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肝组织中HBV cccDNA荧光定量聚合酶链
反应检测法的建立

王美容 邱宁 卢实春 修典荣 于建国 李彤 刘学恩 庄辉

【摘要】 目的 建立和优化一种灵敏、特异的检测肝组织中乙型肝炎（乙肝）病毒（HBV）共

价闭合环状DNA（cccDNA）荧光定量聚合酶链反应（荧光定量PCR）。方法 设计检测HBV DNA

（tDNA）和 cccDNA特异性引物及探针，用3.44×100～3.44×109 copies/μl含HBV全基因组序列（C

基因型）质粒作为标准品，建立荧光定量PCR检测标准曲线。取33例乙肝肝癌患者肝组织标本、

13例慢性乙肝患者肝活检组织标本和 10例非乙肝患者肝组织标本，验证该法灵敏度和特异度。

提取肝组织中 DNA，取一部分进行质粒安全ATP依赖的DNA酶（PSAD）酶切；另一部分不酶切作

为 tDNA和β-globin检测样本，分别进行HBV cccDNA、tDNA和β-globin定量检测，以β-globin为参

比，对每个细胞的HBV cccDNA和 tDNA含量进行标准化。结果 检测肝组织中HBV cccDNA

和 tDNA 定量的线型范围均为 3.44×100～3.44×109 copies/μl。检测HBV cccDNA和HBV DNA

下限均为3.44×100 copies/μl。33例乙肝肝癌患者和13例慢性乙肝患者的肝组织中HBV cccDNA

最低含量分别为 0.003 copies/cell和 0.031 copies/cell；检测 10份非乙肝肝癌患者的肝组织标本均

为阴性。应用 PSAD 消化肝组织中提取的 DNA 可减少假阳性，提高 cccDNA 检测法特异度达

7.24×102倍。对 2 例乙肝肝癌患者的肝组织标本重复检测 5 次，Ct值的变异系数为 0.224%～

0.609%。结论 该方法灵敏度和特异度高，重复性好，可用于检测肝组织中HBV cccDNA。

【关键词】 乙型肝炎病毒；共价闭合环状DNA（cccDNA）；实时荧光定量聚合酶链反应
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【Abstract】 Objective To establish and optimize a sensitive and specific quantitative real-
time polymerase chain reaction（PCR）method for detection of hepatitis B virus covalently closed
circular DNA（HBV cccDNA）in liver tissue. Methods Specific primers and probes were designed
to detect HBV DNA（tDNA）and cccDNA. A series of plasmids（3.44×100-3.44×109 copies/μ l）
containing a full double-stranded copies of HBV genome（genotype C）were used to establish the
standard curve of real-time PCR. Liver samples of 33 patients with HBV related hepatocellular
carcinoma（HCC），13 Chronic hepatitis B patients（CHB）and 10 non-HBV patients were collected to
verify the sensitivity and specificity of the assay. A fraction of extracted DNA was digested with a
Plasmid-Safe ATP-dependent Dnase（PSAD）for HBV cccDNA detection and the remaining was used
for tDNA and β-globin detection. The amount（copies/cell） of HBV cccDNA and tDNA were
measured by a real-time PCR，using β-globin housekeeping gene as a quantitation standard. Results
The standard curves of real-time PCR with a linear range of 3.44×100 to 3.44×109 copies/μ l were
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目前以核苷（酸）类似物和干扰素为代表的乙

型肝炎（乙肝）抗病毒药物，多数能有效抑制病毒复

制，降低外周血病毒载量［1，2］，但停药后可能复发，

其主要原因是HBV复制过程中形成HBV共价闭合

环状 DNA（cccDNA），在宿主肝细胞核内积聚，形

成 HBV cccDNA 池［3］，由于其半衰期长，现有抗病

毒药物不能清除，是产生耐药和停药后反跳的重要

原因［4，5］。有报道［6-8］，肝组织中 HBV cccDNA 水平

与抗病毒治疗的疗效和持续应答有关。因此HBV

cccDNA的定量检测对临床抗病毒疗效监测和治疗

方案的调整等具有重要意义。目前检测血清和外周

血单核细胞（PBMC）中 HBV cccDNA 报道较多，而

对肝组织中HBV cccDNA检测的报道较少，这与肝

组织特别是肝活检组织标本不易采集有关。本研究

根据 HBV DNA（tDNA）和 cccDNA 的结构特点，设

计特异性引物和探针，应用质粒安全 ATP 依赖的

DNA 酶（PSAD）酶切，以β-globin 为参比，对每个细

胞的HBV cccDNA含量进行标准化，应用实时聚合

酶链反应（荧光定量 PCR）检测肝组织中 HBV

cccDNA含量。

材料与方法

一、方法的建立

1. 设计 tDNA、HBV cccDNA引物和探针：参考

Singh等［9］设计的引物及探针碱基序列，扩增 tDNA

引 物 探 针（t-Taqman）能 够 检 测 松 弛 环 状 DNA

（relaxed circular DNA，rcDNA）与 cccDNA，扩增片

段长度为 376 bp。根据 rcDNA（有缺口）与 cccDNA

（闭合环状）的结构差异，设计跨 rcDNA缺口引物，

不扩增 rcDNA，只检测出 cccDNA，扩增片段长度为

367 bp。引物和探针均位于HBV基因型A～ G保守

区 域 ，应 用 BLAST 软 件（www.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST）对设计的引物进行了验证。引物和探针由

上海基康生物公司合成。序列见表 1。

2. 制 备 标 准 质 粒 DNA （ 重 组 质 粒

pBB4.5HBV1.2）：以 pBlueBac4.5 为基础构建，包含

有HBV DNA 1.2倍基因组长度，C基因型，adr亚型，

涵盖 HBV 基因组 1389～3215 nt 和 1～1969 nt 序列

（本实验室保存）。质粒培养后用质粒提取试剂盒

（上海生物技术有限公司）提取，用紫外分光光度仪

（美国 GE 公司 GeneQuant pro）在 260 nm 波长下检

测质粒总浓度（C μg/ml）及纯度。根据质粒DNA的

分子量（M）及阿伏伽德罗常数（A）计算出质粒DNA

的拷贝数（copies/μl＝C/M×A），用双蒸水进行10倍

稀释为 109～100 copies/μl 10个浓度作为标准品，建

立 cccDNA、tDNA 检测标准曲线。原浓度质粒标准

品于-20 ℃保存备用。

3. 荧光定量PCR反应体系和条件：应用质粒标

准品建立标准曲线，每个浓度的质粒分别用cccDNA

和 tDNA引物探针检测。①检测 cccDNA的反应体

系：2 μl提取的DNA经PSAD酶切后产物作为模板，

c-F（10 mmol/L）0.8 μ l，c-R（10 mmol/L）0.8 μ l，

c-Taqman（10 mmol/L） 0.4 μ l，2×conc. lightcycler

480 probe master［FastStart Taq DNA Polymerase，

reaction buffer，dNTP mix（用 dUTP 代替 dTTP），6.4

mmol/L MgCl2］ 10 μ l，PCR 水 或 灭 菌 双 蒸 水

（ddH2O）6 μ l，总反应体系 20 μ l。反应循环参数

（lightcycler 480 system，Roche 公司）：95 ℃预变性

10 min；95 ℃ 10 s，55 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，扩增45个

循环。②检测 tDNA 的反应体系：2 μl 提取的 DNA

未用 PSAD 酶切样本作为模板，t-F（10 mmol/L）

established for detecting HBV cccDNA and tDNA，and both of the lowest detection limits of HBV
cccDNA and tDNA were 3.44×100 copies/μl. The lowest quantitation levels of HBV cccDNA in liver
tissues tested in 33 HBV related HCC patients and 13 CHB patients were 0.003 copies/cell and 0.031
copies/cell，respectively. HBV cccDNA and tDNA in liver tissue of 10 non-HBV patient appeared to be
negative. The true positive rate was increasing through the digestion of HBV DNA by PSAD，and the
analytic specificity of cccDNA detection improved by 7.24×102 times. Liver tissues of 2 patients were
retested 5 times in the PCR for detecting cccDNA and the coefficience of variations on cycle threshold
（Ct）were between 0.224%-0.609% . Conclusion A highly sensitive and specific quantitative real
time PCR method for the detection of HBV cccDNA in liver tissue was established and could be used
for clinical and epidemiological studies.

【Key words】 Hepatitis B virus；HBV DNA；Covalently closed circular DNA；Real-time PCR

表1 引物及探针序列

引物/探针

tDNA引物

t-F

t-R

t-Taqman

cccDNA引物

c-F

c-R

c-Taqman

序列(5′～3′)

GCCAAAATTCGCAGTCC

AAACTGAGCCAGGAGAAA

FAM-TTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGC
C-BHQ

GGGGCGCACCTCTCTTTA

AGGCACAGCTTGGAGGC

FAM-TTCTCATCTGCCGGACCGTG-BHQ

位置

305～321

680～663

403～427

1523～1540

1890～1874

1562～1581
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0.8 μl，t-R（10 mmol/L）0.8 μl，t-Taqman（10 mmol/L）

0.4 μl，其余试剂和剂量均同 cccDNA反应体系，反

应循环参数同cccDNA检测。

4. β-globin 的检测：β-globin 是人类基因组

DNA（hg DNA）上的一种管家基因。用LightCycler

Control Kit DNA（Roche DNA Control Kit；Roche

Diagnostics）（含有引物探针）和 LightCycler480

Genotyping Master（Roche）试剂盒检测肝组织中的

β-globin，得知 hg DNA 含量，计算出肝组织细胞数

（每个细胞约含 6.667 pg 的 hg DNA）［10］，对检测的

cccDNA和 tDNA进行标准化，以β-globin为参比，获

得每个细胞的拷贝数。

二、标本采集和核酸提取

1. 标本：33 例乙肝肝癌患者（肝组织中 HBV

DNA 均为阳性），其中男性 27 例，女性 6 例，年龄

26～74岁，取自北京大学附属第三医院和北京佑安

医院。本研究取该 33例患者的肝癌组织和配对的

癌旁组织检测。13 例慢性乙肝患者（血清 HBV

DNA 均为阳性）的肝活检组织来自解放军第 88 医

院，其中男性 9例，女性 4例，年龄 17～68岁。10例

非乙肝患者（血清HBV标志物均为阴性）的肝组织

标本作为阴性对照，分别来自河南省肿瘤医院、北京

大学附属第三医院和北京佑安医院，其中男性2例，

女性 8 例，年龄 33～74 岁。所有肝组织标本均

置-70 ℃冰箱保存备检。

2. 标本的DNA提取：取约20 mg的肝癌组织或

癌旁组织，在液氮中研磨呈粉末状，按照 QIAamp

DNA Mini Kit（Qiagen GmbH，Hilden，Germany）说

明书，稍作修改（取 600 μl AW1 buffer分 2次进行洗

涤，每次 300 μ l），提取 DNA。肝活检组织按照

QIAamp DNA Micro Kit（Qiagen GmbH，Hilden，

Germany）说明书提取。应用紫外分光光度计在

260 nm波长下测定DNA浓度，置- 20 ℃冰箱保存。

3. DNA 的 PSAD 酶 切 ：PSAD（Epicentre

Technologies，Madison，WI）在弱碱性pH条件下消化

线性双链DNA、线性单链DNA和环状单链DNA，对

闭合环状双链DNA或超螺旋DNA无活性。取25 μl

DNA加入 1 μl PSAD（10 U/μl）、10 mmol/L Mg2＋、

1 mmol/L ATP、0.5 mmol/L DTT配成 50 μl弱碱性体

系，于37 ℃水浴1 h酶切消化，然后70 ℃水浴30 min

灭活PSAD酶。终产物作为检测cccDNA的反应模板。

4. 检测DNA提取效率和纯化效果：取非乙肝肝

癌患者的肝组织，核酸提取时加入已知量的标准质

粒，对未加质粒和加了标准质粒标本提取的DNA进

行PSAD酶消化，酶切产物用cccDNA引物探针进行

荧光定量PCR检测，其结果与已知量标准质粒结果

比较，检测提取效率。将已知浓度标准质粒酶切后

纯化（Biospin PCR产物纯化试剂盒，Bio-Rad公司产

品）产物，与酶切未纯化和同等量的标准质粒用

cccDNA引物探针进行Rt-PCR，比较其结果，检测纯

化的必要性。

三、灵敏度、特异度和重复性检测

1. 灵敏度：标准质粒 DNA 倍比稀释为 11 个浓

度（1010～100 copies/μl），用 cccDNA引物及探针进行

荧光定量PCR，根据扩增曲线的扩增效率及线性关

系检测其灵敏度。扩增效率是根据Lightcycler 480

System的标准曲线扩增效率得到的，即E＝10-1/斜率，

扩增效率用百分率表示，即%效率＝（E/2）×100%。

2. 特异度：取非乙肝肝癌患者的肝组织作为阴性

对照标本，加已知量的标准质粒提取 DNA，检测

PSAD 酶切前后产物。检测 HBV 阳性肝组织标本

PSAD酶切前后产物及阳性标本加已知量标准质粒的

PASD酶切前后产物。验证PSAD对 rcDNA的作用

及cccDNA引物和探针的特异度。cccDNA特异度倍

数是通过 HBV cccDNA 标准曲线计算，即 Y＝
-3.472X＋41.34（X代表标本浓度的对数，Y代表 Ct
值），酶切前、后标本用cccDNA引物探针进行检测获

得Ct值，取标本的Ct值相差最大的两个值代入标准

曲线中，得出标本原始浓度，然后两者进行比较。

3. 重复性：取3个浓度（103、105、107 copies/μl）的

质粒标准品及2例HBsAg阳性患者的肝癌组织和癌

旁组织分别做 5或 6个重复孔检测，观察 PCR内的

重复性及变异系数（CV%）；同时对 1例HBsAg阳性

患者的肝癌组织及癌旁组织进行 3 次定量 PCR 检

测，观察重复性及CV%。

结 果

1. 检测肝组织 cccDNA 和 tDNA 标准曲线的建

立：检测 cccDNA 标准曲线为 Y＝-3.472X＋41.34，

线性范围为 3.44×100～3.44×109 copies/μl，扩增效

率百分率为 97%（图 1）；检测 tDNA标准曲线为Y＝
-3.432X＋41.56，线性范围为 3.44×100～3.44×109

copies/μl，扩增效率百分率为98%（图2）。

2. 提取效率和纯化效果检验：阴性对照组织中

加入已知量（106 copies/μl）标准质粒后提取DNA，相

当于标准质粒10倍稀释，酶切时再稀释2倍，然后与

2倍稀释的105 copies/μl标准质粒样本进行荧光定量

PCR，两者Ct值分别为 23.63±0.24 和 22.94±0.10，
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说明组织提取效率良好（图 3）。对已知量（106 与

105 copies/μl两组）的标准质粒样本PSAD酶切后产

物（相当于稀释了2倍）进行纯化，与同等量2倍稀释

的标准质粒样本进行PCR比较；纯化组106 copies/μl

与 105 copies/μl Ct值分别为 21.88±0.09 和 26.13±

0.10，标准质粒组分别为19.39±0.60和23.04±0.11，

可见纯化后大量DNA丢失，DNA浓度下降，Ct值上

升；而PSAD酶切后未纯化样本Ct值分别为19.42±

0.00和 23.18±0.18，与标准质粒组比较，基本一致，

说明酶切后不纯化对 cccDNA的正常扩增无影响。

纯化可导致大量DNA丢失，不能准确检测出样本中

HBV DNA含量，因此，不采用酶切后纯化（图4）。

3. 特异度分析：非乙肝患者肝癌组织及癌旁组

织中均未检出 cccDNA和HBV DNA，乙肝后肝癌患

者肝组织中均能检测到 cccDNA和HBV DNA，说明

荧光定量检测方法的特异度较好（图3）。

由于 rcDNA正负链5′端的部分重叠互补，尤其

在 rcDNA含量很高的情况下检测cccDNA，很容易导

致假阳性，所以采用PSAD酶对 tDNA样本消化，去除

rcDNA的影响。为了验证PSAD酶作用的特异性，取

3.44×105/μl与 3.44×106/μl标准质粒进行PSAD酶

切，与2倍稀释原浓度标准质粒同时进行cccDNA定

量检测，前者 Ct值分别为 23.18±0.18 和 19.42±

0.00；后者Ct值分别为23.04±0.11和19.39±0.60，可

见PSAD酶不会消化降解cccDNA（图4）。

用 tDNA引物及探针对1例HBsAg阳性乙肝后

肝癌患者癌组织及癌旁组织酶切前后产物进行定量

PCR，结果肝癌组织及癌旁组织酶切前的Ct值分别

为 23.80±0.15和 26.64±0.02，酶切后的Ct值分别为

26.12±0.11和34.98±0.14，可见酶切前浓度大于酶切

图1 检测肝组织cccDNA荧光定量PCR扩增曲线（A）

和标准曲线（B）

图2 检测HBV tDNA荧光定量PCR扩增曲线（A）

和标准曲线（B）

注：δ6：阴性对照肝组织中加入 106 copies/μl的标准质粒PSAD

酶切后样本；ε5：105 copies/μl的标准质粒2倍稀释样本；＃9234N、

＃9234N切分别表示阴性对照肝组织PSAD酶切前后样本

图 3 提取效率检验

注：α6、α5分别表示106 copies/μl与105 copies/μl标准质粒2倍稀

释标本；β6、β5分别表示 106 copies/μl与 105 copies/μl标准质粒PSAD

酶切后标本；γ6、γ5分别表示 106 copies/μl 与 105 copies/μl 标准质粒
PSAD酶切后纯化标本

图4 纯化效果检验
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后，说明 PSAD 酶能消化降解 rcDNA，增加了检测

cccDNA 特异度。用 cccDNA 引物及探针检测 2 例

HBsAg阳性乙肝后肝癌患者肝癌组织及癌旁组织酶切

前的Ct值分别为27.42±0.09和26.83±0.03，27.14±

0.03和26.68±0.03；酶切后的Ct值分别为33.60±0.17

和31.97±0.07，37.07±0.97和33.63±0.06；可见PSAD

酶切可提高cccDNA检测特异度达7.24×102倍。

4. 灵敏度分析：从检测cccDNA和 tDNA荧光定

量PCR标准曲线可见，曲线线性关系和扩增效率良

好：线性范围为 3.44×100～3.44×109 copies/μl，扩

增效率为 97%～98%，最低检测下限是 3.44×100

copies/μl，检测肝组织标本中 cccDNA 最低含量为

0.003 copies/cell。

5. 重复性分析：标准质粒 3 个浓度（103、105、107

copies/μl）及1例HBsAg阳性患者（＃1032）肝癌组织和

癌旁组织标本进行5或6个重复孔的cccDNA检测，Ct
值分别为 29.29± 0.10、21.85 ± 0.08、14.70 ± 0.05、

33.60 ± 0.17 和 31.97 ± 0.07，CV%分别为 0.352%、

1.928%、0.362%、0.502%和0.224%。样本＃3386的肝

癌组织及癌旁组织分别进行3次定量PCR检测，Ct值
分别为25.97±0.17和35.16±0.16，CV%分别为0.661%

和0.458%，可见荧光定量PCR法重复性良好（表2）。

6. 临床标本检测：10例非乙肝患者肝组织均未

检测到 cccDNA 和 HBV DNA。2 例 HBsAg 和血清

HBV DNA 均阴性的肝癌患者肝组织中均检测到

cccDNA和HBV DNA，肝癌组织cccDNA和 tDNA含

量分别为（0.004 和 0.116、0.010 和 0.030）copies/cell，

癌旁组织 cccDNA 和 tDNA 含量分别为（0.007 和

0.147、0.009 和 0.036）copies/cell。目前检测的 33 例

HBsAg 阳性肝癌患者中，1 例癌组织中检测到

cccDNA 最 低 含 量 为 0.003 copies/cell，tDNA 为

0.007 copies/cell；另 1例癌组织检测到 cccDNA 最高

含量为 27.110 copies/cell，tDNA 为 1255.083 copies/

cell。13 例慢性乙肝患者肝活检组织中 cccDNA 和

HBV tDNA 水平中位数值分别为 0.393（0.031～

6.482 copies/cell）和 6.199（0.195～1403.120 copies/

cell），两者对数值水平有显著相关性（r＝0.740，P＝
0.004）；分别与血清HBV DNA对数值水平呈显著相

关性（r＝0.889，P＜0.05；r＝0.849，P＜0.05），与 ALT

水平相关性不大（P＞0.05）。

讨 论

HBV cccDNA是该病毒在宿主肝细胞内建立感

染状态和病毒复制最重要的标志之一。肝细胞内

cccDNA的存在是慢性乙肝抗病毒治疗过程中产生

药物耐受和停药反跳的重要原因［4，5，12］，血清 HBV

DNA水平不能真实反映肝组织内HBV感染及复制

情况，因此建立一种灵敏、特异、可靠的方法检测肝

组织内 cccDNA和HBV DNA有非常重要意义。检

测 cccDNA的技术不断发展，从复杂Southern blot法

到巢式聚合酶链反应，嵌合引物两步法荧光定量［12］、

选择性实时荧光定量 PCR 扩增法［9］、非 PCR 扩增

法-侵入式检测法［10］等，结合PSAD、S1酶、绿豆核酸

酶等对 ssDNA、rcDNA、整合 DNA 等其他形式的

DNA 进行消化，不断提升检测的灵敏度、特异度。

每种方法均有其长处和不足，例如：嵌合引物两步法

进行两次PCR，增加了外源性污染的机会，同时增加

了分析数据结果的难度；侵入式检测法的反应体系

及过程过于复杂，不利于掌控。

本研究参考 Singh 等［9］建立的实时荧光定量

PCR，引用该研究设计的特异性引物和探针序列，用

广泛应用的Taqman水解探针代替双杂交探针，通过

优化反应体系和条件，建立了检测 cccDNA和HBV

DNA线性关系良好的标准曲线。Singh等［9］设计的

引物是通过比较A～F 6个基因型得出的高保守片

段，实际应用于临床标本检测时，可将大部分基因型

的标本检出。为增强cccDNA检测的特

异度，本研究采用了PSAD酶消化肝组

织 tDNA，PSAD酶对 ssDNA、rcDNA、整

合 的 DNA 等 具 有 消 化 作 用 ，而 对

cccDNA 无作用，从而大幅度提高了方

法的特异度至7.24×102倍。同时，设计

内部参照，检测肝组织中β-globin 基因

含量，计算出不同样本所含细胞数，将

HBV DNA和 cccDNA定量为每个细胞

的拷贝数，从而使组织构成异质性较大

的样本具有良好的可比性。Singh等［9］

表2 荧光定量PCR重复性检测结果

质粒浓度(copies/μl)

3.44×107

3.44×105

3.44×103

样本编号

#1032T b

#1032NT b

#3386T b

#3386NT b

#3386T c

#3386NT c

注：T、NT分别表示肝癌组织、癌旁组织；b、c分别表示PCR内和PCR间的重复性检测

Ct值

14.72 14.76 14.69 14.73 14.62

21.74 21.94 21.91 22.80 21.87

29.19 29.25 29.23 29.36 29.44

33.75 33.61 33.65 33.49 33.78 33.33

31.95 32.06 31.98 31.86 31.92 32.01

26.02 26.09 25.98 25.69 26.04

35.21 35.32 35.35 35.49 35.64

26.00 26.23 26.13 25.69 25.83 25.78 26.02 25.98 26.04

35.00 34.83 35.12 35.20 35.20 35.22 35.21 35.32 35.35

x±s

14.70±0.05

21.85±0.08

29.29±0.10

33.60±0.17

31.97±0.07

25.96±0.16

35.40±0.17

25.97±0.17

35.16±0.16

CV(%)

0.362

1.928

0.352

0.502

0.224

0.609

0.470

0.661

0.458
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检测方法的最低下限是 2.5×101拷贝/反应，检测到

肝细胞内最低 cccDNA水平是 0.05 copies/cell；本研

究的检测范围是 3.44×100～3.44×109 copies/μl，检

测到肝细胞内最低 cccDNA 含量为 0.003 copies/

cell，可见本研究的检测下限低于Singh等方法，灵敏

度更高。其原因是：Singh等在 PSAD酶处理后，对

酶切后标本纯化，可能产生两种不利影响：①使原本

含量就较低的 cccDNA进一步丢失，导致假阴性；②

不同的样本进行该处理时，cccDNA 丢失程度可能

不同，影响了结果的可比性。本研究通过对已知量

的标准质粒酶切前后未纯化及酶切后纯化比较，发

现前两者结果基本一致，而酶切后纯化则明显降低

核酸浓度，说明酶切后样本不需纯化，不纯化对

cccDNA 的检测无显著影响，并能更准确反映样本

中核酸含量。对3个浓度的标准品及阳性标本的多

个重复孔及同一样本的多次PCR来检测，其变异系

数分别为0.352%、1.928%、0.362%、0.502%、0.224%、

0.661%和0.458%，可见重复性良好。

本研究在非乙肝后肝癌患者肝组织中未检测到

cccDNA，说明本检测方法特异度良好。HBsAg阳性

肝癌患者中可检测到 cccDNA 0.003～27.110 copies/

cell，与以往报道（5～50 copies/cell）基本一致［14］。在

血清HBsAg和HBV DNA均阴性肝癌患者的癌组织

及癌旁组织中检测到 cccDNA，说明血清 HBsAg 和

HBV DNA均阴性不能真实反映患者的HBV感染情

况。有报道慢性乙肝患者经抗病毒治疗后，一些

HBsAg 转阴、血清 HBV DNA 在检测限以下或者

HBeAg发生血清学转化的患者，其肝组织中仍可检

测到 cccDNA和HBV DNA ，且以 cccDNA占主要形

式［14-18］，表明肝组织内cccDNA的定量检测有重要临

床意义，可评价：①抗病毒药物疗效及持续应答情

况；②HBV感染状态及其传染性指标［19］；③可否引

发肝癌［20］；④是否肝外组织感染的客观指标［21，22］；⑤

肝移植后肝脏是否再感染的指标［23，24］。

本研究采用特异性引物及探针建立了检测

HBV cccDNA 和 tDNA 的实时荧光定量 PCR，用

PSAD 酶切增加检测 cccDNA 的特异性，以β-globin

为参比，标准化每个细胞的HBV cccDNA含量，使定

量更准确。本法灵敏度和特异度高，重复性好，可用

于慢性乙肝患者肝活检组织HBV cccDNA和 tDNA

的检测，对肝组织内HBV cccDNA 的监测及评估临

床抗病毒疗效和预测持续应答等均有重要意义。
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