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３种检测方法在丙型肝炎诊断中的临床评价
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　　摘　要：目的　通过对丙型肝炎３种检测方法的比较，探讨丙型肝炎病毒抗体（抗ＨＣＶ）和 ＨＣＶＲＮＡ在丙型肝炎诊断中的

临床价值。方法　采用酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）和胶体金法检测抗ＨＣＶ特异性抗体；以荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）检测

ＨＣＶＲＮＡ，用上述３种方法同时检测２０６例临床诊断丙型肝炎患者（观察组）和１７５例健康体检者（对照组），并对检测结果进行

比较。结果　在观察组中，ＥＬＩＳＡ法和胶体金法分别检出抗ＨＣＶ阳性１７９例和１６５例，阳性率分别为８６．８９％和８０．１０％；ＦＱ

ＰＣＲ法检出 ＨＣＶＲＮＡ阳性１２８例，阳性率为６２．１４％，有５例抗ＨＣＶ阴性患者 ＨＣＶＲＮＡ却为阳性。对照组中 ＨＣＶＲＮＡ

均为阴性，其中７例抗ＨＣＶ阳性。结论　同步检测抗ＨＣＶ和 ＨＣＶＲＮＡ可提高肝病患者 ＨＣＶ感染的检出率，为其诊断和治

疗提供可靠依据。
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　　急性和慢性丙型肝炎病毒及 ＨＣＶ无症状携带者为 ＨＣＶ

主要传染源［１］。据世界卫生组织统计，全球 ＨＣＶ的感染率约

为３％，估计约１．７亿人感染了 ＨＣＶ，每年新发丙型肝炎病例

几百万例［２］。国内平均感染率为３．２％
［３］。ＨＣＶ 抗体（抗

ＨＣＶ）及丙型肝炎病毒核糖核酸（ＨＣＶＲＮＡ）是诊断 ＨＣＶ感

染的主要病原学指标，抗ＨＣＶ是检测患者血清中针对 ＨＣＶ

基因组编码抗原某区域而产生的抗体，是间接反映 ＨＣＶ的感

染和既往感染，但由于 ＨＣＶ核酸和蛋白变异很大，试剂的抗

原包被不可能包括所有的 ＨＣＶ基因区而有可能造成漏检
［４］。

而聚合酶链反应（ＰＣＲ）是检测患者血清中 ＨＣＶＲＮＡ，ＨＣＶ

ＲＮＡ是反映患者血清中是否存在病毒血症。在实际检测中常

会遇到两者检测结果不一致的情况，本研究对２０６例丙型肝炎

患者用３种检测方法同时检测抗ＨＣＶ和 ＨＣＶＲＮＡ，现将结

果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００９年１月至２０１２年１０月来本院就

诊的丙型肝炎患者２０６例作为观察组，其中男性１０９例，女性

９７例，年龄１２～６２岁，平均年龄为３８．２岁；另选择健康体检

者１７５例作为对照组，其中男性９５例，女性８０例，年龄１０～６５

岁，平均年龄为３６．４岁；丙肝的临床诊断符合２００４年中华医

学会肝病学分会和中华医学会传染病与寄生虫病学分会发布

的《丙型肝炎防治指南》的诊断标准［５］。

１．２　方法

１．２．１　抗ＨＣＶ抗体的检测　试剂由中山生物工程有限公司

提供。采用酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ），严格按操作说明书进行。

抗ＨＣＶ结果由芬兰进口 ＡＳＣＥＮＴ酶标仪读出吸光度（Ａ）

值，根据Ａ／ｃｕｔｏｆｆ≥１判断为抗ＨＣＶ阳性。

１．２．２　抗ＨＣＶ抗体的检测　试剂由潍坊市康华生物技术有

限公司提供。采用胶体金法，快速检测患者血清中的抗ＨＣＶ

特异性抗体。取２５μＬ血清滴加于试纸条指示箭头下端的加

样处，随即滴加１００μＬ样本稀释液，１０～２０ｍｉｎ肉眼观察结

果。若反应线和质控线均出现红色带为阳性，仅质控线出现红

色带为阴性，均不出现红色带为无效。

１．２．３　ＨＣＶＲＮＡ的检测　试剂由中山医科大学达安基因股

份有限公司提供。采用ＦＱＰＣＲ法检测，严格按照说明书进

行操作，样品采集后，立即分离并转移至一次性使用的无ＲＮＡ

酶的无菌微量离心管中；取血清１００μＬ，采用真空负压膜提取

法进行总ＲＮＡ提取；每次实验中均设置阴性、阳性对照品，以

及经国家食品药品局验证的４个阳性参比品。正常参考值

为：＜１０００ｃｏｐｙ／ｍＬ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件对检测结果进行

统计学处理分析［６］，计数资料采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

观察组２０６例分别采用ＦＱＰＣＲ法、ＥＬＩＳＡ法、胶体金法

检测的阳性率为：６２．１４％（１２８／２０６）、８６．８９％（１７９／２０６）、

８０．１０％（１６５／２０６），ＦＱＰＣＲ法检测结果与胶体金法、ＥＬＩＳＡ

法检测结果比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），但ＥＬＩＳＡ

法和胶体金法检测结果比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

对照组１７５例分别采用ＦＱＰＣＲ法、ＥＬＩＳＡ法、胶体金法检测

的阴性率为：１００．００％（１７５／１７５）、９６．００％（１６８／１７５）、９８．２９％

（１７２／１７５）。ＦＱＰＣＲ法特异性为１００．００％；ＥＬＩＳＡ法和胶体

金法特异性分别为９６．００％、９８．２９％，假阳性率分别为４．０％、

１．７１％。

３　讨　　论

丙型肝炎分为急性肝炎和慢性肝炎，急性肝炎多由输血引

起，患者症状不太明显，有的甚至无症状，ＨＣＶ感染慢性化的

比率很高，感染过程长，存在不同程度的肝功能损害，并呈慢性

进行性，耽误治疗时容易形成肝硬化甚至是肝癌［７］。

本文采用ＥＬＩＳＡ法和胶体金法检测２０６例丙型肝炎患者

血清中抗ＨＣＶ，并同时用 ＦＱＰＣＲ 法检测病毒的核酸，

ＥＬＩＳＡ法、胶体金法和 ＦＱＰＣＲ 法检测的阳性率分别为

８６．８９％、８０．１０％和６２．１４％，其中 ＨＣＶＲＮＡ阳性率与文献

报道基本相符［８］，ＥＬＩＳＡ法和胶体金法分别与ＦＱＰＣＲ法比

较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；ＥＬＩＳＡ法和胶体金法比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。出现ＰＣＲ法检测阳性率

低于ＥＬＩＳＡ法的原因可能有：第３代ＥＬＩＳＡ试剂包被有Ｃ、

ＮＳ３、ＮＳ４和ＮＳ５等４种抗原，能检出机体针对不同区域抗原

产生的多种抗体；而ＰＣＲ法检测 ＨＣＶＲＮＡ所用引物主要来

自５′末端序列，当该基因区段的核苷酸序列发生变化时，本法

检测不出变异的ＲＮＡ；ＰＣＲ法操作复杂，影响因素多，特别是

ＲＮＡ易被自然界大量存在的 ＲＮＡ酶降解，造成 ＲＮＡ的丢

失，易出现假阴性；机体内 ＨＣＶ己被清除，病情处于恢复期，

ＨＣＶＲＮＡ为阴性，而抗体却会持续存在较长时间；ＨＣＶ处于

非复制期，潜藏于肝细胞内，血中无 ＨＣＶ，而机体抵抗力降低

时，ＨＣＶ 进入复制期，从肝细胞释放到血液中，这时 ＨＣＶ

ＲＮＡ可能转为阳性，临床上发现部分患者血清中 ＨＣＶＲＮＡ

呈间断性阳性，可能属于这种情况，有资料报道 ＨＣＶＲＮＡ在

血液中有阶段性［９］，对检测阴性而怀疑丙肝感染的病例隔一段

时间重复检查，可以得到阳性结果；ＰＣＲ灵敏度虽高，但有一

定的阈值，部分患者血清中 ＨＣＶ量极少，虽处于 ＨＣＶ复制

期，但仍低于ＰＣＲ检出阈值。理论上讲 ＨＣＶＲＮＡ阴性是不

具传染性的，但从以上分析可知，ＨＣＶＲＮＡ阴性，并不能排除

ＨＣＶ的存在。本研究显示，ＥＬＩＳＡ法检测的灵（下转封３）
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对结果的干扰可以忽略［１１］。

４　检验与临床间的交流沟通仍需加强

４．１　及时沟通　一旦发现检验结果与临床不符合时，临床医

生需要立即沟通、趁热打铁。切忌过了很久再来回溯事实，影

响解决问题的效果。检测结果不符合、检验报告延迟、检验服

务质量等问题发生时，除了及时与检验科沟通以外，临床医生

还需要与检验人员一道，立即追溯采样、送检、检测、审核、报

告发放等每一个环节［１０］，以学术研究的态度对待和处理医学

实践中的每一个问题，可以及时发现很多难以发现的质量缺

陷，不必总是因为害怕负担任而回避问题。

４．２　相互协作　当检验数据给临床诊治或患者沟通带来困

惑时，临床需主动联系检验人员，结合检验医学的数据分析会

给临床医生带来豁然开朗的好感觉。检验检测是临床医生诊

治手段的延伸，任何辅助检测结果须结合临床表现和症状加

以分析和利用，不能仅依据一个样本的一次检测数据急着下

诊断结论。发现与临床不符合的检测项目时，检验科需要记

录这些信息，在多次发生、改进和评估，以及在排除设备与操

作因素之后，结果仍不符合临床的项目，需要立即更换检测试

剂来源或升级检测项目。

４．３　注重护理人员沟通　临床医生有必要提醒样本采集运

送人员注意样本采集与运送的操作规程，告知患者采样前的

必要准备，对细节问题进行关注，尽可能获得最好的样本。

总之，医学检验体已体现出快速发展和高度分化的专业

特性，迫切需要与临床之间有更多的互动和良好的沟通［７］。

检验科需要制度性的为临床提供主动的技术咨询；临床医生

在进行报告分析和数据的临床应用时，需要结合医学检验的

方法学特性、样本采集质量的符合性要素等，才能综合评估报

告的检测质量并良好地应用检验数据。
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敏度高于胶体金法，可能是因为胶体金法标记物不纯，易造成

漏检，胶体金法靠肉眼鉴别弱阳性和阴性的方法本身就具有一

定模糊性。

另外在观察组中，有５例抗ＨＣＶ阴性患者 ＨＣＶＲＮＡ却

为阳性。这说明抗ＨＣＶ 阴性时仍存在病毒复制的可能

性［１０１１］，ＨＣＶＲＮＡ阳性而抗ＨＣＶ阴性的原因可能有以下几

点：标本中病毒复制不活跃，未产生足够检出量的抗体；机体免

疫功能低下，不能产生相应的免疫应答［１２］；采集的标本在血清

转化期，如抗ＨＣＶ阳转前“窗口期”的ＨＣＶ携带者，抗ＨＣＶ不

产生或已消失的ＨＣＶ携带者等，在上述情况下用ＥＬＩＳＡ法和

胶体金法是不能检出抗ＨＣＶ的。本研究发现，ＨＣＶ在感染２

周内就能检测到 ＨＣＶＲＮＡ，而抗ＨＣＶ７～１３周才能检测到，

通过追踪检测，发现８周后有３例患者抗ＨＣＶ转为阳性。

对照组检测结果表明，ＦＱＰＣＲ检测技术对丙型肝炎的临

床诊断特异性最高，并且无假阳性，而 ＥＬＩＳＡ法和胶体金法假

阳性率分别为４．０％和１．７１％。导致结果假阳性的可能原因：

抗ＨＣＶ检测采用ＥＬＩＳＡ法，而ＥＬＩＳＡ法检测过程中，影响

因素较多；抗ＨＣＶ检测的是ＩｇＧ抗体，自身免疫性疾病及类

风湿关节炎患者体内有大量类风湿因子（ＲＦ），可以与固相的

ＩｇＧ和酶标的ＩｇＧ结合，造成假阳性；也有不少患者感染 ＨＣＶ

多年，在临床上并无明显的症状和体征，对此类患者，ＨＣＶ感

染的检测是确定诊断和治疗决策的唯一依据。

综上所述，ＥＬＩＳＡ法和胶体金法与ＦＱＰＣＲ法检测 ＨＣＶ

各有优势，各有不足，只有３种方法联合应用，同步检测抗

ＨＣＶ和 ＨＣＶＲＮＡ，才能有效提高 ＨＣＶ的检出率，为临床诊

断和治疗提供可靠性依据［１３］。
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