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Abstract
AIM: To investigate the relationship between infection of
hepatitis B virus (HBV) and development of autoantibodies.

METHODS: HBV-DNA and HBVM were tested in 160 serum
samples by polymerase chain reaction (PCR) and enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) respectively. Anti-
nuclear antibodies (ANA) , an-double strain DNA antibodies.
Ads-DNA Ab, thyroglobulin antibody and thyroid microsome
antibody (TGA/TMA) , rheumatoid factor (RF) were measured
by using indirect immunofluorescent assay, radioimmunoassay,
and immune emulsion agglutination respectively.

RESULTS: The positive rates of autoantibodies were sig-
nificantly higher in patients with HBV infection compared
to those in normal control (63.1% vs 20.8% χ=15.28, P <0.01).
The antibodies such as ANA and RF appeared frequently. There
was no remarkably differerence in the age and sex between
autoantibodies positive and autoantibodies negative patients
(P >0.05). Compared to HBV infected patients without
autoantibodies, ALT and TBIL and the positive rates of HBV-
DNA and the time of HBV infection significantly increased in
patients with autoantibodies (P <0.05).

CONCLUSION: HBV infection can induce autoimmune
reactions, resulting in production of autoantibodies. The
autoimmune reaction has no connection with age and sex.
It is in connection with the time of HBV infection, the posi-
tive rates of HBV-DNA and the liver dysfunction severity.

Zhou MH, Ou Q, Tan DM. Relationship between HBV infection and
autoantibodies. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):607-609

摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒感染与自身抗体的相关性.

方法: 采用ELISA法 荧光PCR法分别检测160例HBV

感染者血清HBV标志物和HBV-DNA. 采用间接免疫荧光

法 金标法 放射免疫法 免疫乳胶凝集法分别检测所有

研究对象的抗核抗体(ANA) 抗双链DNA抗体(Ads-DNA)

抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲状腺微粒体抗体(TGA/TMA)

类风湿因子(RF).

结果: 160例HBV感染者血清中检出多种自身抗体 总检

出率达61.3% 显著高于正常对照组(bP <0.01) 检出的自

身抗体以ANA RF多见 滴度分布以低滴度为主. 自身抗

体阳性和自身抗体阴性组年龄 性别并无明显差异(P >0.05).

与自身抗体阴性组相比 阳性组HBV感染者ALT TBIL水

平 HBV-DNA定量的对数值 HBV-DNA阳性检出率明显

增高 HBV感染史明显增长 差异有显著性(aP <0.05).

结论: HBV感染可引发自身免疫性反应 导致多种自身抗

体的产生. 这种自身免疫性反应与感染者的年龄 性别无

关 而与HBV感染史的长短 病毒的复制水平以及肝功能

损害的程度有关.
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0   引言

我国是慢性肝病的高发区[1-6] 病毒性肝炎占大多数[7-10]

严重威胁着人们的身体健康. 乙肝慢性化及慢性肝炎癌

变的发生机制是多年来肝病研究的重点[11-12]. 慢性病毒

性肝炎患者(主要是乙型 丙型)血清中存在多种自身

免疫性抗体 与正常人相比有显著性差异 [13-20]. 自身免

疫在病毒性肝炎发病机制 病情转归及癌变中的作用

正日趋受到人们的重视. 为进一步探讨乙型肝炎病毒

(HBV)感染后引发自身免疫反应的机制及自身抗体对肝

脏功能损害的病理意义 我们检测了HBV感染者160

例血清中的有关自身抗体 现报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  我科2003-01/2003-06门诊和住院HBV感染

者160例 男103例 女57例 年龄14-68岁; 其中无

症状病毒携带者30例 慢性乙肝48例 慢性重型乙肝

67 例 乙肝肝硬化15 例. HBV 感染的诊断根据血清
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HBV标志物和HBV-DNA测定 所有病例均符合2000

年 病毒性肝炎防治方案 诊断标准[21].  重叠有甲

丙 戊肝病毒或庚肝病毒(HGV)感染 及合并有其他

严重疾病的患者均从研究对象中去除. 所有病例近3 mo

内未使用免疫调节剂. 随机选择健康献血员24名作为正

常对照 均已除外肝炎病毒感染. 清晨采集受检者空腹

静脉血4 ml 分离血清 -20 保存备用.

1.2 方法  使用ELISA法检测血清HBV标志物(HBsAg

HBsAb HBeAg HBeAb HbcAb). 试剂盒购于洛阳华

美生物工程公司. 严格按说明书操作 结果由酶标仪测

定. 采用核酸扩增技术(PCR)结合荧光标记探针杂交方法

检测HBV-DNA 试剂盒购于上海申友生物技术有限公

司. 取裂解缓冲液20 µL加入离心管后 分别加入血清
标本,阴性对照 阳性对照 临界对照液 20 µL 混
匀. 开水浴10 min 1 4000 r/min离心10 min 取上清

液2 µL做PCR反应. 荧光实时定量PCR反应在Icycler
仪中进行. 参比品分别设定3 1011 3 1010 3

109 3 108拷贝 /L以绘制标准曲线. 结果判断: 大于

107拷贝/L为HBV-DNA阳性. 血清谷丙转氨酶(ALT)测

定采用赖氏法 总胆红素(TBIL)测定采用 Jendrassic-

Groff法 试剂均购自上海荣盛生物试剂厂 按说明书严

格操作. 抗核抗体(ANA)测定采用间接免疫荧光法 大鼠

肝抗原片由本院免疫室制备 羊抗人IgG荧光抗体购自

卫生部上海生物制品研究所. 将待测血清用PH7.2PBS缓

冲液按 1 4 0 1 8 0 1 1 6 0 1 3 2 0 稀释

分别加入抗原基质片上 内置37 水浴箱孵育30 min

取出放入染色缸中用PBS 缓冲液清洗3次 吸水纸吸

干 加入荧光抗体 室温孵育30 min PBS缓冲液洗片

3次 以甘油缓冲液封片 荧光显微镜镜下观察. 抗双链

DNA抗体(Ads-DNA)测定采用金标斑点渗滤法 试剂购

自福建三强生物技术公司. 将反应板回温到35 滴加

100 L试剂B于反应孔中使其完全渗入. 滴加待测血

清100 L于反应孔中待完全渗入后再加入150 L试

剂A 最后滴加100 L试剂B于反应孔中 2min 后

观察结果. 抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲状腺微粒体抗体

(TGA/TMA)测定采用放射免疫法 试剂购自卫生部上

海生物制品研究所. 将 125 -TG和 125 -TM各100 µL
分别加入T管和待测管 加20 µL待测血清和200 µL缓
冲液于待测管中 然后将两管摇匀 37 孵育60 min

再加入分离试剂TMAB TGAB 摇匀 室温30 min

3 500 r/min 离心15 min 吸上清夜 测T管和待测

管沉淀. 类风湿因子(RF)采用免疫乳胶凝集法测定 试剂

购自上海伊华医学科技有限公司. 将待测血清用生理盐水

1 20 稀释后 加50 µL 于玻璃板上 滴加一滴胶乳
试剂 充分摇匀 3 min后观察结果 凝集为阳性.

         统计学处理  HBV-DNA定量结果采用对数平均值来

计算 阴性作0计算; 计量资料以mean±SD 表示 采
用组间均数 t检验; 计数资料以率表示 采用χ2检验. 所
有数据均在计算机中经SPSS10.0统计软件处理.

2   结果

2.1 HBV感染者自身抗体在HBV感染者160例中有101

例检出至少一种以上的自身抗体 自身抗体总检出率达

63.1% 显著高于正常对照组(63.1% vs 20.8% χ2=15.28
aP <0.01). 慢性乙肝 慢性重型乙肝 乙肝肝硬化组

自身抗体检出率分别为66.7% 68.7%和73.3% 均显

著高于HBV健康携带者(bP <0.01) 但三组间自身抗体

检出率比较无统计学意义(P >0.05表1). HBV感染者血清

中检出的自身抗体以ANA和RF多见 滴度分布以低滴

度为主. 59 例ANA阳性者检出1 40者 50例 1 80

者 6 例 1 160 者有 2 例 1 320 者 1 例.

表1  HBV感染者与正常对照组血清自身抗体检测结果

分组 n      总阳性(%)  ANA  Ads-DNA  RF  TGA  TMA

正常对照组             24       5 (20.8)        5         0          0       1      2

HBV感染者            160   101 (63.1)      59         1         36     18    18

HBV健康携带者            30     12 (40.0)      10         0          2       2      1

慢性乙肝             48     32 (66.7)       22        0         13       5      6

重型乙肝             67     46 (68.7)       21        1          17     10    10

乙肝肝硬化             15     11 (73.3)        6         0          4       1      1

ANA: 抗核抗体; Ads-DNA: 抗双链DNA抗体; TGA/TMA: 抗甲状腺球蛋

白抗体 /抗甲状腺微粒体抗体; RF: 类风湿因子.

2.2 HBV感染者自身抗体与病情  自身抗体阳性和自身抗

体阴性组年龄 性别均无明显差异(P >0.05). 与自身抗体

阴性组相比 阳性组HBV感染者ALT,TBIL水平明显增

高 HBV感染史明显增长 差异有显著性(aP <0.05 表2).

表2  HBV感染者自身抗体与病情的相关性

自身抗体   n       年龄(岁)        (男/女)         病程(a)     ALT(µkat/L)    TBIL(µmol/L)

阳性        101  36.3 10.8      88/13       8.4 5.9a    4.2 4.8a      242 236a

阴性        59  38.4 10.4     45/14     2.5 2.3     2.5 3.9      155 221

aP <0.05 vs 阴性.

2.3 HBV感染者自身抗体与病毒负荷量  自身抗体阳性

101例HBV感染者中有70例检出HBV-DNA阳性 阳

性率为69.3% 59例自身抗体阴性的HBV感染者检出

HBV-DNA阳性27例 阳性率为49.2% 两组HBV-DNA

阳性检出率比较有显著性差异(χ2=6.41 aP <0.05) 两
组HBV-DNA定量的对数均值比较差异有显著性(5.8

1.4 vs 3.7 1.3 bP <0.01).

3   讨论

HBV感染的致病机制非常复杂. 目前认为HBV感染后

的肝组织损伤并非HBV在肝细胞内复制繁殖直接作用

的结果 而是机体一系列免疫反应造成肝细胞的病理

性免疫损害. 这种乙肝免疫损伤包括细胞介导的免疫损
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伤 免疫复合物引起的免疫损伤及自身免疫反应引起

的免疫损伤. 自身免疫是针对自身成分的抗体或细胞性

免疫效应的现象 是机体对自身组织成分的免疫应答

过于亢进的表现. 国内外学者近年来发现HBV感染存在

各种自身免疫现象 主要表现为血清中检测出各种自

身抗体 自身免疫在乙型肝炎发病机制中的作用越来

越受到了人们的重视.

        我们在HBV感染者血清中检出多种自身抗体 总

检出率显著高于正常对照组(P <0.001) 检出的自身抗

体以ANA,RF 多见 滴度分布以低滴度为主 与文献

报道基本一致. 研究结果显示 HBV感染可引发自身免

疫性反应 导致机体自身免疫紊乱. 其可能机制为: (1)

肝炎病毒感染诱导自身抗原修饰 从而激发自身免疫;

(2)肝炎病毒感染导致控制自身免疫的机制紊乱; (3)肝炎

病毒抗原与机体自身抗原之间的分子模拟. TMA/TGA是

甲状腺特异性自身抗体 本组106例HBV感染者中 36

例TMA/TGA阳性 与正常组相比 P <0.01 提示HBV

感染能促进甲状腺自身抗体的产生 推测可能原因是甲

状腺组织成分与HCV结构有部分相似性 但不排除HBV

感染直接导致自身免疫性甲状腺疾病 有待进一步研

究证实. 我们还观察到出现临床症状的HBV感染者包括

慢性乙肝 慢性重型乙肝 乙肝肝硬化三组自身抗体检

出率均显著高于HBV健康携带者(P <0.01) 提示自身

抗体的出现可能加剧肝脏的病理损害 自身免疫在乙

型肝炎肝细胞损伤中起重要作用.

        为进一步明确HBV感染者血清自身抗体存在的临

床意义 我们详细询问了所有HBV感染者的病史并检

测了肝功能 发现自身抗体阳性和自身抗体阴性组年

龄 性别并无明显差异. 与自身抗体阴性组相比 阳性

组HBV感染者ALT TBIL水平显著增高 HBV感染史

明显增长 说明HBV感染后引发的自身免疫性反应与

感染者的年龄 男女性别间的免疫差异无关 而与HBV

感染史的长短和肝功能损害的程度有关. HBV感染史长

及肝功能损害明显的HBV感染者自身抗体阳性率相对

较高 机体自身免疫现象更为明显. 上述结果进一步证

实HBV感染后的自身免疫反应可引起肝功能损害 是

乙型肝炎的重要发病机制之一. 值得提出的是在乙型肝

炎中检出的自身抗体大多滴度较低 不会引发自身免

疫性疾病. 对于滴度明显偏高且肝功能损害严重的乙型

肝炎患者应怀疑重叠自身免疫性肝病的可能. 本组检出

ANA 阳性 1 160 者 2 例 均为慢性重型乙肝患者

后完善相关检查确诊 1 例重叠自身免疫性肝炎; ANA

1  320 者 1 例 为乙肝肝硬化 后查抗线粒体抗体

(AMA)阳性证实合并原发性胆汁性肝硬化.

        慢性丙型肝炎存在与HCV复制有关的自身免疫现

象[21]. 我们采用核酸扩增技术(PCR)结合荧光标记探针杂

交方法定量检测了160 例HBV感染者的HBV-DNA

发现自身抗体阳性组的HBV-DNA阳性率明显高于自

身抗体阴性组 且两组HBV-DNA定量的对数值比较

有显著性差异. 这说明自身抗体的出现与HBV在体内的

活跃复制有关 HBV 复制可促进自身免疫 最终加

重肝脏的病理损害.

        总之 HBV感染与自身免疫密切相关. HBV感染

引发的自身免疫性反应与感染者的年龄 性别无关 而

与HBV感染史的长短 病毒的复制水平以及肝功能损

害的程度有关. 自身免疫是乙型肝炎的重要发病机制之

一. 我们认为 乙肝患者检出自身抗体阳性 提示机

体免疫紊乱明显 可在保肝 抗病毒治疗的基础上加用

免疫调节剂治疗. 对于检出高滴度自身抗体的乙肝患者

还要高度警惕重叠自身免疫性疾病可能.
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