
·  337  ·   中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2021年10月 第15卷 第5期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), October  2021, Vol.15, No.5

·论著·

血液miRNA-548ah在慢性乙型肝炎病毒

感染不同时期的表达及其临床价值 

刘蜜 1  向田 1  李叶静 1  朱焦 2

【摘要】目的  探讨血液miRNA-548ah在慢性乙型肝炎病毒（HBV）感染不同时期的表达，并分

析其临床价值。方法  选取2015年1月至2019年1月恩施土家族苗族自治州中心医院收治的108例慢性

HBV感染者为研究对象（HBV感染组），根据分期不同将108例患者分为免疫耐受期组（32例）、免

疫清除期组（28例）、低复制期组（25例）和再活动期组（23例）；另外选取同期100例健康体检者

为对照组。采用采用Exo Quick试剂盒提取血液外泌体，并采用Western blot蛋白质印记法验证外泌体

的真实性；采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）检测血液外泌体中miRNA-548ah水
平，并收集其血清HBV DNA和丙氨酸氨基转移酶（ALT）水平。比较HBV感染组患者和对照组血液

外泌体miRNA-548ah差异，并绘制ROC曲线探讨血液外泌体miRNA-548ah在慢性HBV感染不同时期

中的应用价值，采用Pearson相关法分析血液外泌体miRNA-548ah与HBV DNA和ALT的关系。结果  蛋
白质免疫印迹法检测外泌体表面特异性标志物CD63和Tsg101蛋白阳性，提示外泌体提取成功。

HBV感染组和对照组血液外泌体miRNA-548ah水平分别为（3.46 ± 0.83）和（0.72 ± 0.15），差

异有统计学意义（t = 32.518、P ＜ 0.001）；ROC曲线分析显示，外泌体miRNA-548ah在慢性HBV感

染诊断中具有一定价值（AUC = 0.785、95%CI：0.723～0.877、截断值：1.04、敏感性为84.5%、特

异度为82.6%）。免疫耐受期组、免疫清除期组、低复制期组和再活动期组血液外泌体miRNA-548ah
分别为（4.18 ± 1.34）、（1.41 ± 0.45）、（1.32 ± 0.31）和（1.48 ± 0.42），差异有统计学意义（F = 
27.435、P ＜ 0.001）；其中免疫耐受期组和免疫清除期组患者差异有统计学意义（t = 10.427、P ＜ 
0.001），免疫清除期组和低复制期组患者差异无统计学意义（t = 0.838、P = 0.406）；低复制期组和

再活动期组差异无统计学意义（t = 1.510、P = 0.138）。Pearson相关分析表明，HBV感染免疫耐受期

miRNA-548ah与HBV DNA、ALT均呈显著正相关（r = 0.857、P ＜ 0.001，r = 0.763、P ＜ 0.001）；

HBV感染再活动期患者miRNA-548ah与HBV DNA、ALT均呈显著正相关（r = 0.776、P = 0.001，r = 
0.711、P = 0.001）；HBV感染免疫清除期miRNA-548ah与HBV DNA、ALT呈正相关，但相关性不显著

（r = 0.572、P = 0.035，r = 0.531、P = 0.042）；HBV感染低复制期miRNA-548ah与HBV DNA、ALT
呈正相关，但相关性不显著（r = 0.541、P = 0.039，r = 0.502、P = 0.048）。结论  血液外泌体miRNA-
548ah在慢性HBV感染者高表达，有望成为诊断慢性HBV感染的新型标志物，且其在HBV感染自然史

不同阶段的表达存在差异，与血清HBV DNA和ALT亦相关，可用于指导临床用药并进行及时调整。  
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of 108 patients with chronic HBV infection admitted to the Central Hospital of Enshi Tujia and Miao 
Autonomous Prefecture from January 2015 to January 2019 were selected as HBV infection group. According 
to their different stages, 108 patients were divided into immune tolerance period group (32 cases), immune 
clearance period group (28 cases), low replication period group (25 cases) and reactivation period (23 cases). 
While 100 healthy people  taking physical examination were selected as healthy control group. ExoQuick kit 
was used to extract blood exosomes, and protein imprinting was used to verify the authenticity of exosomes. 
The serum levels of HBV DNA and alanine aminotransferase (ALT) were measured by fluorescence 
quantitative RT-PCR. The difference of miRNA-548ah in blood exosomes between HBV infection group 
and healthy control group were compared, respectively, and the value of serum exosomes miRNA-548ah 
for chronic HBV infection and staging were analyzed by receiver operating curve (ROC). The relationship 
between serum exosome miRNA-548ah and HBV DNA and ALT were analyzed by Pearson correlation 
method. Results   The positive expression of CD63 and Tsg101 protein were detected by Western blot, which 
indicated that exosome was successfully extracted. The levels of microRNA-548ah in blood exosomes of 
HBV infection group and control group were (3.46 ± 0.83) and (0.72 ± 0.15), respectively,  with significant 
difference (t = 32.518, P < 0.001). ROC analysis showed that exosome microRNA-548ah had a certain 
value in the diagnosis of chronic HBV infection (AUC: 0.785, 95%CI: 0.723-0.877, truncation value: 1.04, 
sensitivity: 84.5%, specificity: 82.6%). The levels of microRNA-548ah in blood exosomes of the immune 
tolerance period group, the immune clearance period group, the low replication period group and the 
reactivation period group were (4.18 ± 1.34), (1.41 ± 0.45), (1.32 ± 0.31) and (1.48 ± 0.42), respectively, with 
significant difference (F = 27.435, P < 0.001); there was significant difference between immune tolerance 
period group and immune clearance period group (t = 10.427, P < 0.001), but without significant difference 
between immune clearance group and low replication period group (t = 0.838, P = 0.406) , neither between 
low replication group and reactivation group (t = 1.510, P = 0.138). Pearson correlation analysis showed that 
microRNA-548ah was positively correlated with HBV DNA (r = 0.857, P < 0.001) and ALT (r = 0.763, P < 
0.001). There were significant positive correlations between microRNA-548ah and HBV DNA (r = 0.776, 
P = 0.001) and ALT (r = 0.711, P = 0.001); and microRNA-548ah in the immune clearance stage of HBV 
infection was positively correlated with HBV DNA (r = 0.572, P = 0.035) and ALT (r = 0.531, P = 0.042), 
but the correlation was not significant; microRNA-548ah in the low replication stage of HBV infection 
was positively correlated with HBV DNA (r = 0.541, P = 0.039) and ALT (r = 0.502, P = 0.048), but the 
correlation was not significant. Conclusions   High expression of microRNA-548ah in blood exosome of 
patients was expected to become a new marker for the diagnosis of chronic HBV infection. There were 
significant differences in the expression of microRNA-548ah in different stages of natural history of HBV 
infection. It was also related to serum HBV DNA and ALT levels, which could guide the clinical medication 
and timely adjustment.

【Key words】 Hepatitis B virus; Natural history; MicroRNA-548ah; Alanine aminotransferase; 
Receiver operating curve; Correlation

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）属

嗜肝DNA病毒科，感染后可引起机体免疫炎症

反应，导致不同程度肝脏损伤，有可能进展为肝

硬化、肝功能衰竭及肝细胞癌等 [1]。据世界卫生

组织统计，全球HBV感染者约20亿，其中2.4亿
为慢性HBV感染，而我国则是慢性HBV感染高

发地区，占全球总数的30%[2-3]。慢性HBV感染自

然史可反映HBV与宿主免疫系统相互作用过程，

包括免疫耐受期、免疫清除期、低复制期和再

活动期，对慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，

CHB）的诊断、治疗及预后有重要价值 [4-5]。目

前，临床以肝组织活检作为慢性HBV感染自然史

分期的金标准，但因存在风险且无法进行动态评

估而难以在临床开展；此外，丙氨酸氨基转移酶

（alanine aminotransferase，ALT）也是评判自然

史分期的参考指标之一，但其灵敏度和特异性均

有待提高，因此寻找新的评估HBV自然史分期的

生物学指标对慢性HBV感染者十分重要[6-7]。微小
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RNA（microRNA，miRNA）是一种长约22 nt的
非编码RNA，与细胞生物学功能密切相关；研究

发现，血液中大部分miRNA均富集在外泌体中，

且比游离miRNA同质性高且稳定[8-9]。目前关于外

泌体miRNA与疾病诊疗的研究较多，且表现出较

大潜力[10-11]。本研究选取108例慢性HBV感染者作

为研究对象，探讨血液外泌体miRNA-548ah在慢

性HBV感染不同时期中的表达，并分析其临床价

值，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

选取2015年1月至2019年1月恩施土家族苗族

自治州中心医院收治的108例慢性HBV感染者为

HBV感染组。纳入标准：符合中华医学会肝病

学分会制定的《慢性乙型肝炎防治指南（2010年
版）》 [12]中慢性HBV感染诊断标准者。排除标

准：①近半年未给予任何抗病毒治疗者；②合并其

他肝炎病毒及HIV感染者；③合并药物性肝病、酒

精性肝病及自身免疫性肝病等；④合并肝细胞癌。

参考《慢性乙型肝炎防治指南（2010年版）》[12]

将入组患者分为免疫耐受期组32例、免疫清除期组

28例、低复制期组25例和再活动期组23例；同期选

取100例健康体检者作为对照组。本研究研究对象

均签署知情同意书，并通过本院伦理委员会批准

（伦理批号：LY2015-11）。

二、方法

1. 标本收集：于入院第1天早上8:00采集所有

研究对象3管（各5 ml）空腹静脉血，分别用于检

测外泌体miRNA-548ah、HBV DNA和ALT水平。

2. 血液外泌体miRNA-548ah检测：①外泌体

分离：参照ExoQuick Exosome Precipitation试剂盒

（购自美国SBI公司）说明书先后进行梯度离心

（去除杂质）和外泌体提取。②外泌体验证：采用

蛋白质印记法检测外泌体标志性蛋白进行验证，

采用RIPA裂解液裂解取上述血液外泌体，后采用

12% SDS-PAGE进行电泳，再以湿转法将电泳蛋白

转至硝酸纤维素膜，后再用含5%脱脂奶粉和PBS
（含吐温20）将其封闭于摇床上1 h，最后加入一

抗（1︰100，抗-CD63和抗-Tsg101，均购自美国

Abcam公司），4 ℃过夜，次日洗膜3次，再加入

相应二抗（1︰200，购自美国Abcam公司），室

温反应2 h，加入化学发光底物显色观察。③外泌

体miRNA-548ah检测：首先，参照Trizol试剂说明

书完成外泌体中总RNA提取；后参考逆转录试剂

盒操作说明书，取RNase-free水溶解总RNA，并

加入反转录引物混合，后于70 ℃放置10 min，于冰

上放置2 min，获得cDNA产物；后进行实时荧光定

量PCR检测，反应体系（50 μl）-SYBR Green 1染
料10 μl + 上下游引物各0.5 μl + dNTP 0.5 μl + Taq酶
1 μl + cDNA产物5 μl + ddH2O 32.5 μl，反应条件：

95 ℃预变性10 min，95 ℃变性10 s + 60 ℃退火延

伸30 s（共40个循环）；其中以U6作为内参基因，

上下游引物分别为5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
和 5 ' - A A C G C T T C A C G A AT T T G C G T- 3 '，
m i R N A - 5 4 8 a h 上 下 游 引 物 分 别 为

5 ' -GAAGTTCCATCGAAAAGTGATTG-3 '和
5'-TATGCTTGTTCTCGTCTCTGTGTC-3'，以2－△△Ct

表示miRNA相对表达量，并将其转换为log2进行计

算。以上均由上海吉凯有限公司辅助完成。

3. 血清HBV DNA和ALT水平检测：采用实时

荧光定量PCR法检测血清HBV DNA水平，试剂盒

购自厦门安普利生物工程有限公司，CFX96实时荧

光定量PCR仪购自美国Bio-Rad公司。采用酶法检

测血清ALT水平，试剂盒购自德国Roche公司，仪

器为Roche 501自动生化仪。

三、统计学处理

采用SPSS 20.0统计学软件分析所有数据。

其中年龄、miRNA-548ah、HBV DNA和ALT为
计量资料，呈正态分布，以 x ± s描述，两组间比

较采用独立样本 t检验，三组及以上比较用单因

素方差分析（整体比较后组间两两比较用LSD-t
检验）；性别为计数资料，采用Pearson χ2检验进

行分析；绘制ROC曲线探讨血液外泌体miRNA-
548ah在慢性HBV感染及分期中的价值，采用

Pearson相关分析探讨血液外泌体miRNA-548ah与
HBV DNA和ALT的相关性；以P ＜ 0.05为差异有

统计学意义。 

结    果

一、各组研究对象的一般资料 
各组研究对象的性别和年龄差异无统计学意

义（P均＞ 0.05），但各组患者HBV DNA（F = 
62.982、P ＜ 0.001）和ALT水平（F = 75.826、

http://www.qsland.com/productinfo.aspx?bz=d&id=1879
http://www.qsland.com/productinfo.aspx?bz=d&id=1879
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P ＜ 0.001）差异均有统计学意义，见表1。
二、Western blot蛋白质印记法鉴定外泌体

如图1所示，从左到右条带分别为Marker、
外泌体和血清，其中Mark条带CD63、Tsg101和
β-actin蛋白均为阳性，外泌体条带CD63和Tsg101
蛋白均为阳性，血清条带C D 6 3蛋白低表达，

Tsg101蛋白基本不表达，而β-actin蛋白阳性，说明

外泌体试剂盒提取有效。

三、血液外泌体miRNA-548ah在慢性HBV感

染中的诊断价值

HBV感染组（108例）和对照组（100例）

血液外泌体miRNA-548ah水平分别为log2（3.46 ± 
0.83）和log2（0.72 ± 0.15），差异有统计学意义

（t = 32.518、P ＜ 0.001）；ROC曲线显示，外泌

体miRNA-548ah在慢性HBV感染诊断中具有一

定价值（AUC：0.785，95%CI：0.723～0.877，
截断值：1.04，敏感度84.5%，特异度82.6%），

见图2。

四、血液外泌体miRNA-548ah在慢性HBV感

染不同时期中的表达 
免疫耐受期组、免疫清除期组、低复制期组和

再活动期组患者血液外泌体miRNA-548ah差异有统计

学意义（F = 27.435、P ＜ 0.001）；其中免疫耐受期组

和免疫清除期组差异有统计学意义（t = 10.427、P ＜ 
0.001）；免疫清除期组和低复制期组差异无统计学意

义（t = 0.838、P = 0.406）；低复制期组和再活动期组差

异无统计学意义（t  = 1.510、P = 0.138）。见表2。
五、HBV感染组患者血液外泌体miRNA-

548ah与HBV DNA和ALT的相关性

Pearson相关分析显示，HBV感染免疫耐受期

miRNA-548ah与HBV DNA、ALT均呈显著正相关；

HBV感染再活动期患者miRNA-548ah与HBV DNA、

ALT均呈显著正相关；HBV感染免疫清除期miRNA-
548ah与HBV DNA、ALT呈正相关，但相关性不显

著；HBV感染低复制期miRNA-548ah与HBV DNA、

ALT呈正相关，但相关性不显著。见表3和图3。

表 1  各组研究对象的一般资料

组别 例数
性别

（男/女，例）

年龄

（ x ± s，岁）

HBV DNA
（ x ± s，log10拷贝/ml）

ALT
（ x ± s，U/L）

HBV感染组

免疫耐受期组 32   20/12 45.02 ± 10.53 7.34 ± 2.78 245.39 ± 48.72

免疫清除期组 28   18/10 44.89 ± 11.02 2.56 ± 0.74 182.47 ± 40.48

低复制期组 25 17/8 45.13 ± 10.28 2.62 ± 0.83 183.36 ± 41.15

再活动期组 23 16/7 45.84 ± 10.41 2.53 ± 0.71 182.85 ± 40.75

对照组 100   65/35 45.28 ± 10.94 —   52.37 ± 10.77

统计量 χ2 = 1.032 F = 1.856 F = 62.982 F = 75.826

P值        0.685        0.721   ＜ 0.001   ＜ 0.001

注：“—”：无相关数据

           对照组                                                                            HBV 感染组  

 图1  血液外泌体Western blot鉴定图
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图2  外泌体miRNA-548ah诊断慢性HBV感染的ROC曲线图

表 2  血液外泌体 miRNA-548ah 在慢性 HBV 感染

不同分期的表达（ x ± s）

组别 例数 外泌体miRNA-548ah（log2）

免疫耐受期组 32 4.18 ± 1.34

免疫清除期组 28 1.41 ± 0.45

低复制期组 25 1.32 ± 0.31

再活动期组 23 1.48 ± 0.42

F值    27.435

P值 ＜ 0.001

注：免疫耐受期组 vs. 免疫清除期组：t = 10.427、P ＜ 0.001；免

疫清除期组 vs. 低复制期组：t = 0.838、P = 0.406；低复制期组 vs. 再活

动期组：t = 1.510、P = 0.138；免疫耐受期组 vs. 再活动期组：t = 9.318、
P ＜ 0.001；免疫耐受期组 vs. 低复制期组：t = 10.436、P ＜ 0.001；免

疫清除期组 vs. 再活动期组：t = 0.569、P = 0.572 

表 3  不同 HBV 感染分期 miRNA-548ah 与 HBV DNA 和 ALT 的相关性 

miRNA-548ah
HBV DNA ALT

r值 P值 r值 P值

免疫耐受期 0.857 ＜ 0.001 0.763 ＜ 0.001

免疫清除期 0.572      0.035 0.531      0.042

低复制期 0.541      0.039 0.502      0.048

再活动期 0.776      0.001 0.711      0.001

图3  HBV感染不同分期miRNA-548ah与HBV DNA和ALT相关性分析图
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讨    论

研究显示，HBV对机体损伤与病毒复制水平和

宿主免疫应答能力相关，明确区分慢性HBV自然史

对其诊疗及预后均十分重要[13]。随着分子机制研究

的不断深入，发现miRNA并非“垃圾”，而是具有

特殊生物学功能的非编码小RNA，主要通过配对靶

转录物3'-非编码区参与细胞的基因表达[14]。近年研

究发现，miRNA可参与免疫应答和肿瘤发生发展

等多种生理病理过程[15-16]。HBV感染机体后，可导

致细胞miRNA表达水平显著升高以加快其复制，

逃逸免疫应答，并在感染的肝细胞中建立持续性病

毒增殖通道；此外，HBV还可通过相关信号转导

通路降低免疫应答效率，促进细胞凋亡、增殖和迁

移以最终引起miRNA失调[17-18]。外泌体是细胞主动

向外分泌的一种直径为40～100 nm的双层膜结构盘

状囊泡，广泛存在于血液、唾液、尿液、脑脊液和

乳汁等体液中，其中血液外泌体可携带敏感性、特

异度及稳定性较好的miRNA[19-20]。

研究发现，miRNA-548属于低度保守的哺乳动

物特异性基因家族，在机体天然免疫应答，特别

是干扰素应答机制中占有重要地位[21-22]。Yu等[23]研

究发现，microRNA-548j通过靶向抑制CHB患者

ZBTB11表达而阻止Ⅰ型干扰素产生，为抗HBV
治疗提供潜在靶点。王蔚等[24]通过研究18例慢性

HBV感染者和3种不同肝癌细胞株发现，miRNA-
548ah可通过靶向HDAC4调控HBV复制与表达，从

而影响CHB进程。李荣华等[25]通过对10例持续ALT
正常的CHB患者行肝组织活检，对患者血浆外泌

体miRNAs进行高通量测序发现，不同肝组织炎症

分级的CHB患者外泌体miRNAs表达存在统计学差

异，某些外泌体miRNAs有望成为判断肝组织炎症

的敏感生物学标志物，提示血液外泌体miRNA在

慢性HBV感染中具有重要价值。

外泌体鉴定主要依赖于C D 6 3、Ts g 1 0 1、
CD9、CD81、HSP70和LAMP2B等蛋白，以前两

者应用最多。本研究分离外泌体并采用蛋白质印

迹法检测外泌体特异性标志蛋白CD63和Tsg101的
表达，提示血液外泌体分离成功，后续研究结果

可信。本研究中HBV感染组血液外泌体miRNA-
548ah水平显著高于对照组，ROC曲线分析显示其

在慢性HBV感染诊断中具有一定价值，其敏感性

和特异度分别为84.5%和82.6%，提示血液外泌体

miRNA-548ah有望成为诊断慢性HBV感染的新型

标志物。本研究还发现慢性HBV感染者中免疫耐

受期组、免疫清除期组、低复制期组和再活动期组

续图3  HBV感染不同分期miRNA-548ah与HBV DNA和ALT相关性分析图



·  343  ·   中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2021年10月 第15卷 第5期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), October  2021, Vol.15, No.5

患者血液外泌体miRNA-548ah差异有统计学意义，

且免疫耐受期组显著高于免疫清除期组，提示外泌

体miRNA-548ah有助于鉴别慢性HBV感染自然史

的不同阶段，尤其在区分免疫耐受期和免疫清除

期患者方面价值更大。此外，本研究还发现外泌

体miRNA-548ah与HBV DNA和ALT均呈正相关，

提示外泌体miRNA-548ah不仅可反映HBV复制状

态，还可反映病毒对机体的损伤，以指导临床用药

并进行及时调整；但因HBV感染免疫清除期和低

复制期患者与HBV DNA和ALT的相关性并不十分

显著，尚待进一步验证。   
综上，血液外泌体miRNA-548ah在慢性HBV

感染者高表达，有望成为诊断慢性HBV感染的新

型标志物，且其在HBV感染自然史不同阶段的表

达存在差异，其水平与血清HBV DNA和ALT水平

相关，可指导临床用药并进行及时调整。但因外泌

体提取和鉴定方法的限制，目前大部分工作仍处于

初步阶段，有待后续进一步完善。 
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