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摘要
近年来应用即时荧光定量PCR技术对慢性乙型肝炎患者

体内病毒载量动态变化进行分析, 结合临床症状、肝功能

以及相关资料, 不仅有助于探讨乙肝致病机制, 而且有助于

判断慢性感染的进程和临床结局. 根据不同患者病毒载量

动态变化规律、耐药性和病毒准种的特点及其临床意义,

适时调整治疗策略, 进而指导临床医师开展有针对性的个

体化抗病毒序贯治疗.
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0   引言

目前国内外盛行的干扰素、核苷类似物(如：拉米夫
定, 以下简写为3TC)治疗急性和慢性乙型肝炎取得了较
好的抗病毒治疗效果, 但是由于病毒准种变化、耐药性
产生以及针对干扰素中和抗体的出现, 也可导致抗病毒
治疗的失败, 在一定程度上限制了他们的应用[1]. 近来随
着核酸定量技术的发展, 我们能够即时检测病毒在体内
复制、表达的动态变化, 这样患者在接受抗病毒治疗过
程中, 使我们可以进一步及时监测患者体内病毒的水平,
并和患者肝功能和相关临床指标进行比较, 从而对及时
了解病情的进展, 更好的指导临床进行针对性、个体化
治疗[2-5]. 本文就慢性乙肝接受抗感染治疗过程中, 病毒
载量、耐药性等的研究方法、他们的动态变化特点和
临床意义等内容进行综述.

1   病毒载量检测与ALT水平以及免疫学指标的相互关系

在慢性乙型肝炎的治疗过程中, 临床医师通常把血清
HBV 病毒载量水平、免疫学指标、ALT 水平等作为
评价抗病毒疗效的指标. 在此基础上对乙型肝炎的病原
学诊断、疾病进程和预后进行分析. 病毒载量一般指

每毫升血清(浆)中病毒拷贝数, 也可用于表示单位肝脏组
织中病毒含量. 病毒载量可以通过测定病毒基因组来确定.
目前即时荧光定量PCR方法可以达到标准化、简单化、自
动化以及同时对多种已知病毒株进行定量分析[6, 7], 已经改
变了我们对乙肝病毒感染的传统认识.
对慢性活动性肝炎(CAH)干扰素（以下简写为IFN）治
疗期间的研究显示[8], 抗-HBc IgM和病毒载量有很好的相
关性. 比较乙肝患者免疫指标与血清HBV DNA 水平, 发现
HBeAg阳性患者血清HBV DNA 显著高于阴转和HBsAg携
带者；康复患者血清HBV DNA低于可检出水平. 但是, 乙
肝病毒的表达和机体的免疫反应的强弱受多种因素的影响,
免疫学指标与临床现象及病毒载量有可能不完全吻合[9-11].
由于抗病毒药物的广泛使用, 病毒变异的广泛存在, 仅仅依
靠免疫学指标已经不能完全解释许多临床现象. 血清学检
测不能完全代替病毒载量的检测. 病毒载量定量检测相对
于病毒定性检测是一大进步, 使我们能够比较清楚地了解
病毒在体内的致病作用, 在病因、疾病进程、预后和传染
性分析等方面弥补了免疫学方法的不足.

        病毒载量是比血清学更加量化的指标. 目前, 病毒载量

在反映临床现象及其变化趋势方面, 比血清学指标可能更

加准确和灵敏. 他不仅仅是作为血清学指标的必要补充和

参考依据. 实际上, 病毒载量单项测定也有重要参考价值.

报道认为[12], HBeAg阳性患者的病毒载量比HBeAg阴性患

者高. 在HBeAg阴性的患者中, 血清HBV DBA水平与丙氨

酸转移酶（ALT）活性高度相关. HBV DNA水平小于105/

mL, ALT水平一般表现为正常；大于107/mL, ALT一般表

现为升高. 与病毒载量低的患者相比, 病毒载量高的患者,

更可能进展为肝内肿瘤转移和中度或重度活动性肝炎[18].

病毒载量也能反映患者的传染性, 甚至比HBeAg更灵敏.

       Nagata et al [13]连续观察了慢性乙型肝炎患者接受
INF治疗期间和治疗后 18 mo 内的血清病毒载量的动
态变化. 治疗4 wk后对 INF无反应性的患者和有反应
的患者病毒载量有明显的差别. 他们还发现即使抗
HBs 抗体已经阴转, HBV DNA检出率仍很高. Schlaak
et al[14]通过血清HBV DNA定量测定, 发现白介素-12
(IL-12)对 HBV诱导的免疫反应的共刺激作用与病毒
载量有关. 这些研究说明, 病毒载量实时、动态检测可
以帮助我们判断一种药物的抗病毒效果, 分析机体免
疫反应的机制. 对尽早预测治疗方案的可行性, 以便及
时调整治疗策略, 也有积极意义.



2   病毒载量动态检测与乙型肝炎病毒感染动力学研究
Ribeiro et al [15]认为在研究病毒水平的动态变化时, 引入
一些数学分析模型及方法非常重要, 他们有助于我们理
解体内病毒复制. 病毒清除以及HBV感染细胞的转换
(Virus-infected cell turnover)的动态变化. 在此基础上, 我
们可以设计更有效的治疗方案, 更重要的是这些方法不
仅是确定药物治疗有效性的定量手段, 而且使我们能深
入阐明抗病毒药物（如干扰素, 3TC）的作用机制. 特
别是有助于阐明病毒学因素动态变化与治疗效果之间
的相关性. 更重要的是了解病毒感染动力学过程, 可以
更清楚的理解病毒感染发生、发展、转归以及药物
治疗效果, 因而直接指导临床抗病毒治疗. 此外还能回
答在治疗过程中需要确切知道的一些问题, 例如患者体
内病毒被清除的半衰期有多长？潜伏病毒库的大小？随
着病毒载量动态检测技术的进一步发展和应用, 上述问题
将被进一步阐明, 从而为彻底清除病毒、解决病毒反弹问
题指明努力的方向. Nowak et al [16]通过假设拉米夫定完全
阻断了新感染细胞的产生, 感染细胞维持恒定, 建立了一
个数学模型. 他们得出了病毒清除表现为双期过程的结论.
表1中列出了HBV体内动态变化的一些重要参数.

表1  慢性活动性乙肝患者体内HBV病毒载量的动力学参数

Adefovir治疗 拉咪呋啶治疗

血中游离病毒

半衰期 26.4 h 12-15 h

平均生活周期 36.9 h 34.6 h

每日产生 2.1× 1012 拷贝 /d 1011  拷贝 /d

病毒载量 1.9× 1012 拷贝 /mL 2× 1011 拷贝 /mL

感染细胞

半衰期 11-13 d 10-100 d

平均生活周期 23.3 d 23.3 d

每日更新率 2.3-6.2 % 1-7 %

       在临床中, 可能还有一些病毒准种、抗病毒免疫应
答等因素的差异, 影响病毒载量的动态变化水平, 到目
前为止, 所应用的数学等模型基于HCV和HIV的研究
结果, 但是HBV是DNA病毒, 可能需要考虑到HBV产
生共价闭合环状DNA分子的特点和动态变化、感染细
胞的复制、通过非溶解机制导致感染状态的清除及其
他未知因素等, 所以可能建立一种更特异的HBV动态
模型也许更合适[15]. 为此 Tsiang et al [7]对 Nowak数学模
型作了修正, 他们的模型评价了adefovir dipivoxil的II期
临床药效, 得出30 mg/d adefovir dipivoxil 对病毒的抑制
效率为99.3 %, 即治疗期间每天仍有0.7 %的病毒产生.
他们将病毒载量检测的敏感性提高到400拷贝 /mL.
        London-Blumberg假设, 肝脏由二群肝细胞组成, 处
于不同发育阶段, 低分化细胞群, 对病毒复制有抗性, 称
为R细胞, 高分化细胞群, 对病毒复制比较易感, 为S细
胞. Payer et al根据这一假设建立了London-Blumberg模
型, 他们的研究显示:对感染S细胞的免疫反应决定了感

染初期疾病的严重性, 也控制了持续性肝炎表现为无症
状还是有症状. 而对感染R细胞的免疫反应决定了是否
进展为持续性肝病. 这可以解释为什么HBsAg的保护性
抗体在急性感染后几个月才能检出. 该模型还解释了
HBV引起的种种症状的年龄依赖性, 以及病毒诱发的肝
癌并不随着病毒的感染而马上发生, 而是有一段较长时
间滞后.
        Whalley et al [17]研究结果提示感染细胞中cccDNA
非细胞裂解清除可能发生在第1阶段. 在病毒复制高峰
每天至少产生1011-1013个病毒,平均一个感染肝细胞1 d
最多能产生200-1 000个病毒. 在病毒复制高峰, 每天都
可能发生各种HBV基因突变[18].

3   病毒载量动态检测与乙肝病毒感染肝外细胞的研究

在研究乙型肝炎发病的宿主机制时, 一个很自然的问题
是乙肝病毒为什么具有嗜肝性, 乙肝病毒是否也能感染
肝外细胞？为什么大部分病毒能被机体(以及药物)清除,
而一部分病毒仍在体内潜伏, 从而使病情反复迁延. 这
些病毒潜伏在哪些种类的肝外细胞？对乙肝病毒动态
检测能够回答病毒潜伏在哪些细胞以及潜伏病毒的类
型(野生型、突变型).Trippler et al [18]正是通过时病毒载
量的检测发现了HBV急、慢性感染者外周血单核细胞
(PBMCs)中存在病毒, 病毒载量约1个拷贝/HBV阳性细
胞[19]. 他们报道单核细胞和B细胞感染率最高, 其次是
CD8+ T 细胞, NK 细胞, CD4+T 细胞. 因为慢性感染者
HBV阳性细胞的频率是急性感染者的50-500倍, 这一
结果我们可以理解为HBV在PBMCs 中的半衰期很长,
他可能参与了HBV持续感染；通过测定PBMCs 的感
染率可能是判断疾病慢性化、持续化的指标.当然这种
推测尚需要通过病毒DNA动态检测来验证.

4   病毒载量动态检测与乙型肝炎治疗

在不同患者、不同发病阶段、不同发病类型(如急性
和慢性, 单纯HBV感染和多种肝炎病毒共感染)中, 相同
数值的病毒载量可能表示不同的临床意义. 因为病毒载
量反映的是检测前感染细胞释放的病毒与被清除出体
外的病毒的累积差值, 其数值与感染细胞的破坏速度和
机体清除游离病毒的速度有关. 而游离病毒的清除速率
又可能与免疫反应和病毒载量高低有关. 病毒载量和免
疫反应间可能又相互影响, 病毒载量不同, 诱发的免疫
反应可能不同. 因此, 从客观上反映病毒复制状况应该
是连续检测病毒载量的动态变化, 结合临床现象和病情
进展把握疾病演化的方向.
        Wolter et al应用拉米夫定进行抗病毒治疗后, 在48 h
(第0 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 40 h和48 h)内多次收
集标本, 详细分析了不同剂量3TC治疗后病毒载量、转
氨酶等指标动态变化, 也发现病毒载量的下降呈二个阶
段, 第一阶段是在1 wk之内病毒水平下降较快, 主要是
因为游离的病毒被较快清除;第二阶段是持续2-4 wk以
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后病毒载量下降较缓慢, 是HBV感染的细胞（如血细
胞、肝细胞）的分裂和死亡, 导致病毒颗粒的丢失. 在
这两个阶段, 病毒的复制水平和机体清除病毒的能力相
互消长, 主要表现为拉米夫定抑制了HBV的复制, 使体
内HBV的来源减少, 同时拉米夫定的治疗可激活机体
的免疫功能[20]. Boni et al [21]认为3TC能使多数HBeAg的
患者突破T功能低下的状态, 通过增强机体细胞免疫反
应. 尤其是能提高特异性CTL应答水平, 后者通过细胞
溶解机制和非细胞溶解机制是体内病毒的清楚下降. 不
过, 不是药物本身使患者体内免疫耐受或功能降低的
CTL恢复, 是病毒下降而产生间接诱导作用所致.
        以前的报道显示HBeAg转换在ALT高水平患者中
更常见,由于是感染肝细胞高水平的转换(higher turnover),
引起了血清中HBeAg抗原快速转换, 有报道拉米夫定治
疗后可引起持久的HbeAg下降, 个别甚至是HBsAg的
转阴. 本研究最显著的特点是在治疗初期多次检测HBV
载量, 发现游离病毒清除半衰期是12-15 h, 比以前报道
的大约1 d时间要短, 而且数据更准确[20].

5   HBV产生耐药性及其临床意义

对拉米夫定治疗无效有明确的定义, 即在3TC治疗数月
后病毒继续活跃复制和HBV出现耐药性YMDD变异这
两种情况都被认为是3TC治疗的失败. 然而这两种情况
发生的机制不同. 第一种情况可能是患者体内的HBV
并未发生变异, 而是机体对3TC不能很好的吸收, 肝细
胞对3TC不能有效摄入或者产生磷酸化, 这些宿主特异
性因素导致3TC治疗失败, 所以HBV仍然活跃复制. 第
二种情况可能是由于HBV发生基因变异, 产生了耐药
性, 当停止治疗后, 野生型病毒株逐渐恢复, 但是在停药
后4 mo后, 仍然可以检测出耐药性病毒株. 最常见的是
YMDD 变异. HBV-DNA 聚合酶由 p 基因编码产生,
YMDD基因位于p基因C区, 是DNA聚合酶的活性部位.
3TC即是通过结合该部位干扰HBV的复制. YMDD变异
常见两种形式, 一种是编码的蛋氨酸被异亮氨酸取代
(M552I), 另一种是蛋氨酸被酸缬氨酸取代(M552V). 在使
用拉米夫定的前6 mo中, 很少出现YMDD变异；但随
着疗程的延长, YMDD变异率迅速增加. 在用药的第12
月时, HBV基因发生变异的机率为14-31 %.发生YMDD
变异的患者有以下一些特点: (1)变异HBV株复制水平
和毒力较低；(2)变异毒株对3TC产生耐药性；(3)连续使
用3TC仍可维持较低的病毒载量和血清ALT水平, 部分
患者还可能出现HBeAg血清转换和组织学上的改善;(4)
以前接受过3TC治疗, 患者体内存在变异的耐药株, 再
次使用3TC治疗时, 仅野生型病毒复制被抑制, 而变异
的耐药株仍然断续复制, 因而表现为 3TC治疗后的几
周中病毒载量下降的趋势减缓. 此外, 由于病毒准种和
产生中和抗体的缘故, α -干扰素疗效同样受到严重
限制.
特别值得指出的是, 由于目前使用的检测方法及敏感

性的限制, 未检测到变异的HBV株不一定代表体内未
出现病毒变异. Stuyver et al [22]应用 INNO-LiPA DR-
PCR检测法, 可以检测到103拷贝 /mL水平, 只要变异
株占病毒准种的 4-8 % 即可被检出. 这表明在以往
3TC 治疗的患者中, 的确可能存在变异HBV的感染,
只是未能检测而已.
         停药后反弹是目前乙肝治疗的一个瓶颈, 其原因
包括耐药病毒株低水平复制和野生型病毒株高水平复
制两个部分[23-26]. 要控制病毒反弹, 除了在治疗的早期
开始观察病毒载量的动态变化, 还应该直接对耐药株
进行病毒载量的动态测定. 特别值得提出的是在 3TC
等药物抗病毒治疗过程中或停药后, 如何避免病毒的
反弹？如何减少耐药株的产生？如何减少副作用？对
以前接受过 3TC治疗的患者, 如何提高再次使用 3TC
等药物的治疗效果等, 是临床医师们最关心的问题参
考文献[27]. 为了解决这些问题, 目前专家们相继提出
了联合序贯等不同的新型治疗方案. 有望在今后的临
床治疗实践中, 抗 HBV感染的治疗方案将不断完善.
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