
药物与临床 

144 

医学研究

恩替卡韦治疗HBeAg阳性慢乙肝患者HBV-DNA与cccDNA变化关

系的研究 
郭铮  安纪红

（通讯作者）
  乔杰  张亚丽  王泽民  姚馨月  倪文  郭换珍  孟江涛 

（内蒙古自治区人民医院感染性疾病科  内蒙古呼和浩特  010017） 

摘要：目的：探讨口服恩替卡韦治疗HBeAg阳性乙肝患者48周对血清HBV-DNA和肝组织中HBV cccDNA含量的影响。方法：选取30例HBeAg阳性乙肝

患者，所有患者连续48周口服恩替卡韦0.5mg/d，治疗前后分别静脉取血分离血清。检测HBV血清标志物、HBV-DNA及HBVcccDNA含量，并对各指标

进行统计学分析。选取治疗48周后血清HBV-DNA未转阴患者，行肝穿检测HBV cccDNA含量。结果：（1）治疗后，血清HBV-DNA、谷丙转氨酶（ALT）

水平均显著下降。（2）接受恩替卡韦治疗48周后，血清中HBV-DNA检测结果为阴性（＜1.0×10IU/mL）的患者为25例（阴转率为83.3%），对HBV-DNA

未转阴的5例患者行肝穿，检测肝细胞中HBV cccDNA含量，仅有1例患者未检测到HBV cccDNA，4例患者可检测到的HBV cccDNA（区间：103-102IU/mL）。

（3）接受恩替卡韦治疗48周后，HBeAg阴转率33.3%（10例患者发生e抗原转阴），HBeAg/抗HBe转换率23.3%（7例患者发生血清学转换）。结论：尽

管恩替卡韦可明显降低乙肝患者血清HBV-DNA，但恩替卡韦不能彻底清除肝细胞中的HBV。 
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慢性乙型肝炎病毒感染仍然是当前世界最为突出的公共卫生问

题之一[1]，据世界卫生组织估计全世界人口中约有 3.5%感染了乙型

肝炎病毒，每年新增感染约 500 万人，在这些感染人群中每年有 80

万死于乙肝相关肝硬化、肝癌等由乙肝病毒感染引起的肝脏疾病[2]。 

在我国尽管随着乙肝疫苗的广泛接种已经减少了新发乙肝病毒

感染数量，但据估计全国仍有 7000 余万慢性乙肝病毒感染者，其中

慢性乙型肝炎患者约 2000-3000 万，每年约 50 万人死于乙肝病毒感

染[3，4]。 

目前，临床常用的治疗慢性乙型肝炎的一线药物主要为长效干

扰素、核苷（酸）类似物，这些药物已被证明可以阻止或延缓疾病

进展，降低肝癌的发生风险[5-7]，但仍然不能实现高比例的临床治愈。 

共价闭合环状 DNA（covalently closed circular DNA，cccDNA）

是造成 HBV 感染长期持续、抗病毒治疗停药后病毒反弹的重要原

因，从肝细胞中消除 cccDNA 被认为是治愈慢性 HBV 感染的关键。

HBV 感染肝细胞后，病毒脱衣壳露出松弛环状 DNA（rcDNA）进入

肝细胞核内修复完整双链并发生构象转变成超螺旋结构的 ccDNA。

cccDNA 在肝细胞核内积聚，形成 cccDNA 池，然后以 cccDNA 作为

模板，转录出病毒的各种 RNA，制造病毒蛋白，完成 DNA 复制并

组装形成新的子代病毒[8]。干扰素及核苷（酸）类似物这两种药物虽

能阻止病毒复制，但并不能有效降低 HBsAg 水平，更不能直接影响

肝内 cccDNA，导致了多数患者即使在病毒复制被治疗长期控制的状

态下，停药后仍然很快发生病毒学反弹。清除 cccDNA 是慢性乙肝

治疗的终极目标，而如何能够简单、高效、准确的检测到 cccDNA

一直以来也是 HBV 研究领域的热点问题。 

1 资料与方法 

1.1 研究对象 

依据中华医学会肝病学分会 2015 年《慢性乙型肝炎防治指南》，

收集 2018 年 9 月 1 日至 2019 年 9 月 1 日期间在我院感染科门诊或

感染科病房就诊并确诊为 HBeAg（+）慢乙肝患者 30 例。病例纳入

标准：HBsAg 阳性超过半年，HBeAg 阳性，HBV DNA　104IU/ml，

ALT 持续或反复升高或肝组织病理提示肝脏炎症，口服恩替卡韦抗

病毒治疗。病例排除标准：合并甲、丙、戊型肝炎病毒及 HIV、巨

细胞病毒、EB 病毒感染以及酒精性、药物性、遗传代谢性及自身免

疫性肝病等其他原因引起导致的肝损伤、肝脏恶性肿瘤、妊娠期或

哺乳期妇女。 

1.2 研究方法 

患者均空腹口服恩替卡韦，每天 0.5mg，在治疗前和治疗 24 周、

48 周时对患者进行肝功、乙肝标志物、血清 HBV-DNA 检测，对治

疗 24 周后 HBV-DNA 未转阴患者进行肝脏穿刺，对肝组织中 HBV 

cccDNA 进行检测。 

1.3 实验室检测 

（1）外周血标本检测 

肝脏生化学：HBsAg、抗-HBs、HBeAg、抗-HBe、抗-HBc：化

学发光法测定；HBV DNA：采用实时荧光定量 PCR 检测。 

（2）肝组织病理学、肝内 cccDNA 检测 

①肝组织标本留取：在床旁超声引导下行肝穿刺活检术（16G

肝穿刺针），留取肝组织长度 1.5-2.2cm，液氮快速冷冻后-80℃冰箱

保存备用。 

②肝组织病理学：4%甲醛立即固定，组织脱水，石蜡包埋，常

规切片，行 HE 及 Masson 染色，肝组织切片至少包含 6 个汇管区，

由 2 位以上病理医师独立阅片，光学显微镜下观察，依据 Metavir

评分系统对肝脏组织进行肝脏炎症及肝纤维化评分。 

③肝内 cccDNA 检测：从肝组织中提取 DNA，经 PSAD 酶切得

到 cccDNA 的检测模板，设计特异性引物和探针，以β-actin 作为内

参。配备反应体系，分布按照反应条件进行滚环扩增及实时荧光定

量 PCR 检测。 

材料及仪器： 

引物、探针：上海生工生物有限公司合成。 

DNA 提取试剂盒：QIAamp DNA Micro Kit，德国 Qiagen 公司产

品。 

不降解质粒 ATP 依赖的 DNA 酶（PSAD），美国 Epioentre 公司

生产。 

HBV cccDNA PCR 检测试剂盒（invitrogen 公司） 

Genelight2400 实时荧光定量 PCR 仪，厦门安普利生物工程有限
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公司。 

操作方法： 

肝组织 HBV DNA 提取：肝组织 DNA 提取的具体操作参照试剂

盒说明书，样品最后溶于 160ml 洗脱液中，DNA 经紫外分光光度计

定量，-20℃保存。 

1.4 统计学方法 

采用 SPSS 19.0 统计学分析软件进行数据分析。计数资料采取率

（%）表示，计量资料采取（ sx  ）表示，组间对比进行 x2 检验和

t 值检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 患者的基本信息 

选取符合入选标准的患者共 30 例，其中男性 18 例，女性 12 例，

年龄 16-47 岁。进行恩替卡韦治疗前检测 HBV-DNA 水平，其含量

在 8×107-1.5×109IU/mL，所有患者的 ALT 均高于正常上限值的两

倍，HBeAg 均阳性。 

2.2 恩替卡韦治疗前后血清中 HBV-DNA 和 ALT 的变化 

接受恩替卡韦治疗 24 周后的 30 例患者，血清中 HBV-DNA 含

量明显降低（P＜0.01），治疗前为 2.9×108IU/mL（区间：8.5×107-1.7

×109IU/mL），治疗 24 周后为 1.7×10IU/mL（区间：5.3×104-1.1×

10IU/mL，HBV-DNA＜1.0×10IU/mL 时为阴性），有 5 例患者治疗

24 周 HBV-DNA 未转阴（区间：2.3×103-1.4×102IU/mL），随访至

恩替卡韦治疗 48 周。 

在接受恩替卡韦治疗 24 周后患者的 ALT 水平显著下降。 

2.3 血清 HBV-DNA 转阴患者肝组织中 HBV cccDNA 检测 

接受恩替卡韦治疗 48 周后，血清中 HBV-DNA 检测结果为阴性

（＜1.0×10IU/mL）的患者为 25 例（阴转率为 83.3%），对 HBV-DNA

未转阴的 5 例患者行肝穿，检测肝细胞中 HBV cccDNA 含量，仅有

1 例患者未检测到 HBV cccDNA，4 例患者可检测到的 HBV cccDNA

（区间：103-102IU/mL）。 

2.4 HBeAg 阴转率 

接受恩替卡韦治疗 48 周后，HBeAg 阴转率 33.3%（10 例患者

发生 e 抗原转阴），HBeAg/抗 HBe 转换率 23.3%（7 例患者发生血清

学转换）。 

3 讨论 

恩替卡韦作为抗乙肝病毒的一线药物在慢性乙型肝炎的临床应

用中显示出了出色的疗效和优点[9]，恩替卡韦能够强有力地抑制 HBV

的复制，渐渐耗竭 HBV cccDNA 池，使得肝炎病情得到明显改善[10]。

而临床上目前主要通过生化指标、乙肝标志物和核酸定量来判断恩

替卡韦的疗效并指导用药。因血清中 HBV-DNA 标本容易采集，已

成为判断疗效的主要指标。但是有研究表明，在经过恩替卡韦治疗

后，即使血清中的 HBV-DNA 已经达到检测下限，但是肝组织的 HBV 

cccDNA 含量与血清中相比仍然具有较高水平[11]。 

本研究选取了 30 例患者，对其进行为期 48 周的随访，并在治

疗后对血清 HBV-DNA 阴性的患者进行肝穿以获取肝组织标本。肝

组织经核酸提取后进行荧光实时定量 PCR 检测 HBV cccDNA 的含

量，血清标本检测 HBV-DNA 含量，还进行乙肝标志物检测。我们

观察到，在经过恩替卡韦治疗 48 周之后，HBeAg 的阴转率达到了

33.3%，表明恩替卡韦在治疗乙型肝炎中对于患者症状的改善确实具

有显著效果。经过 48 周的治疗，血清总 HBV-DNA 由 108 数量级下

降为 10 数量级，在患者没有做肝穿的情况下，血清 HBV-DNA 含量

的定量检测在一定程度上可以间接反映肝组织的病毒复制情况。 

但是，30 例患者在经过恩替卡韦治疗 48 周后，有 25 例患者血

清中 HBV-DNA 转阴。对治疗 48 周后 HBV-DNA 未转阴的 5 例患者

进行肝穿，只有 1 例患者肝组织中 HBV cccDNA 为阴性，其余 4 例

患者的 HBV cccDNA 水平均为 103-102IU/mL，尽管也有降低但是依

然为阳性。这提示：（1）恩替卡韦对 HBV 复制有抑制作用，但难以

彻底清除肝组织中的 HBV；（2）肝细胞中的 HBV cccDNA 含量水平

并不完全与血清中 HBV-DNA 含量水平相平行。 

4 结论 

恩替卡韦治疗 48 周可使乙肝患者血清 HBV-DNA 水平降低，恩

替卡韦对于 HBV 复制有抑制作用。但是治疗 48 周以后，即使在血

清中 HBV-DNA 为阴性时，肝组织中 HBV cccDNA 仍可为阳性，表

明了恩替卡韦不能彻底清除患者体内尤其是肝细胞中的 HBV。因此，

在慢性乙型肝炎的临床治疗中，最好结合血清 HBV-DNA 和肝组织

中的 HBV cccDNA 定量来判断病情并确定用药疗程。 
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