致的 HBeAg ( - )、HBV DNA

( + )
[ 2]
和 S 基因/ a0表位变异导致的 HBsA g( - )

[ 3]

的乙肝患者。为进一步探讨联合检测 HBV 前 S1

和核心抗原的临床意义, 我们对 100 例慢性乙肝患

者的系列血清进行了检测, 以探讨其临床应用价值。

资料与方法

标本来源  收集 2007年 6月~ 2008年 5月我

院住院的 100例慢性乙肝患者(男 68,女 32)的系列
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血清共 346份, 年龄 18~ 70岁,平均( 44 ? 8)岁。系

列血清入选标准: FQ- PCR检测 HBV DNA > 10
4

copies/ m l, ALT 为 80~ 200 U/ L, 既往未行抗病毒

治疗(包括核苷类似物及干扰素) ,现拟以核苷类似

物抗病毒治疗, 采集患者用药前 1次和用药后连续

至少 2次,采集间隔( 10 ? 3) d。46例不明原因肝功

能不良患者血清标本(男 29 ,女 17 )。未分型肝炎入

选标准:经检测 HBsAg ( - ) , 抗-HCV ( - ) , 抗-HAV

( - ) , 抗-HEV ( - ) ,肝功能反复异常> 6月, 排除

慢性酒精性肝炎, 非酒精性脂肪肝, 药物性肝炎, 自

身免疫性肝病, 遗传性肝病等。正常对照血清 486

份,来自感染科门诊和体检中心, 均经 ELISA 法检

测为 HBsAg ( - ) , FQ-PCR 检测 HBV DNA< 10
3

copies/ ml。标本采集方法: 空腹条件下抽取静脉血

5ml, 4000 r/ min, 离心 10 min, 分离血清 1 ~ 2 ml,

- 70 e 下保存,半年内检测。诊断标准参照 2000年

9月西安中华医学会传染病与寄生虫病学分会、肝

病学分会联合修订的5病毒性肝炎防治方案6[ 4]。

试剂和方法  采用 ELISA 法对 HBV 血清学

标志物进行检测,试剂购自上海科华生物技术有限

公司,仪器为 Alice Quality system 全自动分析仪。

HBsAg、HBsAb、HBeA g 的判定为样品 OD值> 阴

性对照均值的2. 1倍为阳性。HBeAb、HBcAb 的判

定为样品 OD值< Cut Off 值为阳性。所有具体操

作均严格按照说明书进行,并同步做质控。

采用 FQ-PCR方法对 HBV DNA 进行检测, 试

剂盒购自中山大学达安基因股份有限公司, 仪器为

德国 Roche 公司生产的 Light Cycler 自动荧光

PCR仪, 所有具体操作均严格按说明书操作。检测

下限为 1 @ 103 copies/ ml, 以多区段巢式 PCR 作为

HBV DNA 金标准。检测方法: 以蛋白酶 K 法提

取,采取适当引物进行巢式 PCR。程序如下: 95 e

10 min, 95e 40 s, 53 e 40 s, 72 e 40 s, 35个循环(第

2轮 25个循环,退火温度升至 55 e )。S 区外侧引物

aF1: 5c-GTCTGCGGCGTTTTATC -3c和 aR1: 5c-

ACAGTGGGGGAAAGC-3c,内侧引物 aF2: 5c-TGC-

CCGTTT GTCCTCTA -3c和 aR2: 5c-AGAAACG-

GRCTGAGGC-3c(产物约 200 bp)。前C区外侧引物

pcF1: 5c-CACCT CTGCCTAATCATCTC -3c和pcR1:

5c-ATGCTCAGGAGACTCTAAGG -3c, 内侧引物为

pcF2: 5c-ACT GTTCAAGCC TCCAAGCT -3c 和
pcR2: 5c-AAGGAAAGAAGTCAGAGGC-3c(产物约

120 bp)。引物均为上海英骏公司合成。

采用双抗体夹心 ELISA 法检测 HBV 前 S1和

HBcAg ( HBV NRAg ) 酶标板预包被抗前 S1 和

HBcAg 单抗, CU T OFF= 0 . 12+ 阴性对照 OD均

值,结果以 HBV NRAg 表示。阳性表示血清中前

S1和/或 HBcAg 阳性。试剂盒由厦门大学国家传

染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心研制,北京

万泰生物药业有限公司生产。

统计学处理  采用 SPASS 13. 0软件进行统计

分析,率的比较采用 x
2
检验, 一致性比较采用 Kap-

pa检验,以 P< 0. 05为差异有统计学意义; 组间的

两两比较采用 x
2 分割法,并以公式 ac= a/ 2 ( k-1 )估

计检验水准。

结  果

灵敏度和特异性  346 份血清中, HBV DNA

> 10
3 copies/ m l者共 328 份。对 18份 HBV DNA

阴性标本行多区段巢式 PCR 检测, 其中 14份血清

HBV DN A阳性。在此 342 份 HBV DNA 阳性血

清中, 338 份标本 HBV NRAg 阳性, 灵敏度为

98 . 8% ( 95% CI : 0. 970~ 0 . 995 )。486 份正常对照

血清标本进行 HBV NRA g 检测, 有 4 份 HBV

NRAg 阳性,其中 2 份经多区段巢式 PCR 验测为

HBV DN A阳性, 特异度为 99. 6% ( 482/ 484) ( 95%

CI : 0. 985~ 1. 999)。

HBV DNA 拷贝数和 HBV NRAg OD均值相

关性比较  100例慢性乙肝患者的血清标本中 (共

346份) , 有 45 位患者(共 159 份)所测 NRAg OD

值随 HBV DNA 拷贝数的降低而下降。在此 159

份标本中, HBV NRA g OD均值和 HBV DNA 拷贝

数具有一定的相关性, r= 0. 721,见表 1,图 1。

表 1  系列血清标本分组

分组 n H BV DNA( copies / ml)

1组 27 0~ 103

2组 71 103~ 105

3组 48 105~ 108

4组 13 > 108

图 1  H BV DNA拷贝数和 H BV NRAg OD 均值相关性比较
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  HBV NRAg 与 HBV DNA 的一致性  本研究

检测的 832 份血清标本中, H BV NRA g 与 HBV

DNA 的总符合率为 97 . 3% , Kappa值0. 945( Kappa

> 0. 75) , 见表 2。

表 2  H BV NRAg 与 H BV DNA 的检测结果

HBV DNA
H BV NRAg

+ -
合计

+ 324 4 328

- 18 486 504

合计 340 490 832

  不同 HBV 标志物模式中 HBV NRAg 和 HBV

DNA 的检出率  HBV NRA g 在 HBsA g 阳性的标

本中检出率为98. 3% ( 340/ 346) , HBeA g 阳性率为

37 . 9% ( 129 / 346) , 而 HBV DNA 阳性率为98 . 8%

( 342/ 346) , 差异有统计学意义( x
2
= 115. 07, P<

0. 05)。各种模式 HBVNRAg 阳性率之间, HBV

DNA 阳性率之间均无显著性差异( x 2= 5 . 474 , P>

0. 05; x
2
= 0. 678, P> 0. 05 ) ,见表 3。

HBV DNA 拷贝数与 HBV NRAg 及 HBeAg

之间的关系  在346份血清标本中, 随着血清HBV

表 3  H BV NRAg 和 H BV DNA 在不同H BV- M 模式中的检出情况

H BV-M 模式
例数

n %

H BV NRAg( + )

n %

H BV DNA( + )

n %

H BsAg( + )+ H BeAg( + ) + H BcAb( + ) 129 37. 3 126 97. 7 128 99. 2

H BsAg( + )+ H BeAb( + ) + HBcAb ( + ) 112 32. 4 109 97. 3 110 98. 2

H BsAg( + )+ H BcAb( + ) 95 27. 5 95 100 94 98. 9

H BsAg( + )+ H BeAb( + )或H BsAg( + ) 10 2. 8 9 90 10 100

合计 346 100 340 98. 3 342 98. 8

DNA 拷贝数的升高, HBV NRA g 阳性率亦随之升

高,差异有显著性( x 2= 35. 099, P< 0. 05)。进行组

内两两方差分析示, 当 HBV DNA > 10
3
( copies/

ml)时,其阳性率之间,差异无显著性( P> 0. 007 )。

当 HBV DNA < 10
3 ( copies/ ml)时,其阳性率与其

他各组比较,差异有显著性( x 2= 9. 321, P< 0. 007;

x
2
= 31. 386, P < 0. 007; x

2
= 11 . 118, P< 0. 007) 。

在 HBVDNA> 10
3 ( copies/ ml )的血清中, H BeAg

的阳性检出率仅为38. 3% ,见表 4。

表 4  HBV DNA 载量与 HBV NRAg阳性结果比较

H BVDNA 载量

( copies/ ml)

例数

n %

H BV NRAg( + )

n %

HBeAg( + )

n %

> 10
8 39 11. 3 39 100

* 16 41. 1

105~ 108 181 52. 3 180 99.4* 82 45. 3

103~ 105 108 31. 2 105 97.2* 26 24. 1

0~ 103 18 5. 2 14 77.8 4 22. 2

注:组间的两两比较采用 x
2
分割法,以公式 ac= a/ 2 ( k- 1)估计检验

水准,得 ac= 0. 007,与 0~ 103 相比较, * P< 0. 007

  HBV NRAg 对不明原因肝功能不良患者的检

测  46份不明原因肝功能不良患者血清中, 3 份

HBV NRAg 检测为阳性,其 OD值分别为 0. 341 、

0. 475、0. 145。均值仅为 0. 32。后对此 3份标本进

行重复 HBV DNA 多区段巢式 PCR 检测, 证实为

HBV DNA( + ) , HBsAg ( - )的慢性乙肝患者。

讨  论

临床上常通过检测乙肝血清标志物, 尤其是

HBsAg 和 HBeA g,来判断病毒的复制情况
[ 5, 6]
。近

年来,随着乙肝疫苗、核苷类似物的长期临床应用,

出现部分病毒基因组前 C区或 C 区启动子变异,致

使 HBeA g的形成和分泌发生障碍[ 7]。形成一部分

HBeAg 阴性而体内仍然存在病毒复制的慢性乙肝

患者。据报道亚洲地区平均 50%的 HBeAg 阴性的

慢性乙肝患者存在 C 区突变
[ 8]
。并且证实此类患

者更易发展至慢性乙肝, 部分最终可演变为肝硬化

甚至肝癌 [ 9]。有报道证实利用生物探针杂交法检测

发现乙肝病毒前 S1 抗原的表达与 HBcAg, HBV-

DNA 的表达相平行。前 S1 抗原主要存在于 Dane

颗粒区带
[ 10]

, 是 HBV 外膜蛋白最前端的一部分。

Yuki等
[ 11]
报道前 S1抗原与 HBV的复制指标具有

较好的一致性,并且前 S1抗原在患者血清的阳性率

可达 75%
[ 12]
。通过对乙肝病毒前 S1抗原的检测可

间接的反映患者体内 HBV 的复制情况, 却不能避

免由于 HBsAg/ a0抗原表面的变异, 而导致的 HB-

sAg ( - ) , HBV DNA( + )乙肝患者的漏检。乙肝病

毒核心抗原 ( HBcA g) 是 Dane 颗粒的重要结构蛋

白,其血清内含量浓度与 HBV DN A 含量高度相

关。通过对HBcAg进行检测 , 可弥补乙肝病毒前

(下转第 145 页)
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S1抗原由于变异而导致的漏检现象。

本研究中 342 份 HBV DNA ( + ) 的血清中仅

37. 4%为 HBeAg 阳性,而 HBV NRAg 检测的灵敏

度达 98. 8%。此外, 通过对 HBV NRAg 和荧光定

量 PCR这两种方法进行比较,证实具有较好的一致

性,总符合率达到 97. 3% ( Kappa 值 0 . 945 )。表明

HBV NRAg 对于判定乙型肝炎患者体内病毒是否

复制优于 HBeAg, 与 HBV DNA 具有相似的临床

价值。同时研究结果显示 HBV DNA 拷贝数与

HBV NRAg OD 具有一定的相关性( r= 0. 721 )。

提示虽然 HBV NRAg 检测为一种 HBV DN A定性

检测方法, 但可以通过分析其 OD值的变化,对动态

监测抗病毒疗效有一定的临床指导意义。本研究还

发现, HBV DNA阴性时, HBV NRA g 检测的阳性

率较 HBV DNA 阳性时有明显下降( P < 0. 007 )。

可能是随着抗病毒药物的使用,虽然 HBV DNA 并

未阴转,但大部分已接近临界值,故检出率降低。此

外,对 46例未分型肝炎患者血清标本进行检测, 发

现有 3份 HBV NRAgOD值为弱阳性。后经多区

段巢式 PCR检测证实,为 HBsAg( - ) , HBV DNA

( + )的乙肝患者。可能是 HBV DNA 低水平感染

导致抗原量过低或先天 S 基因和或前 C 区变异等

引起。

综上所述, 对乙肝患者进行乙肝病毒前 S1抗原

和核心抗原的联合检测, 不仅能准确的反映患者体

内的病毒复制情况,而且能对部分变异株进行有效

的筛查。对于目前 HBV DNA 定量检测尚未普及

的情况下,可以补充常规以乙肝全套作为评价感染

性的一些不足, 在同等意义上讲, 可以运用 HBV

NRAg 来替代 HBV DNA 检测判定其感染性。
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