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Цель - проанализировать метод количественного определения кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в пункционных 
биоптатах печени и оценить его значимость при идентификации HBsAg-негативного вирусного гепатита В. 
 В работе были использованы образцы биопсийного материала ткани печени 128 больных, проживающих на территории 
Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а также в Республике Узбекистан.
Для количественного анализа кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в биопсийном материале на базе методики 
выявления ккз ДНК ВГВ Pollicino T. и др. был разработан метод, основанный на ПЦР с детекцией в режиме реального 
времени с использованием TaqMan зондов для целевого фрагмента и для эндогенного референсного гена.
 При количественной оценке ккз ДНК ВГВ в ткани печени 18 больных ХВГВ умеренной активности с положительным ре-
зультатом ПЦР ДНК ВГВ и 16 неактивных носителей HBsAg, содержание ккз ДНК ВГВ достоверно отличалось между 
группами (p<0,034) и в пересчете на 1 копию гена β-глобина у больных ХВГВ умеренной активности составило 1,71±1,32 
копий/кл, а у неактивных носителей HBsAg 0,15±0,14 копий/кл. В группе больных с выраженным фиброзом и циррозом пе-
чени количество ккз ДНК ВГВ в ткани печени у пациентов с ХВГВ составило в среднем 2,5±0,4 копии/клетку, у пациентов 
с ХВГВ + Д в среднем 0,7±0,25 копий/клетку, у пациентов с коинфекцией ВГС + ВГВ 0,45±0,07 копий/клетку, у пациентов 
с предварительным диагнозом ХВГС в среднем 0,12±0,04 копий/клетку, у пациентов с криптогенным гепатитом 0,2±0,05 
копии/клетку. Показано значимое отличие между группой больных ХВГВ с выраженным фиброзом и циррозом печени со 
всеми группами пациентов, кроме группы из 18 больных ХВГВ умеренной активности. Значения t-критерия Стьюдента 
при сравнении с остальными группами составили соответственно: для пациентов с предварительным диагнозом ХВГС 
t=5,92 p<0,05 f = 19, пациентов с криптогенным гепатитом t=5,71 p<0,05 f = 18, с «неактивным носительством HBsAg» 
t=5,55 p<0,05 f = 29, с коинфекциями ВГС + ВГВ t=5,05 p<0,05 f = 15 и ХВГВ + Д t=3,82 p<0,05 f = 17.
  Метод количественной оценки кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в пункционных биоптатах печени позволяет 
идентифицировать HBsAg-негативную форму хронического вирусного гепатита В, а также отражает активность 
репликации вируса, что, в свою очередь, дает возможность предполагать дальнейшее прогрессирование заболевания и 
оценивать эффективности антивирусной терапии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический вирусный гепатит В, скрытый гепатит В, кольцевая ковалентно-замкнутая ДНК 
ВГВ.
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THE QUANTITATIVE DETERMINATION METHOD OF COVALENTLY CLOSED CIRCULAR DNA HBV IN 
PUNCTURE BIOPSY SPECIMENS OF THE LIVER 
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To analyze the method HBV covalent-closed circular DNA quantitative determination in liver puncture biopsies and evaluate its 
significance in identifying HBsAg-negative viral hepatitis B.  In this work, samples of liver tissue biopsy material were used from 
128 patients living in St. Petersburg, in various regions of the Russian Federation, as well as in the Republic of Uzbekistan. For 
quantitative analysis of HBV covalently closed circular DNA in a biopsy material a method was developed based on real-time 
PCR using TaqMan probes for the target fragment and for the endogenous reference gene, based on the detecting ccc HBV DNA 
method of  Pollicino T. et al.
When quantifying ccc DNA HBV in liver tissue of 18 moderately HBV activity with HBV DNA PCR positive results patients and 
16 inactive HBsAg carriers, the ccc DNA HBV content was significantly different between groups (p<0.034) and in terms 1 copy 
of the β-globin gene among moderate activity HBV patients amounted to 1.71±1.32 copies/cell, and for inactive HBsAg carriers 
0.15±0.14 copies/cell. In the group of patients with severe liver fibrosis and cirrhosis, the amount of ccc DNA HBV in liver tissue in 
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patients with HBV averaged 2.5±0.4 copies/cell, in patients with HBV + D on average 0.7±0.25 copies/cell, in patients with HCV 
+ HBV co-infection 0.45±0.07 copies/cell, in patients with a preliminary diagnosis of chronic hepatitis C hepatitis, on average 
0.12±0.04 copies/cell, in patients with cryptogenic hepatitis 0.2± 0.05 copies/cell. A significant difference was shown between the 
group of patients with chronic hepatitis B with marked fibrosis and cirrhosis of the liver with other patients groups, except for the 
group of 18 moderate activity chronic hepatitis B patients. The values of Student’s t-test when compared with other groups were 
respectively: for patients with a HCV preliminary diagnosis t=5,92 p<0,05 f = 19, patients with cryptogenic hepatitis t=5,71 
p<0,05 f = 18, with «inactive HBsAg carriage» t=5,55 p<0,05 f = 29, with HCV + HBV co-infection t=5,05 p<0,05 f = 15 and 
HBV + D co-infection t=3,82 p<0,05 f = 17. 
 The covalently closed circular DNA HBV quantitative assessment method in liver puncture biopsies allows identifying HBsAg-
negative chronic viral hepatitis B forms and also reflects the virus replication activity, which, in turn, makes it possible to assume 
further disease progression and evaluate the antiviral therapy effectiveness.
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Введение. Согласно ВОЗ количество инфицирован-
ных вирусом гепатита В в мире составляет почти 2 млрд 
человек, у более чем 240 миллионов из них развивается 
хронический вирусный гепатит В (ХВГВ) - диффузно-
воспалительное заболевание, связанное с  персистен-
цией  вируса  гепатита  В. Ежегодно умирают 686 000 
человек, инфицированных вирусом гепатита В, в том 
числе от цирроза и рака печени в результате осложнения 
хронической инфекции [1].

Согласно классификации Европейской ассоциации 
изучения печени (European Association for the Study of 
the Liver, EASL), естественное течение ХВГВ проходит 
5 стадий, при этом для хронической инфекции характер-
но устойчивое присутствие HBsAg в течение не менее 6 
месяцев (при наличии или отсутствии сопутствующего 
HBeAg) за исключением HBsAg-негативной (скрытой) 
формы течения заболевания [2].

Особый интерес (и наибольшие трудности) с точки 
зрения клинической лабораторной диагностики пред-
ставляет собой пятая стадия развития ХВГВ – скрытый 
гепатит В (СкГВ). Консенсусной группой экспертов на 
совещании в г. Таормина (Испания) в 2008 г. дано следую-
щее определение скрытому гепатиту В: это стадия ХВГВ, 
при которой в ткани печени выявляется ДНК ВГВ при 
неопределяемом уровне HBsAg в сыворотке перифериче-
ской крови, вне зависимости от того, выявляется или нет 
ДНК ВГВ методом ПЦР в периферической крови [3].

В абсолютном большинстве случаев, при СкГВ ви-
рус генетически не отличается от вируса, вызывающе-
го HBsAg-позитивную форму ХГВ [4]. Таким образом, 
очевидно, что основную роль в иммунопатогенезе СкГВ 
играет не генетическая структура вируса, а эпигенетиче-
ское регулирование, опосредованное иммунным ответом 
организма. При этом следует отметить, что более часто 
встречается серопозитивный СкГВ, ассоциированный с 
образованием антител к основным белкам ВГВ (HBcor 
IgG и HBs IgG против core- и S-антигенов, соответствен-

но), однако в 20% случаев обнаружение ДНК ВГВ в тка-
ни печени не сопровождается обнаружением каких-либо 
маркеров инфицирования ВГВ [5, 6].

Генетическая эволюция ВГВ определяется двумя 
важными особенностями жизненного цикла вируса. 
Во-первых, высокая генетическая стабильность ВГВ 
достигается за счет чрезвычайно эффективного исполь-
зования короткого генома. Наличие перекрывающихся 
рамок считывания, многочисленных регуляторных, ре-
пликативных и морфогенетических элементов, а также 
отсутствие некодирующих областей ограничивает фор-
мирование жизнеспособных мутаций ВГВ. Во-вторых, 
использование обратной транскриптазы без 3’→5’-
корректирующей функции при репликации ВГВ опре-
деляет высокую частоту мутаций (более 2*10^-5 замен 
оснований/сайт в год) [7, 8]. Контроль достигается за 
счет того, что только успешно транскрибируемые и об-
работанные геномы, т.е. частично двунитевые ДНК упа-
ковываются в секретируемый вирусный капсид.

Репликация ВГВ протекает через стадию обратной 
транскрипции прегеномной РНК (пгРНК). Основной 
стадией этого процесса является связывание белка Р со 
шпилькой на 5’-конце пгРНК, которая функционально 
является сигналом энкапсидации (ε). Затем комплекс 
полимераза-РНК упаковывается в капсидную оболочку. 
В этом процессе немаловажную роль играет клеточный 
шаперон Hsp90, который поддерживает идеальную для 
образования комплекса с ε конформацию полимеразы. 
Последовательность, содержащая ε, на пгРНК находит-
ся и на 5’- и на 3’-конце. Хотя для репликации необхо-
дима одна копия, функции второй неизвестны. Кроме 
энкапсидации пгРНК, ε активно участвует в инициации 
синтеза вирусной ДНК. Интересной особенностью это-
го процесса является то, что полимераза выступает как 
затравка (остаток тирозина на N-конце полимеразы, яв-
ляется субстратом для образования фосфодиэфирной 
связи с 5’-концевым нуклеотидом минус-цепи ДНК). 
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ДНК ВГВ в пункционных биоптатах печени и оценка 
его значимости при идентификации HBsAg-негативного 
вирусного гепатита В.

Материал и методы. В работе были использованы 
образцы биопсийного материала ткани печени 128 боль-
ных, проживающих на территории Санкт-Петербурга, в 
различных регионах РФ, а также в Республике Узбеки-
стан. В обследуемой группе были представлены 16 па-
циентов с первичным диагнозом «неактивное носитель-
ство HBsAg»; 18 пациентов с ХВГВ умеренной актив-
ности; 29 больных ХВГВ в фазе иммунного контроля; 
26 больных ХВГВ в фазе реактивации; 17 пациентов с 
ХВГВ с выраженным фиброзом и циррозом печени; 6 
пациентов с ХВГВ с сопутствующими инфекциями с 
выраженным фиброзом и циррозом печени, в том числе 
4 пациента с ХВГВ + Д, в крови которых выявлена РНК 
ВГД и/или антитела к ВГД при отрицательной ДНК ВГВ 
и 2 пациента с коинфекцией ВГС + ВГВ с выявленны-
ми в крови антителами к ВГС и HBsAg; 16 пациентов с 
выраженным фиброзом и циррозом печени иной этио-
логии, в том числе 11 больных с первичным диагнозом 
ХВГС и 5 с гепатитом неясной этиологии.

Выявление кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК 
ВГВ проводили согласно методике Т. Pollicino T. и со-
авт. [18] методом гнездной ПЦР с использованием по-
следовательно пар праймеров fp23/rp24 HBV и fp25b/
rp26b HBV. 

Для количественного анализа ккз ДНК ВГВ в биоп-
сийном материале был разработан метод, основанный на 
ПЦР с детекцией в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 
с использованием TaqMan зондов для целевого фрагмента 
и для эндогенного референсного гена. При этом использо-
вали следующий состав амплификационной смеси: 15 пM 
каждого олигопраймера, 1,0 мМ каждого нуклеозидтри-
фосфата, 6.7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинантной 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), глицерин и DMSO в количестве 5% и 10% 
от конечного объема, соответственно, 1 мкг матрицы, во-
да без нуклеаз до конечного объема 30 мкл.

Последовательности использованных олигонуклео-
тидов приведены в таблице. 

Результаты и обсуждение. Хотя современные 
противовирусные препараты способны качественно по-
давлять репликацию ВГВ и способствовать снижению 
риска развития различных осложнений заболевания пе-
чени, ведутся активные поиски по разработке терапев-
тического курса, конечной целью которого будет полная 
элиминация ккз ДНК ВГВ для предотвращения возмож-
ной реактивации вируса [19].

В связи с вышесказанным введение в практическую 
лабораторную диагностику метода выявления и количе-
ственной оценки ккз ДНК ВГВ в пункционных биопта-
тах печени как способа идентификации заболевания и 
оценки репликации вируса имеет большое значение для 
обнаружения СкГВ и для определения стратегии лече-
ния пациентов с ХВГВ.

Для количественной оценки ккз ДНК ВГВ в пункци-
онных биоптатах печени был разработан метод, основан-
ный на ПЦР с детекцией в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) на базе методики, предложенной Т. Pollicino с 
соавт. [18] для выявления ккз ДНК ВГВ.

Выделенную из образцов ДНК для удаления одно-
цепочечных НК и расщепления частично-кольцевой 
геномной ДНК ВГВ предварительно обрабатывали эн-

Сначала производится короткий (3-4 нуклеотида) прай-
мер, матрицей для синтеза которого является выпуклая 
область между стеблями шпильки. Затем комплекс по-
лимеразы с праймером переносится к комплементарной 
области 3’-DR1. После этого праймер достраивается до 
полноразмерной минус-цепи ДНК и, благодаря РНКаз-
ной активности все того же белка Р, РНК-матрица де-
градирует. Остается лишь короткая последовательность 
на 5’-конце пгРНК, размером 15-18 нуклеотидов (DR1), 
которая переносится к комплементарному участку DR2 
для синтеза плюс-цепи ДНК. Рост плюс-цепи ДНК 
прекращается при достижении 5’-конца минус-цепи и 
синтез ведется с 3’-конца минус-цепи. Таким образом, 
образуется кольцевая частично двухцепочечная ДНК. 
Фактически ккзДНК собирается из линейной двухцепо-
чечной ДНК, которая, в свою очередь, образуется при 
синтезе плюс-цепи ДНК от изначального местоположе-
ния праймера в 3’-конце минус-цепи (без переноса от 
DR1 к DR2). Этот процесс был назван иллегитимной 
репликацией. Линейная форма ДНК ВГВ также участву-
ет в негомологичной рекомбинации с клеточной ДНК, 
в результате существуют различные формы интегриро-
ванной вирусной ДНК [9-11].

Развитие СкГВ обусловлено подавлением внутрия-
дерной транскрипции субгеномных РНК ВГВ с матрицы 
кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ (ккзДНК), 
способной становиться матрицей для субгеномных и пре-
геномных копий РНК, на основе которых синтезируется 
вирусный геном и вирусные белки [12]. Причем подавле-
ние это может быть обусловлено целым рядом не до конца 
изученных факторов, в том числе генетическими особенно-
стями самого вируса и/или его хозяина. При этом ккзДНК 
в ядре гепатоцита находится в виде минихромосомы, где 
НК связана с гистоновыми и гистоноподобными белками, 
а транскрипционная активность регулируется по эукарио-
тическому механизму [13] и способна существовать долгое 
время. В большинстве случаев, репликация вируса и экс-
прессия генов могут быть подавлены настолько, что ви-
русная нагрузка в периферической крови больного крайне 
низка, вплоть до невозможности выявить ДНК ВГВ стан-
дартными методами, но элиминации вируса при подавле-
нии репликации не происходит. Сохранение ккзДНК в ви-
де минихромосомы остается ключевым фактором, ответ-
ственным за невозможность полной элиминации вируса 
и за рецидивы вирусной репликации после прекращения 
противовирусной терапии [14, 15].

Значительным представляется тот факт, что даже по-
сле нескольких лет сероконверсии у реконвалесцентов 
острого гепатита В, сопровождающейся появлением 
«маркеров выздоровления» (HBsAg-, HBsIgG+, HB-
corIgG+, HBcorIgM-, HBeAg-, HBeAg+, ДНК ВГВ-), 
методом проточной цитометрии определяется актив-
ный ответ CD4+ и CD8+-клеток против антигенов. Воз-
можная причина этого феномена может заключаться в 
продолжающемся внутрипеченочном синтезе мини-
мальных количеств антигенов ВГВ во время HBsAg-
негативной стадии инфекции, которые невозможно 
определить современными методами лабораторной 
диагностики, но которых достаточно для поддержания 
ВГВ-специфического Т-клеточного ответа [16]. Кроме 
того по некоторым данным высокий уровень ккз ДНК в 
тканях печени являются фактором риска рецидива ВГВ, 
несмотря на профилактическую терапию [17].  

Целью нашей работы являлся анализ метода количе-
ственного определения кольцевой ковалентно-замкнутой 
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донуклеазой MungBean («Сибэнзим») из расчета 1 ед. 
фермента на 1 мкг ДНК, согласно протоколу произво-
дителя, после чего положительный сигнал регистриро-
вался только от ккз ДНК ВГВ. В ходе работ использо-
вали различные дополнительные компоненты «присад-
ки» для амплификации, в том числе DMSO и глицерин, 
способствующие увеличению эффективности ПЦР и 
препятствующие образованию вторичных структур за 
счет стабилизации Taq ДНК-полимеразы и влияния на 
температуру отжига праймеров. Введение эмпирически 
подобранного количества DMSO и глицерина в ампли-
фикационную смесь привело к стабильной регистрации 
сигнала с парой праймеров fp25/rp26 HBV без предва-
рительного этапа гнездовой ПЦР с внешними прайме-
рами. Для оценки специфичности праймеров проводили 
прямое секвенирование соответствующих фрагментов. 
Для количественного анализа помимо данной пары 
праймеров использовали зонд TaqManHBV (см.табли-
цу). Уровень ккз ДНК ВГВ нормировали на количество 
ДНК референсного гена. В качестве референсных генов 
были опробованы β-глобин, β-актин и глицеральдегид-
3-фосфат-дегидрогеназа (GAPDH). Для количественной 
стандартизации амплификации с олигонуклеотидами 
для ВГВ использовали образцы ДНК ВГВ, предвари-
тельно охарактеризованные с помощью набора «Ам-
плиСенс HBV – Монитор – FRT» для количественной 
амплификации. Для количественной стандартизации 
амплификации с праймерами генов β-глобина, β-актина 
и GAPDH использовали предварительно количественно 
охарактеризованные лейкоцитарные взвеси, получен-
ные из образцов периферической крови. Для каждого 
образца реакцию проводили в трех параллелях, далее 
усредняли значение Сt для них. Анализ результатов 
проводился по методу относительного подсчета (метод 
дельта Ct) с нормализацией по эндогенному референс 
гену. Несмотря на сходные после пересчета количе-
ственные результаты при использовании всех референс-
ных генов, в основной работе было решено использо-
вать в качестве эндогенного контроля β-глобин, для ко-
торого была показана лучшая эффективность реакции. 
Для оценки эффективности реакции для каждого гена 
делали серию разведений образца. Эффективность реак-
ции автоматически рассчитывалась прибором. Во всех 
случаях при использовании олигонуклеотидов для целе-
вого фрагмента и для  β-глобина Е=2, что подтверждает 

специфичность данных реакций без обра-
зования побочных продуктов или димеров 
праймеров. Отсутствие побочных продук-
тов также было подтверждено анализом 
кривых плавления для данных ПЦР про-
дуктов. Подбор условий и выполнение ис-
следования проводили на приборе CFX96 
(Bio-Rad). Разработанный метод обладает 
высокой специфичностью и позволяет про-
водить количественную оценку ккз ДНК 
ВГВ в пункционных биоптатах печени.

При количественной оценке ккз ДНК 
ВГВ в ткани печени 18 больных ХВГВ 
умеренной активности с положительным 
результатом ПЦР ДНК ВГВ и 16 неактив-
ных носителей HBsAg, содержание ккз 
ДНК ВГВ достоверно отличалось между 
группами (p<0,034) и в пересчете на 1 ко-
пию гена β-глобина у больных ХВГВ уме-
ренной активности составило 1,71±1,32 

копий/кл, а у неактивных носителей HBsAg 0,15±0,14 
копий/кл. У пациентов с ХВГВ в фазах иммунного кон-
троля и реактивации содержание ккз ДНК ВГВ состави-
ло 1,02 ± 0,01 копий/клетку и 1,03 ± 0,03 копий/клетку, 
соответственно, при этом достоверных отличий между 
фазами естественного течения ХВГВ не обнаружено 
(p=0,72). В группе больных с выраженным фиброзом и 
циррозом печени количество ккз ДНК ВГВ в ткани пече-
ни у пациентов с ХВГВ составило в среднем 2,5±0,4 ко-
пии/клетку, у пациентов с ХВГВ + Д в среднем 0,7±0,25 
копий/клетку, у пациентов с коинфекцией ВГС + ВГВ 
0,45±0,07 копий/клетку, у пациентов с предварительным 
диагнозом ХВГС в среднем 0,12±0,04 копий/клетку, у 
пациентов с криптогенным гепатитом 0,2±0,05 копии/
клетку (см.рисунок). 

При расчете t-критерия Стьюдента при сравнении 
средних величин показано значимое отличие между 
группой больных ХВГВ с выраженным фиброзом и цир-
розом печени со всеми группами пациентов, кроме груп-
пы из 18 больных ХВГВ умеренной активности. Значе-
ния t-критерия Стьюдента при сравнении с остальными 
группами составили соответственно: для пациентов с 
предварительным диагнозом ХВГС t=5,92 p<0,05 f = 19, 
пациентов с криптогенным гепатитом t=5,71 p<0,05 f = 
18, с «неактивным носительством HBsAg» t=5,55 p<0,05 
f = 29, с коинфекциями ВГС + ВГВ t=5,05 p<0,05 f = 15 и 
ХВГВ + Д t=3,82 p<0,05 f = 17.

Среди пациентов, обследованных на уровень ккз 
ДНК ВГВ в печени, были выбраны четыре группы боль-
ных (пациенты с ХВГВ умеренной активности, боль-
ные с «неактивным носительством HBsAg», больные в 
ХВГВ в фазе иммунного контроля и фазе реактивации), 
у которых проводили количественную оценку HBsAg и 
ДНК ВГВ в периферической крови. У «неактивных но-
сителей HBsAg» уровень HBsAg был, как и ожидалось, 
наиболее низким (940±259 МЕ/мл, р<0,05), достовер-
но отличающимся от других групп по возрастающей: 
ХВГВ умеренной активности, ХВГВ в фазе иммунного 
контроля и ХВГВ в фазе реактивации - 2559±982 МЕ/мл, 
6117±2562 МЕ/мл, 35979±6177 МЕ/мл, соответствен-
но. При измерении вирусной нагрузки результаты бы-
ли схожими – то есть 540±230 МЕ/мл у больных ХВГВ 
умеренной активности, 4171±2330 МЕ/мл у больных в 
фазе иммунного контроля и 1936190±873741 МЕ/мл у 
больных в фазе реактивации. Вирусная нагрузка, соста-

Нуклеотидные последовательности праймеров, использованные для анализа ккз 
ДНК ВГВ

Праймер Нуклеотидная последовательность
fp23 HBV 5’- CTGAATCCTGCGGACGACCC-3’
rp24 HBV 5’- CCCAAGGCACAGCTTGGAGG-3’
fp25b HBV 5’- GTCTGTGCCTTCTCATCTGCC-3’
rp26b HBV 5’- AGAGATGATTAGGCAGAGGTG-3’
TaqManHBV 5’- ROX-TGTGCACTTCGCTTCACCTCTGC-BHQ2-3’
fp GAPDH 5’- ATCTTCCAGGAGTGAGCGAG-3’
rp GAPDH 5’- GACTCCACGACGTACTCAGC-3’
TaqManGAPDH 5’- FAM-TCCAAAATCAAGTGGGGCGATG-BHQ1-3’
fp β-глобин 5’- GTGCATCTGACTCCTGAGGA - 3’
rp β-глобин 5’- GCTTGTCACAGTGCAGCTC-3’
TaqManβ-глобин 5’- FAM - AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG-BHQ1-3’
fp β-актин 5’- ACTGTGCCCATCTACGAGG-3’
rp β-актин 5’-CAGGCAGCTCGTAGCTCTT-3’
TaqManβ-актин 5’-FAM-CGGGAAATCGTGCGTGAC- BHQ1-3’
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вившая в среднем 540±230 МЕ/мл у пациентов с ХВГВ 
умеренной активности при значительно более высоком 
уровне у больных с фиброзом и циррозом печени и при 
отсутствии ДНК ВГВ у неактивных носителей с низким 
уровнем HBsAg в крови, согласуется с данными, ука-
зывающими на тесную зависимость между уровнями 
HBsAg и ДНК HBV, предполагающую высокую вире-
мию у пациентов с высоким уровнем HBsAg. Несмотря 
на очевидную тенденцию отражения различия в степе-
ни инфицированности гепатоцитов ВГВ в количествен-
ном содержании HBsAg и ДНК ВГВ в периферической 
крови, только для больных в фазе иммунного контроля 
показана прямая корреляция между количественным 
содержанием HBsAg в сыворотке крови и уровнем ккз 
ДНК ВГВ (количество копий на клетку) в ткани пече-
ни (r=0,53, p=0,03), а также репликативной активностью 
ДНК ВГВ (r=0,79, p=0,0001) [20].

Корреляция высоких уровней HBsAg и ДНК ВГВ на 
ранних стадиях ХВГВ, а также диссоциация после серо-
конверсии HBeAg, свидетельствует о различии элементов 
управления, отвечающих за репликацию ВГВ и за про-
дукцию HBsAg. Следует отметить, что ранее были по-
казаны различия между уровнем ккзДНК ВГВ в клетках 
печени у больных в фазе иммунной толерантности и фазе 
иммунного клиренса [21], однако при низком содержа-
нии ккз ДНК ВГВ в клетках печени должен понижаться 
синтез специфических вирусных белков, что совпадает с 
полученными результатами по количественному опреде-
лению HBsAg и соответствует данным из литературных 
источников. Отсутствие достоверной корреляции между 
уровнем ккз ДНК ВГВ в тканях печени и морфологиче-
скими характеристиками ХВГВ может быть связано с ма-
лым объемом выборки, тем не менее, значительно более 
высокий уровень содержания ккз ДНК ВГВ в гепатоцитах 
у больных с выраженным фиброзом и циррозом печени 
по сравнению с больными в фазах иммунного контроля и 
реактивации также может служить подтверждением зна-
чимости оценки репликативной активности в гепатоци-
тах для оценки развития патологий печени.

Для четырех изолятов (два HBsAg-позитивных изо-
лята из группы пациентов с ХВГВ с выраженным фи-
брозом/циррозом и группы с неактивным носитель-

ством HBsAg, а также два HBsAg-негативных из группы 
с криптогенным гепатитом и с диагнозом ХВГС) прове-
ли секвенирование полных геномов вируса. Все четыре 
изолята относились к ВГВ субгенотипа D2, при этом мы 
не выявили каких-либо мутаций вакцинного избегания, 
мутаций лекарственной устойчивости или иных, кото-
рые могли бы стать причиной низкой репликативной 
активности вируса. Нуклеотидные последовательности 
полных геномов данных изолятов ВГВ депонированы 
в международную базу данных GenBank под номерами 
MK956106-MK956109.

По всей видимости, полученные нами и другими 
исследователями данные означают, что на уровень ккз 
ДНК ВГВ существенное влияние оказывает не столько 
сам вирус в зависимости от его генетических особен-
ностей, сколько различные факторы хозяина [22-24], а 
отсутствие корреляции соответствующих показателей 
у больных ХВГВ в фазе реактивации может являться 
следствием снижения иммунной резистентности [12]. 
Например, на активность репликации и регуляцию 
транскрипции ккз ДНК ВГВ могут оказывать различные 
факторы транскрипции, корепрессоры, коактиваторы, 
модифицирующие хроматин ферменты клетки хозяи-
на, а также может влиять положение нуклеосом и мо-
дификация гистонов, связанных с минихромосомами, 
которые образуют молекулы ккз ДНК ВГВ в ядрах ин-
фицированных гепатоцитов [25-27]. Так, сообщают об 
участии в биогенезе ккз ДНК ВГВ фактора репарации 
тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы-2 [28]. Еще одной при-
чиной может быть такой эпигенетический фактор как 
метилирование. Недавние исследования показали, что 
три главных островка СрG, которые содержит ккз ДНК 
ВГВ подвергаются метилированию в различной степе-
ни: островок I СрG метилируется редко, метилирование 
островка II СрG уменьшает транскрипционную актив-
ность ккзДНК, и в целом метилирование островков II и 
III связано с низкой вирусной нагрузкой [29-31].

Заключение. Метод количественной оценки кольце-
вой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в пункционных 
биоптатах печени позволяет идентифицировать HBsAg-
негативную форму хронического вирусного гепатита В, 
а также отражает активность репликации вируса, что, в 

Количественная оценка содержания кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в пункционных биоптатах печени.
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свою очередь, дает возможность предполагать дальней-
шее прогрессирование заболевания и оценивать эффек-
тивности антивирусной терапии.
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