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·基础论著·

精子细胞乙型肝炎病毒核心抗原流式细胞

检测方法的建立

张照华　赵秀华　刘晨帆　刘葵花　刘靓文

　　【摘要】　目的　探讨建立流式细胞分析术对精子细胞乙型肝炎病毒核心抗
原（ＨＢｃＡｇ）定性、定量检测的诊断方法。方法　收集６２例乙型肝炎患者精液标
本，制备成精子细胞单细胞悬液，用荧光标记的小鼠抗ＨＢｃＡｇ单克隆抗体与标本
细胞充分反应后，应用流式细胞分析术进行定性、定量检测，并制定诊断标准。结

果　该方法对乙型肝炎患者精子细胞 ＨＢｃＡｇ定性阳性检出率即敏感度为
９６．７７％，对１０例健康对照标本ＨＢｃＡｇ定性阴性检出率即特异度为１００％，阳性、
阴性预测值均为１００％，准确度９７．２２％。该方法精子细胞中ＨＢｃＡｇ含量以精子
细胞ＨＢｃＡｇ指数（ＳＨＢｃＩ）表示。乙型肝炎组和对照组 ＳＨＢｃＩ分别为（５．８７７７±
８．９１１４）和（０．２８００±０．１５４９），差异具有统计学意义；高病毒载量（ＨＢＶＤＮＡ≥
１０６拷贝／ｍｌ）组 ＳＨＢｃＩ明显高于低病毒载量（ＨＢＶＤＮＡ＜１０６拷贝／ｍｌ）组；２４例
拉米夫定治疗者，治疗后 ＳＨＢｃＩ明显下降，分别为（８．４９±５．１３）和（４．１８±
３．１７）。结论　该方法能够对精子细胞ＨＢｃＡｇ定性兼定量进行诊断，该方法建立
对于预测乙型肝炎父婴传播以及阻断治疗都将起到指导作用。
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　　乙型肝炎是一种严重危害人类健康的世界性传染病，我国为乙型肝炎高发
区。近几年来，乙型肝炎父婴传播逐渐成为研究热点。乙型肝炎父婴传播主要是

指乙型肝炎病毒通过感染精子细胞使精子细胞携带病毒，从而将乙型肝炎病毒传

给下一代，因此，建立一种准确、可靠的证明精子细胞内ＨＢＶ存在的方法，对预测
乙型肝炎父婴传播至关重要。本研究采用流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）对精
子细胞ＨＢｃＡｇ进行定性定量检测，根据检测值判断父婴传播的可能性。

资料和方法

一、临床资料

病例选择：所有病例均来自２００７年１月至２００８年１２月本院门诊和住院患
者。６２例均为男性，年龄１８～４５岁，平均（２９．３±７．４）岁，诊断均符合中华医学
会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分会２０００年联合修订的《病毒性肝炎防治方
案》。其中，慢性ＨＢＶ携带者２７例，慢性乙型肝炎患者３３例，急性乙型肝炎患者
２例；ＨＢｅＡｇ阳性者 ３８例，ＨＢｅＡｇ阴性者 ２４例；２４例患者接受拉米夫定（１００
ｍｇ／ｄ）抗病毒治疗３～１２个月不等。对照组１０例，由山东大学齐鲁医院检验科
提供，ＨＢＶＭ全部阴性。年龄２１～３５岁，平均（２８．９±６．５）岁。

二、方法

１．标本收集及处理：禁欲２～８ｄ，手淫法采精液于清洁阴茎套内；于１ｈ内取
液化精液１．０ｍｌ，加生理盐水洗涤，２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，留取部分上清液作为
精浆－２０℃保存备用，弃去其余上清液，再加生理盐水洗涤，再次２０００ｒ／ｍｉｎ，离
心５ｍｉｎ，弃上清液，加少许生理盐水混匀沉渣。用７５％乙醇固定沉渣，４℃保存
备用。

２．精子细胞悬液的制备：７５％乙醇固定的精液４００μｌ（约２×１０６个精子细
胞），平均分入两支试管，分别加入２ｍｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清（重复两次）；一支试管加入抗ＨＢｃ荧光工作液２０μｌ，另一支管加入
无荧光标记抗ＨＢｃ工作液２０μｌ，分别振荡混匀，室温避光反应３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤
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两次，弃上清重悬细胞，待机检测。

３．流式细胞仪检测：上机收集１×１０４个细胞，荧光散射数据存软盘，ＨＢｃＡｇ
含量以荧光强度表示，由计算机处理结果得出组方图。精子细胞中 ＨＢｃＡｇ含量
以ＨＢｃＡｇ指数（ｓｐｅｒｍＨＢｃＡｇｉｎｄｅｘ，ＳＨＢｃＩ）表示，其计算公式为：

ＳＨＢｃＩ＝ 精子细胞ＨＢｃＡｇ荧光强度均值
同例未标记精子细胞荧光强度均值

（注：ＳＨＢｃＩ值可以排除因细胞数、检测电压等不同所致的误差）
４．ＨＢｃＡｇ定性判断方法：取 １０例正常健康男性精子细胞 ＳＨＢｃＩ均值

（０．２８００±０．１５４９），９５％可信区间的上限值（０．２８００＋１．６４００×０．１５４９＝
０．５３４０）作为ＨＢｃＡｇ定性界值。如精子细胞ＳＨＢｃＩ数值＞０．５３４０，即诊断为ＨＢ
ｃＡｇ阳性。
５．ＨＢｃＡｇ定量判断方法：ＳＨＢｃＩ数值的大小即为ＨＢｃＡｇ含量的多少。
６．主要试剂与仪器：异硫氰酸荧光标记抗Ｈｂｃ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。流式

细胞仪ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭ型购自美国ＢＤ公司。
７．其他观察指标：血清、精浆 ＨＢＶＤＮＡ定量采用美国 ＰＥ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）公

司产５７００型荧光定量分析仪，ＨＢＶＤＮＡ最低检出下限１０００拷贝／ｍｌ。
三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１６．０软件对计数资料采用χ２检验，计量资料采用ｔ检验。以Ｐ＜
０．０５具有统计学意义。

结　　果
一、流式细胞术对精子细胞ＨＢｃＡｇ定性测定的评价
根据ＳＨＢｃＩ＞０．５３４０即诊断 ＨＢｃＡｇ阳性，流式细胞仪对精子细胞 ＨＢｃＡｇ

定性测定结果显示，试验组 ＨＢｃＡｇ阳性６０例（ａ），阴性２例（ｃ）；对照组 ＨＢｃＡｇ
阳性０例（ｂ），阴性１０例（ｄ）。其中，敏感度（真阳性率）（ＳＥＮ）为９６．７７％ ［ＳＥＮ
＝ａ／（ａ＋ｃ）］；特异度（真阴性率）（ＳＰＥ）为１００％ ［ＳＰＥ＝ｄ／（ｂ＋ｄ）］；阳性
预测值（＋ＰＶ）为１００％ ［＋ＰＶ＝ａ／（ａ＋ｂ）］；阴性预测值（－ＰＶ）为１００％
［－ＰＶ＝ｄ／（ｂ＋ｄ）］；准确度（ＡＣＣ）为９７．２２％ ［ＡＣＣ＝（ａ＋ｄ）／（ａ＋ｂ＋
ｃ＋ｄ）］。

二、流式细胞术对精子细胞ＨＢｃＡｇ定量值结果
６２例乙型肝炎男性患者，精子细胞ＨＢｃＡｇ定量平均（５．８７７７±８．９１１４），其

中低度表达（ＳＨＢｃＩ≤ ２．５）７例（１１．２９％）、中度表达（ＳＨＢｃＩ：２．５～５）１８例
（２９．０３％）、高度表达（ＳＨＢｃＩ≥ ５）３７例（５９．６８％）。对照组精子细胞 ＨＢｃＡｇ定
量平均（０．２８００±０．１５４９）。二者相比具有统计学意义（ｔ＝４．９４，Ｐ＝０．００）。

三、不同组ＳＨＢｃＩ检测结果
根据血清 ＨＢＶＤＮＡ定量结果，分为低病毒载量（ＨＢＶＤＮＡ＜１０６拷贝／ｍｌ）

和高病毒载量（ＨＢＶＤＮＡ≥ １０６拷贝／ｍｌ）两组，血清ＨＢＶＤＮＡ＜１０６拷贝／ｍｌ组
１８例，ＳＨＢｃＩ平均（４．０９±２．６１），血清ＨＢＶＤＮＡ≥ １０６拷贝／ｍｌ组４４例，ＳＨＢｃＩ
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平均（７．６２±７．３７），两组相比具有统计学意义（ｔ＝２．７７９，Ｐ＝０．００７）。
流式细胞组方图上显示随着血清ＨＢＶＤＮＡ水平的升高，精子细胞ＨＢｃＡｇ单

克隆荧光强度依次升高，见图１。

图１　正常对照精子细胞与乙肝患者精子细胞ＨＢｃＡｇ含量流式细胞检测图
注：横坐标为小鼠抗人 ＨＢｃＡｇ单克隆抗体荧光强度，纵坐标为受检细胞
数。ＨＢｃＡｇ所在区域为ＨＢｃＡｇ阳性区域。Ａ为正常对照精子细胞；Ｂ、Ｃ、
Ｄ依次为乙型肝炎患者ＨＢｃＡｇ低、中、高度表达的精子细胞。

　　２４例患者经拉米夫定治疗后，随着血清 ＨＢＶＤＮＡ水平的下降，ＳＨＢｃＩ值明
显下降（８．４９±５．１３ｖｓ４．１８±３．１７；ｔ＝８．５０９，Ｐ＝０．０００）。

讨　　论
父婴垂直传播指ＨＢＶ通过患者精子细胞将病毒传播给子代或经接触感染其

配偶继而由配偶再传给子代，前者更为多见。Ｈｕａｎｇ等［１，２］采用荧光原位杂交方

法证实ＨＢＶＤＮＡ能够在精子细胞染色体中整合，整合可以增加精子细胞染色体
的不稳定性，导致染色体畸变，从而揭示了ＨＢＶ可以通过生殖细胞垂直传播至下
一代的可能性。Ａｌｉ等［３，４］将金仓鼠卵母细胞与携带ＨＢＶ人精子体外授精，并对
其早期胚胎细胞进行ＨＢＶＸ基因复制和表达检测，结果证实了在胚胎细胞原核、
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细胞核以及染色体水平均有Ｘ基因复制和表达，为ＨＢＶ可从父代传给子代提供
了直接证据。Ｖｉｃａｒｉ等［５］发现与ＨＣＶ感染者相比，ＨＢＶ感染对精子的数量、运动
性、形态以及活力等参数影响更大。王珊珊等［６］用 ＰＣＲ检测 ＨＢｓＡｇ阳性而其配
偶正常的男性携带者血清、精子及其受染胎儿血清ＨＢＶＤＮＡ，经测序发现父婴间
核苷酸同源性达９８％～１００％。上述方法操作复杂，不能定性兼定量地反映精子
细胞内病毒表达的程度。随着科技的发展，一些新的检测技术被开发出来，闫玉

萍等［７］将３７例慢性乙型肝炎患者肝活检组织制备成单细胞悬液，用小鼠抗人
ＨＢｃＡｇ单克隆抗体标记后，应用流式细胞分析术进行了定性、定量检测，建立了
肝活检组织ＨＢｃＡｇ定量检测方法。

由于直接的父婴传播发生在生殖细胞阶段，本研究从生殖细胞水平，利用流

式细胞分子生物学诊断技术，建立了对乙型肝炎患者的精子细胞ＨＢｃＡｇ定性、定
量检测的诊断方法。并制定了精子细胞 ＨＢｃＡｇ流式定性、定量判断标准。由于
流式细胞仪受检细胞数多，漏诊率低，从而提高了该方法的灵敏度（９６．７７％），对
１０例健康对照精子细胞 ＨＢｃＡｇ定性检测全部阴性，体现了特异度高的特点
（１００％），这样可以减少误诊，以上两点保证了该方法的准确度（９７．２２％）。本文
首次提出了以精子细胞ＨＢｃＡｇ指数（ＳＨＢｃＩ）来表示慢性乙型肝炎患者精子细胞
中ＨＢｃＡｇ含量，发现高病毒载量组ＳＨＢｃＩ值高，提示血清ＨＢＶＤＮＡ越高，精子细
胞ＨＢｃＡｇ表达越高，精子细胞带病毒可能性也越大，越容易实现父婴传播，与临
床相符。研究还发现，经拉米夫定治疗后，随着血清ＨＢＶＤＮＡ水平的降低，ＳＨＢ
ｃＩ值明显下降，提示孕前拉米夫定抗病毒治疗可以减少 ＨＢＶ的父婴垂直传播。
因此，该方法的建立，对于乙型肝炎父婴传播的预测以及乙型肝炎父婴传播干预

措施疗效的判定都将起到指导作用。
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