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ANALYSIS OF DETECTION OF HBV- NRAg IN SERUM AND ITS CORRELATION WITH HBV

DNA HUANG Jian- wei，YUAN Quan，GE Sheng- xiang，et al. （Xiamen Center for Disease Control and

Prevention，Xiamen 361012，China）
Abstract： ［Objective］To investigate detection situation of HBV- NRAg in serum from HBV carriers，and discuss the

correlation of the HBV- NRAg with HBVM and HBVDNA loads，respectively. ［Methods］4968 serum samples were consecu-

tively collected from the health examination of service workers，and HBV- NRAg and HBVM were detected by using ELISA. At

the same time，the nucleic acid index of HBV DNA was examined by FQ- PCR，supplemented with detecting nested- PCR and

DNA sequencing as certified tests. Statistical analyses were performed to analysis the correlation of HBV- NRAg with HBVM and

HBVDNA，respectively. ［Results］The total positive rate of HBV- NRAg was 7.5%，which was lower than HBsAg （8.3%）

but higher than HBV DNA （6.8%） . A good conformability was observed between the test results of HBV- NRAg and HBV

DNA. Meanwhile the S/CO values was closely correlated with HBV DNA loads （R2=0.927）. Furthermore，6 cases of concealed

HBV infection were screened out by HBV- NRAg test，in which HBV genome had a point mutation in the ‘a’epitope of S re-

gion. ［Conclus ion］As a replacement of HBV DNA，HBV- NRAg can be seen as a good evaluation index in terms of the eval-

uation on replicating phase HBV and its infectivity after being infected. Moreover，it also can be applied to effective screening of

HBV mutation.
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摘要： ［目的 ］了解 HBV 携带者血清 HBV- NRAg 的检出情况，探讨 HBV 感染后 HBV- NRAg 与 HBVM、

HBVDNA载量的相关性。 ［方法 ］连续收集了从业人员的体检标本 （n=4 968），ELISA法检测血清 HBV- NRAg 和

HBVM，同时以 FQ- PCR 检测核酸指标并辅以分区套式 PCR 和 DNA测序作为证实检测，统计分析 HBV- NRAg与

HBVM、HBVDNA的相关性。 ［结果 ］HBV- NRAg的阳性率 7.5%，略低于 HBsAg的 8.3%，略高于 HBV DNA的

6.8%。在 HBV携带者中 HBV- NRAg检测与 HBV DNA的符合率 87.4%，高于 HBsAg 或 HBeAg，其 S/CO值与 HBV

DNA载量线性相关 （R2=0.927）。通过 HBV- NRAg的检测筛选到 6例 HBV隐匿性感染，其中 3例存在 S区 “a”基因突

变。 ［结论 ］对于 HBV感染后病毒复制状态和传染性的评价，HBV- NRAg可以替代 HBV DNA作为良好的评判指标，

而且可以用于变异毒株的筛选。

关键词：乙型肝炎病毒；核酸相关抗原；相关性分析；变异毒株

人体感染HBV后，PreS1蛋白是最早出现在血清中的游离抗

原蛋白。在 HBV的复制过程中，cccDNA转录的前基因组 RNA

编码合成核心蛋白并在核心颗粒中逆转录为 HBVDNA。PreS1蛋

白和HBcAg与HBV的感染复制密切相关 ［1~3］，称之为 HBV核酸

相关抗原 （HBVNucleic acid Related Antigen，HBV-NRAg）。血

清中 HBcAg以 Dane颗粒的形式存在，需在裂解之后才能检测

到。本文通过在酶联反应微孔内裂解血清标本的方式联合检测

PreS1和 HBcAg，探讨 HBV感染后 HBV-NRAg与 HBVDNA载

量和HBV血清学标志 （HBVMaker，HBVM）的关系，为评判乙

肝病毒感染复制、发展和传染源筛选提供新的检测方案。
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1 材料与方法

1.1 标本来源

2006年 4~5月，连续收集厦门市服务行业从业人员体检

的静脉血，常规方法分离血清，合计 4 968份。所有血清分成

两份，1 份进行 HBV相关血清免疫学指标检测，1 份进行

HBV DNA检测。

1.2 主要仪器与试剂

Taq DNA聚合酶、dNTP 为 Takara公司产品，各种生化试

剂购自 Sigma公司或国产分析纯。PCR 仪为德国 Biometra T3

型，荧光定量 PCR仪为 Rotorgene3000，酶标仪及洗板机为瑞

士 Tecan Sunrise 型，血清 DNA提取试剂为 QIAGEN公司产

品。

1.3 血清免疫学指标检测

HBV 感染的血清学指标 HBsAg、 HBsAb、 HBeAg、

HBeAb、HBcAb、HBV- NRAg的酶联免疫检测试剂购自北京万

泰生物药业有限公司，以 Murex公司 HBsAg酶联免疫检测试

4632· ·

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/323940255?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


现代预防医学 2007年第 34卷第 24期 Modern Preventive Medicine，2007，Vol.34，NO.24

剂盒作为对照，检测程序及结果判定严格按照说明书进行。

1.4 HBV DNA检测

HBV FQ- PCR试剂购自英科新创 （厦门）科技有限公司

（PCR试剂 A）及深圳匹基生物工程有限公司 （PCR试剂 B），

检测程序及结果判定严格按照说明书进行。标本首先以 PCR

试剂 A进行检测，结果阴性的标本群中，如其他 HBV相关指

标中任何一项阳性，分别用 PCR试剂 B复检和进行前 C区、S

区套式 PCR检测；两个或两个以上区段 PCR扩增阳性的标本

判定为分区 PCR阳性，单一引物 PCR阳性应进行扩增片段序

列测定，如属 HBV序列则判定为分区 PCR阳性。所有荧光定

量 PCR阳性及分区巢式 PCR阳性的标本判定为 HBV DNA阳

性，其余标本判定为 HBV DNA阴性。套式 PCR方法如下：血

清 DNA以蛋白酶 K法提取，分别采用适当引物进行套式

PCR，PCR 反应程序均为 95℃ 10 min 变性后，95℃ 40 s、

55℃ 40 s、72℃ 40 s，35 个循环 （第 2 轮 25 个循环），72℃

10 min；所用引物序列及结果判定标准见文献［4］，引物合成及

序列测定均交由引物均由上海英骏公司完成。

1.5 HBV携带者判断标准和数据统计与分析

HBV 携带者判断标准：血清中 HBV DNA、HBsAg 或

HBeAg任一指标阳性的归类为 HBV携带者，其余标本归类为

非 HBV携带者。

所有结果经审核无误后在 Microsoft EXCEL中录入，经核

对无误后在 EPI Info 2000 软件进行统计分析。

2 结果

2.1 服务行业从业人员中 HBV相关血清学指标的阳性率

在 4 968份血清标本的 HBV感染相关指标检测完毕之后，

对 HBV- NRAg、HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、HBcAb、

HBV DNA检测结果进行分类统计，见表 1。

2.2 HBV携带者 HBV- NRAg检测的敏感度和特异性

4 968 份血清标本的 HBV- NRAg检测结果如表 2。依据

HBV感染的 3 个指标 （HBsAg、HBeAg、HBV DNA）对标本

群进行分类，任一指标阳性者判定为 HBV携带者 （n=420）；

在 420例 HBV携带者中，HBV- NRAg阳性 363份，敏感度为

86.4% （95%可信限：82.8%~89.6%）；在 4 548例非 HBV携带

者中，HBV- NRAg检出 7份阳性，特异性为 99.9% （95%可信

限：99.7%~99.9%）。

2.3 HBV- NRAg检测与 HBV DNA、不同血清学指标模式的相

关性

表 3显示了 HBV携带者中各种 HBVM模式中 HBV- NRAg

检测结果和 HBV DNA 的阳性率及平均载量， “大三阳”

（group A）、 “小三阳” （group B）和其他模式 （group C~K）

的携带者分别占 20.7%、57.1%和 22.2%。 “小三阳”人群的

HBV- NRAg阳性率高于其 HBV DNA阳性率 （P﹤0.05），但比

“大三阳”人群低，而且 HBV DNA平均载量也低了 104倍以

上。group C~J 的 HBV- NRAg和 HBV DNA总阳性率分别为

68.7%和 60.2%，无统计学差异 （P﹥0.05），除了一例 HBsAb+

的 “大三阳”携带者外，HBV DNA载量 102~5 copies /ml，与

“小三阳”相当。此外还有 3 例仅 HBeAg阳性的携带者血清

HBV- NRAg、HBV DNA 都为阴性；6 例 HBsAg- /HBeAg- /

HBV DNA+的血清标本，HBV- NRAg显示阳性结果，属于隐匿

性感染，具体模式分析见表 5。
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2.4 血清 HBV- NRAg与 HBV DNA检测的相关性

在 420 份可疑的 HBV 携带者中，比较 HBV- NRAg、

HBsAg、HBeAg、PCR试剂 A与 HBV DNA （由两种商品化试

剂及 Nest- PCR 检测确认）检测结果符合率，见表 4。HBV-

NRAg与 HBV DNA的相关性 （87.4%；95%CI：83.4%~90.4%）

优于 HBsAg （79.8%； 95% CI： 75.6% ~83.5%）及 HBeAg

（39.5%；95%CI：34.8%~44.4%）（P﹤0.05）。HBV DNA的检测

以 PCR试剂- A的检测辅以 PCR试剂- B和分区套式 PCR作为

复检，因此方法 PCR试剂- A与 HBV DNA的相关性优于免疫

学检测指标，符合率 92.6% （95%CI：89.7~94.9），但其灵敏

度 （73.1%）不如 HBsAg （97.9%）和 HBV- NRAg （86.4%）。

计算 NRAg ELISA检测各个 S/CO值范围内的 DNA阳性标本

平均基因组拷贝数，两者呈线性正相关，见图 1。若对于全部

标本而言，HBV- NRAg、HBsAg、HBeAg和 qPCR- A与 HBV-

DNA的相关性分别为 98.9%、98.3%、94.9%和 99.4%，4者之

间差异显著 （P﹤0.05）。

图 1 HBV- NRAg ELISA S/CO值与 HBV DNA含量的相关性

2.5 HBV- NRAg的检测与隐匿性 HBV携带者

在检测实验中，13例 HBsAg- /HBeAg- /HBV- NRAg+的标

本，经过反复 PCR验证，确认了其中 6份为 HBV DNA阳性。

对此 6份标本使用 Murex HBsAg （Abbott.Inc）酶联免疫检测，

仅 1份阳性 （C3157）；对其中 3份标本 （另外 3份标本因样本

不足，无法进一步实验）进行 S 区 “a”表位序列分析

（aa110- 155），扩增和测序引物 “A”：AF2：TGC CCG TTT

GTC CTC T及 AR2：AGA AAC GGR CTG AGG C。序列测定显

示，其中 1 份标本 （编号为 C511）为 adr 血清型，发生

G145R突变；另外两份标本 （编号分别为 C1110，C1710）为

adw2血清型，均发生 T131N突变。推测可能由于氨基酸替换

而导致 HBsAg抗原性发生变化造成 HBsAg检测阴性 （表 4）。

C1110和 C3206两份标本 HBVM所有指标阴性，推测可能处

于感染早期、或者宿主免疫耐受状态、或者由于 HBV X区基

因变异［5］等原因。

3 讨论

HBV- NRAg ELISA检测方法选用了针对 PreS1 高保守区肽

段和包裹于 Dane颗粒内部 HBcAg （可避免机体免疫压力）的

单克隆抗体，用于联合检测这两种核酸相关抗原，比其中单一

指标的检测方法具有更高的灵敏度，与数种 PreS1商品试剂盒

的检测结果相比，对于 HBV感染标志的检测灵敏度可高出 20

多倍［4］。由于该方法检测高保守区编码的抗原位点，也可有效

检测因 HBV基因组 S/C/X编码区的变异而产生的特殊 HBVM

模式和某些 PCR法阴性的病毒感染。因此 HBV- NRAg更合适

作为 HBV感染和复制包括低水平复制、变异毒株感染等的评

判指标。

本次服务业从业人员健康体检人群 （可视同健康人群）

HBV- NRAg阳性率 7.5%，与 HBV- DNA （6.8%）无统计学差

异 （P﹥0.05），而 HBsAg的阳性率 8.3%，显著高于 HBV DNA

（P﹤0.01）。 “大三阳”组的 HBV- NRAg、HBV DNA的检出率

100%， “小三阳”组次之，其余各种 HBVM模式组更低一些；

“大三阳”组 HBV DNA载量比其他各组高出 104倍以上，这说

明 HBeAg阳性标志着 HBV的高水平复制，但 HBeAg阳性者

仅占 HBV携带者总数的 21.7%，与 HBV DNA阳性符合率

39.5%，低于 HBsAg （79.8%）；HBV- NRAg与 HBV DNA阳性

符合率最高 （87.4%），其 S/CO值与 HBV DNA载量线性相关

（下转第 4636 页）
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2.2 鸡胚分离培养

26份标本经鸡胚培养 3代后，共鉴定出流感病毒 A型 4

份，B型 3份，阳性率为 26.9%。

A 型流感病毒荧光 PCR检测结果

图 2 B型流感病毒荧光 PCR检测结果

3 讨论

根据国家流行性感冒诊断标准及处理原则 （GB15994-

1995）的标准［2］，流行性感冒病原学的检测方法有常规的病毒

培养法 （9~11 d龄鸡胚培养法与 MDCK细胞培养法）和快速

诊断方法 （间接免疫荧光法和间接免疫酶联免疫试验）。该经

典的试验方法虽然准确，可靠，稳定，但对标本中的病毒含量

要求高，必需达到鸡胚或 MDCK培养法所需要的病毒含量，

而且对标本的采集，运输，保存的条件要求高，试验繁琐，费

时，要确诊至少要 10~15 d。有关流感病毒 RT- PCR 检测方

法，国内外已有报道，它具有灵敏度高，特异性强，所需时间

短的优点，目前已在流感病毒的核酸检测中得到应用［3］，但其

检测时间仍需 6~7 h，且容易由于 PCR扩增产物污染而产生假

阳性的可能，近几年发展起来的以特异性荧光探针为特点的荧

光定量 PCR技术，实行完全闭管式操作，不仅能大大减少扩

增产物污染的机会，而且较常规 RT- PCR技术，无论从敏感

性，特异性与速度上都更具有优势，当然它对引物和探针的设

计也提出了更高的要求［4］。

从本次研究结果可得：即时 RT- PCR 检测结果阳性率为

57.7%，而鸡胚培养法阳性率为 26.9%，经统计学处理，χ2=

5.04，P﹤0.05，两者有统计学差异，提示荧光 RT- PCR的敏感

性高于鸡胚的分离培养。同时荧光 RT- PCR方法检测流感病毒

能够在 2~4 h内得到结果，而且操作简便，不易污染，特异性

和敏感度高。因此，荧光定量 PT- PCR方法可作为一种快速的

流感病毒检测方法，值得推广应用。
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（R2=0.927）。因此从 HBV DNA作为 HBV感染后的病毒复制状

态和传染性评价而言，与 HBsAg或 HBeAg相比较，HBV-

NRAg可以作为良好的替代评判指标，而且其检测技术条件要

求比 HBV DNA载量要简单得多，检测成本较为低廉，易于在

一般实验室开展。

本次调查筛选到 HBsAg- /HBeAg-但 HBV DNA+的 6 例

HBV 隐匿性感染，其中 2 例 HBV DNA 含量低，只有 102

copies /ml，另 4例 qPCR方法阴性，但 S区和前 C区套式 PCR

扩增片段经序列测定确认为 HBV感染，并且发现了 3例存在

S区 “a”簇编码基因 G145R和 T131N突变。HBV的复制存在

逆转录的步骤，S区、前 C/C区以及 X区等结构基因区的突

变较为常见。S区高突变位点 “a”簇 AA121~147肽段编码基

因的突变引起氨基酸残基的替换，HBsAg分子构象改变、抗原

性降低或改变，从而导致血清 HBsAg检测阴性，G145R突变

被认为是最典型的免疫逃避株［6，7］；前 C/C区 1 896位 ntc→a

的突变产生终止密码子而导致 HBeAg不能产生，乙肝病人中

近 50%因发生这种突变而 HBeAg检测阴性，HBVM模式属于

“小三阳”，但 HBV DNA载量与未变异组无明显差异［8］；X区

或 P区的变异则可导致 HBVM全为阴性的非典型 HBV感染，

临床上属于非甲~非戊型肝炎，可能与重症肝炎相关 ［5］。本次

调查中证实了 6例 （占 HBV携带者 1.43%）由于感染后的突

变或者突变株的感染而造成的 HBV隐匿性感染，这种感染模

式对于临床诊断、治疗和预防、流行病学的解释，尤其是血源

筛选，都是较为棘手的问题，HBV- NRAg检测无疑是比当前

其他检测指标更为有效的筛检方法。
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