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Abstract: Hepatitis B is one of the most common infectious diseases around the world. About 350 million people are 
infected with hepatitis B virus totally in the world, and 120 million people are infected in China. It is very important to 
apply biomarker detection for diagnosis, prevention and treatment of HBV. At present, there are many detection meth-
ods of HBV based on different biomarkers and principles, and they have different clinic application and detection ef-
fects, so the progress of the HBV biomarkers and detection methods is more and more important. This article introduced 
the physical and chemical characteristics, structure, biomarkers of HBV and the research progress of analytical methods, 
in order to provide the reference for the clinical detection of HBV. 
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摘  要：全世界约有 3.5 亿人感染乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus, HBV)，其中中国有约 1.2 亿人。应用 HBV 生

物标志物检测，对于 HBV 的诊断、防治至关重要。目前我国针对 HBV 的检测方法非常多，这些检测方法基于

不同的 HBV 生物标志物和不同的检测原理，其在临床上的应用以及检测效果也有所不同，因此了解 HBV 生物

标志物及其检测方法的 新进展就显得更为重要。本文逐一介绍了 HBV 的理化特征、结构、生物标志物以及检

测方法的研究进展，以供 HBV 的临床检测参考。 
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1. 引言 

乙型病毒性肝炎是 常见的感染性疾病之一[1,2]。 

全世界约有 3.5 亿人感染乙型肝炎病毒(hepatitis B 

virus, HBV)，而中国就有约 1.2 亿人。中国作为乙型

肝炎的高流行区，占全球 HBV 表面抗原(hepatitis 

Bvirus surface antigen, HBsAg)总携带率的近 50%，其
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中 60%的人受过 HBV 的感染，在某些人群中甚至高

达 79%[3]。乙肝病毒(HBV)属嗜肝 DNA 病毒，感染

乙肝病毒不仅会引起急性肝炎，还可能导致慢性肝

炎、肝硬化甚至肝癌。HBV 可通过多种途径感染人

体，引起肝病的传播。中国也是肝癌高发区，因而对

HBV 的防治已成为中国健康与传染病控制中的首要

问题。 

目前认为血清 HBV-DNA 是 HBV 复制活动 直

接和可靠的标志，因此，乙型肝炎病毒感染诊断的检

测方法主要是血清学标志物的检测和 HBV-DNA 含量

的检测。HBV-DNA 是直接反映 HBV 复制传染性的指

标，为传染性的判断及疗效观察提供确切依据；而

ELISA 法检测血清中的抗原抗体是诊断乙型肝炎的

常规方法[4]，其检测结果反映了人体对 HBV 的免疫状

态。两种方法各有利弊。因此正确地了解和研究 HBV

生物标志物在临床的应用和 新的进展，对 HBV 的

感染诊断、治疗等是非常重要的。 

2. HBV 的理化特征 

HBV 具有明显的嗜肝性。HBV 的外膜为脂蛋白

结构，约含 25%脂质和 75%糖蛋白，后者的主要成分

为 HBsAg。HBcAg、HBsAg 分别在胞核及胞浆中合

成后，在胞浆中组装成完整的 HBV 颗粒， 后释放

入血。其他细胞如胆管上皮细胞、肝脏上皮细胞、精

子、外周血单个核细胞 PBMC，细胞及皮肤、胰、肾

等组织中均可检测到 HBV 标志物。90%肝细胞中

HBV 阳性颗粒分布于胞浆，5%在胞核，5%两者兼而

有之。HBV-DNA 在肝细胞中呈弥漫性、小叶性、局

灶性等多种分布形式，以局灶性分布为主。完整的

HBV 颗粒对热、低温、干燥、紫外线等外界因素的抵

抗力很强，在 60℃中可耐受 4 h，37℃可存活 7 天。

但 100℃加热 10 min、0.5%过氧乙酸、0.3%漂白粉、

0.2%新洁尔灭可杀灭。 

3. HBV 的结构 

HBV 是目前人类感染的 小的双链 DNA 病毒，

是一环状的部分双螺旋结构，长约 3.2 kb。其中的 2/3

为双螺旋结构，1/3 为单链，这就是说，DNA 中的 2

条链不等长。长链的 5'端与 3'端无共价连接，而是与

一种蛋白质共价相连。长链的 5'端以 250~300 对碱基

互补结合。长链为负链，短链为正链。短链的长度视

病毒而异，一般长约 1.6~2.8 kb，约为长链的 2/3。短

链之间的空隙可由病毒颗粒中的 DNA 聚合酶充填。

其编码区基本有广泛的重叠。不同病毒株的 L(-)链均

含有 4 个开放读码框，分别称为 S，C，P，X 区。 

3.1. S 基因 

S 区又分为 S 基因，preSl 基因和 preS2 基因 3 段，

它们读码框相位相同，连续串连排列，分别编码 S 蛋

白、preSl 蛋白和 preS2 蛋白。其中 S 蛋白称为主要蛋

白或小蛋白，preS2+S 蛋白称为中蛋白，preSl + preS2 

+ S 蛋白称为大蛋白。S 基因区所编码的 3 种产物都

参与 HBV 病毒颗粒的装配，其中 S 蛋白是病毒外壳

的主要蛋白。S基因位于155~832位核苷酸，长678 bp，

编码 226 个氨基酸大小的包膜蛋白即 HBsAg[5]。 

3.1.1. preS 多肽与 HBsAg 的免疫原料 
S 基因区所编码的产物可刺激机体产生中和性抗

体或称为保护性抗体。S 蛋白可以刺激机体产生中和

性抗体，此外现有的研究表明 preSl 和 preS2 多肽的

免疫原性都很强。由 preSl 和 preS2 引起的特异性的

细胞免疫应答可以帮助克服某些个体对 S蛋白的免疫

无应答状态[6]。HBsAg 是糖基化的主要蛋白，具有完

整的抗原性[7]。现有的 HBV 疫苗含主要的 HBsAg，

保护性免疫针对HBsAg 99~170位残基的主要疏水区。 

3.1.2. preS 多肽与肝细胞嗜性 
HBV 的嗜肝性主要是由 preS 多肽与肝细胞受体

之间的识别与结合介导的，肝细胞受体结合位点可定

位于 preS1(32~47)区段。此外，preS2 多肽可与聚人血

清蛋白结合，然后利用肝细胞表现的聚人血清蛋白受

体作为接头间接与肝细胞膜结合。 

3.2. C 基因 

C基因位于HBV 1901~2449位核苷酸，长 549 bp，

编码 183 个氨基酸。HBcAg 是由这 183 个氨基酸残基

形成的二聚体。已知 HBcAg 的 1~149 位残基形成了

一个大 α-螺旋的装配区域，其中 78~137 位残基形成

刺突(spike)。150~183 位残基形成了一个 RNA 包装所

需的精蛋白样区域。尽管起源于相同的基因，HBcAg

和 HBeAg 在抗原性方面不具有交叉反应性。 

在HBV基因组中，核心启动子(core pro-moter, CP)

有着极其重要的作用。它介导两种 RNA 即前核心
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RNA(precore RNA)和前基因组 RNA(pregenomic RNA)

的转录。前核心 RNA 与前基因组 RNA 是两种长度稍

有不同的 3.5Kb RNA，起始位点仅相差 30 核苷酸(nt)。

较长的前核心 RNA 编码产生前核心蛋白，经信号肽

酶和高尔基体中的蛋白酶加工形成成熟的 e 抗原

(HBeAg)分泌到细胞外。较短的前基因组 RNA 翻译产

生核心抗原(HbcAg)和 P 蛋白，同时也是 HBV-DNA

复制时的模板，被 P 蛋白识别包装入核心颗粒，经逆

转录产生子代 DNA[7,8]。从免疫学角度看，在所有的

HBV 蛋白成分中，HbcAg 颗粒诱导 B 细胞、T 辅助

细胞和细胞毒性 T 细胞(CTL)的免疫反应 强烈。 

3.3. X 基因 

X基因位于HBV 1374~1835位核苷酸，长462 bp，

编码 154 个氨基酸大小的 HBx 蛋白。HBx 蛋白的精

确 X 基因编码的 HBV X 蛋白可通过反式激活的方式

影响病毒基因组和宿主基因的转录。X 蛋白的一个重

要作用是对肝内嘌呤和嘧啶代谢有增强作用。 

HBV X 蛋白反式激活的靶序列很广泛，既有病毒

自身的启动子，又有细胞基因组的启动子序列引[9]。

此外，HBV X 蛋白可与抑癌基因产物 p53 结合，并使

其固有的反式激活能力丧失。对于缩主细胞，p53 介

导凋亡发生的能力也可被 X 蛋白抑制，因此 HBx/p53

的表达水平可能影响到 HBV 感染肝细胞凋亡与增殖

的比例，是 HBV 感染的肝细胞发生恶性转化的原因

之一[10]。 

3.4. P 基因 

P 基因是 HBV 长的基因，横跨 80%的基因组，

与 3 个其他的基因(表面、核心及 X 基因)重叠，位于

2307~3215 及 1~1620 位核苷酸，长约 2529 bp，含有

834~845 个密码子，编码 90 kD 的多聚酶(P)蛋白。但

至今尚未发现 P 区起始的 mRNA，可能与其含量很低

有关。P 蛋白是病毒复制所必需的[11]。P 主要编码具

有依赖 RNA 的 DNA 聚合酶活性的 P 蛋白，对于 HBV

核衣壳的形成以及 DNA 链的复制至关重要。 

4. HBV 生物标志物及其检测方法研究进展 

目前用于研究 HBV 的生物标志物有很多种类，

下文将按照生物标志物的分类进行阐述，通过研究这

些生物标志物的特征性能和应用领域，对 HBV 进行

更早、更快速、更准确的检测。 

4.1. HBV 蛋白生物标志物 

蛋白类生物标志物的存在与否是检测是否感染

乙肝病毒 常规的检测手段。比如国内医院 常用的

乙肝五项就属于该类血清标志物。 

4.1.1. HBsAg 
乙肝表面抗原(HBsAg)一般用于判断是否感染了

乙肝病毒。乙肝表面抗原(HBsAg)是乙肝病毒的外壳

蛋白，本身不具有传染性，但它的出现常伴随乙肝病

毒的存在，所以它是判断机体感染 HBV 重要的标

志物之一，也是机体血清中首先出现的生物标志物。

一般来说，HBsAg 阳性可见于急性乙型肝炎患者的潜

伏期、急性期、慢性乙型肝炎、无症状携带者、部分

肝硬化和肝癌患者的血清中。其检测的准确性将有可

能直接影响到该患者的利益。所以它的检测在临床上

有着极为重要的意义。 

4.1.2. HBsAb 
HBsAb 是乙肝恢复、预后良好的血清学标志。

HBsAb 是机体受 HBsAg 刺激而产生的相应抗体，它

可以与 HBsAg 相结合，在体内其他免疫系统共同作

用下清除病毒，以保护机体不再受 HBV 的感染。

HBsAb 含量越高，机体抵抗 HBV 入侵的能力越强。

所以 HBsAb 是具有特异性保护功能的中和抗体，有

的 HBsAb，表明机体已产生免疫力。当 HBsAb 可以

在血清中检出时，HBsAg从血清中转阴已有2周左右。

临床上常将 HBsAg 转阴而 HBsAb 尚未出现的时期称

为“空窗”期，这时只有 HBcAb 阳性，其余的血清

免疫学指标均为阴性。 

总的来说，HBsAb 是疾病恢复、预后良好的血清

学标志。急性乙肝患者 HBsAg 转阴后，至少有 80%

的人可以检出 HBsAb。 

4.1.3. HBeAg 
HBeAg是人体感染HBV后跟随HBsAg出现的第

2 个蛋白抗原标志物。它是一种可溶性蛋白，一般仅

见于乙肝病毒表面抗原(HbsAg)阳性的患者，是乙肝

病毒在体内复制的标志之一。以往研究认为 HBeAg

阳性，HBV-DNA 阳性是反映乙肝病毒复制的标志，
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但后来发现部分 HBeAg 阴性，HBeAb 阳性的患者

HBV-DNA 为阳性，即部分 HBeAb 阳转的患者仍存在

病毒的复制。后来多项研究发现前 S1 抗原与

HBV-DNA 的检测率高度相关，是一项十分重要的病

毒复制指标[12,13]。 

4.1.4. HBeAb 
乙肝 e 抗体(HbeAb)是人体感染乙肝病毒血清学

标志物指标之一，HbeAb 阳性主要出现在无症状乙肝

表面抗原携带者和慢性乙肝患者中间。这说明其体内

病毒复制受到不同程度的抑制，说明血中 HBV 减少，

传染性降低。HBeAb 是一种非保护性抗体，只是依赖

T淋巴细胞产生的特异性抗体。HBeAb只有 IgG抗体，

其亚型的相对水平差异不显著。HBeAb 在血清中出

现，常表示 HBV 复制水平逐渐趋于静息状态。但是，

在免疫功能和抗病毒药物的压力下，常有基因组前

C/C 区的变异，造成免疫逃逸，对 HBV 复制失去监

控，可出现 HBeAg 阴性而 HBeAb 阳性，血清 HBV 

DNA 仍有复制。因此，HBeAb 是感染性指标，也有

可能传染性指标，这将由血清中的 HBV DNA 定性或

定量来决定其传染性的强弱。 

4.1.5. HBcAb 
HBcAb是乙肝核心抗体的英文缩写，它和HBcAg

是一对相对应的抗原抗体系统。在急性 HBV 感染中，

HBcAb 的产生通常在 HBsAg 出现后 3~5 周。此时，

HBsAg 已经消失，HBsAb 尚未阳转。HBcAb 的检出

反映乙肝病毒在复制，无保护作用，不能中和乙肝核

心抗原。 

4.1.6. HBcAg 
血清 HBcAg 阳性可提供肝内 HBV 合成的信息，

是病毒存在的直接标志。HBcAg 感染的肝细胞是细胞

免疫效应攻击的靶细胞，肝细胞溶解后 HBcAg 可直

接释放入血，故能直接反映肝细胞损害和病情进展的

程度。HBcAg 存在于 Dane 颗粒的核心，是 HBV 的

结构蛋白，由 HBV 基因组 C 开放读码区编码。HBcAg

指标是体内存在乙型肝炎病毒颗粒的直接标志，而

HBsAg、HBeAg、HBcAb 等指标都是 HBV 存在的间

接标志，所以，HBcAg 测定更能反映 HBV 的存在及

其复制程度，比其他各种免疫学指标更灵敏、更特异，

比HBeAg强 100倍[14]。其地位与HBV DNA和DNA-P

相同。HBcAg 是乙型肝炎病毒(HBV)的核心成分，若

在血清中检出 HBcAg 则说明有 HBV 复制。 

4.1.7. HBcrAg 
近年来，HBcrAg 作为一种新的血清学标志在患

者病情的发展评价中被寄予厚望。它的主要结构是

HBcAg、HBeAg 与 p22cr(22 kDa precore protein)三种

蛋白质。目前研究发现 HBcrAg 可作为预测肝细胞癌

根治术后患者复发的因素，通过测定血清 HBcrAg 和

肝内共价闭合环状 DNA(cccDNA)的水平可以表明病

毒的状态与肝细胞癌的复发有关，因此可作为慢性乙

肝患者 HBV 复制情况与抗病毒治疗疗效监测[15,16]。 

4.2. HBV 蛋白生物标志物检测方法研究进展 

4.2.1. ELISA 
ELISA，全称是酶联免疫吸附剂测定 (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay, ELISA)，以灵敏度高、

特异性强、重复好为突出优点，对 HBsAg 的检测灵

敏度可达 0.5 ng/ml。目前国内成熟的 ELISA 肝炎试

剂，已被卫生部临床检验中心作为标准与美国

ABBOTT 试剂在灵敏度、特异性上都非常接近，所以

ELISA 被广泛应用于乙肝病毒蛋白标志物的检测。 

4.2.2. 胶体金免疫层析法 
该法是在 ELISA 基础上发展起来的一种检测技

术，它用胶体金标记抗原、抗体后以层析方法进行检

测，突出优点为快速、试剂便于保存、检测不需要特

殊设备并可以单份检测，比较适用于基层医疗单位和

标本初筛。目前已有成熟的胶体金试纸条如 HCG 金

标纸条广泛应用于临床检测。在乙型肝炎重要标志物

之一的 HBsAg 检测中，国外较好的金标试纸的检测

灵敏度已接近 ELISA，国内也有较成熟的胶体金试纸

条广泛应用，该法在 HBV 蛋白生物标志物的检测中

具有非常广阔的前景。 

4.2.3. 反向被动血凝 
在临床上反向被动血凝方法检测 HBV 出曾在相

当一段时间占据了重要地位，直至被 ELISA 方法完全

取代。其用表面抗体致敏 O 型红细胞，将病人血清连

续二倍稀释与其反应一定时问后肉眼观察凝集现象

判断表面抗原滴度。此法的特别之处在于可对表面抗

原作相对定量，因此颇受临床医师欢迎，但操作复杂
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是其缺点。 

4.2.4. 免疫荧光技术 
免疫荧光技术不受自然荧光干扰，具有灵敏度

高、特异性强、标准曲线范围宽、标记物制备简便、

存储时间长、无放射性污染、检测重复性好、操作流

程短和应用范围广泛等优点，成为 有潜力的一种标

记免疫分析方法。TRFIA 是以三价稀土离子及其螯合

剂作为示踪物，如铕(Eu3+)、铽(Te3+)及钐(Sm3+)、镝

(De3+)等代替传统的荧光物质、放射性同位素、酶和

化学发光物质，来标记抗体、抗原等，待反应体系发

生后，用时间分辨荧光仪测定 后产物中的荧光强

度，根据荧光强度和相对荧光强度比值，判断反应体

系中分析物的浓度，以达到定量分析的目的。 

该技术可以在急性乙肝早期能及早检出 HBsAg，

确认 HBV 感染，几乎能与 preS 同时检出，在病程观

察中大大缩短“窗口期”时间，还可发现低浓度 HBsAg

携带者，并可以解决 ELISA 法因钩状效应而导致的漏

检。 

4.2.5. 微粒子酶免法(MEIA) 
MEIA 是近年来新发展起来的一种新的抗原抗体

检测技术。该方法利用微粒内因子与待测物形成微粒

内因子复合物后，与碱性磷酸酶共轭化合物结合成微

粒内因子共轭复合物，再与底物反应生成带荧光的产

物而被测定。临床上用雅培 AXSYM 的 MEIA 法测定

乙肝病毒血清学标志物是公认参考法，特点是：全自

动，操作时环境不易被污染，但由于仪器和试剂成本

高，在基层医院尚不能普及。 

4.3. 核酸生物标志物 

核酸类 HBV-DNA 和 cccDNA 的存在是乙肝病毒

复制的一个重要标志，近年来对其的检测开展的越来

越多。核酸类生物标志物对比蛋白类生物标志物的优

点如下： 

1) 检测方法快速、高效。一般可用 PCR 的方法

进行检测。 

2) 在病毒感染的窗口期就可检测出来，而乙肝表

面抗原等蛋白类则要在感染 1~2 周之后才可以被检测

出来。 

3) 检测HBV-DNA和 cccDNA是评价病毒药物疗

效和耐药性的金指标。 

4.3.1. HBV-DNA 
检测 HBV-DNA 是十分重要的血清学标志。CHB

患者中，HBV DNA 可整合到染色体上或游离于血清

中。HBV-DNA 还可作为判定 HBV 药物疗效的一个极

有意义的临床指标。 

HBV-DNA 即是乙肝病毒的脱氧核糖核酸(即乙

肝病毒基因)。HBV-DNA 是 HBV 感染 直接、特异

性强和灵敏性高的指标，HBV-DNA 阳性，提示 HBV

复制和有传染性。HBV-DNA 越高表示病毒复制越厉

害，传染性强。HBV-DNA 可采用核酸杂交、PCR 等

方法进行检测。定量检查就是检验乙肝病毒在血液中

的含量。通过乙肝病毒含量的检测，可以了解患者体

内的病毒含量，病情发展状况，对患者的治疗有很好

的指导作用。 

4.3.2. cccDNA 
细胞外乙型肝炎病毒 DNA 是一种松弛环状的双

链 DNA(relaxed circularDNA，rcDNA)分子。cccDNA

是乙肝病毒前基因组 RNA 复制的原始模板，虽然其

含量较少，每个肝细胞内只有约 5~50 个拷贝，但对

乙肝病毒的复制以及感染状态的建立具有十分重要

的意义。 

HBV 病毒进入细胞后，在胞浆内脱壳，松弛环状

DNA(rcDNA)正链在 DNA 聚合酶的作用下形成全长

的 rcDNA。rcDNA 被转运至核内构象发生改变形成

cccDNA，作为HBV部分基因mRNA和前基因组RNA

的合成模板。新合成的双链 DNA 中的正链大多不完

整，包含完整或部分正链的核衣壳包装进病毒胞膜，

运出细胞成为成熟的病毒体，但也可在胞浆内脱壳形

成 rcDNA 被转运至核内以补充 cccDNA 的量，示踪

试验证实这是细胞核内 cccDNA 扩增池的主要来源。

cccDNA 是乙肝病毒复制中重要的中间产物，一旦它

在肝细胞核内形成，就具有高度的稳定性，可长期存

在于肝细胞内，不但起着原始模板作用，而且还很难

完全清除。只有清除了细胞核内的 cccDNA，才能彻

底消除乙肝患者病毒携带状态，是抗病毒治疗的目

标。如患者体内检测出 cccDNA 说明 HBV 有再活化

的高风险[17,18]。 

在血清 HBsAg 和 HBV-DNA 均阴性肝癌患者的
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癌组织及癌旁组织中检测到 cccDNA，说明血清

HBsAg 和 HBV DNA 均阴性不能真实反映患者的

HBV 感染情况。有报道慢性乙肝患者经抗病毒治疗

后，一些 HBsAg 转阴、血清 HBV-DNA 在检测限以

下或者 HBeAg 发生血清学转化的患者，其肝组织中

仍可检测到 cccDNA 和 HBV-DNA，且以 cccDNA 占

主要形式[19-22]，表明肝组织内 cccDNA 的定量检测有

重要临床意义，可评价：①抗病毒药物疗效及持续应

答情况；②HBV 感染状态及其传染性指标[23]；③可

否引发肝癌；④是否肝外组织感染的客观指标[24,25]；

⑤肝移植后肝脏是否再感染的指标[26-28]。 

4.4. HBV 核酸生物标志物检测方法研究进展 

荧光定量 PCR 法是近年来在医学检验普遍采用

的一种核酸类生物标志物的定量检测方法，该法主要

是在反应体系中引入了标记探针，探针的 5’端采用荧

光基团标记，3’端采用荧光淬灭基团标记，在未扩增

时特异性模板数量较少或没有，故而探针大多以游离

形式存在，此时淬灭基团与荧光基团较为接近，从而

产生封闭作用，整个反应体系中没有荧光产生或有较

小的荧光本底。PCR 扩增后，阳性标本中有大量的特

异性模板生成，探针与其模板特异性结合，此时淬灭

基团与荧光基团之间的距离变远，封闭作用减弱，

DNA 聚合酶的酶切活性，将探针的淬灭基团切除其封

闭作用完全丧失，当紫外光照射时，荧光基团发出荧

光根据荧光的强度可以判断病毒的原始浓度。该方法

具有快速、灵敏、准确等特点，是 HBV 核酸生物标

准物质 常用的检测方法。 

5. 小结 

乙型病毒性肝炎是由乙型肝炎病毒(HBV)引起

的，目前是一种世界性传染性疾病，全世界无症状乙

肝病毒携带者(HBsAg 携带者)超过 3.5 亿。因此，乙

肝的检测、预防和治疗显得尤为重要。在乙肝病毒感

染的早期能快速、准确、高效的将其检测出来对治疗

有非常大的帮助。因此，从人群和病患的实际情况出

发，根据乙肝病毒生物标志物的不同特点，选择不同

的检测方法和商业试剂盒进行病毒检测，可以避免因

检测方法和试剂的误用而影响检测效果。同时，根据

不同乙肝病毒生物标志物研制不同类型的标准物质

或标准品，对乙肝病毒检测方法和商业试剂盒进行评

价，以避免误检、漏检和检测结果不准的情况发生，

从而更好地为病患者服务。 
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