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Разработка набора реагентов  
для количественного определения ДНК вируса 
гепатита B в клиническом материале методом ПЦР 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией

   

   

Резюме

Актуальность. Гепатит В (ГВ) является одной из наиболее распространенных вирусных инфекций, поражающих людей во всем 

мире. ГВ может привести к хроническому гепатиту, циррозу и гепатоцеллюлярной карциноме. В настоящее время 3% населения 

мира инфицированы вирусом гепатита В (ВГВ) и подвержены риску развития опасных для жизни заболеваний печени. На сегод-

няшний день в лабораторной диагностике обнаружения ВГВ используют иммунологические и молекулярно-биологические 

методы. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) на сегодняшний день является высокочувствительным методом для обнаружения 

и количественной оценки содержания вируса гепатита В в организме человека. Количественное определение ДНК ВГВ необ-

ходимо для мониторинга эффективности противовирусного лечения инфекции. Цель. Разработать набор ПЦР в режиме реаль-

ного времени для количественного определения ДНК ВГВ. Материалы и методы. В разработке использовано 200 образцов 

плазмы и сыворотки крови с положительным и отрицательным результатом на ВГВ. Сравнение разрабатываемого набора про-

водилось с использованием других коммерческих зарегистрированных на территории России наборов по диагностике вируса 

гепатита B. Дополнительно произведен анализ нуклеотидных последовательностей всех существующих генотипов вируса для 

подбора праймеров по системе GeneBank. Результаты и обсуждение. Анализ результатов диагностической чувствительности 

разрабатываемого набора составляет 100%, специфичность – 100%. Разработанные праймеры были специфично подобраны 

в области гена POL. Набор способен выявлять все виды генотипов вируса. Выводы. Разработанный набор реагентов позволяет 

проводить выявление вируса гепатита В и определять его количество в течение 70 мин. Помимо большого количества генотипов 

и субгенотипов, вирус характеризуется мутационными изменениями в геноме, что затрудняет его диагностику и, как следствие, 

проведение адекватной лекарственной терапии. В разработке были учтены консервативные области генома вируса для подбора 

праймеров и зондов, полученные последовательности применимы ко всем генотипам ВГВ. Набор реагентов разработан для 

мониторинга ВГВ-инфицированных пациентов и вирусной нагрузки во время проводимого лечения.

Ключевые слова: вирус гепатита В (ВГВ), полимеразная цепная реакция, положительный контрольный образец, внутренний 

контрольный образец, праймеры, аналитическая специфичность, диагностическая чувствительность/специфичность
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Abstract

Relevance. Hepatitis B virus (HBV) is one of the most common viral infections affecting people worldwide and can lead to chronic 

hepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Currently 3% of the world's population are infected with hepatitis B virus and are 

at risk of developing life-threatening liver disease. Immunological and molecular biological methods of detection of HBV are currently 

used in laboratory diagnostics. The polymerase chain reaction (PCR) is currently the  most sensitive method for the  detection 

and quantification of HBV. HBV DNA quantification is widely used to monitor the antiviral treatment of HBV infection. Aim. To develop 
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a real-time PCR kit for the quantification of HBV DNA. Materials and methods. A total of 200 plasma and serum samples positive 

and negative for HBV were used in the development. The performance of the developed kit was compared with the use of other 

commercially registered HBV diagnostic kits in Russia. Additionally, the  nucleotide sequences of all existing virus genotypes 

analysed for the  selection of primers using GeneBank system. Results and  discussion. Comparison analysis of the  results 

of quantitative determination by real-time PCR in 200 clinical serum and  blood plasma samples showed that the  diagnostic 

sensitivity of the  developed kit was 100% and  specificity 100%. The primers developed specific to the  POL gene region. The kit 

is capable of detecting all types of virus genotypes. Conclusions. The developed reagent kit allows detection of hepatitis B virus 

and  determination of its quantity within 70 minutes. In addition to a  large number of genotypes and  subgenotypes, the  virus is 

characterized by mutational changes in the genome, which complicates its diagnosis and, as a consequence, the ongoing therapy 

with drugs. Conservative regions for primer and probe selection taken into account in the development, and the sequencing results 

obtained are applicable to all HBV genotypes.  The reagent kit is designed to monitor HBV infected patients and will allow the analysis 

of different HBV viral loads.

Keywords: hepatitis B virus (HBV), polymerase chain reaction, positive control sample, internal control sample, primers, analytical 

specificity, diagnostic sensitivity/specificity.
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Введение
Гепатит В – вирусное заболевание, вызываемое 

возбудителем с выраженными гепатотропными свой­
ствами  – вирус гепатита B (ВГВ, HBV) из семейства 
гепаднавирусов. ВГВ является основной причиной 
развития острого гепатита и хронической вирусной 
инфекции и считается одним из самых распростра­
ненных в мире. По оценке Всемирной организации 
здравоохранения, в 2015 г. от последствий хрониче­
ского гепатита В умерло 887 000 человек [1].

Вирус гепатита В представляет собой небольшой 
ДНК-содержащий вирус семейства Hepadnaviridae 
[2,3]. Внешняя липидная оболочка вируса содержит 
три поверхностных антигена: большой (L), средний 
(M) и малый (S), которые покрывают вирусный кап­
сид, так называемую частицу Дейна. Нуклеокапсид 
образован 240 вирусными капсидными белками 
диаметром 27 нм, имеет икосаэдрическую структу­
ру и содержит геном ВГВ длиной 3,2 килобазы (кб) 
в виде релаксированной кольцевой ДНК (кДНК) 
и  частично двуцепочечной молекулы циркулярной 
ДНК (ркДНК) [4–6]. Некоторые клеточные белки, 
включая протеинкиназы, также упакованы в струк­
туру нуклеокапсида [7,8]. Одной из уникальных ха­
рактеристик генома ВГВ является асимметричная 
структура двух цепей. Отрицательная цепь длиннее 
положительной на 1/3. Длинная минус-цепь связа­
на с ДНК-полимеразой, которая достраивает плюс-
цепь до полноценной структуры. Вирусный геном 
содержит перекрывающиеся и  открытые рамки 
считывания (ORF) для генов S, C, P и X, кодирующих 
четыре различных белка. PreS1/PreS2 и S ген (ко­
дирует 3 оболочечных белка, а именно L-, M- и S), 
ген Precore/core (кодирует нуклеокапсидный бе­
лок; HBcAg и  неструктурно секретируемого белка; 
HBeAg), ген полимеразы (обратная транскриптаза, 
РНКаза H и  терминальные белковые домены), ген 
X (кодирует малый регуляторный X-белок) [9,10]. 
В дополнение к инфекционной вирусной частице 

(то есть ДНК-содержащему вириону или полному 
вириону) инфицированные гепатоциты также про­
дуцируют пустые вирионы, состоящие из поверх­
ностных антигенов и капсида. Родственные вирусы 
были обнаружены у сурков, сусликов, древесных 
белок, пекинских уток и цапель. Филогенетический 
анализ на основе сравнения последовательностей 
ВГВ цепей геномов позволил выделить десять ге­
нетических групп, обозначенных латинскими бук­
вами от A до J [11]. Каждый генотип имеет свое 
географическое распространение [12].

Для подтверждения инфицирования ВГВ и уточ­
нения периода заболевания определяют антигены 
вируса, антитела к ним и  ДНК вируса с помощью 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Метод об­
ладает высокой чувствительностью, специфично­
стью и качественно или количественно определяет 
ДНК вирус. Благодаря качественному методу под­
тверждается присутствие вируса ВГВ в организ­
ме и  его активное размножение. Количественное 
определение вирусной нагрузки позволяет оценить 
интенсивность развития болезни, эффективность 
проводимой терапии, выявить развитие устойчиво­
сти к противовирусным препаратам.

Цель исследования – разработка набора реа­
гентов для количественного определения ДНК ви­
руса ВГВ методом ПЦР в реальном времени.

Материалы и методы
При разработке набора было использовано 

200  образцов сыворотки и  плазмы крови, полу­
ченных от пациентов, инфицированных ВГВ. 
Образцы были предоставлены ООО «Независимая 
лаборатория «Инвитро»» (Москва). Образцы плаз­
мы и  сыворотки крови от пациентов хранились 
при температуре –20 °C. Все образцы, полученные 
для лабораторного исследования, считаются потен­
циально инфицированными и  при работе с  ними 
учитывались требования СанПин 3.3686-21, 
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СанПиН 2.1.3684-21 и  методические указания МУ 
1.3.2569-09.

Для разработки набора были использованы 
следующие реагенты:
•	 Буфер ПЦР – 100 mM Трис-HCl, рН 8,5, 100 mM 

KCl, 0,4 мМ каждого нуклеозидтрифосфата, 
10  мМ MgCl

2
, 0,1 ед. акт./мкл HS-Taq ДНК по­

лимеразы, 0,025% Tween 20, стабилизаторы Taq 
ДНК-полимеразы, 50 ед. ревертазы.

•	 Смесь генспецифичных олигонуклеотидных 
праймеров, 25 пмоль/мкл, в деионизирован­
ной воде (ЗАО «ЭКОлаб», Россия).

•	 Внутренний контрольный образец (ВКО)  – оли­
гонуклеотид модифицированный в деионизиро­
ванной воде (ЗАО «ЭКОлаб», Россия).
ДНК ВГВ была выделена из образцов сыворотки 

и плазмы крови с использованием коммерческого 
набора «КовидЭК Экстракт» по инструкции произ­
водителя (РУ № РЗН 2022/18013 от 17.08.2022, 
ЗАО «ЭКОлаб», Россия) [13].

Праймеры для ПЦР были разработаны на основе 
выравнивания полных геномов ВГВ из GeneBank. 
В разработке праймеров и  зондов Taqman были 
проанализированы генотип-специфические ну­
клеотидные последовательности, консервативные 
в каждом из десяти генотипов ВГВ с помощью про­
граммы VectorNTl Suite 9.0.0  (AlignX). Анализ про­
водился с  использованием биотехнологических 
программ с  последующим выравниванием вруч­
ную. Выбранные последовательности праймеров 
были дополнительно проанализированы с  помо­
щью программы Oligo Calc (калькулятор свойств 
олигонуклеотидов, позволяющий получить пары 
праймеров с  одинаковой температурой плавле­
ния). Специфичность выбранных олигонуклеотидов 
была изучена с  помощью компьютерной програм­
мы BLAST online [14].

Амплификацию, детекцию и обработку результа­
тов проводили с помощью амплификатора Bio-Rad 
CFX 96, ФСЗ 2008/03399, производитель «Био-Рад 
Лабораториез, Инк.» (США).

Оценка аналитической надежности с  опреде­
лением специфичности и  чувствительности про­
ведена согласно ГОСТ Р 53079.1-2008 и  ГОСТ 
Р 53022.2-2008.

Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием критерия Стьюдента. Для оценки 
взаимосвязи показателей использовался корреля­
ционный анализ Пирсона с вероятностной оценкой 
статистической зависимости 0,95.

Результаты и обсуждение
Разработан набор реагентов «ГепаЭК B-q» для 

количественного определения ДНК вируса ге­
патита B в  клиническом материале методом ПЦР 
с  гибридизационно-флуоресцентной детекцией. 
Условия проведения ПЦР подобраны эксперимен­
тально.

Определение уровня концентрации ДНК ВГВ 
необходимо проводить еще до начала приема 

терапевтических препаратов. Чувствительность 
обнаружения ДНК ВГВ существенно зависит от ко­
личества взятого для анализа образца. При разра­
ботке набора образцы плазмы крови и сыворотки 
крови в объеме, соответствующем 250 мкл, поме­
щались в  чистые эппендорфы, в  дальнейшем про­
водился этап выделения.

Метод исследования состоит из нескольких 
этапов: выделение ДНК ВГВ и  ПЦР-амплификации 
с  одновременной детекцией результата в  режиме 
«реального времени».

Принцип метода основан на экстракции ДНК 
из плазмы крови совместно с  внутренним кон­
трольным образцом (ВКО), проведении амплифи­
кации ДНК с  гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в  режиме реального времени, заклю­
чающейся в повторяющихся циклах температурной 
денатурации ДНК, отжига праймеров с комплемен­
тарными последовательностями и  последующей 
достройкой Taq-полимеразой полинуклеотидных 
цепей с  этих праймеров. В реакционную смесь 
для амплификации введены ДНК-зонды, каж­
дый из которых содержит флуоресцентную мет­
ку и  гаситель флуоресценции. При образовании 
специфичного продукта амплификации ДНК-зонд 
разрушается, действие гасителя на флуоресцент­
ную метку прекращается, что ведет к возрастанию 
уровня флуоресценции. Количество разрушенных 
зондов (следовательно и  уровень флуоресценции) 
увеличивается пропорционально количеству обра­
зовавшихся специфических ампликонов и измеря­
ется на каждом цикле амплификации [15].

Праймеры и  последовательность зондов была 
выбрана для гена (POL) ВГВ после анализа ну­
клеотидных последовательностей в  базе данных 
GenBank на различные гены ВГВ. Праймеры были 
разработаны после определения условий реак­
ции, таких как процент гуанина и  цитозина (GC%), 
температура плавления (Tm), длина праймера и их 
взаимосвязи между собой. Последовательность 
праймеров на ген ВГВ и ген β-глобулина человека 
приведена в таблице 1.

Реакционная смесь (Master-Mix) была приготов­
лена путем смешивания в  эппендорфе объемом 
1,5–2 мл следующих реактивов по формуле:

10*(N+1) мкл реакционной смеси +  
10*(N+1) мкл олигонуклеотидов,

где N – общее количество реакций амплификации 
с учетом контрольных образцов.

Допускается округление значений в  большую 
сторону.

Эффективность пробоподготовки оценивалась 
путем внесения в  каждую пробу 10  мкл ВКО, ко­
торый проходил все этапы выделения вместе с об­
разцом.

Далее приготовленный «Master-Mix» путем 
5-кратного переворачивания осаждался кратковре­
менным центрифугированием и вносился по 20 мкл 
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в  пробирки (допускается использование луночного 
планшета) для проведения ПЦР. Использовался на­
конечник с  фильтром (PCR clean), с  помощью ко­
торого в  подготовленные пробирки добавлялось 
по 15 мкл ДНК исследуемых образцов.

Программа проведения амплификации адаптиро­
вана и  является единой для амплификаторов план­
шетного и роторного типов, приведена в таблице 2.

Результаты детекции стандартов ПКО, ПКО2 
и  ВКО, используемых для количественного анали­
за, показаны на рис. 1, 2, где на рис. 1. по  оси 
ординат обозначен уровень флуоресценции (RFU), 
по  оси абсцисс – количество циклов. На рис. 2 
показаны кривые стандартов и ВКО, где по оси ор­
динат обозначена средняя концентрация в  дублях 
(Cq), по  оси абсцисс значение логарифма концен­
трации (Log Starting Quantity). 

Результаты количественного обнаружения ВГВ 
и ВКО показаны на рис. 3, где по оси ординат обо­
значен уровень флуоресценции (RFU), по  оси аб­
сцисс – количество циклов.

Стандартная кривая на рис. 1 состоит из 2 стан­
дартов с  разной вирусной нагрузкой. Значения 

ПКО, ПКО2 и ВКО используются для количественного 
расчета содержания ДНК ВГВ. Концентрация стан­
дарта ПКО составляет 106 МЕ/мл, для ПКО2  – 103 

МЕ/мл.
По каналу, соответствующему флуорофору FAM/

Green, детектируется продукт амплификации ВКО, 
который позволяет контролировать выполнение 
процедуры исследования для каждого образца. 
По каналу, соответствующему флуорофору HEX/
VIC/Yellow, детектируется продукт амплификации 
ДНК ВГВ. Положительные контрольные образцы 
ПКО и ПКО2 детектируются по двум каналам: FAM/
Green (ВКО) и HEX/VIC/Yellow (ВГВ).

Для интерпретации результатов на графиках 
выбиралась логарифмическая шкала и  визуально 
контролировалось пересечение пороговой линии 
в  линейной части роста кривой амплификации. 
Пороговая линия перемещалась вручную до необ­
ходимого уровня при ее пересечении с кривой ам­
плификации не в линейном участке.

ПЦР-исследование валидно, контрольные точки 
анализа соответствуют значениям, приведенным 
в таблице 3.

Таблица 1. Последовательности праймеров
Table 1. Primer sequences

Таблица 2. Программа амплификации
Table 2. Amplification program

Мишень
Target

Ген
Gene

Последовательность 
(5’–3’)

Sequence (5’–3’)

Ориентация 
праймера

Primer orientation

Длина 
Length

ГЦ-состав 
(гуанин-

цитозиновый 
состав),%

GC-content 
(guanine-cytosine 

content),%

ВГВ POL

CTCGCAGAGATT-
GACGTGATGT

Прямой
Forward 22 50 

GATCCTATGAAT-
CCTGATGTTG

Обратный
Reverse 22 40,9 

TCGTCTAAC-
AGTCAGT

Флуоресцирующий 
зонд
Fluorescent probe

16 43,75

Homo sapiens β-глобулин
β-globulin

ACTGAGTGCG-
TCATCAG

Прямой
Forward 17 52,94

CTGATTGTCAC-
GTACACTGTAGC

Обратный
Reverse 23 47,82

TGCACCACCAT-
GTCAGATC

Флуоресцирующий 
зонд
Fluorescent probe

19 52,63

Этап
Step

Температура
Temperature

Время
Time

Число повторов
Cycles

1 95 °C 3 минуты
3 minutes 1

2 95 °C 15 секунд
15 seconds

40

3 59 °C 60 секунд
60 seconds
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Рисунок 1. Результаты детекции ПКО, ПКО2 + ВКО. Ромбовидные кривые – выявление ПКО, кривые с крестом – 
выявление ПКО2, прямые кривые – выявление ВКО
Figure 1. Results of detection PCS, PCS2 + ICS. Diamond curves – PCS detection, curves with a cross - PCS2 detection, 
straight curves – ICS detection

Рисунок 2. Кривая стандартов ПКО, ПКО2 и ВКО. 1 – ПКО, 2 – ПКО2, 3 – ВКО
Figure 2. The curve of the standards of PCS, PCS2 and ICS. 1 – PCS, 2 – PCS2, 3 – ICS
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Рисунок. 3. Результаты детекции ВГВ + ВКО. Кривые с кружком - выявляемый ВГВ, прямые линии – выявление 
ВКО
Figure 3. Results of detection HBV + ICS. Curves with a circle – HBV detection, straight lines are ICS detection

Таблица 3. Оценка результатов анализа контрольных точек
Table 3. Evaluating the results of a benchmark analysis

Контрольная точка
Control point

Контролируемый
этап анализа

Controlled analysis phase

Значение «Сt» по каналу
FAM/Green

Ct value by channel FAM/
Green

Значение «Сt» по каналу
HEX/Yellow

Ct value by channel
HEX/Yellow

ОКО (отрицательный кон-
трольный образец)
NCS (negative control sample

ПЦР
PCR

Не детектируется
Not detected

Не детектируется
Not detected

ПКО (положительный 
контрольный образец), 
ПКО2 (положительный кон-
трольный образец 2)
PCS (positive control sample), 
PCS2 (positive control 
sample 2)

ПЦР
PCR ≤ 35 ≤ 35

ОКЭ (отрицательный кон-
троль экстракции)
NСE (negative extraction 
control)

ПЦР
PCR

Не детектируется
Not detected

Не детектируется
Not detected

Количественный учет концентрации ДНК ВГВ 
проводился в автоматическом режиме с помощью 
программного обеспечения (ПО), разработанного 
на основе Microsoft Excel.

Определение характеристик набора
Предел обнаружения ДНК вируса гепатита B че­

ловека с  использованием «КОЧ ГепаВ-q» составил 
5 МЕ/мл в реакции ПЦР.

Аналитическая специфичность набора реагентов 
была проверена на образцах, в которых не было ДНК 
ВГВ, но содержались НК вирусов гепатита С, А, ци­
томегаловируса, вирусов Эпштейна-Барр, ветряной 
оспы, вируса герпеса человека 6 типа и  ДНК чело­
века, неспецифических реакций выявлено не было. 
Результат по данному показателю достигал 100%.

Диагностическая чувствительность выявления, 
проверенная на 100  положительных образцах, 
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составляет 100%. Диагностическая специфичность 
выявления, проверенная на 100  отрицательных 
образцах, составила 100% [16].

Определение коэффициента вариации в 10 по­
вторах проводилось путем тестирования искус­
ственного специфического фрагмента ДНК ВГВ, 
внесенного в отрицательные образцы клиническо­
го материала, не содержащего ДНК вирус гепати­
та В.

Значение коэффициента вариации (К.В.), в про­
центах, рассчитывалось по формуле:

где: С – средняя арифметическая величина кон­
центрации ДНК гепатита В в МЕ/мл;
С

i
 – концентрация ДНК гепатита В для каждого от­

дельного определения в МЕ/мл;
n – число определений.

Значение коэффициента вариации не превы­
шало 6%.

Разброс результатов (Р
1
, P

2
, P

3
) при  параллель­

ных определениях одного образца в  процентах, 
рассчитывается по формуле:

где С
1
, С

2
 и С

3
, – средние арифметические вели­

чины концентрации ДНК гепатита В (МЕ/мл), по­
лученные при  использовании наборов № 1–3 
соответственно.

Для удобства использования в  лабораториях 
с  различным оснащением разрабатываемый на­
бор был адаптирован для работы на зарегистриро­
ванных в  Российской Федерации амплификаторах 
планшетного и  роторного типов: «CFX96» («Bio-Rad 
Laboratories Inc.»); Applied Biosystems QuantStudio 
5 («Life Technologies Holdings Pte. Ltd»); Rotor-Gene 
Q («Qiagen»).

Заключение
Разработанный набор реагентов для количе­

ственного определения ДНК ВГВ на основе метода 
ПЦР является надежным, высокочувствительным, 
доступным. Метод может быть использован для 
сверхчувствительного определения ВГВ в сыворот­
ке и  плазме крови, а также как мощный инстру­
мент для достижения оптимального мониторинга 
проводимой антивирусной терапии и  своевремен­
ного начала лечения.

Новый разработанный набор после прохожде­
ния процедуры государственной регистрации ме­
дицинского изделия может быть рекомендован для 
количественного определения ДНК ВГВ.
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