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HBeAg和HBeAb共同阳性CHB患者血清HBV
 

RNA
表达水平及检测意义

刘潘婷,向 瑜,周红菊,陈 瀑△

重庆医科大学附属第一医院检验科,重庆
 

400016

  摘 要:目的 分析乙型肝炎病毒(HBV)e抗原(HBeAg)和HBV
 

e抗体(HBeAb)共同阳性慢性乙型肝炎

(CHB)患者血清HBV
 

RNA表达水平,探讨 HBV
 

RNA在特殊血清学模式中的检测价值。方法 选取2018
年5月至2020年12月在重庆医科大学附属第一医院门诊及住院进行治疗的且 HBV血清学标志物检测中

HBV表面抗原(HBsAg)、HBeAg、HBeAb、HBV核心抗体(HBcAb)均为阳性的CHB患者108例(A组)作为

研究对象。另选取同期在该院进行治疗的HBV血清学标志物检测中 HBeAg阳性、HBeAb阴性的CHB患者

45例(B组)和HBeAg阴性、HBeAb阳性的CHB患者33例(C组)作为对照,采用PCR-荧光探针法检测HBV
 

RNA和HBV
 

DNA的表达水平和基因分型,同时分析HBV
 

RNA与HBV
 

DNA、HBsAg、HBeAg、丙氨酸氨基

转移酶(ALT)和天门冬氨酸氨基转移酶(AST)之间的相关性。结果 A组B、C基因型血清 HBV
 

RNA及

HBV
 

DNA水平比较差异无统计学意义(P>0.05)。A组血清 HBV
 

RNA与 HBV
 

DNA、HBsAg、ALT、AST
呈正相关(r=0.723,P<0.001;r=0.270,P=0.005;r=0.479,P<0.001;r=0.395,P<0.001),与 HBeAg
无相关(r=0.111,P=0.253)。3组中HBV

 

RNA与HBV
 

DNA呈正相关(P<0.05)。3组血清HBV
 

RNA、

HBV
 

DNA、HBsAg、HBeAg、ALT、AST水平比较差异有统计学意义(P<0.05)。A组血清 HBV
 

RNA、HBV
 

DNA、HBsAg、HBeAg、ALT、AST水平均明显高于C组,差异有统计学意义(P<0.017);A组血清 HBsAg、

AST水平均高于B组,A组血清 HBeAg水平低于B组,差异有统计学意义(P<0.017)。结论 HBeAg和

HBeAb共同阳性CHB患者血清HBV
 

RNA与HBV
 

DNA具有良好的相关性,血清HBV
 

RNA检测具有潜在

的临床价值,且HBeAg和HBeAb共同阳性的CHB患者体内HBV复制活跃,肝功能损伤较严重,临床应重视

此类患者的诊疗。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

serum
 

expression
 

levels
 

of
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

RNA
 

in
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB)
 

patients
 

with
 

HBV
 

e
 

antigen
 

(HBeAg)
 

and
 

HBV
 

e
 

antibody
 

(HBeAb)
 

co-positive,and
 

to
 

explore
 

the
 

value
 

of
 

HBV
 

RNA
 

detection
 

in
 

special
 

serological
 

pattern.Methods A
 

total
 

of
 

108
 

CHB
 

patients
 

(group
 

A)
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

the
 

first
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Chongqing
 

Medical
 

University
 

from
 

May
 

2018
 

to
  

December
 

2020
 

and
 

were
 

positive
 

for
 

HBV
 

surface
 

antigen
 

(HBsAg),HBeAg,HBeAb
 

and
 

hepatitis
 

B
 

core
 

antibody
 

(HBcAb)
 

were
 

selected
 

as
 

subjects.During
 

the
 

same
 

period,45
 

HBeAg-positive
 

and
 

HBeAb-negative
 

CHB
 

patients
 

(group
 

B)
 

and
 

33
 

HBeAg-negative
 

and
 

HBeAb-positive
 

CHB
 

patients
 

(group
 

C)
 

were
 

selected
 

in
 

this
 

hospital
 

as
 

controls.The
 

expression
 

levels
 

and
 

genotypes
 

of
 

HBV
 

RNA
 

and
 

HBV
 

DNA
 

were
 

detected
 

by
 

PCR-fluorescence
 

probe
 

method.The
 

correlations
 

between
 

HBV
 

RNA
 

and
 

HBV
 

DNA,HBsAg,HBeAg,al-
anine

 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST)
 

were
 

analyzed.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

serum
 

HBV
 

RNA
 

and
 

HBV
 

DNA
 

levels
 

of
 

B
 

and
 

C
 

genotypes
 

in
 

group
 

A
 

(P>0.05).
Serum

 

HBV
 

RNA
 

of
 

group
 

A
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

HBV
 

DNA,HBsAg,ALT,AST
 

(r=0.723,P<
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0.001;r=0.270,P=0.005;r=0.479,P<0.001;r=0.395,P<0.001),no
 

correlation
 

with
 

HBeAg
 

(r=
0.111,P=0.253).HBV

 

RNA
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

HBV
 

DNA
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

(P<0.05).
There

 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

serum
 

HBV
 

RNA,HBV
 

DNA,HBsAg,HBeAg,ALT
 

and
 

AST
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P<0.05).The
 

serum
 

levels
 

of
 

HBV
 

RNA,HBV
 

DNA,HBsAg,HBeAg,ALT,AST
  

in
 

group
 

A
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

group
 

C,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.017).Serum

 

HBsAg
 

and
 

AST
 

levels
 

in
 

group
 

A
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

group
 

B,and
 

serum
 

HBeAg
 

level
 

in
 

group
 

A
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

group
 

B,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.017).Conclu-
sion The

 

serum
 

HBV
 

RNA
 

of
 

HBeAg
 

and
 

HBeAb
 

co-positive
 

CHB
 

patients
 

has
 

a
 

good
 

correlation
 

with
 

HBV
 

DNA,and
 

the
 

detection
 

of
 

serum
 

HBV
 

RNA
 

has
 

potential
 

clinical
 

value;CHB
 

patients
 

with
 

HBeAg
 

and
 

HBeAb
 

co-positive
 

have
 

active
 

HBV
 

replication
 

and
 

more
 

serious
 

liver
 

function
 

damage.Clinical
 

attention
 

should
 

be
 

paid
 

to
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

such
 

patients.
Key

 

words:hepatitis
 

B
 

virus; chronic
 

hepatitis
 

B; serological
 

markers

  乙型肝炎病毒(HBV)血清学标志物的检测是乙

型肝炎临床诊断和治疗的重要依据,其血清学模式仍

是评价疾病状态的重要指标。随着实验室检测方法

灵敏度的提高及抗病毒药物的广泛使用,HBV
 

e抗原

(HBeAg)和 HBV
 

e抗体(HBeAb)共存的特殊模式

不断被检测出来[1-2],这种HBV特殊血清学模式给临

床诊疗带来一定的困惑,对其研究有助于了解 HBV
感染状态,提高对慢性乙型肝炎(CHB)的诊疗水平。
近年来研究发现,HBV 感染者血清或血浆中存在

HBV前基因组RNA(HBV
 

RNA),HBV
 

RNA是由

感染肝细胞核内的共价闭合环状DNA(cccDNA)转
录形成的部分前基因组RNA(pgRNA)不经过逆转录

而直接获取病毒包膜蛋白分泌出肝细胞外产生,因
此,血清HBV

 

RNA水平能够反映cccDNA表达水平

及其转录活性状态,HBV
 

RNA作为一种具有潜在临

床检测价值的新指标成为研究热点。有研究显示血

清HBV
 

RNA与 HBV感染状态、HBeAg血清学转

换、治疗和预后等方面关系密切[3]。HBV
 

RNA作为

一种新的病毒学指标,目前少见其在HBV感染血清学

特殊模式中的水平及其与传统血清学标志物相关性的

研究。本文通过研究HBeAg和HBeAb共同阳性模式

中血清HBV
 

RNA表达水平及其在不同基因型中表达

情况,同时分析HBV
 

RNA与HBV
 

DNA、HBV表面抗

原(HBsAg)、HBeAg、丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天门

冬氨酸氨基转移酶(AST)的相关性,探讨其检测意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年5月至2020年12月在

重庆医科大学附属第一医院门诊及住院进行治疗的

且HBV血清学标志物检测中 HBsAg、HBeAg、HBe-
Ab、HBV核心抗体(HBcAb)均为阳性的CHB患者

108例(A组)作为研究对象,其中男74例、女34例,
年龄17~75岁、平均(40.90±13.69)岁。另选取同

期在在重庆医科大学附属第一医院门诊及住院进行

治疗的 HBV 血清学标志物检测中 HBeAg阳性、

HBeAb阴性的CHB患者45例(B组)和 HBeAg阴

性、HBeAb阳性的CHB患者33例(C组)作为对照。

A组和B、C组患者均符合文献[4]的CHB诊断标准。
排除标准:(1)合并其他肝炎病毒及艾滋病毒感染;
(2)其他肝脏疾病(如自身免疫性肝炎、酒精性肝炎

等);(3)近期使用免疫抑制剂治疗。研究方案经重庆

医科大学伦理委员会批准。

1.2 仪器与试剂 ARCHITECT系统i4000全自动

化学发光免疫分析仪及血清 HBsAg、HBV表面抗体

(HBsAb)、HBeAg、HBeAb和 HBcAb配套检测试剂

购自美国雅培公司;Cobas
 

c701全自动生化分析仪及

血清ALT、AST配套检测试剂购自Roche公司;Co-
bas

 

Z480荧光定量PCR仪购自Roche公司,HBV基

因分型检测试剂盒购自宝瑞源生物技术有限公司;

HBV核酸定量测定试剂盒(PCR-荧光探针法)购自湖

南圣 湘 生 物 科 技 有 限 公 司;HBV
 

pgRNA(HBV
 

RNA)测定试剂盒(PCR-荧光探针法)购自北京热景

生物技术股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 HBV 血清学标志物和肝功能相关指标检

测 采集A组及B、C组患者外周血4
 

mL于促凝管,

4
 

000
 

r/min离心6
 

min,收集血清,储存于-80
 

℃冰

箱,避免反复冻融。然后按试剂盒说明书,采用 AR-
CHITECT系统i4000全自动化学发光免疫分析仪及

配套试剂检测A组及B、C组患者血清 HBsAg、HB-
sAb、HBeAg、HBeAb和HBcAb;采用Cobas

 

c701全

自动生化分析仪及配套试剂检测A组及B、C组患者

血清ALT、AST水平。HBsAg的值为相应检测值以

10为底所取对数。

1.3.2 HBV基因分型检测 采用实时荧光PCR方

法,在Cobas
 

Z480荧光定量PCR仪检测A组及B、C
组患者血清中感染HBV

 

B、C、D
 

3种基因型。

1.3.3 HBV
 

DNA、HBV
 

RNA载量检测 使用分离

胶管上层血清,采用实时荧光定量PCR方法,按照
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HBV核酸定量测定试剂盒(PCR-荧光探针法)说明书

在Cobas
 

Z480荧光定量PCR仪上检测 HBV
 

DNA
载 量,单 位 为 IU/mL;运 用 HBV

 

pgRNA(HBV
 

RNA)测定试剂盒(PCR-荧光探针法)在cobas
 

Z480
荧光定量PCR仪上检测 HBV

 

RNA 载量,单位为

copy/mL。HBV
 

DNA、HBV
 

RNA的值均为相应检

测值以10为底所取对数。

1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行数

据分析。Shapiro-wilk检验及正态分布图判断数据是

否符 合 正 态 性 分 布,非 正 态 分 布 的 连 续 变 量 以

M(P25,P75)表示,两组间比较采用 Mann-Whitney
 

U
检验,相关性分析采用Spearman秩相关分析。多组

间样本比较采用Kruskal-Wallis
 

非参数检验,检验水

准α=0.05,组间两两比较检验水准经Bonferroni校

正法调整为α=0.017。

2 结  果

2.1 A组血清学指标和 HBV基因分型比较 A组

中血清 HBV
 

RNA 为2.98(1.78,4.20)copy/mL,

HBV
 

DNA为5.38(4.20,6.46)IU/mL,HBsAg为

3.42(3.04,3.79)IU/mL,HBeAg为3.46(1.69,

8.36)S/CO,ALT 为53.50(31.25,233.00)U/L,

AST为55.00(29.00,201.25)U/L;HBV基因分型

中,B 基 因 型 占 69.44% (75/108),C 基 因 型 占

18.52%(20/108),D基因型占3.70%(4/108),未分

型占8.33%(9/108)。

2.2 A 组 B、C 基 因 型 血 清 HBV
 

RNA 及 HBV
 

DNA水平比较 A组B基因型75例、C基因型20
例、D基因型4例,B、C基因型血清 HBV

 

RNA 及

HBV
 

DNA水平比较差异无统计学意义(P>0.05)。
见表1。

2.3 A组血清HBV
 

RNA与其他血清学指标相关性

分析 A组血清 HBV
 

RNA与 HBV
 

DNA、HBsAg、

ALT、AST 呈 正 相 关(r=0.723,P<0.001;r=
0.270,P=0.005;r=0.479,P<0.001;r=0.395,

P<0.001),与 HBeAg 无 相 关 (r=0.111,P =
0.253)。

表1  A组B、C基因型血清 HBV
 

RNA与 HBV
 

DNA
  水平比较[M(P25,P75)]

指标
B基因型

(n=75)
C基因型

(n=20)
Z P

HBV
 

RNA(copy/mL)2.56(0.92,4.12)3.84(2.71,4.27)-1.803 0.071

HBV
 

DNA(IU/mL) 4.64(2.40,6.04)5.40(5.06,6.39)-1.390 0.165

2.4 3组患者血清HBV
 

RNA与其他指标的相关性

分析 3组中 HBV
 

RNA 与 HBV
 

DNA 呈正相关

(P<0.05),在A、B组中 HBV
 

RNA与 HBsAg呈正

相关(P<0.05),在B组中 HBV
 

RNA与 HBeAg呈

正相关(P<0.05),在 A 和 C组中 HBV
 

RNA 与

ALT、AST
 

呈正相关(P<0.05),见表2。

2.5 3组间血清学指标比较及组间两两比较 3组

血清HBV
 

RNA、HBV
 

DNA、HBsAg、HBeAg、ALT、

AST水平比较差异有统计学意义(P<0.05)。A组

血清HBV
 

RNA、HBV
 

DNA、HBsAg、HBeAg、ALT、

AST水平均明显高于C组,差异有统计学意义(P<
0.017);A组血清 HBsAg、AST水平均高于B组,A
组血清 HBeAg水平低于B组,差异有统计学意义

(P<0.017);B组 HBV
 

RNA、HBV
 

DNA、HBeAg
水平均高于C组,差异有统计学意义(P<0.017)。
见表3。
表2  3组患者血清 HBV

 

RNA与其他指标的相关性分析

指标
A组

r P

B组

r P

C组

r P

HBV
 

DNA 0.723 <0.001 0.600 <0.001 0.472 0.006

HBsAg 0.270 0.005 0.670 <0.001 -0.054 0.764

HBeAg 0.111 0.253 0.482 0.001 0.263 0.139

ALT 0.479 <0.001 -0.072 0.637 0.486 0.004

AST 0.395 <0.001 -0.213 0.160 0.601<0.001

表3  3组间血清学指标比较[M(P25,P75)]

指标 n
HBV

 

RNA
(copy/mL)

HBV
 

DNA
(IU/mL)

HBsAg
(IU/mL)

HBeAg
(S/CO)

ALT
(U/L)

AST
(U/L)

A组 108 2.98(1.78,4.20)* 5.38(4.20,6.46)* 3.42(3.04,3.79)*# 3.46(1.69,8.36)*# 53.50(31.25,233.00)* 55.00(29.00,201.25)*#

B组 45 2.96(2.13,3.91)* 5.64(5.06,7.27)* 2.36(1.63,3.98) 309.71(48.10,1
 

055.32)* 38.00(26.00,69.00) 36.00(21.00,71.00)

C组 33 0.00(0.00,2.02) 3.92(3.32,5.09) 2.39(1.68,3.16) 0.38(0.32,0.44) 32.00(21.00,58.50) 30.00(21.00,52.50)

H 29.984 21.097 25.240 127.322 14.297 18.353

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.001 <0.001

  注:与C组比较,*P<0.017;与B组比较,#P<0.017。

3 讨  论

  HBV血清学标志物的检测仍是乙型肝炎临床诊

断和治疗的重要依据,HBV抗原和抗体同时阳性的

血清学特殊模式在临床及流行病学研究中不断被发
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现,HBeAg和HBeAb同时阳性是常见的特殊血清学

模式之一,目前有研究报道 HBeAg和 HBeAb共存

现象可能与血清学转换期、前核心区(PC)和(或)双基

底核心启动子(BCP)突变导致 HBeAg在转录或翻译

阶段表达减少、病毒再活动期等因素有关[1-2],针对特

殊血清学模式的研究有助于提高临床相应诊疗水平。

cccDNA是HBV复制的初始模板,HBV的持续

复制依赖于可转录生成RNA的cccDNA,cccDNA是

反映HBV感染和复制的直接证据,其在肝细胞核中

长期存在是导致乙型肝炎慢性化和停药后复发的重

要原因[5],清除cccDNA才表明乙型肝炎达到治愈,
但cccDNA的检测由于需要肝组织穿刺活检,临床难

以普遍开展。既往研究表明,血清HBV
 

DNA和HB-
sAg与肝组织内cccDNA的活性呈正相关,因此被常

规用于划分HBV感染的进程、确定治疗时间、观察药

物疗效和停药时机等临床诊疗中,但随着对 HBV的

深入研究,特别是核苷及核苷酸类似物(NAs)等抗病

毒药物广泛运用于临床以来,这些传统血清学指标已

被证实有其局限性:血清HBV
 

DNA的消失仅能代表

病毒的逆转录过程被有效抑制,并不能真实反映肝细

胞内cccDNA的转录活性状态[6];HBsAg由于来源

的多样性,既可来源于cccDNA,也可来源于整合的

HBV
 

DNA片段[7-8],在反映肝细胞内cccDNA水平

上也存在局限性。有研究证实 HBV
 

RNA是由感染

肝细胞核内cccDNA转录形成的部分pgRNA不经过

逆转录而直接获取病毒包膜蛋白分泌出肝细胞外产

生,能够反映cccDNA转录活性状态,被认为是一种

新型的潜在血清学标志物,可作为cccDNA的替代标

志物来评估HBV复制及感染状态[9-10]。
有研究表明,HBV 感染的不同时期血清 HBV

 

RNA水平和 HBV
 

DNA、HBsAg水平相关性不同,
在HBeAg阳性的CHB患者中表现出相关性,而在

HBeAg阴性患者中相关性弱或不相关[11-12]。本研究

结果显示,A组血清 HBV
 

RNA与 HBV
 

DNA、HB-
sAg、ALT、AST呈正相关(r=0.723,P<0.001;r=
0.270,P=0.005;r=0.479,P<0.001;r=0.395,
P<0.001);在A、B组中 HBV

 

RNA与 HBsAg呈正

相关,在A和C组中 HBV
 

RNA与ALT、AST呈正

相关,由此可见 A组血清 HBV
 

RNA与其他病毒血

清标志物和肝功能指标的相关性总体上要优于B、C
组,且与 HUANG 等[11]研究结果一致。在 B组中

HBV
 

RNA与 HBeAg呈正相关(P<0.05),在A和

C组 中 HBV
 

RNA 与 ALT、AST
 

呈 正 相 关(P<
0.05),这种相关性的差异可能与病毒感染状态、病毒

变异、疾病进展和治疗等因素有关,需进一步分析

研究。
本研究结果显示,A组血清HBV

 

RNA水平均高

于C组,差异有统计学意义(P<0.017);A组血清

HBsAg、AST水平均高于B、C组,差异有统计学意义

(P<0.017),提示A组患者病毒复制活跃,肝功能损

伤程度较为严重。本研究还发现,A组血清 HBeAg
水平低于B组,且 HBeAg大多处于低水平。HBeAg
低水平通常被认为可能是患者正处于免疫清除期,

HBeAb中和部分 HBeAg,HBeAg正趋于阴转的血

清学转换期。理论上,这个时期RNA和DNA水平

也应随之下降,多项研究也表明HBV
 

RNA水平下降

能较强地预测 HBeAg血清学转换[13]。由本研究结

果推断出,A组患者可能与PC和(或)BCP突变或者

HBV 处 于 再 活 动 期 等 因 素 关 系 更 大,VAN
 

CAMPENHOUT
 

等[12]研究发现,HBV
 

RNA水平与

PC和(或)BCP突变有关,这之间的关系还需要更多

的研究来证实。本研究结果也显示,A组血清 HBV
 

RNA水 平 与 HBV
 

DNA 有 良 好 的 相 关 性,HBV
 

RNA可协同HBV
 

DNA检测,帮助临床医生及时了

解此类特殊血清学模式CHB患者病情变化,调整诊

疗策略,提升治疗效果。
本研究结果显示,A组检测到了B、C、D基因型,

其中以B基因型多见(75/69.44%),其次为C基因型

(20/18.52%),D基因型占比最少(4/3.70%),这与

文献[4]的报道结果一致,表明 A组 HBV感染者基

因型无特殊表现,进一步比较 A组B、C基因型间血

清HBV
 

RNA和 HBV
 

DNA水平,差异均无统计学

意义(P>0.05)。有研究显示,D基因型 HBV
 

RNA
水平要高于B、C基因型[12],本研究因D基因型例数

太少(4例)未做统计学分析。一般而言,CHB患者血

清HBV
 

RNA水平均低于 HBV
 

DNA水平[14-15]。本

研究结果也显示,A组血清HBV
 

RNA水平总体随着

HBV
 

DNA水平降低而降低。
综上所述,HBeAg和 HBeAb共同阳性CHB患

者血清 HBV
 

RNA 与 HBV
 

DNA 具有良好的相关

性,血清 HBV
 

RNA检测具有潜在的临床意义,但其

检测优势需进一步研究分析。本研究的不足之处在

于没有针对A组及B、C组行 HBV
 

RNA动态观察。
血清HBV

 

RNA是一项新的检测项目,随着检测技术

的进步,灵敏度更高、特异度更好的 HBV
 

RNA检测

方法开始运用于临床,后期将对其进一步深入研究。
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