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乙肝患者肝组织乙型肝炎病毒 cccDNA和血清MIF表达的相关性研究 *

尹晶晶 1 谢 明 2△ 董艳迎 3 刘军辉 1 袁瑞丽 1 王晓岩 1

（1西安交通大学医学部西安交通大学第一附属医院检验科 陕西西安 710061；

2西安交通大学医学部免疫学与病原生物学系陕西西安 710061；3西安交通大学第二附属医院检验科 陕西西安 710014）

摘要 目的：探讨乙肝患者肝组织乙型肝炎病毒(hepatitis B virus，HBV)共价闭合环状 DNA(covalently closed circular DNA，cccDNA)

和血清巨噬细胞移动抑制因子(Macrophage migration inhibitory factor，MIF)的表达相关性。方法：选择 2016年 2月到 2016年 7月

在我院诊治的乙肝患者 144例作为乙肝组，同期选择体格检查健康者 144例作为对照组，采集所有入选者的血清样本，检测血清

MIF、谷丙转氨酶(Glutamic pyruvic transaminase，ALT)、谷草转氨酶(Glutamic pyruvic aminotransferase，AST)、总胆红素(total biliru-

bin，TBIL) 的表达，并对乙肝组患者肝组织 HBV cccDNA采用荧光定量 PCR技术检测表达分析，直线相关分析乙肝组的血清

HBV cccDNA表达量与血清 ALT、TBiL、AST、MIF含量相关性。结果：乙肝组的血清MIF、ALT、TBiL、AST含量均明显高于对照

组(P<0.05)。乙肝组的肝组织 HBV cccDNA阳性率为 54.17%(78/144)。直线相关分析显示乙肝组的肝组织 HBV cccDNA表达量与

血清 ALT、TBiL、AST、MIF含量均呈现明显正相关性(P<0.05)。结论：乙肝患者体内血清 MIF水平明显升高，伴肝组织 HBV cc-

cDNA的表达也升高，两者存在明显的正相关性。因此检测血清MIF水平有助于评估乙肝患者 HBV的感染情况。
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Relationship between the Eexpression of Liver Tissue Hepatitis B Virus
cccDNA and Serum MIF in Patients with Hepatitis B*

To investigate the correlation of the expression of liver tissue hepatitis B (HBV) virus cccDNA with serum

macrophage migration inhibitory factor (MIF) in patients with hepatitis B. From February 2016 to July 2016, 144 cases of

patients with hepatitis B in our hospital were selected as the hepatitis B group, and the other 144 cases of healthy controls undergoing

physical examination were selected as the control group at the same time. The expression of HBV cccDNA in the liver tissue of patients

with hepatitis B was detected by real-time quantitative PCR. The correlation of HBV cccDNA expression and serum ALT, TBiL, AST

and MIF levels in hepatitis B group was analyzed by linear correlation analysis. The serum levels of MIF, ALT, TBiL and AST

in the hepatitis B group were significantly higher than those in the control group (P<0.05). The positive rate of HBV cccDNA in liver

tissue of hepatitis B group was 54.17% (78/144). The linear correlation analysis showed that the expression of HBV cccDNA were

positively correlated with the serum ALT, TBiL, AST and MIF levels (P<0.05). The level of serum MIF was positively

correlated with the expression of HBV cccDNA in the liver tissue of patients with hepatitis B, Therefore, the detection of serum MIF

level can contribute to assess the HBV infection in hepatitis B patients.
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前言

慢性乙型肝炎简称乙肝，当前在我国的发病人数比较多[1,2]。

现代研究表明乙肝的发病机制主要是肝细胞发生不同程度的

免疫病理损伤，其中乙肝病毒(hepatitis B virus，HBV)本身并不

直接损伤肝细胞，但是各种复杂的细胞因子对炎症活动发挥了
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重要作用[3]。我国是乙肝的高发区，其中约 1/4的患者可形成重

型慢性肝病、肝硬化及肝癌，造成严重预后。现代研究表明乙肝

以多种生化指标异常为特点，其预后与肝细胞的再生速度有

关，也与肝细胞坏死程度等有关[4]。患者一旦感染 HBV，在肝细

胞核内可检测到 cccDNA(covalently closed circular DNA，共价

闭合环状 DNA)[5,6]。相关研究也表明宿主感染 HBV后，只要肝

细胞核内存在 cccDNA，患者抗病毒治疗的效果欠佳[7]。但肝组

织 HBV cccDNA检测因操作繁琐、取材困难，不适宜普遍开展
[8]。巨噬细胞移动抑制因子(MIF)是一种重要的促炎细胞因子，

是一种含有 115个氨基酸的蛋白质，能够抑制巨噬细胞游走，

在机体炎症和免疫反应起着重要的作用[9,10]。本研究主要探讨

了乙肝患者肝组织乙型肝炎病毒 cccDNA和血清MIF表达的

相关性，现将结果报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

采用回顾性、总结研究方法，研究时间为 2016年 2月到

2016年 7月，选择在我院诊治的乙肝患者 144例作为乙肝组，

同期选择体格检查健康者 144例作为对照组。纳入标准：所有

入选者均被告知并签署知情同意书；年龄 20-80岁；乙肝组符

合最新的乙肝诊断标准，经血清免疫学检查确诊；临床与检验

资料完整；医院伦理委员会批准了此次研究。排除标准：酒精性

肝病和非酒精性脂肪肝等造成肝脏损害者；合并甲、丙、丁、戊

型病毒性肝炎患者；妊娠与哺乳期妇女。观察组中，男 74例，女

70例；年龄最小 24岁，最大 76岁，平均年龄 48.22± 8.29岁；

平均病程为 8.19± 0.78 年；平均体重指数为 23.11± 2.48

kg/m2。对照组中，男 76例，女 68例；年龄最小 21岁，最大 79

岁，平均年龄 48.42± 4.28 岁；平均体重指数为 23.98± 2.11

kg/m2。两组患者上述资料比较差异无统计学意义(P>0.05)，具

有可比性。

1.2 标本采集

采集所有入选者的空腹静脉血 3-5 mL，置于非抗凝干燥无

菌真空管中，1500 rpm离心 5min，取上清液，放入 -70℃低温冰箱

保存。在肝组织样本选择中，入选者行肝活组织检查，用 B超引

导下快速穿刺法，送检肝组织，也立即放入 -70℃冰箱保存。

1.3 检测指标

采用美国贝克曼全自动分析仪检测，按速率法进行检测血

清MIF、谷丙转氨酶(Glutamic pyruvic transaminase，ALT)、谷草

转氨酶(Glutamic pyruvic aminotransferase，AST)、总胆红素(,to-

tal bilirubin，TBIL)的水平。肝组织 HBV cccDNA检测的初始模

板由基因组 DNA提取试剂盒进行提取，采用荧光定量 PCR技

术检测表达量，试剂盒购于上海复星医学科技有限公司，操作

严格按说明书进行。采用 ELISA法检测MIF，试剂盒购自美国

Rapid Bio-Lab公司，实验操作均严格按说明书进行。

1.4 统计学分析

选择 SPSS20.00 for windows软件对本研究所涉及的所有

数据进行分析，计量资料数据以均数± 标准差或中位数(下四

分位数，上四分位数)表示，组间比较采用 t 检验，计数数据采

用%表示，组间比较采用 x2分析，以 P<0.05为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组血清MIF、ALT、TBiL、AST含量的对比

乙肝组的血清 ALT、TBiL、AST含量明显高于对照组，对

比差异有统计学意义(P<0.05)，见表 1。

表 1 两组血清MIF、ALT、TBiL、AST含量的对比(均数± 标准差)

Table 1 Comparison of contents of serum MIF, ALT, TBiL and AST between two groups (mean± standard deviation)

Groups n MIF（滋g/L） ALT(U/L) AST(U/L) TBiL(滋mol/L)

Hepatitis B group 144 9.08± 2.19 188.39± 45.29 142.20± 45.21 102.49± 22.84

Control group 144 1.98± 0.92 26.20± 10.29 30.78± 9.91 34.29± 11.81

P <0.001 <0.05 <0.05 <0.05

2.2 乙肝组 HBV cccDNA的阳性率

乙肝组的肝组织 HBV cccDNA阳性率为 54.17%(78/144)。

2.3 相关性分析

在乙肝组中，肝组织 HBV cccDNA 相对表达量与血清

ALT、TBiL、AST、MIF含量经直线相关分析都呈现明显正相关

性(P<0.05)。见表 2。

表 2 乙肝患者肝组织 HBV cccDNA相对表达量与 ALT、TBiL、AST、MIF的相关性分析(n=144)

Table 2 Correlation between liver tissue HBV cccDNA relative expression and ALT, TBiL, AST, MIF in patients with hepatitis B (n=144)

Index ALT TBiL AST MIF

r 0.762 0.563 0.661 0.489

P 0.000 0.001 0.000 0.005

3 讨论

目前乙肝的发病机制尚不明确，一般认为是由机体免疫应

答引起的病理损伤所致，其病理损伤部位主要以淋巴细胞浸润

为主，HBV感染所引起的机体免疫应答异常与细胞因子的紊

乱有关[11,12]。HBV侵入人体后，先后脱去衣壳、包膜，以 HBV

rcDNA (松弛环状 DNA) 的形式进入肝细胞核内，然后形成

HBV cccDNA，作用介质为宿主 DNA聚合酶 cccDNA。HBV
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cccDNA可为慢性乙肝的诊断提供客观依据，也将成为 HBV

感染复制的重要指标。以 HBV cccDNA作为模板，感染入侵的

病毒，新合成的 rcDNA从胞浆转入胞核内，然后在病毒逆转录

酶、宿主 RNA聚合酶的作用下，肝细胞核内的 cccDNA有双重

来源维持其量的稳定，可合成子代病毒 DNA，部分子代病毒不

出胞，最后包装形成完整的病毒，新合成的 rcDNA从胞浆转入

胞核内，rcDNA再次转化为 cccDNA继续病毒的复制。只要肝

细胞内存在 HBV cccDNA，HBV 的复制就会持续，也表明

HBV cccDNA在 HBV复制周期中发挥着关键作用。

MIF是一种含有 115个氨基酸的蛋白质，能够抑制巨噬细

胞游走，促进巨噬细胞在炎症局部聚集和分泌一些细胞因子[13]。

有研究表明慢性乙肝及肝硬化患者血清 MIF水平均升高，其

中肝硬化患者血清MIF水平比慢性乙肝患者增高[14]。随着HBV

感染，相关性肝病肝细胞病理损伤的加重和癌变，MIF表达增

加[15]。本研究显示乙肝组的血清MIF含量明显高于对照组。从

机制上分析，MIF经细菌代谢产物脂多糖及细胞因子刺激后由

巨噬细胞释放，以增强巨噬细胞促炎细胞因子[16]；且 MIF可上

调基质金属蛋白酶的功能(MMPs)功能，通过上调 MMPs的表

达而介导细胞基质的降解[17]。尤其在肝炎的免疫病理损伤中，

肝细胞可分泌大量 MIF，介导其他细胞因子损伤肝细胞[18,19]。

HBV cccDNA的含量比较少，是嗜肝 DNA病毒在肝内进行复

制的原始模板，其位于宿主肝细胞的细胞核而非细胞浆中，是

维持病毒在细胞内的复制过程关键因子，对建立病毒在宿主细

胞内感染状态也有重要意义。在病毒的复制过程中，病毒 DNA

两条链的缺口均被补齐，然后进入宿主细胞核，形成超螺旋 cc-

cDNA分子，超螺旋 cccDNA分子在电镜下的大小为 3.2kb左

右。近年来，随着临床医生对 cccDNA检测临床意义的认识不

断提高和实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)技术为日渐成熟，cccD-

NA检测已经得到了广泛了应用，也取得了很好的监测与检测

效果。HBV cccDNA仅存在于肝细胞的细胞核内，相对含量比

较低，在接受抗病毒治疗的情况下含量更低，目前最可靠的

HBV cccDNA检测标本是肝脏组织，约为 30~50 copies/cell。

有研究显示肝组织 HBV cccDNA与血清MIF有一定的相

关性，血清 MIF的检测有可能作为慢性乙型肝炎患者肝脏损

伤、HBV 活化的早期信号与关键因子。HBeAg 阴性患者和

HBeAg阳性患者的肝组织内 HBV cccDNA 水平与血清 MIF

水平有很好的相关性。随着 HBeAg阳性的出现，肝内、血清的

HBV cccDNA和MIF水平可显著下降，使得 HBV cccDNA可

成为肝内 HBV DNA的主要形式。肝组织中 HBV cccDNA水

平与肝组织 HBsAg定量呈高度正相关，肝组织 HBsAg定量可

作为反映肝组织中 HBV cccDNA水平的指标。HBV cccDNA

消失是 HBV彻底根治的真正标志，但 HBV cccDNA需要进行

肝组织活检，对患者有一定的创伤性，且 HBV cccDNA检测特

异度、灵敏度较低。HBV cccDNA是 HBV循环复制以及持续

感染的关键因素，是 HBV前基因组 RNAs复制的原始模板。

HBsAg水平并不能完全反映肝组织内 HBV cccDNA的水平，

血清 MIF虽然有显著下降，但是 HBsAg的下降无显著差异，

并且肝组织内 HBV cccDNA、HBV DNA可持续存在[20,21]。肝组

织是 HBV复制的主要场所，肝组织 HBV cccDNA的检测能更

精确地反映 HBV复制的程度与在肝细胞内的感染情况[22,23]。本

研究显示乙肝组的肝组织 HBV cccDNA 阳性率为 54.17%

(78/144)。然而，并不是所有的患者都能接受肝活检这项创伤性

检查，在临床上也需要慎重使用[24]，临床上常以肝组织 HBsAg

消失和 /或 anti-HBs肝组织学转换作为实现 HBV感染功能性

治愈(临床治愈)的标志，但也有部分接受长期治疗的 HBV患

者 HBsAg消失的比例较低，因此在临床上要合理选择治愈性

判断标志。

有研究表明慢性乙肝患者肝组织 HBV cccDNA水平较正

常人增高，且与 ALT水平和肝脏炎性反应坏死程度存在正相

关[25]。本研究结果显示乙肝组的肝组织 HBV cccDNA相对表达

量与血清 ALT、TBiL、AST、MIF含量都呈现明显正相关性，表

明 MIF在乙肝免疫清除过程中可能参与了肝组织的损伤过

程。MIF是一种主要由巨噬细胞和活化 T淋巴细胞分泌的可溶

性淋巴因子，可抑制巨噬细胞移动 [26]。相关研究证实MIF与

HBV感染所致的肝脏炎性反应及肝细胞癌的形成密切相关
[27,28]。肝组织 HBV RNA具有反映患者肝组织内 cccDNA活性

的优越性，肝组织 HBV RNA持续消失可反映患者肝组织内

HBV cccDNA表达静默状态或者消失状态。但部分患者整合的

病毒 DNA片段可以持续低水平表达 HBsAg，肝组织 HBsAg

也有可能出现低值阳性，在临床上也需要合理选择检测指标[29,30]。

总之，乙肝患者体内血清 MIF水平明显升高，伴肝组织

HBV cccDNA的阳性表达，且两者存在明显的相关性，检测血

清MIF水平有助于评估乙肝患者 HBV的感染情况。
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