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慢性乙型肝炎患者外周血 SIRT1、SIRT3与 HBV-DNA载量和
氧化应激的相关性分析 *

雷坳錡 陈姝谕 周雨欣 刘一妍 颜学兵△

（徐州医科大学附属医院感染性疾病科 江苏徐州 221002）

摘要 目的：分析慢性乙型肝炎（CHB）患者外周血沉默信息调节因子（SIRT）1、SIRT3与乙肝病毒脱氧核糖核

酸（HBV-DNA）载量、氧化应激的相关性。方法：选择 2021年 2月至 2024年 1月于本院就诊的 190例 CHB患

者，采用实时荧光定量聚合酶链反应技术法（RQ-PCR）测定 HBV DNA载量及 SIRT1、SIRT3 mRNA表达，酶

联免疫吸附法测定氧化应激指标[丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）、NADPH氧化酶 2

（NOX2）]。按照 HBV-DNA载量将 CHB患者分为低载量组（n=64）、中载量组（n=81）、高载量组（n=45），对比 3

组上述指标，采用 Spearman或 Pearson相关性分析外周血 SIRT1mRNA、SIRT3mRNA与 HBV-DNA载量、氧

化应激的关系。结果：高载量组 SIRT1 mRNA表达最高，其次为中载量组、低载量组，高载量组 SIRT3 mRNA

表达最低，其次为中载量组、低载量组（P＜0.05）；高载量组 MDA、NOX2最高，其次为中载量组、低载量组，高

载量组 GSH、SOD 最低，其次为中载量组、低载量组（P＜0.05）；Spearman 或 Pearson 相关性分析发现，

HBV-DNA载量、MDA、NOX2与 SIRT1 mRNA表达呈正相关（P＜0.05），与 SIRT3 mRNA表达呈负相关（P＜
0.05）；GSH、SOD与 SIRT1 mRNA表达呈负相关（P＜0.05），与 SIRT3 mRNA表达呈正相关（P＜0.05）。结论：

随着 HBV-DNA 载量增加，CHB 患者 SIRT1 mRNA 表达呈升高趋势、SIRT3 呈降低趋势，且 SIRT1、

SIRT3mRNA表达与氧化应激密切相关。
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Correlation Analysis of SIRT1 and SIRT3 in Peripheral Blood with
HBV-DNA Load and Oxidative Stress in Patients with Chronic Hepatitis B*

To analyze the correlation between silent information regulator (SIRT) 1 and SIRT3 in

peripheral blood of patients with chronic hepatitis B (CHB) and hepatitis B virus deoxyribonucleic acid

(HBV-DNA) load and oxidative stress. A total of 190 patients with CHB who were treated in our hospital

from February 2021 to January 2024 were selected. The HBV DNA load and the expression of SIRT1 and SIRT3

mRNA were determined by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR). The oxidative

stress indexes [malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), NADPH oxidase 2

(NOX2)] were determined by enzyme-linked immunosorbent assay. According to HBV-DNA load, CHB patients
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were divided into low load group (n=64), medium load group (n=81) and high load group (n=45). Compare the

above three groups. Spearman or Pearson correlation was used to analyze the relationship between peripheral blood

SIRT1 mRNA, SIRT3 mRNA and HBV-DNA load, oxidative stress. The expression of SIRT1 mRNA in the

high load group was the highest, followed by the medium load group and the low load group, and the expression of

SIRT3 mRNA in the high load group was the lowest, followed by the medium load group and the low load group

(P<0.05). MDA and NOX2 in the high load group were the highest, followed by the medium load group and the low

load group. GSH and SOD in the high load group were the lowest, followed by the medium load group and the low

load group (P<0.05). Spearman or Pearson correlation analysis showed that HBV-DNA load, MDA and NOX2 were

positively correlated with SIRT1 mRNA expression (P<0.05), and negatively correlated with SIRT3 mRNA expres-

sion (P<0.05). GSH and SOD were negatively correlated with SIRT1 mRNA expression (P<0.05), and positively
correlated with SIRT3 mRNA expression (P<0.05). With the increase of HBV-DNA load, the expres-

sion of SIRT1 mRNA in CHB patients showed an increasing trend and SIRT3 showed a decreasing trend, and the

expression of SIRT1 and SIRT3 mRNA are closely related to oxidative stress.

Chronic hepatitis B; Silent information regulator 1; Silent information regulator 3; Hepatitis B virus

deoxyribonucleic acid load; Oxidative stress

前言

慢性乙型肝炎（CHB）是由乙肝肝炎病毒

（HBV）感染所致的肝脏炎症性疾病，患者常伴

有肝区疼痛、乏力、头晕等表现 [ 1 ]。世界卫生组

织报道，2019 年全球感染 HBV 人群共 2 .96 亿，

82 万人死于肝硬化、肝癌等乙肝相关疾病 [ 2 ]。

CHB 发病机制复杂，其中 HBV 脱氧核糖核酸

（HBV-DNA）病毒复制是 CHB 的始动因素，而氧

化应激则会损伤肝细胞并参与肝纤维化的形

成，是加重 HBV 感染的重要因素 [ 3 , 4 ]。沉默信息

调节因子（SIRT）是一类进化保守的蛋白质，常

见包括 SIRT1、SIRT3 等成员，可以在调节氧化

应激、炎症反应、纤维化、能量平衡等过程中发

挥作用 [ 5 , 6 ]。国内一项细胞研究发现，SIRT1 表达

下降或使用 SIRT1 抑制剂均可抑制 HBV 复制，

改善肝功能 [ 7 ]。另一项研究报道，SIRT3 可调控

HBV 共价闭合环状 DNA（HBV cccDNA）微染色

体组蛋白的甲基化、乙酰化水平，抑制转录因子

与 RNA 聚合酶结合，减弱 cccDNA 转录活性，从

而阻止 HBV 复制、转录 [ 8 ]。由此推测，SIRT1、

SIRT3 可能是防治 HBV 感染的潜在靶点，但尚

需临床试验去验证。本研究通过测定不同

HBV-DNA 载 量 的 CHB 患 者 外 周 血 SIRT1、

SIRT3 mRNA 表达，并分析 SIRT1、SIRT3 mRNA

表达与 HBV-DNA 载量、氧化应激的相关性。

1 资料与方法

1 .1 一般资料

选择 2021 年 2 月至 2024 年 1 月于本院就

诊的 190 例 CHB 患者，男 110 例，女 80 例；年

龄 21-62 岁，病程 1-5 年，体质量指数（BMI）

（20 .15 ± 3 .82）kg/m2，Child-pugh 肝功能分级：A

级 84 例，B 级 106 例。纳入标准：（1）Child-pugh 肝

功能分级为 A、B 级；（2）符合 CHB 诊断标准 [ 9 ]：

HBV DNA 和（或）乙型肝炎病毒表面抗原（HB-

sAg）阳性时间至少 6 个月，存在肝脏炎症；（3）

入组 6 个月内未接受抗纤维化、抗病毒治疗；

（4）无艾滋病、肺结核等其他传染性疾病；（5）

患者知晓本研究，并自愿于知情书上签字。排除

标准：（1）合并酒精性肝病、慢性丙型肝炎、慢

性甲型肝炎、代谢性肝病或自身免疫性肝病；

（2）终末期肝病，如肝癌、肝硬化等；（3）胆道完

全阻塞、肝胆结石；（4）哺乳期或妊娠期；（5）血

液系统疾病；（6）因毒物、药物及其他原因所致

的慢性肝炎；（7）不明原因肝损伤。按照 HBV

DNA 载量差异 [ 10 ]，将 CHB 患者分为低载量组

64 例 （＜ 1 × 105 copies/mL）、中载量组 81 例

（1× 105 copies/mL - 1× 107 copies/mL）、高载量

组 45 例（＞1× 107 copies/mL）。不同载量 CHB

患者一般资料对比无差异，见表 1。

1 .2 方法
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1 .2 . 1 样本采集 采集患者空腹状态下 6 mL

外周静脉血，均分为两份，一份置于乙二胺四乙

酸（EDTA）抗凝管中，存储于 -80℃冰箱中。另一

份置于 EP 管内，离心 10 min（离心半径、离心

率分别为 6 cm、2500 r/min），收集上清液，存储

于 -80℃冰箱中。

表 1 不同载量 CHB 患者一般资料对比

Table 1 Comparison of clinical data of CHB patients with different loads

Groups n Male/female

Child-pugh liver

function

classification (A/B )

Age ( years )
Body mass

index ( kg/m2 )

Course of

disease ( year )

Low load group 64 36/28 28/36 42 .36± 5 . 85 20 . 35± 1 . 42 3 . 95± 1 . 25

Medium load group 81 47/34 36/45 41 . 58± 4 . 98 20 . 48± 1 . 31 3 . 64± 1 . 28

High load group 45 27/18 20/25 41 . 28± 5 . 81 21 . 02± 1 . 88 3 . 71± 1 . 57

F/x2 0 . 153 0 . 008 0 . 599 2 . 864 0 . 993

P 0 . 926 0 . 996 0 . 551 0 . 060 0 . 372

1 . 2 . 2 HBV DNA 载量 取 1 .2 . 1 中的上清液，

利用实时荧光定量 PCR 仪器（型号：CFX384，美

国 Biorad 公司）测定 HBV DNA 载量，HBV 核酸

检测试剂盒购自上海沪震实业有限公司（货号：

HZ-P1093），检测下限为 5 .0× 102 copies/mL。引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司设计与

合成，PCR 反应条件：50℃ 2 min，94℃ 5 min，

94℃ 15 s，57℃ 30 s，45 个循环，25℃ 10 s，以

GAPDH 为内参，获取 HBV DNA 载量结果。

GAPDH 上 游 引 物 为 5'-CTGGGCTACACTGAG-

CACC-3'， 下 游 引 物 为 5'-AAGTGGTCGTTG-

AGGGCAATG-3'；HBV-DNA 上 游 引 物 为

5'-CATCAGGATTCC TAGGACCCCT-3'，下游引物

为 5'-AGGACAAACGGGCAACATAC-3'。

1 .2 . 3 SIRT1、SIRT3 表达 取 1 .2 . 1 中的外周

血，用 Trizol 试剂（上海善然生物科技有限公

司，货号：15596018）提取外周血中总 RNA，利用

逆转录试剂盒（上海研卉生物科技有限公司，货

号：FSQ-101）将 RNA 反转录为 cDNA，将 cDNA

作为模板进行反应。利用实时荧光定量 PCR 仪

器扩增产物，反应总体系为 20 滋L，扩增条件：
94℃15 s，55℃30 s，72℃30 s，共 40 个循环。将

茁-actin 作为内参，采用 2- △ △ Ct 法测定外周血

SIRT1、SIRT3 表达量，引物由生工生物工程（上

海）股份有限公司设计与合成。SIRT1 上游引物

为 5'-CGGAAACAATACCTCCACCTGA-3'，下游引

物 为 5'-GAAGTCTACAGCAAGGCCGAGCA-3'；

SIRT3 上 游 引 物 为 5'-ACCCAGTGGCATTCCA-

GAC-3'，下游引物为 5'-GGCTTGGGGTTGTGAAA-

GAAG-3'；茁-actin 上 游 引 物 为 5'-ACTCGTCAT-

ACTCCTGCT-3'， 下 游 引 物 为 5'-GAAACTAC-

CTTCAACTC-3'。

1 .2 . 4 氧化应激指标与肝功能指标 取 1 .2 . 1

中的上清液，通过酶联免疫吸附法测定血清丙

二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化

酶 （SOD）、NADPH 氧 化 酶 2（NOX2），MDA、

GSH、SOD 试剂盒均购自上海广锐生物科技有

限 公 司 ， 货 号 分 别 为 2014-0840、GRR13-510、

2013-13475；NOX2 试剂盒购自江西江蓝纯生物

试剂有限公司，货号为 JLC12207。

1 .3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS26 .0 处理数据，计量

资料以（x± s）表示，多组间用单因素方差分析，
两两比较用 LSD-t 检验；计数资料以 n（%）表

示，采用 x2 检验；采用 Spearman 或 Pearson 相关

性分析外周血 SIRT1、SIRT3 与 HBV-DNA 载量、

氧化应激的关系，以 P＜0 .05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 不同载量 CHB 患者 SIRT1、SIRT3 表达对比

高载量组 SIRT1 mRNA 表达载量最高，其次

为中载量组、低载量组，高载量组 SIRT3 mRNA

表达最低，其次为中载量组、低载量组（P＜
0 .05）。见表 2。

2 .2 不同载量患者氧化应激指标对比

高载量组 MDA、NOX2 最高，其次为中载量

组、低载量组，高载量组 GSH、SOD 最低，其次为

中载量组、低载量组（P＜ 0 .05）。见表 3，图 1-2。
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2 .3 外周血 SIRT1、SIRT3 与 HBV-DNA 载量和

氧化应激相关性分析

Spearman 相 关 性 发 现 ，HBV-DNA 载 量 、

MDA、NOX2 与 SIRT1 mRNA 表 达 呈 正 相 关

（P＜0 . 05），与 SIRT3 mRNA 表达呈负相关（P＜
0 .05）；GSH、SOD 与 SIRT1 mRNA 表达呈负相

关（P＜ 0 .05），与 SIRT3 mRNA 表达呈正相关

（P＜0 . 05）。见表 4 与图 1-10。

Note : 1 indicates that the low load group compared with the medium load group , 2 indicates that the low load group

compared with the high load group , 3 indicates that the medium load group compared with the high load group .

Note : Consistent with Table 2 .

表 2 不同载量 CHB 患者 SIRT1、SIRT3 mRNA 表达对比（x± s）
Table 2 Comparison of SIRT1 and SIRT3 mRNA expression in CHB patients with different loads ( x± s )

Groups n SIRT1 mRNA SIRT3 mRNA

Low load group 64 2 . 58± 0 . 26 3 . 15 ± 0 . 64

Medium load group 81 4 . 05± 0 . 57 2 . 40 ± 0 . 57

High load group 45 7 . 16± 1 . 68 1 . 85 ± 0 . 48

F/P 340 . 534/0 . 000 70 . 603/0 . 000

t1/P1 9 . 672/0 . 000 7 . 792/0 . 000

t2/P2 25 . 906/0 . 000 11 . 611/0 . 000

t3/P3 18 . 406/0 . 000 5 . 140/0 . 000

表 3 不同载量 CHB 患者氧化应激指标对比（x ± s）
Table 3 Comparison of oxidative stress indexes in CHB patients with different loads ( x ± s )

Groups n MDA(nmol/mL) GSH (ng/mL) SOD (U/mL) NOX2 ( pg/mL)

Low load group 64 12 . 06± 3 . 26 10 . 26± 2 . 05 138 . 59± 13 . 25 1856 . 39± 115 . 25

Medium load group 81 16 . 85± 3 . 84 5 . 35± 1 . 16 126 . 25± 11 . 74 2560 . 74± 205 . 28

High load group 45 23 . 18± 15 . 28 3 . 41± 0 . 79 99 . 48± 12 . 58 3102 . 25± 341 . 84

F/P 25 . 214/0 . 000 336 . 998/0 . 000 133 . 246/0 . 000 426 . 908/0 . 000

t1/P1 3 . 557/0 . 001 20 . 077/0 . 000 5 . 920/0 . 000 18 . 835/0 . 000

t2/P2 7 . 099/0 . 000 24 . 079/0 . 000 16 . 129/0 . 000 28 . 640/0 . 000

t3/P3 4 . 229/0 . 000 7 . 136/0 . 000 11 . 552/0 . 000 13 . 026/0 . 000

表 4 外周血 SIRT1、SIRT3 与 HBV-DNA 载量和氧化应激相关性分析

Table 4 Correlation analysis of SIRT1 and SIRT3 in peripheral blood with HBV-DNA load and oxidative stress

Indexs Coefficient HBV-DNA MDA GSH

SIRT1 mRNA
r 0 . 829 0 . 405 -0 . 687

P 0 . 000 0 . 000 0 . 000

SIRT3 mRNA
r -0 . 623 -0 . 301 0 . 580

P 0 . 000 0 . 000 0 . 000

SOD NOX2

-0 . 680 0 . 761

0 . 000 0 . 000

0 . 444 -0 . 575

0 . 000 0 . 000

3 讨论

《慢性乙型肝炎防治指南》于 2019 年指出，

HBV-DNA 载量不仅是监测 HBV 感染转录、复

制水平的客观指标，也是评估疗效、判断抗病毒

治疗适应症的可靠标准。研究发现，HBV 感染、

氧化应激反应在 CHB 发病机制中相互作用，一

方面 HBV 的前 S 蛋白或 S 蛋白经线粒体、内质
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图 1 SIRT1 mRNA 与 HBV-DNA 载量和氧化应激相关性的散点图

Fig . 1 Scatter plot of the correlation between SIRT1 mRNA and HBV-DNA load and oxidative stress

图 2 SIRT3 mRNA 与 HBV-DNA 载量和氧化应激相关性的散点图

Fig . 2 Scatter plot of the correlation between SIRT3 mRNA and HBV-DNA load and oxidative stress

网等途径可诱发氧化应激损伤；另一方面氧化

应激反应会造成肝脂质过氧化，致使肝细胞凋

亡、损伤，增加 HBV 感染发生风险 [ 11 , 12 ]。本研究

发现，高载量组 MDA、NOX2 最高，其次为中载

量组、低载量组，高载量组 GSH、SOD 最低，其

次为中载量组、低载量组，表明随着 HBV-DNA

载量的上升，CHB 患者抗氧化 / 氧化因子失衡

及氧化应激损伤不断加重，证实 HBV-DNA 载量

与氧化应激密切相关。因此，说明降低 CHB 患

者在 HBV 介导中氧化应激损伤，有助于辅助临

床诊治 HBV。

Sirtuins 家族是近年来发现的第Ⅲ类组蛋白

去乙酰化酶，可调节基因组稳定性、能量代谢、

细胞衰老等过程 [ 13 , 14 ]。SIRT1 主要定位于增殖细

胞核内，是 Sirtuins 家族中唯一持续高表达的成
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员，可通过核苷酸切除修复参与 ssNDA 的损伤

修复 [ 15 ]。Yang [ 16 ]等研究报道，SIRT1 是 miR-141

潜在靶点，SIRT1 可通过靶向 SIRT1 调节自噬介

导的 HBV 复制、转录。兰天 [ 17 ]等构建 SIRT1 慢

病毒载体发现，SIRT1 高表达可能通过介导过氧

化物酶体增殖物激活受体 酌（PPAR酌）- 辅助激
活因子 1琢 （PGC1琢）- 转录因子 E2 相关因子 2

（NRF2）通路而调节氧化应激、肝脏脂肪沉积与

变性。由上述基础实验发现，SIRT1 表达升高可

促使 HBV 复制、氧化应激加重。本研究中，高载

量组外周血 SIRT1 mRNA 表达最高，其次是中

载量组、低载量组，且 SIRT1 mRNA 表达与

HBV-DNA 载 量 、MDA、NOX2 呈 正 相 关 ，与

GSH、SOD 呈负相关，证实 SIRT1 可作为反映

CHB 病情进展的指标，其表达与患者 HBV-DNA

载量、抗氧化 / 促氧化因子失衡程度呈正比，推

测原因可能是：（1）SIRT1 通过靶向转录因子转

录激活蛋白 -1（AP-1），提升 HBV 核心启动子活

性，从而增强 HBV 复制 [ 18 ]；（2）叉头转录因子 1

（FOXO1）可通过调控过氧化氢酶、SOD 等下游

靶基因表达，从而清除过量的氧自由基，进而降

低肝组织氧化应激损伤 [ 19 ]。而 SIRT1 可通过去

乙酰化抑制 FOXO1 表达，进而增加肝脏氧化应

激反应 [ 20 ]。

SIRT3 定位于于线粒体中去乙酰化酶，由

44KDa 的长链、28KDa 的短链构成，可调节线粒

体蛋白的翻译后修复过程及细胞内氧化还原反

应 [ 21 , 22 ]。陈祥 [ 23 ]在一项体外实验中发现，SIRT3

可拮抗氧化应激对 HBV 复制的促进作用，也可

减弱 HBV X 蛋白（HBx）介导的氧化应激对宿

主细胞造成的氧化应激损伤。Bei [ 24 ]等研究报

道，HBV 通过 toll 样受体 2（TLR2）- 磷酸化核因

子 资B （NF-资B）-PGC-1琢 轴 下 调 巨 噬 细 胞 中
SIRT3 表达，损伤巨噬细胞中三羧酸（TCA）循

环。由此可见，SIRT3 与 HBV 感染及氧化应激损

伤有关，但尚缺乏大量临床证据证明。本研究

中，高载量组外周血 SIRT3 mRNA 最高，其次是

中载量组、低载量组，SIRT3 mRNA 与 GSH、

SOD 呈正相关，与 HBV-DNA 载量、MDA、NOX2

呈负相关，说明 SIRT3 下调会增加 CHB 患者

HBV-DNA 载量、加剧氧化应激损伤，作用机制

可能是：（1）SIRT3 可通过去乙酰化 SOD2 第 68

的赖氨酸，抑制线粒体氧自由基合成，提升

SOD2 活性，从而保护线粒体氧化应激反应 [ 25 ]；

（2）SIRT3 可去乙酰化 8- 氧代鸟嘌呤 DNA 糖基

化酶 1（OGG1）并与其相结合，保护 OGG1 免于

降解，促使 OGG1 修复因氧化应激所致的线粒

体 DNA 损伤，抑制氧化应激造成的细胞凋亡，

维持线粒体完整性 [ 26 ]。由此可见，SIRT3 在保护

线粒体氧化应激反应、维持线粒体完整性中具

体重要意义，SIRT3 表达下调可能会通过影响线

粒体功能而加剧氧化应激损伤。

综上所述，随着 HBV-DNA 载量增加，CHB

患者外周血 SIRT1 表达呈升高趋势、SIRT3 呈降

低趋势，且 SIRT1、SIRT3 表达与氧化应激密切相

关。本研究为单中心的研究，缺乏大样本量的监

测，未动态监测外周血 SIRT1、SIRT3 与 CHB 患

者病情变化的关系，故仍需开展进一步的探究。
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