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乙型肝炎病毒核酸检测在抗病毒治疗中的应用价值

杨志 潘飞燕

【摘要】 乙型肝炎（乙肝）病毒（HBV）感染是导致乙肝肝硬化和原发性肝细胞癌（HCC）发生的主要

因素之一。目前临床上使用抗病毒药物抑制 HBV 的复制，但抗病毒药物耐药性的发生很难被及时发现，因

此 HBV 核酸检测（NAT）作为预测 HBV 耐药性发生的主要手段，在慢性乙肝患者诊断及抗病毒治疗的应用

中不可或缺。本文从乙肝 DNA 定量检测、HBV 基因 P 区检测和基因分型、微小 RNA（miRNA）检测等方面

进行综述，分析 NAT 在 HBV 耐药性诊断以及 HCC 癌变检测中的应用，讨论 NAT 对减少乙肝抗病毒药物耐

药性和降低 HCC 在慢性乙肝患者中的发病率的价值。
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【Abstract】 Hepatitis B virus (HBV) infection was one of the main factors leading to hepatitis B cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma (HCC). At present, antiviral drugs were used to inhibit the replication of HBV in clinic. 

However, it was difficult to detect the occurrence of antiviral drug resistance. Therefore, HBV nucleic acid testing 

(NAT), as the main means for the prediction of HBV resistance, was indispensable method in the diagnosis and 

application of antiviral therapy in patients with chronic hepatitis B. This article reviewed the quantitative detection 

of hepatitis B DNA, detection of HBV gene P region and genotyping, and microRNA (miRNA) detection. It also 

analyzed the application of NAT technology in the diagnosis of HBV resistance and detection of HCC carcinogenesis, 

and discusses the value of this technology in decreasing the resistance of HBV and reducing the incidence of HCC in 

chronic hepatitis B patients.
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 据统计，全球共有慢性乙型肝炎（乙肝）患者

超过 2.4 亿，每年因感染乙肝病毒（hepatitis B virus，

HBV）导致严重肝脏疾病〔包括乙肝肝硬化和肝细

胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）〕而死亡的人

数超过 88 万［1］。目前临床上常使用干扰素和核酸

或核苷酸类似物进行乙肝抗病毒治疗，而抗病毒药

物耐药的发生是影响疗效的主要原因［2］。其中运用

核酸检测技术（nucleic acid testing，NAT）对 HBV 抗

性的产生进行及时有效的判断是乙肝抗病毒检测的

难点。目前，研究人员已经发现多个基因突变位点，

NAT 可为临床抗乙肝病毒药物耐药的检测提供重要

指标。本文从乙肝三系结合乙肝 DNA 定量检测、隐

匿性 HBV 感染（occult hepatitis B virus infection，OBI） 

的 DNA 检测、HBV 基因 P 区检测与基因分型检测

和微小 RNA（microRNA，miRNA）检测对慢性乙肝

患者发生乙肝肝硬化和 HCC 的影响等方面综述了

乙肝抗病毒治疗和临床检测的研究进展。

1 乙肝 DNA 定量 

1.1 乙肝三系检测　近年来乙肝表面抗原（hepatitis 

B surface antigen，HBsAg）的定量检测在监测慢性乙

肝患者体内 HBV 免疫情况和干扰素个体化治疗中

的应用越来越受到重视［3］。临床医生逐渐认识到联

合检测携带高浓度 HBsAg HBV 感染者的甲胎蛋白

水平对观察肝脏损害的演变过程具有重要价值［4-5］。 

同时，HBsAg 定量有助于区分乙肝 e 抗原阳性患者

的免疫耐受期和免疫清除期，在决定对免疫无反应

性乙肝患者干扰素的早期终止治疗时起关键作用，

但仍不能很好地评估 HBV 在人体内的复制情况。

判断 HBV 的再活跃期并阻断其在体内的复制是实

现乙肝功能性治愈的前提。使用核酸类似物进行抗

病毒治疗的乙肝患者体内 HBsAg 的表达水平下降

到极低水平，伴随 HBsAg 的血清学清除。对于一部
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分 HBV 携带者，其 HBsAg 表达水平极低甚至检测

为阴性［6-7］，当发生抗病毒耐药时，乙肝三系检测并

不能及时发现和判断。

1.2 实时乙肝 DNA 定量　研究表明，1～5 岁儿童

感染 HBV 后会转为慢性肝炎，但成年人感染 HBV

后仅有部分转为慢性。机体免疫耐受状态与 HBV

持续感染及慢性化相关。HBV 感染患者抗病毒治

疗期间，1 个月内 HBV 从较低浓度升高 10 倍就可

认为对药物产生了抗性［8-9］。因此，实时动态的乙

肝 DNA 定量监测有助于分析体内 HBV 的复制情况。

 在 HBsAg 阴性的受试者中，OBI 的患病率很高，

并且与抗 -HBc 阳性相关［10］。传统的乙肝三系检测

在 OBI 的筛查中存在一定的漏检风险，而通过 NAT

能检测到低复制表达水平的 DNA，进行实时动态监

测，从而有助于提高对 OBI 的筛查力度。

1.3 共价闭合环状 DNA（covalently closed circular 

DNA，cccDNA）检测　法国圣安东尼大学医院对就

诊的 3 966 例患者进行乙肝三系和乙肝 DNA 检测，

结果显示 OBI 发生率为 1.19%（47/3 966）［11］，OBI

的再激活会导致发生急性重型肝炎的可能性升高。

OBI 患者体内的 HBV 浓度升高，因此患 HCC 的风

险 也 将 明 显 升 高。Caviglia 等［12］和 Dong 等［13］研

究表明，大约有 52% 的 HBV cccDNA 可被检测出

来，乙肝患者抗病毒治疗抗药性发生率与体内 HBV

的 DNA 浓度有关，而肝硬化及 HCC 的严重程度又

与 HBV DNA 的长期高浓度感染状态有直接关系。

cccDNA 在细胞核中的持续存在可导致乙肝复发，使

彻底治愈慢性乙肝变得异常艰难［14-15］。因此 NAT

对于 OBI 的 DNA 定量实时动态监测以及 OBI 患者

的早期抗病毒治疗是一种有效方法。

2 HBV 基因 P 区检测 

 采用荧光定量聚合酶链反应（polymerase chain 

reaction，PCR）结合 DNA 测序技术对患者进行 HBV

基因 P 区耐药突变点检测分析是近年来常用的抗病

毒耐药分析手段。HBV 基因 P 区主要编码 HBV 逆

转录酶，在未使用核酸或核苷酸类似物治疗的乙肝

患者中，HBV 野生型为优势病毒株，当使用拉米夫

定作为抗病毒药物时，在药物的选择压力下，HBV

基因 P 区位点发生自然突变的耐药病毒株在人群

中广泛存在，逐渐形成优势病毒株。HBV 基因 P 区

序列测序正是基于对病毒逆转录酶的编码区进行分

析，及时发现酶编码序列的变化，从而动态监测逆转

录酶的活性和功能转变。有研究显示，替诺福韦酯

和富马酸丙酚替诺福韦作为慢性乙肝新一代抗病毒

药物，显示出了更好的抗病毒效果和安全性［16-17］。

在乙肝 DNA 拷贝数突破病毒学浓度前及时换药干

预，能为耐药抗性的产生判断提供比较准确的依据。

 HBV 基因 P 区测序等方法需要改进，以提高检

测的敏感度。目前 rtV173、rtL180、rtM204 为突变频

率较高的位点，对 HBV 基因 P 区测序显示出较高的

检测价值。但是通过不同方法对 HBV 耐药性检测

的数据进行比较和整合目前仍有一定困难，另外肝

靶向抗 HBV 单链寡核苷酸与锁定核酸联合应用可

显著降低患者体内的 HBV 基因表达［18］。在恩替卡

韦治疗失败的情况下，以替诺福韦酯和富马酸丙酚

替诺福韦为代表的新一代药物可有效抗病毒。

3 HBV 基因分型 

 HBV 耐药性可以通过基因分型和表型分析进行

检测。HBV 基因分型依赖于基因测序和杂交技术。

由于测序方法包括 PCR 产物的克隆和限制性片段

长度多态性（restriction fragment length polymorphism， 

RFLP）的分析［19-20］。DNA 测序一般无法检测新出

现的药物抗性片段，因此少量突变很难检测出来，而

克隆测序能解决这一问题。病毒中只要有 5% 以上

的突变个体出现，就可通过 RFLP 分析和判断突变

的发生。但此方法必须对每个突变位点进行引物设

计，且需要有一定技术的人员操作并对可能的位点

进行覆盖检测，因此仅适合在实验室进行，大规模临

床应用并不实际。目前通过 HBV 基因 P 区测序可

以较快速地对 HBV 进行基因分型。其他基于杂交

的检测方法包括电脑辅助的微阵列分析、荧光分析

和鸟苷酸氧化法的电化学方法，但这些方法有一定

缺陷 ：① 仪器的使用成本较高，且需要能够熟练使

用仪器的专业人员进行检测及结果分析 ；② 目前对

检测结果的准确性和判断标准缺乏数据支持，因此

限制了这些方法在临床上的大规模应用。目前新一

代抗病毒药物替诺福韦的抗药性已经出现，但作用

机制尚不明确，因此测序分析已成为一种潜在的检

测耐药发生相关位点的有效手段［21-22］。

4 微小 RNA（microRNA，miRNA）检测 

 有研究表明，HBV 编码的 miRNA 能够调控宿

主基因的表达。HBV-miR-3 可通过多种途径激活固

有免疫反应，抑制 HBV 复制，从而减小 HBV 诱导的

急性肝细胞损伤，影响 HBV 持续感染的进程。同时 

HBV-miR-3 能抑制蛋白磷酸酶 1A（protein phosphatase  

1A，PPM1A）的翻译过程来使其沉默，PPM1A 的下调
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促进了与 HCC 发展相关的细胞增殖［23-24］。临床危

险因素分析显示，肝癌和肝硬化患者的 miRNA 表达

存在差异，其中 miRNA-210-3p、miRNA-223-3p［25-26］ 

在 HBV 相关性 HCC 中具有重要作用。血清 miRNA

谱可作为 HBV 阳性的 HCC 诊断标志物［27-28］，为 HCC 

诊断提供了新的方向。因此，研究人员通过优化

miRNA 定量检测应用，可以提高对 HCC 的诊断和

监测［28］。对于 HBV 感染导致的肝硬化甚至 HCC，

miRNA 的核酸检测或可成为新的有效评价指标，用

于检测 HBV 的抗病毒治疗效果。

5 结语与展望 

 总体而言，使用 NAT 分析慢性乙肝患者及 HBV

携带者体内的 HBV DNA 复制情况，能够及时有效地

进行抗病毒治疗和预后评估，并控制患者的病毒浓

度。由于抗病毒药物发生耐药是导致治疗失败最主

要的因素之一，HBV NAT 结合传统的乙肝三系检测

手段能够为乙肝患者的抗病毒治疗提供诊断依据，

是预防和控制 HBV 复制的关键。这对于减少 HCC

在慢性乙肝患者中的发生起到积极的作用。
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