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PCR在 HBV核酸定量检测中的应用 *
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摘要 目的：探索一种简便定量分析系统，通过检测 HBV携带者血清中的 HBV X区 DNA，fRNA和 trRNA拷贝数，为提高隐匿性
感染期低复制状态 HBV检测效果提供可能。方法：从血清中提取 HBV DNA和 RNA，对 Core区、X区 DNA进行 PCR扩增，使用
半巢式 PCR法对 fRNA、trRNA在同一离心管中进行反转录并扩增，选取大小相近的质粒作为竞争模板对其进行定量。并对拉米
夫定干预治疗 14周前后的患者血清中 HBV XDNA、Core DNA、fRNA和 trRNA拷贝数进行检测与比较。所有检测结果均通过
southern杂交进行验证。结果：建立了针对 DNA的定量分析系统及针对 RNA的 RT-PCR定量分析系统，并且阐明了阿米夫定治
疗前后 HBV DNA 和 X 区 RNA 结构和数量的变化。治疗前治疗后 DNA和 RNA的拷贝数均下降。Core DNA 下降显著，为
103-104倍，而 XDNA拷贝数下降 102倍。而 fRNA和 trRNA仅有小幅下降，为 10倍左右。结论：可以通过竞争性 PCR方法对血清
中 HBV DNA和 RNA进行定量检测，以期为 HBV病毒的诊断提供更充足依据。
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Explore the Application of Quantitative PCR in the HBV Detect*

To build a feasible quantitative analysis system to improve the possibility of detection of the HBV at the oc-
cult infection according to the copy numbers of HBV XDNA, fRNA and trRNA in the serum. HBV DNA and RNA were ex-
tracted from serum samples. HBV Core DNA, X DNA were amplified by polymerase chain reaction (PCR), and the heminested PCR
were used in the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) system for fRNA and trRNA. They were marked by the plas-
mid sized around them as competitive templates. The copy numbers of HBV XDNA, Core DNA fRNA and trRNA in the serum treated
by lamivudine for 14 weeks were compared with before. Results were verified by the southern hybridization. The DNA quantita-
tive system and RNA RT-PCR quantitative system were established. The exchange of the HBV DNA and RNA in number and structure
were clarified. The copy number of DNA and RNA decreased after lamivudine treatment. Core DNA decreased dramatically by 103-104

times, and X DNA decreased 102 times. While fRNA and trRNA decreased around 10 times. HBV DNA and RNA can be de-
tected by the competitive PCR and it is likely to be useful to the HBV virus examination.
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前言

我国是乙肝的高发区，乙型肝炎病毒（HBV）感染率较高。
HBV的慢性感染是引发肝硬化和肝细胞肝癌的主要原因[1]，每

年约有 60万人死于肝硬化和肝细胞肝癌[2]。因此，对乙型肝炎

病毒进行科学诊断尤为重要。传统对 HBV感染的常规诊断主
要是通过对血清中 HBV C 区 DNA 及其基因产物 HBsAg，
HBcAg及 HBeAg检测进行诊断，对部分处于新生儿期，肝病

终末期及存在病毒 C区突变株患者出现的隐匿感染难以诊断[3,4]。

在 HBV感染过程中，病毒转炉体终止于两个不同的 Poly(A)终

止信号[5,6]。全长的转录体（fRNA）和顿挫型转录体（tr RNA）分

别终止于 HBx基因下游的 Poly (A) 终止信号（UAUAAA）和
HBx基因内的终止信号（CAUAAA）。本研究旨在通过简便科

学的检测方法对拉米夫定治疗前后乙型肝炎病毒携带者 HBV

X DNA、fRNA、trRNA进行定量检测，为提高在对隐匿性感染

期低复制状态 HBV的检测效果提供可能。

1 材料和方法

1.1 材料

血清标本来自西安第四军医大学唐都医院，天津医科大学

肿瘤医院，陕西省肿瘤医院。高纯度核酸提取试剂盒、血清

DNA提取试剂盒、核糖体 RNA、RT/PCR 试剂盒、地高辛探针
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标记及原位杂交试剂盒购自德国罗氏公司。竞争模板质粒由德

国癌症研究中心回惠赠。

1.2 方法
1.2.1 血清收集及核酸提取 30 min内 4℃ 3000 r/min离心血
清 5 min，用于检测 fRNA、trRNA 核酸提取采用罗氏核酸提取

试剂盒，将其中的 Poly（A）替换为 r RNA。HBV Core 及 HBV

X DNAPCR 所用模板提取使用罗氏血清 DNA 提取试剂盒。
200 滋L血清提取后用 50 滋L洗脱液洗脱。
1.2.2 fRNA 和 trRNA 使用 RT-PCR 第一轮循环使用单管

T-PCR 系统（Titan One Tube T-PCR system），严格按照说明书
操作。 trRNA 第一轮引物 1445+，1683a-, 第二轮引物
1464+，1683a-,竞争模板 J166(16)（对应序列 1445-1656+71bp）；
fRNA 引物第一轮引物 1434+，1806-，第二轮引物 1454+，
1808-，竞争模板 19L27（对应序列 1689-1746，有一 58bp 删除

区间）。第一轮采用 50 滋L循环体系，按 Su[7]等建立的方法进行：

模板 RNA5 滋L，不同浓度竞争模板 1 滋L，50℃反转录 20 min

后扩增 35个循环。第二轮 PCR反应体积 50 滋L，引物各 0.5 滋L

（浓度 0.1g、/L），模板 DNA5 滋L，循环条件同第一轮循环。扩增

产物经 30 g/L琼脂糖凝胶电泳显示，待测模板 PCR产物信号
浓度与某浓度竞争模板产物信号强度相同时，判定其拷贝数相

同。如果待测模板 PCR产物信号浓度强于最大浓度竞争模板

产物信号或者弱于最小浓度竞争产物信号时，对待测模板进行

重新稀释，使其在可测的浓度范围内。

1.2.3 X 区、Core 区 DNA 检测方法 HBV CoreDNA 引物
1732+，2157-，竞争模板 111/4（位于 HBV基因 1732-2157，含有
86 bp的缺失区间）；HBV X基因引物 1445+，1574-，竞争模板
166（50）（位于 HBV基因 1445-1808，含有 31 bp重复序列）。
PCR反应体系为 50 滋L，其中含竞争模板 1 滋L，退火温度为 58

℃。检测结果通过 southern杂交进行验证。
1.2.4 拉米夫定治疗病例的选择 选择 HBsAg，HBeAg，HBV

DNA 均阳性的 HBV感染患者进行拉米夫定 100 mg/天进行

治疗。采集患者治疗前及治疗后 14周的血清标本，检测 HBV

Core区、X区 DNA，和 fRNA，trRNA 拷贝数的变化。

2 结果

2.1 HBV感染患者 HBV fRNA及 Core DNA定量 PCR样本及
竞争模板电泳结果

如图 1A示 HBV感染患者血清中，HBV fRNA 基因 3'末

端定量 PCR后的琼脂糖凝胶电泳和 southern杂交结果。由于

竞争模板 19L27在扩增的目标区间内有一个 58bp 的删除区

间，因此其扩增产物较常规模板小 58 bp，分别为 302 bp和 360

bp。同位素标记的探针证实其为 HBV X基因 fRNA片段。图
1B示 HBV感染患者血清中，HBV Core DNA3'末端定量 PCR

后的琼脂糖凝胶电泳和 southern杂交结果。竞争模板 J166（16）

比目的基因相比大 29 bp，分别为 264 bp和 235 bp。同位素标

记的探针证实其为 HBV X基因 trRNA 片段。
2.2 HBV感染患者 HBV X DNA定量 PCR样本及竞争模板电

泳结果

图 2A 示 HBV 感染患者血清中，HBV X 基因 1445-1574

区间定量 PCR 后的琼脂糖凝胶电泳和 southern 杂交结果。

HBVXDNA的竞争模板 J166（50）在与目的基因相同的序列内

多出一个 31bp的重复序列，因此其扩增产物较常规模板大 31

bp，分别为 160 bp和 129 bp。同位素标记的探针证实其为 X基

因片段。图 2B 示 HBV 感染患者血清中，HBV Core 基因
1732-2157 区间定量 PCR 后的琼脂糖凝胶电泳和 southern 杂

交结果。竞争模板 111/4与目的基因相比缺少了 86 bp，分别为
339 bp和 425 bp。同位素标记的探针证实其为 Core基因片段。
2.3 HBV 感染患者拉米夫定治疗前后 CoreDNA，XDNA，
fRNA及 trRNA拷贝数的变化

通过拉米夫定治疗 14周前后患者血清中 HBV CoreDNA，
XDNA，fRNA及 trRNA 拷贝数的对比（图三）可以看出。HBV

CoreDNA治疗后较治疗前下降了 103-104倍，而 XDNA拷贝数

仅下降 102倍。fRNA和 trRNA 仅有小幅下降，都在 10倍左右。

图 1 fRNA和 trRNA的定量检测结果

Fig.1 The quantitative detection of fRNA and trRNA

图 2 HBV XDNA和 Core DNA定量检测结果

Fig.2 The quantitative detection of HBV XDNA and CoreDNA

图 3 拉米夫定治疗前后 HBV Core DNA、X DNA、fRNA、trRNA 拷贝

数的 Lg值

Fig.3 Lg of the copy numbers of HBV Core DNA, X DNA, fRNA and

trRNA after lamivudinet reatment
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3 讨论

感染的肝细胞核内可检测到一种不同形式的病毒 DNA共
价闭合环状 DNA (covalently closed circular DNA, ccc DNA)，其
是乙肝病毒前基因组 RNA转录的模板。以前基因组 RNA为
模板通过逆转录合成 HBV DNA负链，代表了 HBV DNA的全
部信息。HBV 病毒有 6 个开放阅读框（open reading frame，
ORF），即 PreS1/S2(S)编码区、PreC（C）编码区、P基因、X 基因
以及第 5和第 6ORF。fRNA与 trRNA 产生于 X基因[8]。只有当

负链合成后，前基因组降解后，成熟的病毒核壳体才被释放和

进一步加膜包装，在患者的血液中检测到[9,10]。所以，根据以上

理论，不会有与复制相关的 HBV RNA从肝细胞进入血液。但
是，肝细胞损伤的情况下，可能导致以某种方式存在的 RNA进
入血液。

拉米夫定是一种通过干预 HBV 的复制周期来治疗慢性
HBV感染的化学药物[11]。使用拉米夫定对患者进行治疗 14周
后，HBV XDNA和 HBV Core DNA均有明显下降（分别为 103-4

倍和 102倍），这是由于 HBV XDNA和 HBV Core DNA均位于
HBV负链 DNA，其复制被拉米夫定所抑制 [12,13]。但是，HBV
XDNA与 HBV Core DNA的下降存在明显的不一致性，XDNA
的拷贝数经 14周治疗后下降 102倍，而 HBV CDNA下降了
103倍，提示经拉米夫定治疗而破坏的大量的不完整 HBV
DNA含有 X区而非 C区。fRNA和 trRNA在治疗后的数量略
微下降，说明其是从游离的而不是从整合的 HBV DNA转录
的，其略微下降可能是由于 DNA受到抑制后 cccDNA的合成、
对前基因组转录造成的间接影响或者肝细胞的破坏程度有所

改变。

从妊娠妇女的血液中可检测到完全相同的胎儿 RNA[14]。

Kock等利用 HBV感染体外生长的细胞,并从培养液中检测到
了与病毒颗粒相关的 HBV RNA[15]。Schutz等建立了用于区分
fRNA 和 trRNAd 的 RT-PCR 系统 [16]（Schutz etal,1996）。Bre-
itkreutz 研究证实 fRNA 与病毒复制标志物 HbeAg 和 HBV
DNA的存在正相关，而 trRNA则与其不相关[17]。（Breitkreutz，
2001）Su等的研究证实了血清中 HBV RNAde存在并且使用常
规 PCR检测方法研究循环的 HBV RNA[7]（Su，2001）。本研究
建立的竞争性 PCR方法，可对血清中 HBV RNA进行定量检
测。通过在 PCR 系统中加入不同量的竞争模板 DNA 或 cD-
NA，比较电泳后凝胶上目的基因与竞争模板显像后信号强度，
从而对其定量，对 HBV X DNA，HBV C DNA及 fRNA、trRNA
进行快速科学的检测。由于拉米夫定既可以抑制 HBV的反转
录、抑制 DNA依赖性 DNA聚合酶的活性，从而抑制负链和正
链 DNA的产生[19,20]，同时还可以抑制病毒核壳体从受染肝细胞

的释放[21]，因此在检测病毒蛋白之外增加 HBV XDNA、fRNA、
trRNA 的检测对于 HBV感染的诊断具有重要的价值。尤其在
HBV感染的隐匿期，如新生儿期、肝病终末期及存在病毒 C区
突变株患者出现的隐匿感染难以诊断的情况下，有可能通过对

HBV XDNA、fRNA 、trRNA 检测或者与 HBV CoreDNA 的共
同检测对 HBV病毒各阶段的动力学进行更加全面的了解，完
善传统检测项目。
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