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摘要
HBV cccDNA是HBV mRNA和前基因组RNA
的合成模板, 是HBV持续感染的关键因素, 检
测HBV cccDNA对进一步认识HBV生活周期
及指导抗病毒治疗等有重要意义. 最近, 利用
PCR方法检测HBV cccDNA受到越来越多的
重视, 现就检测HBV cccDNA的各种PCR方法
及其研究意义进行综述.
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0  引言

乙型肝炎病毒共价闭合环状D N A(h e p a t i t i s 
B virus covalently closed circular DNA, HBV 
cccDNA)是乙型肝炎病毒(hepat i t is B virus, 
HBV)复制的中间体, 是HBV mRNA和前基因组

RNA的合成模板, 同时也是HBV持续感染的关

键因素[1-2]. Southern blot是检测HBV cccDNA的

经典方法, 其过程较复杂, 操作可控性差, 且灵

敏度不高. 随着聚合酶链反应(PCR)技术不断发

展和完善, 检测HBV cccDNA已成为可能, 并已

取得了许多重要进展. 

1  检测cccDNA的意义

1.1 认识和掌握HBV生活周期 在HBV生活周

期中, HBV cccDNA的形成是关键一步. 以HBV 
c c c D N A为模板合成的前基因组R N A在核内

转录后转运至胞质, 经组装进入由病毒核心蛋

白及P蛋白组成的复合体内, 逆转录合成HBV 

DNA负链. 前基因组RNA继而被降解, 剩下负链

作为模板合成正链DNA, 新合成的HBV rcDNA
中正链大多不完整. 含有此种HBV rcDNA的核

衣壳可以包装进病毒包膜, 转运出细胞成为成

熟的病毒颗粒; 也可在胞质内脱壳, 转运至核内, 
补充HBV cccDNA的量. 通过包膜蛋白的反馈

抑制作用及肝细胞周期的循环等机制, 使HBV 
cccDNA在被感染的肝细胞内保持一定水平, 形
成一个HBV cccDNA池[3-4]. 
1.2 指导乙型肝炎抗病毒治疗 最近研究表明[5], 
HBV cccDNA与细胞核内的核蛋白结合形成

微染色体, 嗜肝病毒的不对称复制可保护HBV 
cccDNA不被链终止多聚酶抑制物直接清除, 并
且病毒处于低复制状态时成熟的病毒体优先用

于补充HBV cccDNA池, 如此多种因素的共同

作用可使抗病毒药物对HBV cccDNA无直接抑

制作用. HBV cccDNA持续存在于肝细胞内, 从
而造成HBV的持续感染和抗病毒药物治疗后的

HBV再复制. Sung et al [6]在用拉米夫定单一治疗

或联合长效干扰素治疗中发现, 持续应答患者

肝细胞内HBV cccDNA明显较无应答患者低, 在
预测治疗后持续病原学应答方面优于血清HBV 
DNA. 郭皓宇 et al [7]对17例慢性乙型肝炎患者行

48 wk拉米夫定治疗后, 检测其PBMC中的HBV 
cccDNA并随访1 a, 发现9例HBV cccDNA阳性

者全部复发(100%), 而8例HBV cccDNA阴性者

1例复发(12.5%), 更值得关注的是PBMC中HBV 
cccDNA阳性者其含量均不高; Yuen et al [8]的研

究也发现经拉米夫定治疗的患者血清中, HBV 
cccDNA明显低于服用安慰剂的对照组. 这些研

究表明, 拉米夫定等抗病毒治疗的长期应用, 可
通过间接作用消耗细胞中的HBV cccDNA, 提示

适当长期抗病毒治疗有可能彻底清除体内HBV. 
HBV cccDNA作为抗病毒治疗的金指标, 由于

其检测存在一定难度目前在临床上不能广泛开

展, 需要寻找一种合适的替代指标, Zhou et al [9]

研究HepAD38细胞系发现HBeAg的合成和分泌

与HBV cccDNA水平具有相关性, 吕其军 et al [10]

对各种类型的乙型肝炎研究发现血清中H B V 
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■背景资料
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为3200 bp, 正链
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通过5'端250-300
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rcDNA的正链在
DNA聚合酶的作
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运至核内构象发
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病毒复制的中间
体 ,  是 乙 肝 病 毒
mRNA和前基因
组RNA的合成模
板, 是乙肝病毒持
续感染的关键因
素.



cccDNA与血清HBeAg相关, HBeAg能否作为

HBV cccDNA的一个替代指标还有待进一步

研究.  
1.3 肝脏损伤程度的指标 从理论上推测, 既然

存在于肝细胞胞质和线粒体中的氨基转移酶等

酶类在肝细胞破坏时能释放到血液中, 那么存

在于肝细胞核内的HBV cccDNA分子在肝细胞

变性、坏死时应该也可以释放到血液中, 而且

病情严重者, 变性坏死的细胞更多, 其血液中的

HBV cccDNA水平也相应更高. 在感染的肝细胞

核内HBV cccDNA的数量是稳定的, 一般维持在

30-50拷贝/细胞[11-12], 故动态监测患者血液中的

HBV cccDNA可以反映肝细胞变性坏死的数量. 
Chen et al [13]持续追踪拉米夫定治疗后的患者发

现, 在ALT升高之前HBV cccDNA及总HBV已达

到一个较高水平, 一但ALT升高, HBV cccDNA
水平迅速下降, 故监测血清中HBV cccDNA的水

平似能更早反映肝脏的损伤程度. 
1.4 肝外复制的关键指标 HBV是一种泛嗜性病

毒, 不仅能感染肝细胞, 还能感染肾脏、胰腺

及PBMC等, 但这些细胞内是否存在HBV DNA
复制目前还存在争议. HBV cccDNA作为HBV 
mRNA和前基因组RNA的合成模板, 检测细胞

内是否存在HBV cccDNA可以作为判断肝外组

织有无HBV DNA复制的指标. Liu et al [14]对49
例慢性乙型肝炎患者外周血进行PCR扩增, 发
现PBMC中无HBV cccDNA而有HBV DNA存

在, 但其阳性率明显低于血清中HBV DNA, 说
明HBV是通过血液进入PBMC而不是在其中复

制. 最近又有研究发现[15-16], PBMC中存在HBV 
cccDNA, 说明PBMC中可能有HBV的复制, 而
且在部分急性乙型肝炎恢复期的患者PBMC中

HBV cccDNA也呈阳性, Yuen et al [17]也发现已

发生HBsAg血清清除的部分患者肝细胞内存

在低水平的HBV DNA, 且以HBV cccDNA为主

(71%-100%), 故HBsAg阴性捐赠者器官移植后

可发生受体HBV感染, HBsAg阴性患者接受免

疫抑制治疗后也可发生HBV再复制.

2  PCR检测HBV cccDNA的方法

目前PCR检测HBV cccDNA大多是利用HBV 
cccDNA和乙型肝炎病毒松驰环状DNA(HBV 
relaxed circular DNA, HBV rcDNA)结构上存在

差异, 从而将两者区分开来. HBV rcDNA的2条
链均有缺口, 在缺口的上游设计引物, 由于缺口

的存在不能进行扩增; HBV cccDNA是由共价互
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补完整的双链组成, 因而能够进行扩增. 
2.1 竞争PCR 其原理是在同一PCR体系中同时

存在2种模板, 一种是已知浓度的竞争模板, 另一

种是未知浓度的目标模板, 两者共同竞争同一种

引物. PCR完毕后定量2种模板的产物, 当2种产

物的量相等即等量点, 此时加入PCR体系中的竞

争模板就与目标模板相等. 找到等量点, 需进行

一系列的PCR反应, 每次用等量目标模板, 不同

量的竞争模板进行扩增. 在整个操作过程中仍需

进行凝胶电泳、Southern blot以及32P标记的同

位素探针来进行定量分析[18]. Addison et al [19]将

竞争PCR法用于检测HBV cccDNA, 通过酶切片

段的倒置插入, 使得目标模板和竞争模板的扩增

产物经酶切后产生的片段大小不同而区分开.  
2.2 巢式与半巢式PCR 巢式PCR是利用第1轮
PCR产物作为第2轮PCR的模板, 除使用第1轮
的1对特异引物之外, 在第2轮PCR反应中, 使用

1对新的特异引物, 他们与模板DNA的结合位点

处于第1轮引物扩增出的DNA片段内, 这样在第

2轮中错误扩增的可能性极低. 半巢式PCR与巢

式PCR原理相同, 只是在第2轮PCR反应中使用

的引物有1条为第1轮PCR的引物. PCR巢式和半

巢式PCR均不能直接定量测定底物, 需要在PCR
反应后进行凝胶电泳来判断是否有特异的产物

及定量测定. Torii et al [15]用该法检测了10例急性

乙型肝炎恢复期及14例慢性乙型肝炎患者, 发现

外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cell, PBMC)中存在HBV cccDNA, 在急性乙型肝

炎恢复期患者中有2例HBV cccDNA阳性(20%), 
在慢性乙型肝炎患者中有8例阳性(57.1%). 董庆

鸣 et al [20]应用巢式PCR法检测HBV cccDNA标

准对照质粒, 结果表明该法可以检测到5×105 拷

贝/L HBV cccDNA. 
2.3 荧光定量PCR 该技术是在常规PCR基础上, 
运用荧光共振能量转移原理(fluorescence reso-
nance energy transfer, FRET), 荧光探针的发光基

团所发出的荧光强度与PCR产物的数量呈对应

关系, 因此对荧光信号进行检测就可以实现对

PCR产物的准确定量. 这是目前应用最多的检测

HBV cccDNA的方法. 根据所用的探针和荧光化

学原理的不同又可以分为Taqman技术、MBG
技术、分子信标(molecular beacon)技术、蝎型

探针(scorpion primer)技术、杂交探针(hybrid-
ization probe)技术等[21]. He et al [22]将MBG探针

设计在负链缺口的下游与负链互补结合. HBV 
rcDNA由于上游引物引发的链的延伸不能通过

www.wjgnet.com

■研发前沿
由 于 c c c D N A 在
乙肝治疗方面具
有 重 要 意 义 ,  故
cccDNA是目前研
究的热点内容, 目
前广泛应用的抗
病毒药物均不能
彻底清除肝细胞
内的cccDNA, 开
展对cccDNA的检
测对临床有很好
的指导意义.
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负链缺口, 故不能使MGB探针被Taq酶切断产生

荧光信号; 而HBV cccDNA的两条链都是完整

的, 能被扩增产生荧光信号, 其定量检测的动力

学范围为102-107拷贝. Jun-Bin et al [23]在利用Taq-
man探针进行的荧光定量PCR检测中设计了一

条特殊嵌合引物, 其3'端与正链互补, 结合位点

位于负链缺口上游顺向重复序列2(direct repeat 
2, DR2)区下游; 5'端与人类免疫缺陷病毒(HIV)
的部分核苷酸序列一致, 而与HBV DNA序列无

同源性. 首先用此嵌合引物对抽提产物做单链

延伸15个循环, 然后取反应产物进行定量PCR, 
其检测范围为50-5×105拷贝. 由于HBV rcDNA
的2条链均有缺口, 只是部分区域互补而形成环

状结构, 但非超螺旋结构, 可以被某些核酸酶降

解; HBV cccDNA 2条链均是完整的, 两者共价互

补, 故能形成超螺旋结构而不会被核酸酶降解. 
Singh et al [24]用plamid-safteTMATP依赖的DNA酶

消化底物后再进行PCR扩增, 提高了实验的特异

性, 其检测HBV cccDNA的线性范围为25-1×109

拷贝. 
2.4 信号扩增分析 他不是传统的靶放大技术, 只
是在正确的靶序列下产生和放大一个特定信号, 
具有非常高的灵敏度, 不需要预先将靶序列放

大就可在复杂混合物中进行靶核酸亚分子水平

定量. 该技术的关键是使用一个耐热的、结构

特异的内切核酸酶, 根据结构而不是序列在特

殊位点上切割核酸分子. 他识别由外加的两个

核苷酸探针与靶基因物质如DNA、RNA的核

苷酸上形成的特殊结构(底物). 两个寡核苷酸, 
一个是初始探针(primary probe), 另一个是侵入

寡核苷酸(invader oligonucleotide), 纵向杂交到

DNA的特异区域, 生成精确的侵入结构(底物)而
被靶特异的切割酶识别. 这种结构有一个未配

对的“翼”(flap), 在初始探针寡核苷酸5'端上. 
当侵入结构(底物)形成时, 靶特异切割酶将这个

5'端的“翼”切割下来, 而在FRET寡核苷酸探

针上发生的第二次侵入裂解反应中, 释放的5'翼
又充当了另一个侵入寡核苷酸, 再次形成侵入

结构. 第二个侵入切割反应进一步放大靶特异

性产物, 切割下来的5'荧光素标记产物用荧光板

读取器检测, 其荧光强度与初始探针靶量呈正

比[25]. Wong et al [26]设计了MS1, PS2两条引物分

别用来扩增总HBV DNA和HBV cccDNA. MS1
位于负链的5'端DR2区的下游, 在HBV rcDNA
及HBV cccDNA中均能形成特殊结构而被靶特

异的切割酶识别产生荧光信号, PS2位于正链

的5'末端DR2区的上游, 由于HBV rcDNA的正

链是不闭合不完整的, 不能形成特殊结构被靶

特异的切割酶识别产生荧光信号, 从而把HBV 
cccDNA与其他形式的HBV DNA区别开来. 

目前, HBV cccDNA的检测还没有成为临

床常规检查手段, 随着PCR技术的进一步完善, 
HBV cccDNA有望成为临床评价抗病毒药物疗

效的新指标, 可为评价乙型肝炎患者的病情提

供新思路, 进一步促进新的抗病毒药物的研发.
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