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．实验室研究·

人卵巢组织中HBV DNA和HBV cccDNA的

表达与HBV宫内感染的相关性研究

余敏敏顾小军 夏茵 王根菊 阚乃颖 吴凯华

【摘要】 目的研究人卵巢组织中乙型肝炎病毒(HBV)DNA、HBV共价闭合脱氧核糖核酸

(cccDNA)表达与HBV宫内感染的相关性。方法采用荧光定量聚合酶链反应方法(FQ—PCR)检

测33例HBV DNA阳性孕妇卵巢组织中的HBV DNA和HBV cccDNA。采用化学发光法检测相

应33例婴儿出生当日和1月龄外周血血清乙型肝炎病毒标志物(HBVM)，FQ．PCR法检测婴儿血

清HBVDNA含量。结果33例卵巢组织中HBVDNA和HBV cccDNA总阳性率为51．52％(17／

33)。婴儿宫内感染率为12．12％(4／33，4例均为肝功能正常的孕妇)。婴儿母亲卵巢组织中HBV

DNA和HBV cccDNA均阳性时，宫内感染率比HBVDNA、HBV cccDNA均阴性时显著升高(P<

0．05)。宫内感染婴儿较非宫内感染婴儿母亲卵巢组织中HBV cccDNA的表达水平和阳性率明显

升高(P<0．01和P<0．05)。结论HBV可感染人卵巢组织并在其中复制，且有可能通过卵细胞

垂直传播至子代。
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【Abstract】 Objective To investigate the relationship between hepatitis B virus(HBV)

deoxyribonucleic acid(DNA)and HBV covalently closed circular DNA(CCCDNA)irl the ovary and

HBV intrauterine infection．Methods HBV DNA and HBV CCCDNA were assayed in the ovaries of

33 pregnant women who were positive for HBV DNA，tested by Fluorescent quantimtive polymerase

chain reaction(FQ．PCR)．The level of HBV mark(HBVM)and the content of HBV DNA in

peripheral blood of infants were measured by chemoluminescence and FQ-PCR methods respectively．

Results The overall positive rate for both HBV DNA and HBV CCCDNA in ovarian samples was

51．52％(17／33)．The rate on intrauterine infection among infants was 12．12％(4／33)and all the 4

infected infants were delivered from mothers with normal hepatic function．When HBV DNA and

HBV CCCDNA were both positive．the rate of intrauterine infection in infants was significantly higher

than those who were with both negative results(P<0．05)．Levels of HBV CCCDNA and the rate of

positive samples were significantly higher in mothers with infants who appeared to have had

intrauterine infection than those did not(P<0．01 and<0．05，respectively)．Conclusion HBV

infection could be discovered in the human ovary and might be transmitted to the filial generation via

OVUm．
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乙型肝炎(乙肝)病毒(HBV)母婴垂直传播的

方式包括宫内、产时及产后感染⋯。其中宫内感染

的确切机制尚不清楚，可能的传播途径有血源性感

染即通过胎盘传播；细胞源性感染即通过外周血单
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个核细胞传播陋1；种系传播或遗传传递，即HBV经

卵子、精子、受精卵传播。母婴HBV垂直传递是指

受到HBV感染的卵细胞，与正常精子受精，使子代

获得HBV DNA成为HBV携带者或者发病，这是一

种尚有争议和机制未明的传播方式。由于获得卵细

胞较为困难，对HBV感染卵细胞的研究还很少。目

前研究发现，慢性乙肝妇女卵巢组织中有HBsAg、

HBeAg和DNA的存在b‘53。本研究通过检测HBV
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DNA阳性孕妇卵巢组织中HBV DNA和HBV共价

闭合脱氧核糖核酸(cccDNA)，探讨HBV在卵巢组

织中持续存在和复制且通过卵细胞传递至子代的可

能性。

对象与方法

1．研究对象：来自2008年1月至2010年1月在

东南大学附属第二医院产科接受剖宫产手术的单

胎孕妇及其婴儿共33对，孕妇年龄21～39岁，产前

检查HBsAg、HBeAg均阳性，HBV DNA定量>

1．0×106 copies／ml，术中探查发现卵巢囊性、实性或

囊实性肿块考虑为卵巢良／恶性肿瘤需要切除病灶

或卵巢。其配偶HBsAg、HBeAg均阴性，HBV DNA

定量<5．0×102 copies／ml。所有婴儿均予人工喂
养。剔除标准：有先兆流产及先兆早产史；术前B超

提示胎盘位置异常或胎盘早剥；孕妇血清丙型肝炎

病毒、丁型肝炎病毒、艾滋病病毒、巨细胞病毒、EB

(Epstein—Barr)病毒阳性；胎儿宫内窘迫史；6个月内

使用过抗病毒药物或其他影响免疫功能的药物。患

者及家属签订知情同意书，研究方案经东南大学附

属第二医院医学伦理委员会审核通过。

2．研究方法：33份离体卵巢组织一部分立即予

以福尔马林固定后送常规病理检查，另一部分快速

置一70℃冰箱保存，标本由专人统一检测。采用

FQ—PCR法检测HBV DNA、HBV cccDNA。核酸扩

增检测试剂盒购自北京索奥生物医药科技有限公

司，血清HBV DNA核酸扩增检测试剂盒购自上海

科华生物工程有限公司。试剂盒灵敏度均为5．0×

10～1．0×109 copies／ml。取检测结果对数值进行统

计学分析。HBVM(HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、

HBcA-b)检测采用化学发光法，试剂由美国Abbott公

司提供。操作均严格按说明书进行。

(1)卵巢组织DNA提取：取冰冻卵巢组织，用生

理盐水洗净组织表面的血液，再用PBS液反复冲洗，

末次洗液PCR检测HBV DNA阴性。取每份卵巢组

织各约50 mg，分别置1．5 ml离心管中，加入核酸提

取液B 50 ul充分混匀(提取液用前需室温溶解并充

分混匀)，用研磨器充分研磨后100℃裂解10 min，

13 000 r／min离心3 min。

(2)HBV DNA、HBV cccDNA检测：严格按说明

书操作。HBV cccDNA测定上游引物：5’一CGA

CCG ACC TTG AGG CAT AC一3’；下游引物：

5’一AGA GTAACT CCA CAG AT／AGC TCC一3’；荧

光探针：FAM一5’CAC CTC TGC CTA ATC ATC

·179·

’I‘C’I⋯I’G’I”I’C一3’一’IAMRA。

分别取HBV-PCR、HBV-cPCR MIX Taq酶系，

室温融化并振荡混匀后，10 000 r／min离心10 S。分

别配制PCR、cPCR反应液，将处理后样品、HBV阳

性定量质控品和阴性质控品各4¨l加入分装有反

应液的反应管中，10 000 r／min离心30 S后上机检

测。同时设PBS液为空白对照，取患卵巢良恶性肿

瘤、HBsAg阴性、剖宫产孕妇的卵巢组织5例作阴

性对照，HBsAg、HBeAg均阳性，HBV DNA定量>

1．0×106copies／ml的非孕妇女的活体肝组织(肝穿
法获得)5例为阳性对照。

新生儿出生后、注射疫苗前抽股静脉血4 ml送

检HBVM及HBV DNA，后立即注射重组酵母基因工

程乙肝疫苗(HBVac，中国华北制药股份有限公司，规

格每支10 I．tg)20 gg和乙肝免疫球蛋白(HBIG，中国
四川I成都蜀阳制药厂，规格每支200 IU)200 IU，15 d

后再注射HBIG 200 IU，1、6月龄时再次注射HBVac

20“g，1月龄复查HBVM及HBV DNA。HBV宫内

感染诊断标准：新生儿出生时血清HBsAg和(或)
HBV DNA阳性并持续至1月龄。

3．统计学分析：用SPSS 13．0软件统计分析。计

量资料两组间比较采用t检验，分类资料采用f检验

或四格表确切概率法。变量间的相关性分析采用

Spearman等级相关分析。

结 果

1．HBV宫内感染情况：33例婴儿出生时感染6

例，其中4例持续至1月龄，婴儿宫内感染发生率为

12．12％(4／33)。

2．卵巢组织中HBV DNA和HBV cccDNA表达

及其与婴儿发生HBV宫内感染的相关性：共获得满

足条件的病变卵巢组织33份。其中HBV DNA阳性

12份，HBV cccDNA阳性14份(图1)。其结果表达

模式有4种。A：HBV DNA、HBV cccDNA同时阴

性，B：HBV DNA阳性、HBV cccDNA阴性，C：HBV

DNA阴性、HBV cccDNA阳性，D：HBV DNA、HBV

cccDNA同时阳性，其不同表达模式与婴儿发生

HBV宫内感染的相关性提示(表1)，卵巢组织中

HBVDNA或(和)HBV cccDNA总阳性率为51．52％

(17／33)。随着两者表达类型的升级，其宫内感染率

也逐渐升高，两者呈正相关，Spearman分析r=0．431，

P=0．012。但只有D与A比较的差异有统计学意义，

Z2=6．061，P=0．014。HBsAg阴性孕妇的5例卵巢组
织HBV DNA和HBV cccDNA均未表达，HBsAg阳
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性的非孕妇女的活体肝组织5例均为阳性。

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

循叫、次数

图1部分卵巢组织标本HBV DNA(A)和HBV cccDNA(B)

的扩增(FQ．PCR法)

表1卵巢组织HBVDNA和HBV cccDNA的

不同表达模式与婴儿HBv宫内感染的关系

注：x2(A：C)----3．36，P=0．067；f(A：D)----6．061，P=O．014；

f(B：C)=o．686，P=0．408；f(B：D)=1．333。P=0．248；f(c：D)=
0．280，P=0．597

3．宫内感染与卵巢组织中HBV DNA和HBV

cccDNA的表达水平和阳性率比较：宫内感染婴儿

较非宫内感染婴儿母亲卵巢组织中HBV cccDNA的

表达水平和阳性率均明显升高，但HBV DNA的表

达水平和阳性率的差异无统计学意义(P>0．05)，而

HBV cccDNA的表达水平和阳性率的差异均有统计

学意义(P<0．01和P<0．05)，见表2。

表2婴儿宫内感染与卵巢组织中HBVDNA和HBV

cccDNA的表达水平及阳性率的关系

注：两组卵巢HBVDNA水平比较，￡=I．707，P=0．098；阳性率

比较，x2----2．936，P=O．087；HBV cccDNA水平比较，t=5．018，P=

O．003；阳性率比较，f=6．177，P=0．013

4．孕妇血清HBV DNA水平与卵巢组织HBV

DNA、HBV cccDNA表达水平的比较：33例孕妇血

清HBV DNA平均对数值为(7．74±O．56)copies／ml，

卵巢组织中HBV DNA、HBV cccDNA平均对数值分

别为(1．39±1．91)copies／ml和(1．48±1．81)copies／ml，

两者差异无统计学意义(￡=一0．207，P=0．837)，但均

显著低于血清HBV DNA水平(￡=18．324、18．996，

P=0．000)。

5．孕妇不同血清HBV DNA水平与卵巢组织

HBVDNA、HBV cccDNA阳性率、宫内感染率比较：

孕妇血清HBV DNA水平>1．0×108copies／ml时，卵

巢组织HBV DNA、HBV cccDNA表达概率、宫内感

染率明显增加，但与<1．0×108copies／ml组比较，差

异无统计学意义(P>0．05)。孕妇血清HBV DNA

水平与宫内感染率之间呈正相关，Spersman分析

r=0．894，P=0．000。见表3。

表3孕妇不同血清HBV DNA水平与卵巢组织HBV
DNA、HBV cccDNA阳性率、宫内感染率的比较

注：两组卵巢组织HBV DNA阳性率比较，f=3．464，P=0．063；
HBVcccDNA阳性率比较，x2=O．337，P=0．561；两组宫内感染率比

较，f=0．836，P=0．361

6．孕妇肝功能对HBV宫内感染的影响：33例孕

妇中肝功能异常者胎儿宫内感染率为0％(0／10)，肝

功能正常者胎儿宫内感染率为17．39％(4／23)，)c2=
1．979，P=0．216。

讨 论

1．HBV感染卵巢的证据：近年研究发现许多肝

外组织和脏器存在HBV(检测到HBV DNA或乙肝

抗原)[6’“，提示该病毒具有泛嗜性哺。1⋯。有学者发现

HBV在肝外侵犯的主要器官是肾脏，卵巢属于生殖

系统，与泌尿系统均起源于体壁中胚层，根据HBV

的生物学特性和卵巢组织的生理特征，认为HBV感

染卵巢组织进而可能感染生殖细胞一】。目前已有多

项研究在慢性乙肝妇女的卵巢组织或卵泡细胞中检

测出HBsAg、HBeAg和HBV DNA【3。川。提示HBV

可以感染卵巢或卵细胞。本研究检测33例孕妇卵

巢组织中HBV DNA和HBV cccDNA，结果12例

HBVDNA阳性，14例HBV cccDNA阳性，两者表达

水平的差异无统计学意义，但均较血清HBV DNA

的水平明显降低，推测其原因可能是大量病毒在肝

细胞内复制后首先释放入血，后继经血循环感染卵

巢，因卵巢不是HBV特异的靶器官，故感染机会及

病毒数量减少，提示卵巢感染HBV与病毒复制不呈
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平行关系，血清HBV DNA不是评价HBV经卵细胞

垂直传播的有效指标。推测卵巢除经血液途径感染

HBV外，可能还存在其他感染途径和机制。HBV

cccDNA是HBV的原始复制模板。Chen等”23认为，

血清中cccDNA是由肝细胞损伤后释放至血液中，

与血清HBV DNA相比，HBV cccDNA能更精确地

反映病毒存在及复制状态。因此，卵巢组织中检测

到HBV cccDNA，不仅说明卵巢组织被感染，而且提

示HBV在其中装配和复制。本研究为HBV在卵巢

组织的感染和复制提供新的证据。

2．卵巢组织中HBV cccDNA在HBV宫内感染

中的作用：目前少有HBV在卵巢组织表达的研究报

道，且研究对象主要是乙肝非孕妇的卵巢组织，故仅

证实卵巢可能被HBV感染，无法证实HBV是否能

够通过卵细胞传递至子代。关于HBV在孕妇卵巢

组织表达的报道罕见，Lou等⋯!通过检测68例

HBsAg阳性孕妇卵巢组织中的HBsAg表达，发现卵

巢组织HBV感染与宫内感染无明显的相关性。

HBsAg是HBV的外膜蛋白，常作为免疫组化检测的

HBV标志蛋白，但表达较少，且免疫组化检测方法

不够敏感，不能定量，易出现假阴性。而PCR方法

敏感性高，可以检测微量的HBV DNA和HBV

cccDNA，但无法定位，因卵巢问质血管丰富，组织中

含有血液，故特异性差，有一定假阳性率。本研究采

用生理盐水、PBS液反复冲洗，直至末次洗液PCR检

测HBV DNA阴性以减少假阳性。

由于HBV具有很强的嗜肝细胞特性，卵细胞并

不是其特异的靶细胞，目前的研究发现卵巢组织有

HBV DNA的存在，只能说明HBV能感染卵巢组织，

但是否在其内复制循环尚未可知。cccDNA是HBV

原始复制模板，代表着具有感染、复制和装配的能

力，对HBV的复制及感染状态的建立具有十分重要

的意义npl61。目前，HBV cccDNA的检测方法日趋

成熟n7‘2引。Sung等陉¨检测47例接受拉米夫定治疗

的慢性乙肝患者肝组织cecDNA，认为可作为预测

持续性病毒应答指标，其准确性优于血清HBV

DNA检测，更能反映病毒活跃复制的状态。本研究

采用荧光PCR定量法检测乙肝孕妇卵巢组织中
HBV DNA和HBV cccDNA的表达，并与婴儿宫内

感染情况做比较。结果两者的表达与婴儿发生

HBV宫内感染之间呈正相关，卵巢组织中同时检测

到HBVDNA和HBV cccDNA与两者均阴性比较，

婴儿发生宫内感染的危险性增加(P<0．05)。HBV

cccDNA阳性者宫内感染率要高于HBV DNA阳性

者，但差异无统计学意义(P>O．05)。

本研究还观察到，宫内感染婴儿与非宫内感染

婴儿其母亲卵巢组织中HBV cccDNA的表达水平和

阳性率的差异均有统计学意义(P<O．Ol和P<

0．05)。提示宫内感染与卵巢组织中HBV cccDNA

的表达密切相关。推测HBV cccDNA在卵巢组织感

染HBV的过程中起关键作用，不仅是HBV感染卵

巢及其复制的敏感指标，也是预测垂直遗传的重要

依据。另外还观察到，当血清HBV DNA>108

copies／ml时，宫内感染率增加，但与<1．0×108

copies／ml组比较，差异无统计学意义(尸>0．05)，可

能与本研究例数较少有关。孕妇血清HBV DNA水

平与宫内感染率之间呈正相关，提示母亲血清HBV

DNA水平是婴儿宫内感染的相对独立危险因素，经

血液途径感染仍是母婴传播的主要途径n“。值得注

意的是，10例肝功能异常孕妇的胎儿未发生宫内感

染，而肝功能正常孕妇的胎儿宫内感染率为

1 7．39％，但差异无统计学意义(P>O．05)。提示肝功

能异常孕妇虽然处于免疫清除期，但如不伴随HBV

DNA的下降，则对宫内感染率无明显影响。

本研究例数偏少，且检测的是卵巢组织而非卵

细胞中的HBV cccDNA，检测方法也存在一定不足，

故不能完全肯定卵巢组织中HBV cccDNA在HBV

垂直遗传中的作用，但至少说明卵巢组织中如存在
HBV cccDNA，则卵子感染HBV的可能性增加，遗

传风险也将增加。说明HBV经卵巢一卵细胞一子代

的母婴传播途径在其母婴传播中仍占据一定地位。
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