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　　[摘要]　目的:对乙肝病毒血清学标志物 HBV-M(包括 HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、HBcAb),乙肝病

毒外膜大蛋白(HBV-Lp),乙肝病毒前S1抗原(HBV-Pres1)和乙肝病毒脱氧核糖核酸(HBV-DNA)联合检测结

果进行比较,观察乙肝病毒外膜大蛋白(HBV-Lp)检测在临床诊断治疗乙肝中的应用价值,寻求比现有常规检测

更敏感、更准确的实验室乙肝检测方法。方法:将感染科461例标本分成5组进行比较分析:78例乙肝表面抗原

(吸收度A 值<1)阴性血清标本为 A对照组;9例 HBsAg弱阳性(吸收度A 值为1~2)血清标本为 B组;201例

HBsAg阳性(吸收度A 值>2)且 HBV-DNA含量<5×102IU/ml的血清标本为 C组;133例 HBsAg阳性(吸收

度A 值>2)且 HBV-DNA含量5×102~5×105IU/ml的血清标本为 D组;40例 HBsAg阳性(吸收度A 值>2)
且 HBV-DNA含量>5×105IU/ml的血清标本为 E组。用酶联免疫吸附法检测 HBV-M,HBV-Lp和 HBV-
Pres1,PCR-荧光探针法定量检测 HBV-DNA。结果:A 组和 B组未见 Pre-S1和 HBV-LP结果异常。C、D、E组

中 HBeAg的阳性率依次为0.99%,6.02%,77.50%;Pre-S1的阳性率依次为29.35%,42.86%,90.00%;HBV-
LP的阳性率依次为38.31%,55.64%,95.00%,HBV-LP、HBeAg和 Pre-S1的阳性率可能性均随着 HBV-DNA
含量的增加而增大(P<0.05)。C、D、E 组中 HBeAg、Pre-S1和 HBV-LP的检出率分别为10.96%,40.64%,

50.53%,HBV-LP的检出率明显高于 HBeAg和Pre-S1的检出率(P<0.05)。通过对相同 HBV-DNA含量组的

HBV-LP、HBeAg和Pre-S1阳性率进行统计学t检验比较,可以看出 HBV-LP的检出率明显高于 HBeAg和Pre-
S1的检出率(P<0.05)。C、D、E组中 HBV-LP的平均吸收度A 值依次为2.53,5.35,13.93。HBV-DNA 含量

的增加伴随着有 HBV-LP浓度的增加(P<0.05)。结论:HBV-LP检测比 HBeAg和Pre-S1检测敏感性强,被检

出的可能性更大,漏检的可能性更小。HBV-LP检测与 HBV-DNA检测呈正相关性,HBV-LP在 HBsAg阳性而

HBV-DNA检测阴性时有理想的检出率,可能会对乙型肝炎诊断治疗进行补充作用。
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Abstract　Objective:BycomparingtheresultofserologicalmarkersforhepatitisBvirusHBV-M(including
HBsAg,HBsAb,HBeAg,HBeAb,HBcAb),hepatitisBviruslargeoutermembraneprotein(HBV-Lp),formerS1
antigenhepatitisBvirus(HBVPres1)andhepatitisBvirusDNA(HBVDNA),observethevalueofhepatitisBvi-
ruslargeoutermembraneprotein(HBV-Lp)intheclinicaldiagnosisandtreatmentofviralhepatitisB,toseeka
moresensitiveandaccuratemethodoflaboratorytestingthantheexistingconventionaldetection.Method:The461
specimensfromtheInfectiousDiseaseDepartmentofthehospitalweredividedintofivegroupsforcomparisonand
analysis:78casesofserumspecimenswithHBsAgnegative(absorbanceAvalueis<1)forcontrolgroupA;9cases
ofserumspecimenswithHBsAgweakpositive(absorbanceAvalueis1-2)wereingroupB;201casesofserum
specimenswithHBsAgpositive(absorbanceAvalueis>2)andHBV-DNAcontent<5×102IU/mlwereingroup
C;133casesofserumspecimenswithHBsAgpositive(absorbanceAvalueis>2)andHBV-DNAcontent5×102-5
×105IU/mlwereingroupD;40serumsampleswithHBsAgpositive(absorbanceAvalueis>2)andHBV-DNA
content>5×105IU/mlweregroupE.HBV-M,HBV-LpandHBV-Pres1weredetectedbyenzyme-linkedimmu-
nosorbentassay,andHBV-DNAwasquantitativelydetectedbyPCR-fluorescenceprobemethod.Result:Noabnor-
malitiesofPre-S1andHBV-LPwerefoundingroupsAandB.ThepositiveratesofHBeAgintheC,DandE
groupswere0.99%,6.02%,and77.50%,respectively;thepositiveratesofPre-S1were29.35%,42.86%,and
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90.00%,respectively;thepositiverateofHBV-LP was38.31%,55.64%,95.00%,Thepositivepossibilityof
HBV-LP,HBeAgandPre-S1increasedwiththeincreaseofHBV-DNAcontent(P<0.05).Thedetectionratesof
HBeAg,Pre-S1,andHBV-LPintheC,D,andEgroupswere10.96%,40.64%,and50.53%,respectively.Thede-
tectionrateofHBV-LPwassignificantlyhigherthanthatofHBeAgandPre-S1(P<0.05).Bycomparingthe
HBV-LP,HBeAg,andPre-S1positiveratesofthesameHBV-DNAcontentgroupbystatisticalttest,itcanbe
seenthatthedetectionrateofHBV-LPissignificantlyhigherthanthedetectionrateofHBeAgandPre-S1(P<
0.05).TheaverageabsorbanceAvaluesofHBV-LPintheC,D,andEgroupswere2.53,5.35,and13.93,respec-
tively.TheincreaseinHBV-DNAcontentwasaccompaniedbyanincreaseinHBV-LPconcentrations(P<0.05).
Conclusion:HBV-LPhasamoresensitiveandhigherdetectionratethan HBeAgandPre-s1.Thedetectionof
HBV-LPwaspositivelycorrelatedwiththedetectionofHBV-DNA,HBV-LPhadanidealdetectionratewhenHB-
sAgwaspositiveandHBV-DNAwasnegative,whichmaycomplementthediagnosisandtreatmentofhepatitisB.

Keywords　HBV-LP;HBVPres1;HBV-DNA;HBV-M

　　乙型肝炎是我国当前最为广泛流行的一种病

毒疾病,有 7.18% 的人群为乙肝表面抗原携带

者〔1〕,长期的慢性乙肝体内病毒对肝细胞的损害有

造成肝纤维化或肝硬化的可能,少部分甚至会发展

成肝癌〔2〕。近年来随着人们对乙肝病毒外膜蛋白

S区的深入研究,乙肝病毒外膜大蛋白(HBV-LP)
已渐渐成为研究的热点,主蛋白(HBsAg)、中蛋白

(由 HBsAg和 HBV-Pres2组成)、大蛋白(由 HB-
sAg、HBV-Pres2和 HBV-Pres1组成)是乙肝病毒

的3种外膜蛋白,它们都是由 HBV 的S区基因编

码而得〔3〕,乙肝大蛋白(HBV-LP)具有复杂的跨膜

构象拓扑结构,可在病毒包膜外侧结合易感病毒受

体,在病毒包膜内结合病毒核壳体膜,其含有的

PreS蛋白对乙肝病毒具有反式激活增强作用,能
介导 HBV 感染细胞,影响病毒复制,使预后不

好〔4〕。本研究对乙肝病毒血清学标志物 HBV-M
(包 括 HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、HB-
cAb),乙肝病毒外膜大蛋白(HBV-Lp),乙肝病毒

前S1抗原(HBV-Pres1)和乙肝病毒脱氧核糖核酸

(HBV-DNA)联合检测结果进行比较,观察 HBV-
Lp检测在临床诊断治疗乙肝中的应用价值,寻求

比现有常规检测更敏感、更准确的实验室乙肝检测

方法。

1　材料与方法

1.1　研究对象

采集来自我院2016-01—2017-04感染性疾病

科的461例患者血清,78例乙肝表面抗原阴性(吸
收度A 值<1)血清标本为对照组 A;9例 HBsAg
弱阳性(吸收度A 值为1~2)血清标本为B组;201
例 HBsAg阳性(吸收度A 值>2)且 HBV-DNA含

量<5×102IU/ml的血清标本为C组;133例 HB-
sAg阳性(吸收度 A 值 >2)且 HBV-DNA 含量

(5×102~5×105)IU/ml的血 清 标 本 为 D 组;
40例HBsAg阳性(吸收度A 值>2)且 HBV-DNA
含量>5×105IU/ml的血清标本为E组。
1.2　仪器与试剂检测仪器

1.2.1　仪器　MB-580酶标仪购自深圳市汇松科

技发展有限公司;BIO-PADLFX-96实时荧光定量

PCR仪 购 自 凯 杰 生 物 工 程 (深 圳)有 限 公 司;
PW-999酶标洗板仪购自深圳市汇松科技发展有限

公司;离心机购自北京白洋医疗器械有限公司;微
孔板脱 水 仪 BIOS-401 购 自 北 京 博 奥 赛 斯 有 限

公司。
1.2.2　试剂　HBV-Lp购自北京热景生物技术有

限公司;HBV-Pres1购自上海阿尔法生物技术有

限公司;HBV-M 购自上海科华生物工程股份有限

公司。
1.3　检测方法

用酶联免疫吸附法检测 HBV-M,HBV-Lp和

HBV-Pres1,用 PCR-荧 光 探 针 法 定 量 检 测

HBV-DNA。
1.4　统计方法

将实验数据输入到Excel表中,采用SPSS18.0
软件进行统计学处理。HBeAg、Pre-S1、HBV-LP
阳性率的差异比较采用χ2检验;HBV-LP平均吸

收度A 值在不同BHV-DNA含量组间的差异比较

采用独立样本t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结果

A组和B组 HBeAg、Pre-S1和 HBV-LP均为

阴性。C 组 HBV-LP 为阳性的标本数明显多于

HBeAg为阳性的标本数和 Pre-S1为阳性的标本

数,结果比较差异有统计学意义(P<0.05),见

表1。

表1　C组HBeAg、Pre-S1、HBV-LP结果对比

检测项目 总例数 阳性例数 阳性率/%
HBeAg 201 2 1.001)

Pre-S1 201 59 29.35
HBV-LP 201 77 38.31

　　与Pre-S1和 HBV-LP阳性率比较,1)P<0.05。

D 组 HBV-LP 为 阳 性 的 标 本 数 明 显 多 于

HBeAg为阳性的标本数和 Pre-S1为阳性的标本
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数,结果比较差异有统计学意义(P<0.05),见

表2。

表2　D组HBeAg、Pre-S1、HBV-LP结果对比

检测项目 总例数 阳性例数 阳性率/%
HBeAg 133 8 6.021)

Pre-S1 133 57 42.861)

HBV-LP 133 74 55.64

　　与 HBV-LP阳性率比较,1)P<0.05。

E组 HBV-LP 为 阳 性 的 标 本 数 明 显 多 于

HBeAg为阳性的标本数和 Pre-S1为阳性的标本

数,结果比较差异有统计学意义(P<0.05),见

表3。

表3　E组HBeAg、Pre-S1、HBV-LP结果对比

检测项目 总例数 阳性例数 阳性率/%
HBeAg 40 31 77.51)

Pre-S1 40 36 90.0
HBV-LP 40 38 95.5

　　与 HBV-LP阳性率比较,1)P<0.05。

374例 HBsAg阳性(吸收度A 值>2)标本中,
HBV-LP为阳性的标本数明显多于 HBeAg为阳

性的标本数和 Pre-S1为阳性的标本数,结果比较

差异有统计学意义(P<0.05),见表4。

表4　374例HBsAg阳性标本HBeAg、Pre-S1、HBV-LP
结果对比

检测项目 总例数 阳性例数 阳性率/%
HBeAg 374 41 10.961)

Pre-S1 374 152 40.641)

HBV-LP 374 189 50.53

　　与 HBV-LP阳性率比较,1)P<0.05。

374例 HBsAg阳性(吸收度A 值>2)标本中,
随着 HBV-DNA 含量的增加 HBeAg的阳性率依

次为0.99%,6.02%,77.50%。HBeAg阳性率和

HBV-DNA的含量呈正相关性(P<0.05),见表5。

表5　HBeAg检测与HBV-DNA含量的比较

HBV-DNA含量/
(IU·ml-1)

总例数 阳性例数 阳性率/%

<5×102 201 2 1.001)

5×102~5×105 133 8 6.021)

>5×105 40 31 77.50

　　与>5×105含量组比较,1)P<0.05。

374例 HBsAg阳性(吸收度A 值>2)标本中,

随着 HBV-DNA含量的增加Pre-S1的阳性率依次

为29.35%,42.86%,90.00%。Pre-S1阳性率和

HBV-DNA的含量呈正相关性(P<0.05),见表6。

表6　Pre-S1检测与HBV-DNA含量的比较分析

HBV-DNA含量/
(IU·ml-1)

总例数 阳性例数 阳性率/%

<5×102 201 59 29.351)

5×102~5×105 133 57 42.861)

>5×105 40 36 90.00

　　与>5×105含量组比较,1)P<0.05。

374例 HBsAg阳性(吸收度A 值>2)标本中,
随着 HBV-DNA含量的增加 HBV-LP的阳性率依

次为38.31%,55.64%,95.00%。HBV-LP 阳性

率和 HBV-DNA的含量呈正相关性(P<0.05),见
表7。

表7　HBV-LP检测与HBV-DNA含量的比较分析

HBV-DNA含量/
(IU·ml-1)

总例数 阳性例数 阳性率/%

<5×102 201 77 38.311)

5×102~5×105 133 74 55.641)

>5×105 40 38 95.00

　　与>5×105含量组比较,1)P<0.05。

HBV-DNA含量与 HBV-LP的吸收度A 值的

比较分析:C 组 HBV-LP 的平均吸收度 A 值为

2.53;D组 HBV-LP的平均吸收度 A 值为5.35;
40例E组 HBV-LP的吸收度A 值为13.93。可以

看出 HBV-DNA含量的增加伴随着 HBV-LP浓度

的增加,结果比较差异有统计学意义(P<0.05)。

3　讨论

目前临床常根据不同的乙肝两对半结果模式

来判断患者传染性和病程,对乙肝进行抗病毒治疗

时,非常重视血清 HBeAg检测结果〔5〕,当检测出

HBeAg阳性结果时,认为乙肝患者体内病毒复制

旺盛,接触易被感染,一旦 HBeAg由阳性转为阴

性,即认为乙肝患者体内病毒复制减弱,病情缓解

临床 HBeAg阴性而伴有高水平的 HBV-DNA 的

慢性乙型肝炎逐渐增多。我国慢性 HBV 感染者,
尤其是肝硬化的患者中 HBeAg阴性者高达99%
以上〔6〕,有一些 HBV基因会出现前 C区域或核心

启动因子发生变异的现象,这种变异现象会造成

HBeAg合成出现障碍〔7〕,这部分慢性乙肝患者的

HBeAg检测结果不能作为判断抗病毒疗效评价的

指标。在本研究 D组和E组,HBeAg阳性率分别

为6.02%,77.50%,说明部分 HBeAg转阴的患者

体内不能完全排除 HBV 病毒复制和感染的可能,
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HBeAg转阴不能作为临床乙肝抗病毒药物治疗过

程中疗效评价和停药的唯一标准,与上述参考文献

结果一致〔7〕。
编码前S1抗原的前S1区基因含有能识别肝

脏细胞受体的基因序列,是乙肝病毒与肝脏细胞的

结合点〔8〕,介导病毒侵袭人体肝细胞,也是检测乙

肝病毒的一个指标。目前的Pre-S1抗原试剂盒都

是根据其线性结构制备成单克隆抗体,其蛋白组分

序列因易发生折叠、卷曲而出现暴露不全,难免会

出现灵敏度不高,漏检现象,Pre-S1检出率较低。
编码 HBV-LP的蛋白表位是双重拓扑结构〔9〕,根
据其双重拓扑结构制备成的单克隆抗体亲和力高,
灵敏度高,漏检率降低,HBV-LP有较高的检出率。
本研究结果显示,在 C、D、E3 组中随着 HBV-
DNA 含 量 的 增 加 Pre-S1 的 阳 性 率 依 次 为

29.35%,42.86%,90.00%;HBV-LP的阳性率依

次为 38.31%,55.64%,95.00%。HBV-LP 阳性

标本数和Pre-S1阳性标本数均随着 HBV-DNA的

含量的增加而增多,呈正相关性(P<0.05)。在相

同 HBV-DNA 含量组,HBV-LP阳性标本数量明

显多于 Pre-S1阳性标本数量,差异有统计学意义

(P<0.05),与程振波等〔10〕研究结果相同。
临床以 HBV-DNA的含量作为乙肝抗病毒治

疗的金标准〔11〕,认为 HBV-DNA阴性,表示乙肝病

人体内病毒已无复制现象,可停止治疗用药。但近

些年来,临床反应有一些患者血清 HBV-DNA 检

查阴性,停止用药后病情却会出现复发现象,经肝

脏细 胞 组 织 切 片 能 检 测 出 cccHBV-DNA 的 复

制〔12〕肝细胞具有前S蛋白的氨基酸21~47片段

的结合点,如果病毒具有完整的前S蛋白的氨基酸

21~47片段便可感染肝细胞,介导宿主的免疫应

答,前S蛋白的这一功能使其能反式激活病毒复

制。亚病 毒 颗 粒 虽 不 具 有 核 衣 壳 蛋 白 及 核 酸

DNA,但其完整的外膜内含有具有反式激活病毒

复制功能的前S蛋白,从而使亚病毒颗粒在病毒复

制包装时发挥重要作用〔9〕。抗病毒治疗的药物都

只能抑制DNA的再复制,对病毒蛋白的继续表达

无能为力,一段时间患者体内会继续存在有以病毒

DNA为模板的转录和病毒蛋白的转译表达而生成

的亚病毒颗粒,细胞内长期有亚病毒颗粒的存在会

损害肝纤维组织,使肝细胞液化和凋亡,由于亚病

毒颗粒的反式激活作用,病毒得于继续复制,最终

引起疾病复发〔13〕。在本研究,如表8所示,C 组

HBV-LP的平均吸收度A 值为2.53;D 组 HBV-
LP的平均吸收度A 值为5.35;E组 HBV-LP的平

均吸收度A 值为13.93。可以看出 HBV-DNA 含

量的增加伴随着 HBV-LP浓度的增加,差异有统

计学意义(P<0.05)。从表1结果显示,C 组有

0.99%的标本 HBeAg检测阳性,29.35%的标本

Pre-S1检测阳性,38.31%的标本 HBV-LP检测阳

性;从表2结果显示,D组有6.02%的标本 HBeAg
检 测 阳 性,42.86% 的 标 本 Pre-S1 检 测 阳 性,
55.64%的标本 HBV-LP检测阳性;从表3结果显

示,E 组 有 77.50% 的 标 本 HBeAg 检 测 阳 性,
90.00%的标本 Pre-S1检测阳性,95.00%的标本

HBV-LP检测阳性。在相同组,HBV-LP 为阳性

的标本数明显多于 HBeAg为阳性的标本数和Pre-
S1为 阳 性 的 标 本 数,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<
0.05)。C组有77例 HBV-LP阳性标本,其阳性率

为38.31%。说明在 HBV-DNA血清检测阴性时,
患者体内有可能会存在病毒外膜,有反式激活病毒

继续复制引起疾病复发的潜在危险。
总之,乙型肝炎是目前我国常见的一种病毒性

传染病,其主要损害肝脏组织,长期的慢性乙肝有

转化成肝硬化或者肝癌的隐患。乙肝病毒检查已

作为输血和血液制品的必检项目,有必要尽可能的

减少 HBV漏检概率,找出灵敏、直接、简单的检测

方法。对本研究最终检测结果进行比较分析得出

以下结论:①可以将 HBV-LP检测作为乙肝疗效

监测的一项指标,其与 HBV-DNA 有很好的相关

性,抗病毒治疗后 HBV-DNA 检测转阴时有必要

进行 HBV-LP检测,避免出现判断不准确提早停

药而出现的病情反弹现象。②HBV-LP比 HeAg
和PreS1更能灵敏的反映患者体内病毒的复制情

况,准确掌握乙肝疾病的活动状况,尤其是对进行

抗病毒治疗的e抗原检测阴性的慢性乙肝患者进行

HBV-LP检查,能更准确的反映实际病程,有助于制

定更好的治疗方案。③HBV-LP操作简单,相比较

HBV-DNA检测费用更实惠,适合基层推广应用。
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　　[摘要]　目的:探讨抑癌基因 DAPK启动子区异常甲基化模式作为潜在肿瘤标志物在白血病诊断分型中的

价值。方法:采取亚硫酸氢盐测序法(BSP)对白血病细胞株和正常人外周血白细胞中抑癌基因 DAPK 启动子的

异常甲基化模式进行分析;利用甲基化特异性PCR法(MSP)检验 DAPK 基因异常甲基化模式对于白血病诊断

的效能。结果:Jurkat、U937、HL-603种细胞株的甲基化水平和正常细胞株比较差异有统计学意义(χ2 =
90.736,P<0.05;χ2=67.493,P<0.05;χ2=753.284,P<0.05),提示肿瘤细胞的甲基化水平远高于正常细胞,
且 HL-60细胞株中的 DAPK基因甲基化水平显著高于Jurkat和 U937细胞株。ANLL用 MSP甲基化检测时特

异度、准确度和灵敏度分别为100%(61/61)、82.9%(87/105)和58.7%(27/46),未发现白血病病理分型和 MSP
诊断之间的关系。结论:抑癌基因 DAPK启动子区异常甲基化模式作为一种潜在肿瘤标志物,极大丰富了临床

诊断白血病的方法,对于白血病的诊断分型有重要的临床意义。
[关键词]　白血病;抑癌基因;DNA甲基化;DAPK基因甲基化模式;启动子
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Analysisofthevalueofabnormalmethylationpatterninthepromoter
regionofDAPKinthediagnosisofleukemia
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Abstract　Objective:ToinvestigatethevalueofabnormalmethylationpatternofDAPKpromoterregioninthe
promoterregionoftumorsuppressorgeneasapotentialtumormarkerinthediagnosisofleukemia.Method:Take
thesulfurousacidhydrogensaltsequencing(BSP)onleukemiacelllinesandnormalhumanperipheralbloodleuko-
cytesininhibitingcancergeneDAPKpromoterabnormalmethylationpatternswereanalyzed;withamethylation
specificPCR(MSP)inspectionandDAPKgenemethylationmodeforperformancediagnosisofleukemia.Result:

Jurkat,U937,HL-60threecelllinesofmethylationandsignificantdifferencecomparedwiththenormalcelllines
(χ2=90.736,P<0.05;χ2= 67.493,P<0.05;χ2= 753.284,P<0.05),indicatingthelevelofmethylationof
tumorcellsismuchhigherthannormalcells,andHL60celllinesofDAPKgenemethylationlevelwassignificant-
lyhigherthanthatofJurkatandU937celllines.ANLLwithMSPmethylationdetectionspecificdegrees,accuracy
andsensitivitywas100%(61/61),82.9%(87/105)and58.7%(27/46),leukemiaarenotfoundintherelationship
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