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HBV基因BCP区1762/1764和前C区1896突变与GGT/
ALT联合分析对HBV-HCC的早期诊断价值研究*

邱顺华1,金李芬2,张德文1,刘 勇3

(四川省自贡市第三人民医院:1.检验科;2.药剂科;3.心内科,643020)

  [摘要] 目的 探讨乙型肝炎病毒(HBV)基因核心启动子(BCP)区1762/1764和前C区1896基因突变

与血清γ-谷氨酰转移酶(GGT)及丙氨酸氨基转移酶(ALT)联合分析对 HBV相关性肝细胞癌(HBV-HCC)的

诊断价值。方法 收集2015年9月至2018年6月经该院确诊(HBV
 

DNA≥1
 

000
 

IU/mL)的HBV相关疾病

患者159例,其中慢性乙型肝炎(CHB)63例,肝硬化50例,HBV-HCC
 

46例;比较各组患者GGT与ALT水

平;采用扩增阻滞突变系统荧光PCR(ARMS-PCR)法检测HBV基因BCP区1762/1764和前C区1896突变。
结果 HBV-HCC组患者的血清GGT水平和GGT/ALT比值均高于肝硬化组和CHB组,差异均有统计学意

义(P<0.01)。HBV-HCC组、肝硬化组、CHB组的 HBV基因BCP区1762/1764突变率分别为91.30%、
84.00%、22.22%,HBV-HCC组与CHB组比较差异有统计学意义(P<0.05),而 HBV-HCC组与肝硬化组比

较差异无统计学意义(P>0.05);HBV基因前C区1896突变率分别为84.78%、64.00%、39.68%,HBV-HCC
组与CHB组和肝硬化组比较差异均有统计学意义(P<0.05)。HBV基因BCP区1762/1764突变型与未突变

型和前C区1896突变型与未突变型的GGT/ALT比值比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。诊断 HBV-
HCC的受试者工作特征(ROC)曲线分析结果显示,BCP区1762/1764突变检测联合GGT/ALT比值时,诊断

灵敏度为71.70%、特异度为83.20%;前C区1896突变检测联合GGT/ALT比值时,诊断灵敏度为87.00%、
特异 度73.50%;BCP区 和 前 C区 突 变 检 测 联 合 GGT/ALT 比 值 时,诊 断 灵 敏 度 为93.50%、特 异 度 为

74.30%。结论 HBV基因BCP区1762/1764突变、前C区1896突变和GGT/ALT比值均与 HBV-HCC发

生相关,三者联合分析对HBV-HCC的早期诊断具有临床应用价值。
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基转移酶

[中图法分类号] R446.19
 

[文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2020)09-1460-04

Study
 

on
 

early
 

diagnostic
 

value
 

of
 

combined
 

analysis
 

of
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

gene
 

basal
 

core
 

promoter
 

region
 

1762/1764
 

and
 

pre-core
 

region
 

1896
 

mutation
 

with
 

GGT/ALT
 

in
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

related
 

hepatocellular
 

carcinoma*
QIU

 

Shunhua1,JIN
 

Lifen2,ZHANG
 

Dewen1,LIU
 

Yong3

(1.Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory;2.Department
 

of
 

Pharmacy;3.Department
 

of
 

Cardiology,
Zigong

 

Municipal
 

Third
 

People's
 

Hospital,Zigong,Sichuan
 

643020,China)
  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

combined
 

analysis
 

of
 

hepatitis
 

B
 

virus(HBV)
 

gene
 

basal
 

core
 

promoter
 

(BCP)
 

region
 

1762/1764
 

and
 

pre-core
 

(PC)
 

region
 

1896
 

gene
 

mutations
 

with
 

the
 

GGT/ALT
 

in
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

related
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HBV-HCC).Methods A
 

total
 

of
 

159
 

cases
 

of
 

hepatitis
 

B
 

related
 

disease
 

(HBV
 

DNA
 

levels
 

≥1
 

000
 

IU/mL)
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

September
 

2015
 

to
 

June
 

2018
 

were
 

collected,including
 

63
 

cases
 

of
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB),50
 

cases
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

(LC)
 

and
 

46
 

cases
 

of
 

HBV-HCC.The
 

levels
 

of
 

GGT
 

and
 

ALT
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

various
 

groups.HBV
 

gene
 

BCP
 

region
 

1762/764
 

and
 

PC
 

region
 

1896
 

mutations
 

were
 

determined
 

by
 

ARMS-PCR.Results The
 

serum
 

GGT
 

level
 

and
 

GGT/ALT
 

ratio
 

in
 

the
 

HBV-HCC
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

LC
 

group
 

and
 

CHB
 

group,
the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

mutation
 

rates
 

of
 

the
 

HBV
 

gene
 

BCP1762/1764
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in
 

the
 

HBV-HCC,LC
 

and
 

CHB
 

groups
 

were
 

91.30%,84.00%
 

and
 

22.22%
 

respectively,the
 

differences
 

be-
tween

 

HBV-HCC
 

group
 

and
 

CHB
 

group
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05),while
 

which
 

between
 

the
 

HBV-
 

HCC
 

group
 

and
 

LC
 

group
 

showed
 

no
 

statistical
 

significance
 

(P>0.05).The
 

mutation
 

rates
 

of
 

the
 

HBV
 

gene
 

PC
 

region
 

1896
 

in
 

the
 

HBV-HCC,LC
 

and
 

CHB
 

groups
 

were
 

84.78%,64.00%,39.68%
 

respectively,the
 

difference
 

between
 

HBV-HCC
 

and
 

CHB
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

GGT/ALT
 

ratio
 

mean
 

values
 

showed
 

statistically
 

significant
 

differences
 

between
 

the
 

HBV
 

gene
 

BCP1762/1764
 

mutant
 

types
 

and
 

non-mutant
 

types
 

and
 

between
 

the
 

PC
 

region
 

1896
 

mutation
 

types
 

and
 

non-mutation
 

type
 

(P<0.05).The
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

HBV-HCC
 

showed
 

that
 

the
 

sensitivity
 

in
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

BCP172/1764
 

mutations
 

and
 

the
 

GGT/ALT
 

ratio
 

was
 

71.70%
 

and
 

its
 

specificity
 

was
 

83.20%;the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

in
 

the
 

combine
 

detection
 

of
 

PC
 

1896
 

mutations
 

and
 

the
 

GGT/ALT
 

ratio
 

were
 

87.00%
 

and
 

73.50%
 

respectively;which
 

in
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

BCP172/1764
 

mutations,PC
 

1896
 

mutations
 

and
 

the
 

GGT/ALT
 

ratio
 

were
 

93.50%
 

and
 

74.30%
 

respectively.Conclusion HBV
 

gene
 

BCP
 

1762/1764
 

mutations,
PC

 

region
 

1896
 

mutations
 

and
 

GGT/ALT
 

ratio
 

all
 

are
 

related
 

to
 

the
 

HBV-HCC
 

occurrence
 

and
 

their
 

combined
 

analysis
 

has
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

for
 

early
 

diagnosing
 

HBV-HCC.
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  乙型肝炎病毒(hepatitis
 

B
 

virus,HBV)感染仍是

一个全球性健康问题,全世界范围内有超过3.5亿人

是HBV携带者,尤其在中国,HBV携带者数量超过

全球的1/2
 

以上[1]。原发性肝癌,即肝细胞癌(hepa-
tocellular

 

carcinoma,HCC)是全世界最常见的恶性肿

瘤之一,发病率居恶性肿瘤的第6位,病死率增长速

度居癌症患者首位[2]。HCC的发病原因非常复杂,
是由多种因素协同作用的结果。目前诊断 HCC指标

很多,但是HCC的早期诊断指标很少,且早期诊断比

较困难,临床确诊病例多数已在中晚期,预后很差,寻
找早期诊断技术势在必行。有研究表明,HBV 与

HCC的发生密切相关,HBV感染者发生 HCC的危

险性明显高于健康人群[3-5]。慢性乙型肝炎(chronic
 

hepatitis
 

B,CHB)患者的病情轻重,主要由患者自身

免疫力及HBV毒力所决定。病毒毒力经常由于病毒

基因发生突变而增强,HBV 基因核心启动子(base
 

core
 

promoter,BCP)区和前C区基因是经常发生突

变的区域,HBV基因突变会改变病毒的生物特征,与
乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)的状态、HBV

 

DNA的

复制能力及疾病严重程度密切相关[6-8]。有研究报

道,BCP区1762/1764位点突变、前C区1896位点突

变与HBV相关性HCC(HBV-HCC)密切相关[9]。有

研究发现,CHB患者的血清γ-谷氨酰转移酶(gam-
ma-glutamyltransferase,GGT)及丙氨酸氨基转移酶

(alanine
 

transaminase,ALT)都有不同程度的升高,
而且 HBV-HCC患者的 GGT水平升高更明显[10]。
因此,本文拟通过检测 HBV基因BCP区1762/1764
和前C区1896位点突变对CHB患者进行分层分析,
然后联合检测GGT、ALT水平,利用受试者工作特征

(ROC)曲线分析 HBV基因突变与GGT/ALT比值

联合应用对HBV-HCC的临床早期诊断价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2015年9月至2018年6月本院门诊和住院

确诊的HBV
 

DNA≥1
 

000
 

IU/mL
 

的HBV相关疾病

患者159例,其中男112例,女47例;年龄16~90
岁,平均(51.81±12.85)岁。患者均自愿接受 HBV
基因检测,所有的试验都是体外试验,本研究采用的

检测技术已通过了医院伦理委员会审查。159例患者

中CHB
 

63例(CHB组),肝硬化
 

50例(肝硬化组),

HBV-HCC
 

46例(HBV-HCC组);同时比较患者的首

次生化指标ALT和GGT水平。HBV相关疾病的诊

断标准:参照《CHB诊断标准(2015年版)》和《原发性

肝癌规范化病理诊断指南(2015年版)》。排除标准:
(1)重叠或合并感染其他肝炎病毒、人类免疫缺陷病

毒;(2)
 

非HBV性肝硬化;(3)其他非HBV感染导致

的肝癌;(4)伴有其他恶性肿瘤病史。患者血清标本,
分装于1.5

 

mL离心管内,置于-20
 

℃保存备用。

1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂

仪器:SLAN-96P实时荧光定量PCR仪购自上

海宏石有限公司,生物安全柜购自山东博科生物产业

有限公司,离心机购自珠海黑马医学有限公司。试

剂:HBV
 

DNA定量检测试剂盒由湖南圣湘生物科技

有限公司提供;HBV基因BCP区1762/1764和前C
区1896突变检测试剂盒由武汉百泰基因公司提供。

1.2.2 HBV基因BCP区1762/1764和前C区1896
突变检测

基因突变检测是采用扩增阻滞突变系统(ampli-
fication

 

refractory
 

mutation
 

system,ARMS)荧光PCR
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(ARMS-PCR)法,该方法可以精确测定单一碱基突

变[11]。具体原理:设计两条特异性引物A和B,对野

生型和突变型序列的扩增效率不同,造成样本在两种

PCR反应液下得到的Ct值也不同。试验操作步骤按

照试剂盒说明书进行,(1)样本制备:取待测血清或血

浆100
 

μL,加入等量溶液 A
 

(即100
 

μL),混匀后

13
 

000
 

r/min离心5
 

min;弃上清液,加入50
 

μL溶液

B,充分混匀后,100
 

℃加热(10±1)
 

min;然后13
 

000
 

r/min离心5
 

min,取上清液待测。(2)加样:按所需

检测样品个数,将PCR
 

反应液 A、B各分装至PCR
管,每管45

 

μL。然后分别加入处理后的样品上清液

各5
 

μL,5
 

000
 

r/min离心10
 

s,放入荧光PCR仪器

中。(3)扩增循环程序如下:50
 

℃预热2
 

min,95
 

℃预

变性3
 

min,95
 

℃变性10
 

s,60
 

℃延申1
 

min,40个循

环[60
 

℃时收集羧基荧光素(FAM)通道荧光]。(4)
分析结果:分别记录标本以PCR反应液A

 

和反应液

B
 

扩增所得Ct值、记为Ct(A)和Ct(B)。突变与否通

过测定△Ct=|CtA-CtB|来判断。
1.3 统计学处理

数据采用SPSS17.0统计软件进行分析。计量资

料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,然
后两两多重比较;两组间均值比较采用独立样本t检

验;计数资料以率表示,组间比较采用χ2 检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组 患 者 血 清 GGT水 平 及 GGT/ALT 比 值

比较

3组患者血清GGT水平比较,差异有统计学意

义(F=9.248,P<0.01);HBV-HCC组与肝硬化组、
CHB组比较差异均有统计学意义(P<0.01),而
CHB组与肝硬化组比较差异无统计学意义(P=
0.374)。3组患者的GGT/ALT比较,差异有统计学

意义(F=23.672,P<0.01);HBV-HCC组与肝硬化

组、HBV-HCC组与CHB组、CHB组与肝硬化组组

间比较,差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  3组患者血清GGT水平及GGT/ALT比较(x±s)

指标
CHB组

(n=63)
肝硬化组

(n=50)
HBV-HCC组

(n=46)

GGT(U/L) 134.57±177.55a 95.18±115.71a 288.91±361.79

GGT/ALT 0.66±0.86ab 1.75±2.12a 4.05±4.09

  a:P<0.01,与 HBV-HCC组比较;b:P<0.05,与肝硬化组比较。

2.2 3组患者HBV基因突变率比较

HBV-HCC组、肝硬化组和CHB组患者的 HBV
基 因 BCP 区 1762/1764 突 变 率 分 别 为 91.30%、
84.00%、22.22%,HBV-HCC组与CHB组比较差异有

统计学意义(χ2=48.064,P=0.001),HBV-HCC与肝

硬化组患者突变率比较差异无统计学意义(χ2=0.596,

P=0.440);HBV-HCC组、肝硬化组和CHB组患者

的 HBV 基因前C区1896突变率分别为84.78%、

64.00%、39.68%,HBV-HCC组与CHB组、肝硬化

组患者 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义(χ2=22.309、

5.373,P=0.001、0.020)。HBV-HCC组同时发生

HBV
 

前C区1896和BCP区1762/1764位点突变的

患者比例为78.26%,明显高于CHB组和肝硬化组

(χ2=73.619、8.260,P=0.000、0.004),见表2。
表2  3组患者的 HBV基因突变情况比较[n(%)]

组别 n BCP
 

突变型 PC
 

突变型 (BCP+PC)
 

突变型

CHB组 63 14(22.22)a 25(39.68)a 0a

肝硬化组 50 42(84.00) 32(64.00)b 25(50.00)b

HBV-HCC组 46 42(91.30) 39(84.78) 36(78.26)

  BCP突变型:BCP区1762/1764突变;PC突变型:前C区1896突

变;(BCP+PC)
 

突变型:BCP区1762/1764和前 C区1896同时突

变;a:P<0.01,b:P<0.05,与 HBV-HCC组比较。

2.3 HBV基因是否突变的GGT/ALT比值比较

HBV 基 因 BCP 区1762/1764突 变 型 患 者 的

GGT/ALT比值明显高于未突变型(P<0.05);HBV
前C区1896突变型患者的GGT/ALT比值也明显高

于前C区1896未突变患者(P<0.05),见表3。
表3  HBV基因是否突变的GGT/ALT比值比较(x±s)

基因 BCP区1762/1764 前C区1896

突变型 2.65±3.39 2.41±3.28

未突变型 0.92±1.32 1.35±2.08

t 4.523 2.494

P 0.001 0.014

2.4 HBV 基 因 突 变 检 测 联 合 GGT/ALT 比 值 对

HBV-HCC诊断的ROC曲线分析

BCP区 1762/1764 联 合 GGT/ALT、前 C 区

1896联合 GGT/ALT 或二者同时检测联合 GGT/

ALT,诊断 HBV-HCC的 ROC曲线面积均较大,灵
敏度和特异度均较高,HBV基因BCP区1762/1764
和前C区1896联合GGT/ALT诊断 HBV-HCC的

曲线下面积(ACU)、灵敏度和特异度,见表4。
表4  HBV基因突变检测联合GGT/ALT对 HBV-HCC

   诊断的ROC曲线分析指标

项目 P ACU 灵敏度(%) 特异度(%)

1+3 <0.01 0.861 71.70 83.20

2+3 <0.01 0.859 87.00 73.50

1+2+3 <0.01 0.874 93.50 74.30

  1:BCP区1762/1764;2:前C区1896;3:GGT/ALT。

3 讨  论

慢性HBV感染是我国最严重的健康问题之一,
乙型肝炎(乙肝)患者病情轻重主要由患者自身免疫
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功能和 病 毒 毒 力 所 决 定。HBV 感 染 的 三 部 曲 是

“CHB→肝硬化→肝癌”,CHB患者有大约25%会发

展为肝硬化或肝癌[12]。如何早期预防和诊断 HBV-
HCC,是目前重要 难 题,本 研 究 认 为,首 先 需 要 对

HCC发生的高危人群(CHB患者和肝硬化患者)进行

有效的分层管理,然后定期监测乙肝患者的肝功能生

化指标和病毒基因突变,从而可能在预防和早期诊断

HCC起到积极作用。
血清GGT主要来源于肝胆系统,当肝细胞受损,

或肝胆系统出现堵塞,都会使GGT水平升高,同时肝

癌细胞也会分泌GGT。而当肝细胞受损时,ALT可

以释放入血液系统,造成血液中的ALT水平升高,而
肝癌细胞会浸润组织,使正常肝细胞受损[13]。有文献

表明,GGT和GGT/ALT比值可以用于诊断原发性

肝癌,但存在较高的假阳性[10]。本文选择慢性 HBV
携带者作为研究对象,结果显示HBV-HCC患者的血

清GGT水平和 GGT/ALT比值均明显高于肝硬化

和CHB患者,说明监测 GGT和 GGT/ALT比值对

HBV-HCC患者的诊断具有一定的临床应用价值。
HBV基因突变位点检测方法主要有基因芯片

法、直接测序法、ARMS-PCR法,以及传统的PCR-单
链构象多态性(SSCP)法、SOMA质谱法、毛细管电泳

等。ARMS-PCR法检测了 HBV基因BCP区1762/
1764双突变和前C区1896位点突变,该方法可以准

确检测突变株 HBV的存在,能够在早期提供 HBV
基因突变的情况,同时检测方法快速方便[11]。CHB
患者的HBV基因前C区1896、BCP区1762/1764突

变是HBV-HCC发生的高危因素[14]。前C区和BCP
区突变可抑制 HBeAg的表达,但是病毒复制可能未

停止,意味着严重的肝脏损害,并导致疾病进展[9,15]。
本研究表明,HBV基因BCP区1762/1764突变率比

较,HBV-HCC 组 的 突 变 率 明 显 高 于 CHB 组,而
HBV-HCC组与肝硬化组比较突变率相当,表明CHB
患者HBV基因BCP区1762/1764突变与肝癌和肝

硬化的发生、发展密切相关,但不能单独作为区分肝

硬化进展为肝癌的标记物。HBV基因前C区1896
突变率比较发现,HBV-HCC组与CHB组和肝硬化

组比较差异均有统计学意义(P<0.05),该结果表明

HBV基因前C区1896突变与HBV-HCC高度相关。
HBV基因BCP区1762/1764和前C区1896联

合GGT/ALT 分析发现,HBV 基因 BCP区1762/
1764突变型和前C区1896突变型的患者GGT/ALT
比值明显高于未突变型,说明发生BCP区和前C区

突变后,GGT升高的速度更快。可能原因:(1)病毒

发生BCP区或前C区突变时,病毒毒力增强,持续对

肝细胞造成损害,从而使肝细胞通透性增加;(2)病毒

基因发生突变,可能促进肝细胞恶化,从而恶化的肝

细胞增加了合成GGT的活性[16-17]。
HBV基因突变检测联合 GGT/ALT 对 HBV-

HCC的诊断 ROC曲线分析发现:无论是 BCP区

1762/1764突变检测联合 GGT/ALT,还是前 C区

1896突变检测联合GGT/ALT,或二者同时检测联合

GGT/ALT,诊断 HBV-HCC的ROC曲线面积均较

大(ACU>0.80),灵 敏 度 和 特 异 度 均 较 高 (>
70.00%)。结果表明,通过 HBV基因突变与常见生

化指标 GGT和 GGT/ALT的联合分析,可以提高

HBV-HCC的诊断性能,有可能成为 HBV-HCC早期

诊断的重要提示指标。
HBV-HCC的诊断,需要结合多方面因素进行。

本研究提供一个思路和方法,可对慢性 HBV感染患

者的HBV基因突变进行监测,对乙肝患者进行分层

管理;通过联合分析常用的生化指标,定期进行筛查,
可能对HBV-HCC早期预防和诊断提供重要的临床

价值。
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