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HBV ccc DNA 的检测方法及研究进展

王甜  秦波

共 价 闭 合 环 状 DNA（covalently closed circular 
DNA，ccc DNA）作为乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）的转录模板，是一种独特的复制中间体，长期聚

集于宿主细胞核内，在 HBV 生命周期及持续感染中起

着关键作用。由于目前常用的抗病毒药物均不能清除 ccc 
DNA，其监测对于评价抗病毒治疗疗效、判断停药时间、

预测治疗后再发等方面具有着重要作用。随着分子生物

学技术的发展，HBV ccc DNA 的检测方法得到不断的建

立和完善，其临床应用价值也逐渐得到探究。本文就近

年来研究报道的 ccc DNA 检测方法及临床意义等作一综

述。

一、HBV ccc DNA 与 HBV 的复制

HBV 颗粒通过与肝细胞膜表面特定结构的相互作

用入胞，核衣壳释放至胞质，HBV 基因组以松弛环状

DNA（relaxed circular DNA，rcDNA）的形式进入至宿

主细胞核内。rcDNA 包含一条完整的负链 DNA（5′- 末
端与聚合酶 P 共价结合），和一条不完整的正链 DNA（5′-
末端含一个 RNA 寡核苷酸）。入核后 rcDNA 通过聚合

酶补平缺口形成 ccc DNA，ccc DNA 转录产生 pgRNA 和

大小不同的 mRNA，pgRNA 作为模板，在聚合酶 P 的作

用下逆转录合成全长负链 DNA，再通过 DNA 聚合酶作

用合成正链 DNA，产生新的 rcDNA，随后可与病毒蛋白

装配形成子代病毒颗粒继续感染健康肝细胞，也可回到

核内形成 ccc DNA 补充 ccc DNA 池
 [1] 
。

        二、HBV ccc DNA 与血清 HBV DNA 检测

       HBV DNA 是 HBV 复制最直接的指标，临床上常用

实时荧光定量 PCR 法来检测血清 HBV DNA，其正常值

范围应＜ 103
拷贝 /ml；而 ccc DNA 是 HBV 复制最特

异的指标，其灵敏度及准确度均优于目前常用的 HBV 
DNA 检测方法。有研究发现血清 HBV DNA 低于检测下

限（＜ 500 拷贝 /ml）时，肝内仍存在 ccc DNA，且可

能导致肝炎进展
 [2] 。因此，血清 HBV DNA 并不能完全

反映肝组织内 HBV 感染及复制情况，需要结合患者 ccc 
DNA 水平来判断体内 HBV 复制的真实情况。

        三、HBV ccc DNA 的检测方法

      早期，用分子生物学经典方法 Southern blot 来检测 ccc 
DNA 的报道较多，但其因其操作技术要求高、不能准确

定量、灵敏度不高等因素在临床上应用较少。目前应用

较多的检测方法主要是基于 ccc DNA 与 rcDNA 结构上存

在差异而建立的（rcDNA 两条链上均存在缺口，未形成

超螺旋结构，而 ccc DNA 是完整闭合的超螺旋 DNA），
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通过设计跨缺口引物可实现 ccc DNA 特异性扩增，加用

绿豆核酸酶（mung bean nuclease，MBN）特异性降解

rcDNA 可以提高检测的特异性
[3]
。最近，用对环状 DNA

特异的滚环扩增法用于检测 ccc DNA 的报道逐渐增多。

1. PCR 技术：包括普通 PCR、巢式或半巢式

PCR、竞争性 PCR、实时荧光定量 PCR 等。① PCR 技

术的分子生物学基础为利用两种 DNA 结构上的差异，

设计跨越 rcDNA 正链及负链上两个缺口的引物，在适当

的模板起始浓度下使 ccc DNA 特异性扩增。②巢式 PCR
（nested PCR）是以上一轮 PCR 产物做为下一轮 PCR
的模板，并设计一对与模板 DNA 的结合位点位于上一

轮 PCR 产物之中的引物，以提高检测的灵敏度。半巢式

PCR 与巢式 PCR 相似，但在下一轮 PCR 使用的引物有

一条与上一轮相同。③竞争 PCR 是在反应体系中同时引

入一种已知浓度的和一种未知浓度的模板，前者为竞争

模板，后者为目标模板，当两种产物量相等时，体系中

目标模板和竞争模板的浓度也相等。以上的 PCR 方法在

扩增结束后，均需经凝胶电泳测定特异性产物含量。④

实时荧光定量 PCR：包括 SYBR 染料技术、Taqman 技术、

Taqman-MGB 技术、分子信标技术及 FRET 探针技术等，

在 PCR 反应体系中加入荧光基团，以荧光信号的积累监

测 PCR 反应进程，实现 PCR 产物的准确定量，是目前

较多应用于 ccc DNA 检测的 PCR 技术。

Takkenberg 等
[4]
用实时荧光 PCR 技术检测了 96

例慢性乙型肝炎患者的血浆样本，ccc DNA 的检测下限

为 15 拷贝 /10 μl，定量下限为 91 拷贝 /10 μl，相关系

数为 0.98，此方法灵敏度及特异度较高，且具有良好的

可重复性。杨培等
[5]
用质粒安全性 ATP 依赖性 DNA 酶

（plasmid-safe™ ATP-dependent dnase，PSAD）酶切纯化

血清提取物以提高荧光定量 PCR 的特异性，线性范围

为 1 × 102
～ 2.77 × 109

拷贝 /ml。Gao 等
[6]
发现用限制性

内切酶与 PSAD 联合酶切肝组织后，以 ccc DNA 特异引

物进行实时 PCR 反应，可降低 5 个 log10 值的非特异扩

增。杨晓瑞等
[7]
采用 PSAD 酶切联合 SYBR Green Ⅰ荧

光染料 PCR 标准质粒的 ccc DNA，发现在 2.68 × 108
～

2.68 × 103
拷贝 /μl 检测范围之间有良好的线性关系，Ct

值与 HBV ccc DNA 起始拷贝数的对数值的线性相关方

程为 y = － 3.267X ＋ 39.16，其中 y 为 Ct 值，X 为 HBV 
ccc DNA 起始拷贝数的对数值，相关系数为－ 1.00，扩

增效率为 102%，最低检测限为 2.68 × 101 
拷贝 /μl，并通

过制作熔解曲线、测量升高温度后荧光的变化帮助降低

非特异产物的影响，该方法具有简便、灵敏度及特异性高、

成本较低等优点。许春海等
[8]
建立了 HBV ccc DNA 的

巢式 - 实时荧光定量 PCR 检测法，线性范围为 5.0 × 102
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～ 3.9 × 107
拷贝 /ml。

2. 入侵探针技术：基本原理是根据目标 DNA 设计

一对探针（初始探针和入侵探针 )。初始探针 5′- 端含一

段不与目标 DNA 互补的寡核苷酸序列（“翼”），入

侵探针 3′- 端的单个碱基不与目标 DNA 互补，Flap 核

酸内切酶Ⅰ将初始探针的“翼”剪切下来，其与具有

发光基团和淬灭集团的荧光能量共振转移（fluorescence 
resonance energy transfer，FRET）探针相结合，产生荧

光信号，这个被剪切下来的“翼”作为入侵探针反复入侵，

放大的荧光信号强度与初始探针目标 DNA 量成正比。

3. 滚 环 扩 增 技 术（rolling circle amplificantion，
RCA）：是借鉴自然界中环状 DNA 分子滚环式的扩增机

制而新近发展起来的一种多引物的核酸扩增技术，通过

有较高 3′-5′ 核酸外切酶活性且稳定性高、出错少的噬菌

体 phi29 DNA 聚合酶及寡核苷酸引物来实现模板的循环

扩增，扩增产物再由实时定量 PCR 定量，此技术具有快

速、灵敏和特异的特点。Margeridon 等
[9]
首先报道运用

RCA 法扩增了 HBV ccc DNA 全长基因序列，并能够直

接检测到肝组织中最低 13 个拷贝值的 ccc DNA。国内任

晓强等
[10]

采用多引物滚环扩增方法，设计了 4 对针对我

国 HBV DNA 序列特点的引物进行指数化扩增 , 其扩增

能力大于 109
，能够检测到最低 10 个拷贝的 ccc DNA，

与 Margeridon 等
[9]
报道一致。随后赵旭等

[11]
和 Zhong

等
[12]

均成功将 PSAD 消化、滚环扩增及跨缺口实时荧光

PCR 技术联合用于检测肝组织中的 ccc DNA，证实此方

法可从极少量慢性乙型肝炎患者肝组织中检测到 HBV ccc 
DNA，灵敏度低至 102

拷贝 /μl，并有良好的批内 / 批间

重复性。这种灵敏性高的检测方法对 HBV 隐匿性感染者

的诊断及正在进行抗病毒治疗患者的疗效评估有重要的

意义。

        四、HBV ccc DNA 检测的临床应用研究

李忠斌等
[13]

应用 PSAD 消化＋滚环扩增＋跨缺口实

时荧光 PCR 方法分析了 30 例经核苷（酸）类似物抗病

毒治疗 6 个月以上的并已在血清中检测到耐药相关突变

的慢性乙型肝炎患者 PBMCs 中的 HBV ccc DNA，发现

其主要为无耐药突变的野生株，推测 PBMCs 可能是体

内 HBV 野生株的“存储库”。

        慢性乙型肝炎患者 e 抗原的转阴往往预示着 HBV 的

复制活性减低。pgRNA 作为 HBV 复制的模板，由 ccc 
DNA 转录形成。Malmström 等

[14]
发现肝内 pgRNA 反映

肝内 ccc DNA 含量，且与血清 DNA 水平显著相关，e 抗

原转阴后，血清 HBV DNA 下降可能与肝内 ccc DNA 载

量减少及血清 pgRNA 转录效率减低有关。

       近年来，人们认识到表观遗传学因素可通过影响

HBV 基因转录来调控其感染。Zimmerman 等
[15]

设计了

6 种以 DHBV 增强子区为靶向的锌指蛋白，证实了锌指

蛋白不仅能与 DHBV 控制核心及表面启动子的增强子区

结合，还能在空间上阻碍 RNA 聚合酶通过增强子，在

转录水平上抑制病毒的复制，干扰 ccc DNA 的补充反馈

回路，为治疗慢性乙型肝炎提供了新的思路。有研究表

明，人类肝组织内的 ccc DNA 甲基化可抑制 HBV 的复

制活力，下调病毒蛋白的表达，Vivekanandan 等 [16] 和

Kim 等 [17] 在研究中也有类似发现，Guo 等
[18]

通过亚磷

酸盐 DNA 测序显示 e 抗原阴性患者肝内 HBV ccc DNA-
CpG 岛的甲基化阳性率及密度均高于 e 抗原阳性患者，

证实 ccc DNA 甲基化可减少病毒体合成。Pollicino 等 [19]

和 Belloni 等 [20]
通过将 HBV 微小染色质免疫共沉淀定

量分析与 ccc DNA 实时 PCR 检测与相结合建立了一种

新的检测方法，发现细胞组蛋白乙酰基转移酶（CBP、
p300、PCAF/GCN5）、组蛋白脱乙酰基酶（HDAC1、
hSirt1）以及 HBx 调节蛋白都聚集于 ccc DNA 微小染

色质周围，低度乙酰化组蛋白及组蛋白去乙酰化酶 1 在

ccc DNA 上的聚集与血清 HBV 水平降低有关，而 HBx
通过调节 ccc DNA 向 pgRNA 的转录促进 HBV 复制。

为了进一步研究 HBx 影响 HBV 复制的机制，其用不表

达 HBx 的 HBV 突变型基因转染了 HepG2 细胞，观察到

HBV 复制受损，ccc DNA 结合组蛋白乙酰化程度迅速降

低，组蛋白脱乙酰基酶 HDAC1 及 hSirt1 增加，转录生

成的 pgRNA 显著减少，而补充外源性表达的 HBx 能提

高 HBV 的复制能力
[20]
。由此可见，HBx 以某种机制参

与 ccc DNA 的表观遗传调控，从而影响着 HBV 的复制。

该研究还发现 IFN-α 通过降低与 ccc DNA 连接的组蛋白

的乙酰化程度，向 ccc DNA 募集转录辅阻碍物，同时减

少转录因子 STST1/2 与活化 ccc DNA 的结合，从而抑制

ccc DNA 微小染色体向 pgRNA 及其他亚基因组 RNA 的

转录
 [21]

。还有研究发现了单一 siRNA 能够显著抑制对细

胞内 ccc DNA 水平，而联合 siRNA 可以 HBV 核定位信

号的不同区域为靶点，抑制 HBsAg 和 HBeAg 表达、降

低 mRNA 水平，且在终浓度一致的情况下，更为显著的

抑制了 ccc DNA 扩增和病毒复制
[22-23]

。

         五、小结

持续存在于肝细胞核内的 HBV ccc DNA 难以被目

前常用的抗 HBV 药物清除，被认为是判断有无病毒复制

的金标准，监测体内 ccc DNA 水平有助于了解 HBV 慢

性感染机制、评价抗 HBV 药物疗效、判断停药时机、评

价 HBV 感染状态以及在肝移植术后移植肝脏是否出现再

感染。如今，已有不少灵敏度及特异性较高、重复性较

好的 HBV ccc DNA 检测方法建立，但还尚未确立一种

能在临床广泛开展的方法。另外，关于 ccc DNA 表观遗

传学调控的研究结果为靶向于 ccc DNA 的抗 HBV 治疗

方法带来新的希望。
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