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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

检测血清HBV DNA阴性的乙型肝炎肝硬化患者肝内HBV 
DNA的意义

张克勤, 李娅娅, 肖影群, 余海滨, 李 涛, 刘金明

®

■背景资料
临床工作中发现
部分肝硬化患者
血清HBV DNA阴
性, 但疾病进一步
进展, 目前国内外
的相关指南均未
能明确指出对该
类患者抗病毒治
疗. 本研究对此类
患者肝组织病理
性炎症活动度及
HBV DNA复制情
况进行分析, 为抗
病毒治疗提供参
考数据.
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Abstract
AIM: To investigate the HBV DNA load and in-
flammatory activity in the liver tissue in serum 
HBV DNA negative patients with hepatitis B 
related cirrhosis, to provide a reference for anti-
viral treatment of such type of patients. 

METHODS: Fifty serum HBV DNA negative 

patients with hepatitis B related cirrhosis under-
went liver biopsy, pathological examination and 
HBV DNA detection in fresh liver biopsy by fluo-
rescence quantitative PCR.

RESULTS: The positive rate of HBV DNA in liv-
er tissue of serum HBV DNA negative patients 
with hepatitis B related liver cirrhosis was 76% (n 
= 50), and the average load was 5290793.75 cop-
ies/mL ± 177837.35 copies/mL. Inflammatory 
activity was detected in 33 (86.84%) of 38 HBV 
DNA positive patients.

CONCLUSION: Serum HBV DNA negative 
patients with cirrhosis often have pathological 
changes and HBV DNA replication in the liver 
tissue. Detection of HBV DNA in liver tissue of 
serum HBV DNA negative hepatitis B cirrhosis 
patients can provide a reference for the antiviral 
treatment of such patients to effectively control 
disease progression, improve survival and qual-
ity of life of patients. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 了解血清乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)DNA阴性的乙型肝炎肝硬化患者肝组织
的炎症活动度及HBV DNA的载量情况.

方法: 对50例血清HBV DNA阴性的乙型肝炎
肝硬化患者行肝脏穿刺活检术, 病理常规检
测, 同时对新鲜肝活检组织采用荧光定量PCR
行HBV DNA检测.

■同行评议者
杨江华 ,  副教授 , 
皖南医学院弋矶
山医院感染科
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■研发前沿
对血清HBV DNA
阴性乙型肝炎肝
硬化患者行肝脏
穿刺术, 了解肝组
织炎症度及HBV 
D N A 复 制 情 况 , 
为该类患者抗病
毒治疗提供数据
参考. 其中为何出
现血清HBV DNA
低于检测值以下, 
而 肝 组 织 H B V 
DNA阳性且部分
高水平复制, 具体
的原因有待进一
步研究.

结果: 血清HBV DNA阴性的乙型肝炎肝硬化
患者肝组织HBV DNA阳性率达76.0%, 载量为
5290793.75 copies/mL±177837.35 copies/mL. 
38例肝组织HBV DNA阳性患者中存在炎症活
动的病例高达33例(86.84%).

结论: 血清HBV DNA阴性肝硬化患者肝组织
大部分存在病理性炎症活动改变及HBV DNA
复制, 试为临床工作中对此类患者行抗病毒治
疗提供参考, 以达到有效控制疾病进展, 提高
患者的生存期及生活质量. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 大部分血清乙型肝炎病毒(hepatitis B 
virus, HBV)DNA阴性乙型肝炎肝硬化患者存在

肝组织炎症活动及HBV DNA复制提示对此类患

者应行抗病毒治疗以有效控制疾病进展, 提高患

者的生存期及生活质量. 
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是

肝硬化的重要原因[1]. 据世界卫生组织(Wor ld 
Health Organization, WHO)估算, 2002年全球

死于肝硬化的患者中约有30%为HBV相关肝硬

化[2]. 慢性乙型肝炎在5年内有6%-20%进展至肝

硬化[3]. 研究表明, 有效抑制HBV可在组织学上

逆转肝纤维化[4], 而且能够改善早期肝硬化的临

床结局, 即延缓或阻止代偿期肝硬化向失代偿

期进展, 阻止失代偿期肝硬化患者病情进一步

恶化, 减少门静脉高压及其相关并发症的发生, 
延长患者生存期[5-7]. 因此, 有效的抗病毒对改善

疾病临床结局具有重要意义[8]. 但在临床实际工

作中, 有部分HBsAg阳性而血清HBV DNA阴性

的乙型肝炎肝硬化患者, 对于此类患者国内外

乙型肝炎防治指南及抗病毒共识均未明确提出

抗病毒治疗, 我们如何在临床实践中遵循《中

国慢性乙型肝炎防治指南》? 首先通过观察我

院50例血清HBV DNA阴性乙型肝炎肝硬化患者

肝组织HBV DNA的载量及肝组织炎症活动度等

情况, 试图探讨此类患者HBV慢性感染及其发

病机制与临床实践的新认识, 为此类患者抗病

毒治疗提供参考依据, 达到延缓或减少肝脏失

代偿和肝细胞癌的发生的目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-2013年就诊于我院的乙型肝

炎肝硬化住院患者50例, 其中男38例, 女12例, 
年龄21-62岁, 中位年龄41.0岁. 所有患者查血

HBsAg阳性, 血清HBV DNA阴性(<5.0×102 cop-
ies/mL)经肝穿活检, 组织学诊断为“肝硬化”; 
排外其他常见肝硬化病因如HCV感染、酒精、

药物、脂肪肝、自身免疫性肝病等其他原因所

致肝硬化患者. 所有入选患者均未进行过抗病

毒治疗. 
1.2 方法  
1.2.1 肝穿刺及免疫组织化学检测: 肝组织在B
超引导下通过弹射式组织活检枪取得. 长度均

在1.0-1.5 cm, 取材后立即40 g/L甲醛固定、常

规脱水、浸蜡包埋, 4 μm连续切片. 依次进行HE
常规染色、Masson三色染色及网状纤维染色.
1.2.2 肝组织HBV DNA检测: 取新鲜的肝组织

(其量<25 mg)加到80 μL PBS的1.5 mL离心管中, 
使用Tissue Ruptor匀浆器匀浆, 加100 μL Buffer 
ATL, 继之加20 μL蛋白酶K, 混漩器混匀56 ℃
孵育直至组织完全裂解, 简单离心等依据(德国

Qiagen QIAamp DNA Mini原装试剂盒, 型号: 
51304)纯化总DNA. 测定HBV DNA载量(试剂盒

同购自厦门安普利生物工程有限公司), 采用荧

光聚合酶链式反应; 检测设备同为ABI 7300型
荧光定量PCR仪. 肝组织HBV DNA载量的计算

单位定义为log10 copies/mL, 最低检测范围为5.0
×102 copies/mL.

统计学处理 采用SPSS 11.0统计软件处理数

据. 检测结果用mean±SD表示, 先进行正态性分

析, 若不属正态分布, 则进行数据转换, 再行方

差齐性检验; 采用t检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 一般资料 所有入选的50例血清HBV DNA阴

性乙型肝炎肝硬化患者的肝功能Child-Pugh评
分, A级35例, B级13例, C级3例. 肝组织内HBV 
DNA阳性患者38例, 阳性率达76.0%(38/50); 其
病毒拷贝数log10 copies/mL(103-105者25例, ≥
106者13例); 所有50例血清HBV DNA阴性乙型
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■创新盘点
目前大多数学者
研究慢性乙型肝
炎患者血清与肝
组织HBV DNA水
平进行比较分析, 
但对于血清HBV 
DNA阴性的乙型
肝炎肝硬化患者
未见有对肝组织
炎症活动度及其
HBV DNA水平进
行总结分析的文
章出现. 

肝炎肝硬化肝脏炎症活动度分级G0-1(含G1)有
26例, ≥G2有24例. 38例肝组织HBV DNA阳性患

者, HBV DNA载量最高者4.18×107 copies/mL, 最
低者2.15×103 copies/mL, 经统计学分析后载量为

5290793.75 copies/mL±177837.35 copies/mL. 
50例纳入研究的患者肝组织病理纤维化评

分均提示肝硬化诊断(图1). HBeAg阳性与阴性

患者肝脏病理检测炎症活动度分级无统计学差

异(P >0.05)(表1).
乙型肝炎肝硬化患者中Child-Pugh评分A级

患者肝组织HBV DNA阳性率较高(77.14%)(表2), 
而肝组织HBV DNA载量与Child-Pugh分级无相

关性. 

3  讨论

有学者[9]研究认为, 处于肝硬化的患者HBeAg

多为阴性、肝组织活动性炎症较轻. 但本研究

结果与该结果存在不同. 从表1我们看出肝功能

Child-Pugh分级A级患者的肝组织HBV DNA阳

性率较高, 但其病毒载量与肝功能B级、C级患

者无显著性差异. 因此得出: 不论HBeAg阳性

还是阴性的肝硬化患者, 其肝组织的炎症活动

度无显著性差异, 说明HBeAg阳性不能反应患

者肝脏炎症活动程度. 本研究中发现38例肝脏

HBV DNA阳性患者中存在炎症活动的病例高达

33例(86.84%), 其中G0-1(含G1)有13例(39.39%), 
G2及以上20例(60.61%). 有效抗病毒治疗可明显

减轻患者肝脏组织活动性炎症, 从而改善临床

症状、减少肝硬化疾病的进展[10]. 与高婷等[11]的

研究持续存在的活动性炎症是乙型肝炎后肝硬

化失代偿患者的主要病理学特征相一致.
HBV感染肝脏细胞后, 其复制导致肝脏细

胞损伤, 使肝内形成免疫细胞介导的坏死性炎

症, 加速肝硬化发展以及病情恶化[12], 可见HBV 
DNA载量是影响乙型肝炎肝硬化患者疾病进展

的关键因素[13]. 无论是我国2010年《慢性乙型肝

炎防治指南》[14], 还是2012年APASL《慢性乙

型肝炎诊疗指南》中均提出抗病毒治疗在慢性

乙型肝炎患者治疗中的重要作用. 循证医学证

据显示, HBV DNA水平与慢性HBV感染者发生

肝硬化及肝癌的关系密切[15], 因此, 抗病毒治疗

成为目前治疗慢性乙型肝炎、肝硬化最关键的

方案. 血清HBV DNA水平在一定程度上反映了

肝内HBV复制的活跃程度, 也成为临床上抗病

毒治疗适应证选择及疗效判断的依据[16]. 在临床

治疗过程中, 有部分肝硬化患者查血HBV DNA
阴性, 但病情仍进一步恶化、持续进展. 目前对

于此类患者临床常规的保肝、护肝及对症治疗

不能有效控制疾病进展. 对于此类患者是否通

过抗病毒治疗以阻断病情进一步发展, 成为临

床治疗的一个盲区及难点. 
本研究发现, 50例乙型肝炎肝硬化患者中

有38例肝组织HBV DNA阳性, 阳性率达76.0%,  其
HBV DNA复制水平大部分集中在103-105 copies/mL
之间, 统计结果提示肝组织HBV DNA载量高达

5290793.75 copies/mL±177837.35 copies/mL, 说
明此类患者病毒复制较活跃. 与牛春燕等[17]的研

究相一致, 其对46例乙型肝炎患者进行分析后

得出其中10例血清HBV DNA阴性患者的肝组织

中检测出高载量的HBV DNA. 任天顺等[16]通过

对38例乙型肝炎患者血清、肝内HBV DNA水

平进行观察, 得出血清HBV DNA与肝组织HBV
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图  1  入组患者肝活检组织病理学特征. A: 乙型肝炎肝硬化

示桥接坏死范围广泛, 小叶结构失常(HE染色×10); B: 乙型

肝炎肝硬化示大小不等的假小叶形成(Masson染色×10); C: 

乙型肝炎肝硬化示大小不等的假小叶形成(网染×40).
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■应用要点
目前无论亚肝、
欧肝、美肝各类
慢乙型肝炎指南
均无对血清HBV 
DNA阴性的肝硬
化患者进行抗病
毒 治 疗 的 建 议 , 
而本文通过研究
发现该类患者肝
组织炎症较重、
HBV DNA复制活
跃, 进行抗病毒治
疗具有极大的必
要性, 为该类患者
抗病毒治疗提供
参考. 

感染及复制情况不一致. 因此吕卉等[18]的研究中

提到: 血清及肝组织中HBV DNA复制非正相关, 
可能与宿主本身免疫状态或者肝硬化形成后、

肝脏体积缩小、有效细胞减少、病毒复制空间

较低有关, 还需进一步探讨.
2010年中国慢乙型肝炎防治指南[14]中提出

失代偿期肝硬化患者, HBeAg阳性者HBV DNA
≥103 copies/mL, HBeAg阳性者HBV DNA≥104 
copies/mL均应考虑给予抗病毒治疗. 但对于血

清HBV DNA阴性乙型肝炎肝硬化患者是否行抗

病毒治疗指南未明确. 目前我们的研究结果提

示该类患者无论肝功能分级情况如何, 只要肝

组织检测到HBV DNA均可考虑抗病毒治疗, 尤
其对于肝硬化C级患者, 多处于肝硬化失代偿期, 
抗病毒治疗应能积极阻止病情进一步发展. 这
与2012年中华医学会肝病及感染病分会[19]所强

调的“对已有失代偿肝病表现或有失代偿倾向

的患者仍强调应尽早开始抗病毒治疗”比较一

致. 肝穿活检能够直接了解肝组织的病理变化, 
其诊断价值远远高于血液、影像学的检查, 亦
是其他检查所无法替代的“金标准”[20]. 通过本

研究发现相当一部分血清HBV DNA阴性患者肝

组织HBV载量仍较高, 甚至高达4.18×107 cop-
ies/mL, 因此肝组织HBV DNA检测较血清HBV 
DNA检查更能真实的反映病毒复制程度与水平. 
因此, 对于血清HBV DNA阴性乙型肝炎肝硬化

患者行肝脏活检穿刺术具有重大意义. 
本研究结果提示: 血清HBV DNA阴性乙型

肝炎肝硬化患者肝组织HBV DNA载量较高, 存
在乙型肝炎病毒复制, 大部分存在肝组织的病

理性炎症活动, 因此对于此类患者因尽早行肝

穿刺病理检查, 以明确肝脏炎症程度及肝组织

HBV DNA水平, 及时给予抗病毒治疗, 有效控制

疾病发展. 对于部分无条件行肝脏穿刺术及病

理检查的乙型肝炎肝硬化患者, 也应考虑抗病

毒治疗. 
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