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МЕТОД ВЫЯВЛЕНИЯ В БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ ДНК ВИРУСА ГЕПАТИТА В  
ПРИ НИЗКОЙ ВИРУСНОЙ НАГРУЗКЕ НА ОСНОВЕ ГНЕЗДОВОЙ ПЦР С ДЕТЕКЦИЕЙ  
ПО ТРЕМ ВИРУСНЫМ МИШЕНЯМ В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ
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Разработан способ выявления ДНК ВГВ в биологическом материале при низкой вирусной нагрузке на основе двухэтапной 
ПЦР с детекцией по трем вирусным мишеням в режиме реального времени. При разработке метода использованы об-
разцы плазмы крови 128 больных ХГВ, проживающих в регионах РФ и странах средней Азии и  173 пациентов гемоди-
ализного центра, проживающих в СЗФО. ВГВ выявляли методом «гнездовой» ПЦР. Аналитическую чувствительность 
проверяли методом поэтапного разведения. Согласно разработанному нами методу, на первом этапе осуществляли ам-
плификацию ДНК ВГВ с использованием олигонуклеотидов, комплементарных областям наибольшего сходства геномов 
различных изолятов ВГВ, фланкирующих полный геном вируса. На втором этапе при использовании в качестве матрицы 
продукта амплификации первого этапа, проводили ПЦР с применением трех пар олигонуклеотидов и соответствующих 
олигонуклеотидных флуоресцентно меченых зондов к трем регионам (ген Core, ген S и ген Х) генома вируса, а также 
одной пары праймеров и соответствующего зонда комплементарных участку гена человека HPRT. Чувствительность 
метода при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы составила 10 МЕ/мл, получение порогового цикла Ct только по одному 
флуорофору может свидетельствовать о наличии ДНК ВГВ в образце в нагрузке менее 10 МЕ/мл, выявление ВГВ при 
этом возможно при повторном ПЦР-исследовании соответствующего образца с экстракцией ДНК ВГВ из увеличенного 
объема плазмы (200-1000 мкл). Разработанный способ позволяет идентифицировать заболевание при различных суб-
генотипах ВГВ и может быть использован для диагностики ХГВ в популяции и группах риска, в том числе при HBsAg-
негативной форме заболевания. 
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METHOD FOR HEPATITIS B VIRUS DNA DETECTING IN BIOLOGICAL MATERIAL AT LOW VIRAL LOAD 
BASED ON NESTED PCR WITH DETECTION ON THREE VIRAL TARGETS IN REAL-TIME MODE
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A method has been developed for HBV DNA finding in biological material at low viral load based on nested PCR with real-time 
detection of three viral targets. When developing the method, blood plasma samples were used from 128 CHB patients living in 
the regions of the Russian Federation and countries of Central Asia and 173 hemodialysis center patients living in the North-West 
Federal District. Analytical sensitivity was tested using the stepwise dilution method. HBV was detected by nested PCR. According 
to the method developed by us, at the first stage, the HBV DNA is amplified using at the first stage oligonucleotides complementary 
to the greatest similarity regions of the various HBV isolates genomes flanking the entire virus genome. At the second stage, when 
using the amplification product of the first stage as a template, PCR was performed using three pairs of oligonucleotides and the 
corresponding oligonucleotide fluorescently labeled probes to three virus genome regions (Core gene, S gene and X gene), as well 
as one pair of primers and the corresponding probe complementary to a human HPRT gene region. The method sensitivity for DNA 
extraction from plasma with a 100 μl volume was 10 IU/ml. Obtaining a threshold Ct cycle for only one fluorophore may indicate 
the presence of HBV DNA in the sample at a load of less than 10 IU/ml, HBV detection in this case is possible with a repeated 
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PCR study of the corresponding sample with HBV DNA extraction from an increased plasma volume (200-1000 μl). The developed 
method makes it possible to identify the disease in various HBV subgenotypes and can be used to diagnose CHB in the population 
and risk groups, including those with the HBsAg-negative form of the disease. 
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Введение.  Вирус гепатита В (ВГВ) является самым 
распространенным гепатотропным вирусом, способным 
приводить как к острой, так и хронической форме забо-
левания. К концу 2019 г., по оценкам всемирной органи-
зации здравоохранения, примерно 296 млн человек, или 
3,5% населения мира, были больны хроническим вирус-
ным гепатитом В (ХГВ), причем полтора миллиона из 
них были инфицированы в 2019 г. [1].

Поверхностный антиген гепатита В (HBsAg) оста-
ется основой для диагностики острой и хронической 
инфекции, для скрининга крови и продуктов крови, а 
также для определения эффективности лечения и ответа 
на противовирусную терапию. Отличительной чертой 
инфекции, вызванной ВГВ, является большое количе-
ство субвирусных частиц, содержащих HBsAg, но не со-
держащих ДНК вируса, причем количество это может 
широко варьировать в зависимости от фазы инфекции 
[2]. Распространенность ХГВ в разных регионах мира 
оценивается по частоте встречаемости HBsAg среди на-
селения, различается в зависимости от географического 
региона, а также определяет возможные пути передачи. 
Так, в Российской Федерации показана умеренная (2-
7%) распространенность ХГВ. Долгосрочный анализ 
заболеваемости на территории РФ острым гепатитом В 
(ОГВ) показал значительное снижение ее уровня. Не-
смотря на это, отмечена значительная тенденция к росту 
заболеваемости ХГВ как в среднем по стране, так и в 
Северо-Западном федеральном округе [3].

Одной из естественных форм течения заболевания 
является HBsAg-негативный (скрытый) ХГВ. Скрытый 
гепатит В (СкГВ) определяют, как стадию заболевания, 
при которой в ткани печени обнаруживают ДНК ВГВ 
при неопределяемом уровне HBsAg в сыворотке пери-
ферической крови, вне зависимости от того, выявляется 
или нет ДНК ВГВ методом ПЦР в периферической крови 
[4]. Хотя элиминации вируса при СкГВ не происходит, 
репликация вируса и экспрессия его генов в большин-
стве случаев подавлены, а из-за крайне низкой вирусной 
нагрузки выявление вируса стандартными методами 
осуществить не удается [5]. Исходя из вышесказанного, 
оценка распространенности ХГВ в популяциях разных 
стран и регионов в целом, как и в группах риска, в част-

ности, ошибочна за счет остающихся не выявленными 
случаев HBsAg-негативного заболевания. Для увеличе-
ния диагностической достоверности определения ХГВ 
необходимо одновременное выявление скрытой формы 
заболевания.

Как известно, на ранних этапах развития ХГВ кли-
ническая симптоматика может быть крайне ограничена 
или отсутствовать вовсе. В то же время, несмотря на 
низкую вирусную нагрузку, при СкГВ сохраняются те 
же факторы риска, что и при HBsAg-позитивной фор-
ме течения заболевания. Так, например, показано, что у 
70% HBsAg-негативных пациентов с гепатоцеллюляр-
ной карциномой выявляли СкГВ, что свидетельству-
ет о значимости его роли в развитии заболевания [6]. 
Кроме того, иммуносупрессия у пациентов с HBsAg-
негативным ХГВ может приводить к реактивации как у 
моноинфицированных больных, так и у лиц с коинфек-
цией ВГВ + ВИЧ, ВГВ + ВГС, ВГВ + ВГD. Таким обра-
зом, ранняя лабораторная диагностика ХГВ в целом, как 
и проблема совершенствования средств диагностики 
HBsAg-негативного ХГВ, остается крайне актуальной 
для здравоохранения.

 «Золотым стандартом» диагностики СкГВ является 
обнаружение в тканях печени способной к репликации 
ДНК ВГВ. Однако использование инвазивной диагно-
стики недоступно при скрининге групп риска, тестиро-
вании доноров крови и других популяционных исследо-
ваниях. Применение инвазивной диагностики возможно 
только в качестве дополнительного метода в случаях, 
когда пункционная биопсия печени осуществляется по 
клиническим показаниям. Согласно международным 
рекомендациям, для достоверного выявления СкГВ не-
обходимо применение nested-ПЦР вкупе с обнаружени-
ем не менее чем двух различных областей вирусного 
генома. Важно при этом, чтобы анализ был одинаково 
эффективен для различных генотипов и субгенотипов 
вируса [7]. 

Разработанный нами ранее метод выявления ДНК 
ВГВ в периферической крови позволяет обнаруживать 
вирус при низкой вирусной нагрузке, согласно вышеу-
помянутым рекомендациям [8], однако высокая гетеро-
генность вируса и низкая вирусная нагрузка могут при-
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водить к тому, что тот или иной целевой регион вируса 
не будет выявлен, а отсутствие внутреннего контроля 
не позволит определить ложноотрицательный результат 
анализа. В связи с этим представляется очевидным не-
обходимость разработать способ, включающий ампли-
фикацию трех регионов генома ВГВ, а также амплифи-
кацию фрагмента одного из генов домашнего хозяйства 
человека в качестве внутреннего контроля. 

Целью нашей работы являлось: разработать способ 
выявления ДНК ВГВ в биологическом материале при 
низкой вирусной нагрузке на основе двухэтапной ПЦР 
с детекцией по трем вирусным мишеням в режиме ре-
ального времени.

 Материал и методы. В работе были использова-
ны образцы плазмы крови, полученные от 128 больных 
ХГВ, проживающих в регионах РФ и странах Средней 
Азии, уровень кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК в 
печени которых был нами описан ранее [9] и 173 паци-
ентов гемодиализного центра, проживающих в СЗФО. 

Экстракцию ДНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции производителя. Вирусную нагрузку 
в плазме крови предварительно измеряли с помощью 
стандартизированного набора для количественного 
определения ДНК ВГВ в клиническом материале ме-
тодом полимеразной цепной реакции с гибридизаци-
онно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального 
времени» (ПЦР-РВ) «АмплиСенс® HBV-Монитор-FL» 
(ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно инструкции.

Качественное определения ДНК вируса проводили 
двумя способами: методом ПЦР-РВ при помощи ком-
мерческого набора «АмплиСенс® HBV-FL» (ФБУН 
ЦНИИ эпидемиологии, Россия) в соответствии с ин-
струкциями производителя, затем, при низкой вирусной 
нагрузке и/или отрицательном качественном результате, 

полученном при использовании стандартизированного 
набора, проводили выявление методом nested-ПЦР с 
использованием олигонуклеотидов и соответствующих 
олигонуклеотидных флуоресцентно меченых зондов 
(табл. 1). 

Для ПЦР в общем виде использовали следующий 
состав амплификационной смеси: 10 пM каждого оли-
гопраймера и 3 пM каждого зонда, 0,6-1,0 мМ каждого 
дезоксинуклеотида, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинант-
ной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), буфер для Taq 
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 8,8), 200 мМ 
(NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 1 мкг матрицы, вода без 
нуклеаз до конечного объема 30 мкл. 

На первом этапе ПЦР проводили с использованием 
прямого и обратного праймеров HBV long (см. табл. 1) 
при указанных параметрах амплификации (табл.2).

На следующем этапе в качестве матрицы использо-
вали продукт амплификации первого этапа и проводили 
ПЦР с «вложенными» олигонуклеотидами и зондами, 
комплементарными трем регионам ВГВ, а также фраг-
менту ДНК гена человека HPRT, в одной пробирке – 
HBV SrtF, HBV SrtR, HBV Srt-Z, HBV XrtF, HBV XrtRd, 
HBV Xrt-Z, HBV CorertF, HBV CorertR, HBV Corert-Z, 
HPRT F, HPRT R, HPRT-Z (см. табл. 1) – при указанных 
в табл. 3 параметрах амплификации. 

Анализ результатов проводили с помощью про-
граммного обеспечения используемого прибора для 
проведения ПЦР c детекцией в режиме «реального вре-
мени». Кривые накопления флуоресцентного сигнала 
анализировали по четырем каналам. По трем каналам 
сигналы, относящиеся к вирусному геному: по каналу 
для флуорофора FAM – сигнал, свидетельствующий о 
накоплении продукта амплификации фрагмента ДНК 
ВГВ Core-региона, по каналу для флуорофора HEX – о 
накоплении продукта амплификации фрагмента ДНК 
ВГВ S-региона, по каналу для флуорофора ROX – о на-

Т а б л и ц а  1
Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов, использованные для выявления ДНК ВГВ в плазме при низкой вирусной 

нагрузке на основе двухэтапной ПЦР с детекцией по трем мишеням в режиме реального времени

Праймер Нуклеотидная последовательность

HBV longF 5’- TTTTTCACCTCTGCCTAATCA - 3’

HBV longR 5’ - AAAAAGTTGCATGRTGMTGG - 3’

HBV SrtF 5’- GATGTGTCTGCGGCGTTTTA -3’

HBV SrtR 5’- GCAACATACCTTGATAGTCCAGAAGAA -3’

HBV Srt-Z 5- HEX - CCTCTICATCCTGCTGCTATGCCTCA - BHQ1 -3’

HBV XrtF 5’- GTCTGTGCCTTCTCATCTGCC -3’

HBV XrtRd 5’- GTCGGTCGTTGACATTGCAG -3’

HBV Xrt-Z 5’- ROX - TGTGCACTTCGCTTCACCTCTGC - BHQ2/RTQ2 -3’

HBV CorertF 5’- TTCCGGAAACTACTGTTGTTAGAC -3’

HBV CorertR 5’- ATTGAGATTCCCGAGATTGAGA -3’

HBV Corert-Z 5’- FAM - CCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTC - BHQ1-3’

HPRT F 5’- CTTGCTCGAGATGTGATGAAGG -3’

HPRT R 5’- CAGCAGGTCAGCAAAGAATTTATAG -3’

HPRT-Z 5’- Cy5 - ATCACATTGTAGCCCTCTGTGTGCTCAAGG - RTQ2 -3’
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геном ВГВ, как было показано ранее [10]. Секвенирую-
щую реакцию проводили согласно инструкции к набору 
реагентов ABI PRISM BigDye Terminator v3.1. (Applied 
Biosystems, США), продуктов секвенирующих реакций 
анализировали с использованием генетического ана-
лизатора ABI Prism 3500 (Applied Biosystems, США). 
Первичный анализ полученных в ходе секвенирования 
фрагментов осуществляли с помощью программы NCBI 
Blast в сравнении с нуклеотидными последовательно-
стями, представленными в международной базе данных 
GenBank. Использованные в рамках работы полные ге-
номы ВГВ, полученные из HBsAg-негативных образцов 
с низкой вирусной нагрузкой, субгенотипов B2, B4, C1, 
C2, C3, C5, E депонированы в международную базу дан-
ных GeneBank под номерами ON402774-ON402785).

Результаты и обсуждение. На базе ранее предло-
женных нами методик был разработан способ выявле-
ния ДНК ВГВ в биологическом материале при низкой 
вирусной нагрузке на основе двухэтапной ПЦР с детек-
цией по трем вирусным мишеням в режиме реального 
времени [8, 10].

Согласно разработанному нами способу, на первом 
этапе осуществляли амплификацию ДНК ВГВ с ис-
пользованием олигонуклеотидов, комплементарных об-
ластям наибольшего сходства геномов различных изо-
лятов ВГВ, фланкирующих полный геном вируса. На 
втором этапе при использовании в качестве матрицы 
продукта амплификации первого этапа, проводили ПЦР 
с применением трех пар олигонуклеотидов и соответ-
ствующих олигонуклеотидных флуоресцентно меченых 
зондов к трем регионам (ген Core, ген S и ген Х) генома 
вируса, а также одной пары праймеров и соответству-
ющего зонда комплементарных участку гена человека 
HPRT (см. табл.1). По каналам FAM, HEX, ROX и Cy5 
детектировали продукты амплификации ДНК ВГВ Core, 
S, X-регионов и гена человека HPRT, соответственно 
(рис. 1). 

Выделение и амплификацию ДНК образца считали 
успешными, если на канале Cy5 получено значение по-
рогового цикла Ct. Образцы считали положительным 
по содержанию ДНК ВГВ, если на каналах FAM, HEX, 
ROX или любых двух из них получали значение порого-

коплении продукта амплификации фрагмента ДНК ВГВ 
X-региона.  И по одному каналу для флуорофора Cy5 
регистрировали сигнал, свидетельствующий о накопле-
нии продукта амплификации фрагмента ДНК человека 
высококонсервативного гена гипоксантингуанинфосфо-
рибозилтрансферазы (HPRT), выступающего в качестве 
эндогенного внутреннего контроля. Результаты интер-
претировали на основании наличия (или отсутствия) 
пересечения кривой флуоресценции с установленной на 
соответствующем уровне пороговой линией (устанавли-
вается в середине линейного участка прироста флуорес-
ценции положительного контроля в логарифмической 
шкале), что определяло наличие (или отсутствие) для 
данной пробы значения порогового цикла Ct в соответ-
ствующей графе в таблице результатов.

Для оценки применимости разработанного способа 
при выявлении ДНК ВГВ при пулировании были изго-
товлены минипулы. Минипулы готовили путем смеши-
вания шести и десяти случайных образцов в одной 1,5 
мл емкости/пробирке по 100 мкл каждого образца. Всего 
было изготовлено 30 минипулов, то есть 15 минипулов 
по шесть образцов и 15 минипулов по десять образцов. 
Анализ проводили слепым методом, при котором испол-
нитель не знал в какие минипулы входят те или иные об-
разцы. Оценку проводили с использованием двух спосо-
бов экстракции ДНК: в первом случае из минипула бра-
ли 100 мкл смешанной плазмы и проводили выделение 
ДНК, во втором случае выделение проводили из всего 
объема пулированной плазмы.

Для исключения контаминации в качестве допол-
нительного контроля секвенировали нуклеотидные по-
следовательности генома вируса в выявленных ВГВ-
позитивных образцах. Для получения полногеномной 
нуклеотидной последовательности вируса проводили 
асимметричную ПЦР с использованием протяжённых 
олигонуклеотидов, на втором этапе проводили ПЦР с 
использованием продукта амплификации первой реак-
ции и набором внутренних (гнездовых) перекрываю-
щихся праймеров, совместно фланкирующих полный 

Т а б л и ц а  2
Параметры программы амплификации первого этапа  

на планшетном амплификаторе CFX96

Цикл Температура, °С Время Количество  циклов

1 95 5 мин 1

2

95 20 с

2052 30 с

72 3 мин 50 с

3 72 7 мин 1

4

95 20 с

2052 30 с

72 3 мин 50 с

5 72 7 мин 1

6

95 20 с

1050 30 с

72 3 мин 50 с

7 72 7 мин 1

8 4 Хранение

Т а б л и ц а  3
Параметры программы амплификации второго этапа  

на планшетном амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США)

Цикл Температура, 
°С Время Измерение  

флюоресценции
Количество

 циклов

1 95 5 мин 1

2

95 10 с

750 20 с

72 40 с

3 72 5 мин 1

4

95 10 с

4558 20 с FAM, HEX, 
ROX, CY5

72 40 с

5 4 Хранение
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вого цикла Ct при одновременном получении значения 
порогового цикла Ct на канале Cy5 и отрицательными 
– если на каналах FAM HEX, ROX отсутствовало зна-
чение Ct. Получение порогового цикла Ct на канале Cy5 
при одновременном получении значения порогового 
цикла Ct только по одному флуорофору FAM, HEX или 
ROX может свидетельствовать о наличии ДНК ВГВ в 
образце в нагрузке менее 10 МЕ/мл. В этом случае реко-
мендуется повторное исследование соответствующего 
образца с экстракцией ДНК ВГВ из увеличенного объ-
ема плазмы (200-1000 мкл).

На втором этапе в работу вводили положительный кон-
трольный образец, позволяющий оценить успешность ам-
плификации, представляющий собой плазмиду, содержа-
щую синтетические последовательности, соответствую-
щие фрагментам трех целевых регионов ВГВ – Core, S, X.

Аналитическую чувствительность метода проверяли 
двумя способами с использованием двух видов анали-
зируемых матриц. В первом случае были выбраны 10 
образцов плазмы крови, содержащие различные кон-
центрации ВГВ. Каждый образец поэтапно разводили 
предварительно проанализированной плазмой крови без 
ВГВ следующим образом: аликвоту образца объемом 
100 мкл вносили в микропробирку объемом 1,5 мл, до-
бавляли 100 мкл ВГВ-негативной плазмы, тщательно 
пипетировали и переносили 100 мкл полученного пу-
ла в новую микропробирку, куда снова добавляли 100 
мкл чистой плазмы, пипетировали и 100 мкл нового пу-
ла переносили в третью пробирку и т. д. до получения 
серии последовательных разведений. После разведения 
осуществляли экстракцию ДНК из каждого пула раз-
ведения каждого образца. Полученные образцы ДНК 
амплифицировали, согласно предложенному способу. 
Аналитическая чувствительность 10 МЕ/мл при объеме 
экстрагируемого материала 100 мкл, 3 МЕ/мл при объ-
еме экстрагируемого материала 500 мкл.

Во втором случае в качестве матрицы использовали 
контрольную плазмиду, концентрацию которой предва-
рительно оценивали с помощью цифровой ПЦР, прово-
дили десятикратные разведения следующим образом: 

аликвоту объемом 10 мкл вносили в микропробирку 
объемом 1,5 мл, добавляли 90 мкл ТЕ-буфера, тщатель-
но пипетировали и переносили 10 мкл полученного пула 
в новую микропробирку, куда снова добавляли 90 мкл 
ТЕ-буфера и т. д. до получения серии последовательных 
десятикратных разведений. Для каждого плазмидного 
образца из полученной серии разведений проводили 
второй этап амплификации (рис. 2).

Определение специфичности разработанного спосо-
ба осуществляли двумя способами.

Анализ in silico. При сравнении с помощью алгорит-
ма BLASTn целевых последовательностей с представ-
ленными в базе данных GenBank геномными последо-
вательностями патогенов и человека было установлено, 
что искомые последовательности имеют сходство толь-
ко с соответствующими последовательностями в геноме 
ВГВ (Core, S, X) и в геноме человека (HPRT), соответ-
ственно. 

Для оценки специфичности эмпирическим методом 
проводили выделение НК с последующей nested-ПЦР с 
использованием ранее охарактеризованных коллекци-
онных образцов плазмы крови, как «чистых» (не содер-
жащих патогенов), так и инфицированных различными 
вирусными патогенами в виде моно- и коинфекций, в 
том числе: вирус гепатита А, вирус гепатита С, вирус 
гепатита D, вируса гепатита E, вируса гепатита G, ви-
рус иммунодефицита человека, вирус Эпштейна-Барр, 
цитомегаловирус, вирус простого герпеса 1 и 2 типов, 
вирус герпеса 6 и 8 типов, парвовирус В19, вирус кле-
щевого энцефалита. Анализ проводили «слепым» мето-
дом, для чего пробирки с анализируемыми негативны-
ми образцами объединяли с пробирками, содержащи-
ми ВГВ-позитивную плазму крови больных, пробирки 
маркировали сквозной нумерацией. Для исключения 
возможной контаминации в качестве контрольных 
ВГВ-позитивных образцов использовали плазму, со-
держащую ВГВ субгенотипов A1, D4, E, присутствие 
которых в используемых для анализа специфичности 
группах маловероятно. Неспецифических реакций вы-
явлено не было, что является подтверждением спец-

Рис. 1. Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе второго этапа амплификации. 
ОЕФ – относительные единицы флюоресценции. Треугольниками обозначен сигнал флуорофора FAM, кружками – сигнал 
HEX, ромбами – сигнал ROX, представляющие собой результат амплификации трех регионов генома ВГВ (Core, S, X). Без 
дополнительных отметок – сигнал Cy5, представляющий собой результат амплификации гена человека HPRT, свидетельству-
ющая об успешности экстракции ДНК и последующей амплификации.
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Рис. 2. Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе второго этапа амплификации с 
использованием последовательных разведений синтетического контрольного образца. ОЕФ – относительные единицы флюо-
ресценции. Ромбами обозначен сигнал флуорофора FAM, треугольниками – сигнал HEX, крестами – сигнал ROX, представ-
ляющие собой результат амплификации трех синтетических фрагментов позитивного контроля ДНК ВГВ, соответствующих 
трем регионам генома ВГВ (Core, S, X). 

Рис. 3. Анализ in silico анализируемых фрагментов Core (а), S (б), X (в) ДНК ВГВ и фрагмента ДНК человека гена HPRT (г). 
Приведены фрагменты полученных таблиц результатов анализа соответствующих генов с использованием метода BLASTn.
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ифичности разработанного способа и его диагностиче-
ской ценности. 

Метод был апробирован при обследовании большого 
контингента лиц разных групп риска и дозорных групп 
в различных географических регионах мира, в том числе 
в группах больных ХГВ при моно- и коинфекции с ВИЧ 
из РФ и стран Средней Азии, условно здоровых жите-
лей Южного Вьетнама, беременных женщин из Гвиней-
ской Республики [11-14]. Полученные результаты под-
тверждают диагностическую ценность разработанного 
способа для выявления ХГВ, независимо от генотипов и 
субгенотипов вируса в разных географически регионах 
мира. В ряде случаев при наличии сигнала Cy5 (HPRT) 
регистрировали сигналы только одного «вирусного» 
флуорофора, однако при повторной экстракции ДНК из 
большего объема плазмы регистрировали сигналы двух 
или всех трех флуорофоров, свидетельствовавших о вы-
явлении вирусных мишеней.  Первичная регистрирация 
сигнала даже по одному из каналов, свидетельствующих 
о наличии вирусной ДНК в образце, позволяет обратить 
внимание на обследуемого пациента и, проведя допол-
нительные исследования, своевременно диагностиро-
вать заболевание.

Особого внимания заслуживает оценка применимости 
разработанного нами способа при выявлении ДНК ВГВ 
в минипулах. При экстракции ДНК из полного объема 
минипулов вирус был выявлен во всех ВГВ-позитивных 
минипулах. При экстракции ДНК из 100 мкл смешанной 
плазмы в минипулах по десять образцов удалось выявить 
ДНК вируса только в тех случаях, когда в пул входили 2-3 
образца с приблизительной вирусной нагрузкой более 30 
МЕ/мл, при этом сигнал флуоресценции получали толь-
ко по одному из каналов. Если в минипул входил только 
один ВГВ-позитивный образец или 2-3 образца с предпо-
ложительной вирусной нагрузкой менее 10 МЕ/мл, ДНК 
вируса выявить не удавалось. В минипулах по шесть об-
разцов достаточно было одного образца с концентраци-
ей около 50 МЕ/мл для получения сигнала флуорофора 
одного из каналов. Таким образом, несмотря на высокую 
чувствительность разработанного способа, пулирование 
плазмы крови при выявлении СкГВ значительно снижа-
ет вероятность выявления вируса. В целом чувствитель-
ность снижается в соответствии с коэффициентом раз-
бавления в процессе пулирования.

Описанный способ был разработан с использовани-
ем в качестве матричных образцов ВГВ вариантов, пре-
обладающих на территории РФ (D1, D2, D3, A2). Однако 
предложенный метод позволяет выявить ВГВ среди па-
циентов из географически отдаленных регионов мира, 
в том числе были определены генотипы/субгенотипы 
вируса не встречающиеся или встречающиеся крайне 
редко на территории России. Так, были определены суб-
генотипы A1, B2, B4, C1, C2, C3, C5, E вируса, что также 
свидетельствует о диагностической чувствительности и 
специфичности разработанного способа и его примени-
мости для диагностики СкГВ независимо от геновари-
анта вируса.

Отметим также потенциальную клинико-диагности-
ческую значимость выявления в исследуемых образцах 
только одного фрагмента генома ВГВ даже при по-
вторном анализе с увеличением объема биологическо-
го материала при экстракции ДНК. Такие случаи могут 
свидетельствовать о выявлении фрагментов ДНК ВГВ 
интегрированных в геном человека, что, как известно, 
может способствовать онкогенезу и развитию ГЦК [15, 

16]. Однако применимость разработанного способа для 
выявления интегрированных фрагментов генома ВГВ в 
геном хозяина и связь с развитием заболевания печени 
нуждается в дальнейших исследованиях.

Заключение. Разработанный способ выявления ДНК 
ВГВ в биологическом материале при низкой вирусной 
нагрузке на основе метода двухэтапной ПЦР с детекци-
ей по трем вирусным мишеням в режиме реального вре-
мени позволяет идентифицировать различные геновари-
анты ВГВ как характерные, так и редко встречающиеся 
на территории РФ, циркулирующие в других регионах 
мира. Результаты испытаний свидетельствуют о воз-
можности эффективного использования двухэтапного 
метода с мультиплексной ПЦР на втором этапе для ком-
плексной диагностики. Способ может быть использован 
для диагностики ХГВ при различных генотипах/субге-
нотипах вируса, в том числе, при HBsAg-негативной 
форме заболевания.  
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