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$感染呈全

球流行性趋势%据统计全世界范围内有近
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%慢性
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携带者超过
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万慢性
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携带者%乙型病毒性肝炎#简称乙肝$相关肝硬

化*肝癌更是其死亡主要因素&
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(共价闭合环状
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$通过
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水平较低%但却是
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复制不可

缺少的关键分子!它是
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前基因组及
<A>

转录

的原始模板&
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是治愈
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主要在肝细胞内复制%但对肝细胞之外的其他
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含量低%要获取高纯度
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平%以期构建
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高灵敏度检测方法%并探

讨检测
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中
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临床意义(
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资料与方法
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年
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感染者
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例为
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组%其中男
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例%女
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例%年龄#
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岁%急性
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感染
/

例%慢性
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感染
;(

例%肝硬

化
1'

例%肝衰竭
/

例(诊断标准!所有纳入病例均符

合-病毒性肝炎防治方案.
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(排除标准!#
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$妊娠期

妇女)#

1

$人类免疫缺陷病毒#
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$感染者)#
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$甲型

肝炎病毒*丙型肝炎病毒*戊型肝炎病毒感染者)#
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$

需要抗病毒治疗患者曾经使用阿德福韦酯片或恩替

卡韦片治疗无效者(同时选择该院
$%%

例健康体检

者为对照组(所有纳入研究者均知晓本研究目的*过

程及意义%签署知情同意书(本研究得到医院伦理委

员会支持(
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方法
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血液标本!取患者空腹静脉血肝

素抗凝*乙二胺四乙酸#
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8#,
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提取
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(肝组织活检!患者行
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超引导下肝穿刺

取活检组织%经固定*脱水*包埋*切片等程序后以苏

木素
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伊红#
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$染色%由有经验的病理学医师独立完
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感染标志物测定
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实时荧光定量
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公司%美国$%用全自动化学发
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水平#雅培
C.1%%%
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均采用配套成品试剂盒%严格按照试剂盒说明书进行

操作(
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提取
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采用淋巴细胞分离液梯度离

心提取
=\ZO

%完成后以
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次%留

细胞沉淀%保存于
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冰箱待测(
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首先构建针对
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的特异性探针磁性纳米微球!#
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氯化
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$与
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氯化亚铁#
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%

1&%

8":
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$溶液混合均匀加入到
1;%8H

#

%&-8":
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H

$的

氨水溶液中%离心分离后所得的黑褐色沉淀以超纯水

洗至中性%干燥后得到磁性氯化铁#
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$纳米粒子)
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比例均匀混合
IK#3",N.$%%

*正己醇和

环己烷%加入前述方法制订
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M

0

纳米分子%及正硅

酸乙酯*氨水#质量分数为
1/]

#

'%]

$%持续搅拌
10

2

后用丙酮破坏乳化%并在一定的外磁场下收集颗粒%

即为硅壳磁性纳米颗粒)#
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次%用
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特
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666EA>

%

[/%^

冰箱保存备用(利用构建成功
B\̀ 666EA>

功能化

纳米颗粒富集*分离
B\̀ 666EA>

%详细操作参照文

献&

)

'(

?&@&A&A

!

B\̀ 666EA>

检测
!

<O>

!以
B\̀

高度

保守区域分别设计
/

条与
B\̀ 666EA>

正链*负链

互补的引物#上海生工$%序列见表
$

(

<O>

反应体

系!

$%a=2#1(EA>

聚合酶
\VUU7K$

'

H

*引物#

<$.

</$

$

0

'

H

*

EA>0

'

H

*

!!B

1

M

补足
$

'

H

%总体积!

$%

'

H

%经
(;^'8#,

*

;%^$;+

*

'%^$;+

*

1%^$%

8#,

反应后%再向混合液加入
=2#1(EA>

聚合酶
$

'

H

#

$%J

"

'

H

$*

$%a=2#1(EA>

聚合酶
\VUU7K$

'

H

*引

物#

<$.</$

$

0

'

H

*

\D>$

'

H

#

%&0 8

T

"

8H

$*

0a

!AI=

混合物
'

'

H

%总体积!

1%

'

H

%

'%^

水浴
$)2

%

);^

水浴
$%8#,

%保留
<O>

产物(以
<O>

产物为

模板%进行跨缺口引物介导的实时荧光定量
=O<

反

应%引物
=K#87$

!

;o.FFFFOFO>OOIOIOIII>.

'o

%

=K#871

!

;o.>FFO>O>FOIIFF>FFO.'o

%具

体操作参照文献&

-

'(

?&@&A&B

!

标准曲线
!

选择
$a$%

0

*

$a$%

;

*

$a$%

)

*

$a$%

-

6"

4

#7+

"

8H

浓度梯度标准品作标准曲线%判断

该方法敏感性(

?&A

!

统计学处理
!

采用
D=DD$'&%

软件进行统计学

分析%首先对数据进行正态性分布检验(计数资料采

用
!

1 检验(非正态分布计数资料以中位数描述%采

用
G#:6"X",

符号秩和检验(

B\̀ 666EA>

与感染指

标采用
D

4

79K89,

秩相关性分析(采用受试者工作特

征曲线#

<MO

$分析
B\̀ 666EA>

对抗病毒治疗效果

进行预测(以
!

#

%&%;

为差异有统计学意义(

@

!

结
!!

果

@&?

!

方法学分析
!

采用
$a$%

0

*

$a$%

;

*

$a$%

)

*

$a

$%

-

6"

4

#7+

"

8H

浓度梯度标准品做标准曲线分析显

示!扩增曲线平行性好*浓度梯度拐点明显*无交叉现

象%曲线斜率稳定%敏感性较高(患者
B\̀ 666EA>

扩增曲线显示!阳性标本*阴性标本曲线清晰%均为典

型扩增曲线%无非特异性扩增曲线%不同浓度阶段曲

线分界清楚%见图
$

(

@&@

!

B\̀ 666EA>

阳性率
!

(/

例
B\̀

感染患者中

B\̀ 666EA>

阳性
)$

例#

)1&10]

$%对照组中
B\̀

666EA>

阳性
%

例(

B\̀

感染不同病情阶段
B\̀

666EA>

阳性率比较差异有统计学意义#

!e%&%%

$%

B\̀

感染伴肝衰竭*

B\̀

感染伴肝硬化患者
B\̀

666EA>

阳性率明显高于急性
B\̀

*慢性
B\̀

感

染%其中
B\̀

感染伴肝衰竭阳性率最高%达到
$%%]

#

!

#

%&%;

$)急性
B\̀

*慢性
B\̀

感染间
B\̀

666EA>

阳性率比较差异无统计学意义#

!

$

%&%;

$%

见表
1

(

表
$

!!

滚环扩增引物序列

引物名称 序列#

;o.'o

$

<O>$ >>IOOIO>O>>I>

"

O

"

O

<O>1 >OOI>IIOIOOIO

"

O

"

O

<O>' OOI>IFFF>FIFF

"

F

"

O

<O>0 OOIIIFIOO>>FF

"

F

"

O

<O>; >IFO>>OIIIIIO

"

>

"

O

<O>) OI>FO>F>FOIIF

"

F

"

I

<O>- I>F>>F>>F>>OI

"

O

"

O

<O>/ FFFOOO>O>I>II

"

F

"

I

!!"

!碱基硫化

!!

>

!标准品扩增曲线)

\

!标准品斜率)

O

!标本扩增曲线

图
$

!!

扩增曲线

@&A

!

不同病理分期及
B\̀ EA>

水平患者
B\̀

666EA>

水平比较
!

经病理活检进行组织炎症活动度

分级*纤维化分期%

'0

例患者分期小于
F

1

"

D

1

期%

)0

例患者分期在
F

1

"

D

1

或以上%

&

F

1

"

D

1

期患者
B\̀

666EA>

水平#中位数!

;&/:

T

6"

4

#7+

"

8H

$明显高于小

于
F

1

"

D

1

期患者#中位数!

'&-:

T

6"

4

#7+

"

8H

$%两组比

0)0$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
(

期



较差异有统计学意义#

Fe0&'-/

%

!e%&%%$

$(将

B\̀

患者按照
B\̀ EA>

水平进行分组%

&

$a$%

;

6"

4

#7+

"

8H

患者
B\̀ 666EA>

水平#中位数!

)&1:

T

6"

4

#7+

"

8H

$明显高于小于
$a$%

;

6"

4

#7+

"

8H

患者#中

位数!

0&$:

T

6"

4

#7+

"

8H

$%两组比较差异有统计学意

义#

Fe0&$%1

%

!e%&%%$

$%见图
1

(

表
1

!!

不同
B\̀

感染阶段
B\̀ 666EA>

!!!

阳性率比较"

)

&

]

(#

病情阶段
)

阴性 阳性

急性
B\̀ / ;

#

)1&;%

$

'

#

'-&;%

$

慢性
B\̀ ;( 1(

#

0(&$;

$

'%

#

;%&/;

$

肝硬化
1' '

#

$'&%0

$

9L

1%

#

/)&()

$

9L

肝衰竭
/ %

9L

/

#

$%%&%%

$

9L

合计
(/ '-

#

'-&-)

$

)$

#

)1&10

$

!!

9

!

!

#

%&%;

%与急性
B\̀

比较)

L

!

!

#

%&%;

%与慢性
B\̀

比较

@&B

!

B\̀ 666EA>

与感染指标相关性分析
!

B\̀

患者
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

水平与血清
B\̀ EA>

呈明显正相关性#

7e%&0'-

%

!e%&%%%

$%见图
'>

(

B\̀ 666EA>

与血清感染性指标相关性分析显示%

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

水平与
B\+>

T

呈明显正相

关性#

7e%&''/

%

!e%&%%$

$%见图
'\

)

(/

例患者中有

';

例患者
B\7>

T

阳性%

B\7>

T

阳性患者
=\ZO

内

B\̀ 666EA>

水平与
B\7>

T

水平呈明显正相关性

#

7e%&;1$

%

!e%&%%$

$%见图
'O

(

图
1

!!

不同病理分期及
B\̀ EA>

水平患者

B\̀ 666EA>

水平比较

图
'

!!

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

与感染指标相关性分析

图
0

!!

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

对抗病毒治疗

效果
<MO

曲线

@&C

!

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

对抗病毒治疗效果

<MO

曲线分析
!

共有
0%

例患者需要抗病毒治疗%以

B\̀

患者抗病毒治疗后出现病毒应答为标准%分析

B\̀ 666EA>

对抗病毒治疗效果判断价值(在抗病

毒治疗
$1

周时
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

量对病毒应

答无明显预测作用%

<MO

曲线下面积#

>JO

$为
%&)%/

#

(;]0/

!

%&0$;

#

%&/%%

$%

!e%&1)/

(在抗病毒治疗

10

*

0/

周时
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

量可对病毒应答

明显预测%

>JO

分别为
%&--$

#

(;]0/

!

%&)1;

#

%&($-

$%

!e%&%%;

%

%&/)/

#

(;]0/

!

%&-)-

#

%&()(

$%

!e%&%%%

(

<MO

分析提示%在治疗
0/

周时
B\̀

666EA>

为
'&1:

T

6"

4

#7+

"

8H

时可作为预测出现病毒

应答效应的截断面%约登指数达到最大%见图
0

(

A

!

讨
!!

论

!!

B\̀ 666EA>

无论在肝脏组织或其他感染细胞

内均以较低水平存在%但是其可通过
B\̀

前基因组

及
<A>

转录来调控
B\̀

病毒在宿主内复制(

B\̀

666EA>

的清除预示着病毒在体内生命周期终结%有

研究认为清除细胞核
B\̀ 666EA>

是治愈
B\̀

感

染的标志&

'

'

(在
B\̀

感染*病情监测及治疗相关指

标中%单纯检测
B\̀ EA>

对临床分析具有局限性%

而
B\̀ 666EA>

水平测定可弥补不足%二者综合分

析会更真实反映宿主体内
B\̀

复制及感染状态%能

够为临床提供可靠的治疗依据&

/

'

(

=\ZO

是免疫活

细胞%

B\̀

患者出现免疫抵抗能力下降可能与病毒

在
=\ZO

内长期复制而导致的免疫功能紊乱有关&

(

'

(

B\̀

持续慢性感染
=\ZO

可能参与母婴垂直传播*

肝移植后
B\̀

复发等&

$%

'

(

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

水平与宿主肝脏组织
B\̀

感染*复制情况具有一致

性&

$$

'

%但
B\̀ 666EA>

在
=\ZO

内水平较低%受限

;)0$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
(

期



于检测方法的灵敏度与特异度%目前尚不能作临床常

规检测(

国内外学者已建立多种
B\̀ 666EA>

检测方

法%由于细胞内水平低难以获得高纯度
666EA>

%以及

与
666EA>

具有同源序列的双链
EA>

#

K6EA>

$干

扰%这些检测方法都难以获得理想的灵敏度&

$1

'

(磁性

纳米富集技术利用磁性微粒表面功能化基团特异亲

和功能%可特异性地实现互补目标单链核苷酸片段的

高效快速富集分离%本课题组在前期已经完成该方法

特异性纳米颗粒的制备%其性能得到验证&

-

'

(

<O>

具

有很强扩增能力%在单核苷酸多态性*细胞原位分析

等微量核酸测定有广泛应用&

$'

'

%与传统
=O<

比较%

<O>

只能在特异性聚合酶作用下扩增环状
EA>

模

板%可有效避免
K6EA>

对
666EA>

扩增的影响(本

研究选择磁性纳米富集联合
<O>

技术来测定
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

%其扩增曲线清晰*典型%具有稳定的

斜率*平行性(

本研究纳入
(/

例
B\̀

感染患者%

B\̀ 666EA>

阳性率随着病情进展其阳性率也随之增加%肝硬化*

肝衰竭患者
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

阳性率明显升高

#

!

#

%&%;

$(而高
B\̀ EA>

载量患者
=\ZO

内

B\̀ 666EA>

拷贝数明显高于低
B\̀ EA>

载量患

者%

B\̀ EA>

也与
B\̀ 666EA>

呈明显正相关性

#

7e%&0'-

%

!e%&%%%

$%表明
B\̀ EA>

复制可能依

赖
B\̀ 666EA>

%其水平可在一定程度上反映
B\̀

666EA>

存在情况(肝脏组织病理分期是判断疾病进

展的重要依据(

&

F

1

"

D

1

期患者
=\ZO

内
B\̀

666EA>

拷贝数明显高于小于
F

1

"

D

1

期以下患者#

F

e0&'-/

%

!e%&%%$

$%提示
B\̀ 666EA>

在宿主体内

持续存在可能导致疾病进展(

B\̀ 666EA>

是
B\̀

EA>

复制模板%

B\̀ 666EA>

本身不会引起肝组织

损伤%但是其通过上调
B\̀ EA>

复制增加宿主体内

病毒载量%以此激发免疫系统对
B\̀

感染肝细胞进

行攻击导致肝脏组织受损%而作为免疫活细胞的
=\.

ZO

感染
B\̀

可能会加重这种病理应答&

$0

'

(

B\+>

T

*

B\7>

T

是
B\̀ EA>

转录
8<A>

翻

译合成的
B\̀

特异性病毒蛋白%其转录*调控及清除

机制复杂%

B\̀ 666EA>

在此过程中如何发挥作用目

前尚未完全阐明&

$;.$)

'

(本研究结果显示%

=\ZO

内

B\̀ 666EA>

与血清
B\+>

T

呈明显正相关#

7e

%&''/

%

!e%&%%$

$%提示
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

可

能会影响
B\̀

表达(有学者认为以血清
B\+>

T

衡

量肝组织内
B\̀ 666EA>

还需考虑
B\7>

T

状态%本

研究发现
B\7>

T

阳性患者
B\7>

T

与
=\ZO

内

B\̀ 666EA>

存在明显正相关性#

7e%&;1$

%

!e

%&%%$

$(

B\7>

T

阳性是
B\̀

复制活跃标志%

B\̀

666EA>

在细胞内活动度增加可能会优先上调

B\7>

T

水平&

$-

'

(但是
B\7>

T

阴性并不能表示

B\̀ 666EA>

或
B\̀ EA>

处于非活动状态%因为

部分患者存在
B\̀

病毒前
O

区变异%

B\7>

T

表达受

限或不能表达(

=\ZO

作为免疫活细胞%具有丰富的

免疫信号传导通路%能够将细胞核内
B\̀ 666EA>

遗传信息进行有效输出%影响
B\+>

T

*

B\7>

T

等特

异性蛋白表达(

B\+>

T

阴转被认为是治疗
B\̀

感染的最理想

状态%但在实际抗病毒治疗中出现
B\+>

T

完全阴转

的病例非常少见%这可能与少量
B\̀ 666EA>

能够

稳定存在感染细胞内且不易受药物影响有一定关系(

细胞内
666EA>

是慢性
B\̀

持续感染的最主要原

因%并且与抗病毒治疗后复发相关%清除
B\̀ 666E.

A>

也被认为是治疗
B\̀

的根本途径(本研究进一

步分析
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

对
B\̀

抗病毒治疗

效果判断价值%结果显示在抗病毒治疗
10

*

0/

周时

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

水平可对病毒应答进行判

断%在
0/

周时具有最佳判断效果%表明
=\ZO

内

B\̀ 666EA>

可以用于评价抗病毒治疗效果%在治疗

过程中可将其作为常规监测指标%进一步凸显
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

检测的临床意义(

综上所述%本研究证实
B\̀

可感染
=\ZO

%利用

磁性纳米富集及
<O>

可检测
=\ZO

内
B\̀ 666E.

A>

(

=\ZO

内
B\̀ 666EA>

与
B\̀

疾病进展有一

定关系%也与血清
B\̀ EA>

*

B\+>

T

*

B\7>

T

水平

相关%可作为抗病毒治疗效果判定指标%对
B\̀

患者

检测
=\ZO

内
B\̀ 666EA>

具有重要临床意义(
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