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甲型肝炎的实验室诊断检测方法研究进展

杨　璐 综述，杨红英 审校

（昆明医科大学第二附属医院检验科，云南昆明６５０１０１）

　　关键词：甲型病毒性肝炎；　检测方法；　免疫机制
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　　甲型病毒性肝炎简称甲肝，是一种由甲型肝炎病毒

（ＨＡＶ）感染引起的以肝脏炎症病变为主的传染病，主要通过

粪口途径传播。其病程呈自限性，引起急性重型肝炎者极为

少见，随着灭活疫苗在全世界的使用，甲型肝炎的流行已得到

有效的控制［１２］。

１　病原学

甲肝是一种急性病毒感染性肝炎。１９７４年 Ｆｅｉｎｓｔｏｎｅ

等［３］通过免疫电镜技术在甲肝患者粪便中发现甲肝病毒

（ＨＡＶ）。甲肝病毒是直径为２７～３２ｎｍ的小ＲＮＡ病毒，其结

构含有 ＶＰ１～ＶＰ４四种多肽，基因组为单股正链 ＲＮＡ，约７

５００个核苷酸。ＨＡＶ对酸、热（６０℃１ｈ），以及乙醚、氯仿等

有机溶液作用稳定，但加热１００℃５ｍｉｎ可使其灭活。

２　甲肝的公共卫生管理

ＨＡＶ的传播途径为粪口途径，主要在发展中国家流行。

通过对公共卫生环境的管理和自我保健意识的改善提高，在过

去的几十年中西方国家 ＨＡＶ的感染率得到有效的控制
［４５］。

提高人群的免疫水平是预防甲肝的主要措施，随着甲肝灭活疫

苗应用覆盖面不断扩大，甲肝地区流行强度逐年明显减弱，甲

肝疫苗应用于控制甲肝流行在实践中得到许多专家的认可。

３　甲肝的免疫机制

在甲肝急性期患者血清中可以查出抗ＨＡＶＩｇＭ 及ＩｇＧ，

患者患病后２周抗ＨＡＶＩｇＭ阳性率为１００％，持续２～３周，

然后迅速下降。因此，检测抗ＨＡＶＩｇＭ可作为急性期的诊断

指标。抗ＨＡＶＩｇＧ是甲肝的主要中和抗体，一般可从病人血

清中查出，此种抗体存在于患者体内很长时间甚至终身［６］。

４　甲肝的实验室诊断方法

４．１　甲肝抗原的实验室检测方法

４．１．１　ＲＴＰＣＲ法　该方法灵敏度高，特异性强。但需专门

的仪器设备，操作过程复杂，操作需经专业培训的人员，且由于

ＲＮＡ容易降解，所以ＲＮＡ的提取过程要求较严格。目前对
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该技术的应用主要是利用ＲＴＰＣＲ技术检测甲肝减毒活疫苗

的病毒滴度，其重复性好，省时快捷，较组织培养法节约了大量

时间［７８］。

４．１．２　ＲＴＰＣＲＥＬＩＳＡ法　该方法为半定量的检测方法。

方法先通过ＲＴＰＣＲ扩增甲肝病毒ＲＮＡ，再用ＥＬＩＳＡ法检测

扩增产物。该方法的引物和探针均为特异性，保证了此方法的

特异性，而联合利用ＥＬＩＳＡ方法则提高了检测的灵敏度。结

果判断客观，同时也避免了凝胶电泳和溴化乙啶等化学有毒物

质的应用。有试验结果表明，用ＥＬＩＳＡ方法检测ＰＣＲ产物与

凝胶电泳法相比，灵敏度可提高１０倍。该方法稳定性高，重复

性好。其缺点在于试验必须建立在ＲＴＰＣＲ的基础上，所以

检测成本高［９］。

４．１．３　间接ＥＬＩＳＡ法　其原理为在已包被抗人μ链的酶标

板中，加入已知的 ＨＡＶＩｇＭ 阳性血清后，若待检血清中含

ＨＡＶＡｇ，则被其吸附，ＨＡＶＡｇ再与经酶标记的甲肝抗体结

合，底物显色后，根据颜色判断待检血清中是否含有 ＨＡＶ

Ａｇ。试验操作简单，可作为常规检测甲肝减毒活疫苗感染性

滴度的方法［１０］。

４．１．４　ＳＰＡ协同凝集试验　利用金黄色葡萄球菌细胞壁中

的Ａ蛋白（ＳＰＡ）能特异性的与单克隆甲肝ＩｇＧ的Ｆｃ段结合

（ＩｇＧ３除外），抗体的Ｆａｂ２段暴露在葡萄球菌的表面，仍保持

与相应抗原特异性结合的特性，使之成为抗体致敏的载体颗

粒，当待检样本中含有 ＨＡＶＡｇ时，即出现反向间接凝集反

应。该试验灵敏度和特异性较前几种方法低，结果判断人为影

响因素大，但是试验操作简单省时，设备要求低，可作为设备受

限时的初步检测方法［１１］。

４．２　甲肝抗体的实验室检测方法　抗 ＨＡＶＩｇＭ 在急性

ＨＡＶ感染时出现早，上升快，高峰滴度高，故检测抗 ＨＡＶ

ＩｇＭ可作为诊断急性 ＨＡＶ感染指标
［１２１３］。

４．２．１　ＥＬＩＳＡ　利用固相载体（如聚苯乙烯）有吸附免疫活性

蛋白的特性，将抗人ＩｇＭ 特异性μ链抗体包被在聚苯乙烯微

量滴定板上，并保持其免疫活性，其对血清中ＩｇＭ有特异性选

择作用，加入 ＨＡＶＡｇ和辣根过氧化物酶标记的抗ＨＡＶ

ＩｇＧ，顺序反应后，再加入酶底物显色，用分光光度计在４９２ｍｍ

波长上测量。结果以样品ＯＤ值与Ｃｕｔｏｆｆ值比较来判断
［１４］。

ＥＬＩＳＡ法简单方便经济实惠不需要特殊设备，操作方便

快捷，在一般实验室即可开展，适于大批量人群抗原抗体筛查，

但是ＥＬＩＳＡ法在测定中影响因素较多
［１５］。样本处理时稀释

倍数较高会影响检测结果的准确性。在定量检测时，由于

ＥＬＩＳＡ法本身的原因敏感度为５７．５７ｍＩＵ／ｍＬ，因此对抗体浓

度的血清不能检出［１６］。

４．２．２　放射免疫法（ＲＩＡ）　直接固相放射免疫测定法

（ＳＰＲＩＡ）检测甲肝病毒特异性ｌｇＭ 抗体时，在稀释的待检血

清中，加入被抗人ＩｇＭμ链包被的聚苯乙烯珠，孵育后，血清

中甲肝ＩｇＭ 抗体与之特异性结合形成抗原抗体复合物，此时

加入甲肝病毒抗原，就形成抗ＩｇＭ 抗体甲肝ＩｇＭ－甲肝抗原

复合物。加入１２５Ｉ标记的甲肝抗体，就形成了一个抗ＩｇＭ 抗

体甲肝ＩｇＭ甲肝抗原１２５Ｉ标记甲肝抗体的复合物。用γ射

线闪烁计数器测量小珠每分钟的脉冲数，即可知血清中是否存

在甲肝ＩｇＭ抗体。该试验操作复杂，但准确性好，灵敏度高，

可超微量测定血清中的甲肝病毒ｌｇＭ抗体
［１７１８］。

４．２．３　化学发光法（ＣＬＩＡ）　利用了免疫反应和化学发光本

身的信号特异性，无放射性危害，避免人为误差，被誉为目前免

疫检测的金标准［１９］。

４．２．３．１　化学发光微粒子免疫法（ＣＭＩＡ）　该方法是一项新

的化学发光技术，具有特异性强灵敏度高结果稳定可靠的特

点。其检测甲肝抗体的原理是以顺磁性微珠作为包被载体包

被甲肝抗原（ＨＡＶＡｇ）后，与标本中的 ＨＡＶＩｇＭ 发生免疫反

应与之结合为抗原抗体复合物，此时加入吖啶酯标记的抗

ＨＡＶＩｇＭ抗体后形成包被抗原待测抗体吖啶酯标记的抗

ＨＡＶＩｇＭ抗体复合物，在特定的磁场区发生沉积，经反复洗

涤使游离抗体与抗原抗体复合物分离，加入预激发液与激发液

后，测定其激发光强度即可定量判定标本中的 ＨＡＶＩｇＭ 浓

度。ＣＭＩＡ法自动仪器及配套试剂，使人为因素减至最低，该

法测定敏感性高，吖啶酯直接标记抗体，结合稳定，不影响抗体

的生物学活性和理化特性，所以提高了稳定性和结果的可重复

性，使批内差异与批间差异都较小［２０］。

４．２．３．２　微粒子酶免疫分析法（ＭＥＩＡ）　该方法以包被有抗

（人）ＩｇＭ的微粒子与样本 ＨＡＶＩｇＭ 结合。随后加入甲肝病

毒抗原，使其与结合到该包被微粒子上的抗ＨＡＶＩｇＭ 反应。

接着加入大鼠单克隆的抗ＨＡＶ碱性磷酸酶结合物，与抗

ＨＡＶＩｇＭ和 ＨＡＶ抗原形成的免疫复合物形成结合物。最后

加入底物４甲基磷酸伞形酮。碱性磷酸酶标记的结合物将催

化该底物的磷酸基团被移除，从而生成荧光产物４甲基伞型

酮。此时通过比较荧光产物比率与平均指数校准品比率，即可

测定该样本中的 ＨＡＶＩｇＭ 抗体。该法普遍用于定量检测人

血清或血浆中的 ＨＡＶＩｇＭ 抗体
［２１］。与ＣＭＩＡ相比，其样本

检测及抗干扰能力具有等效性，加上其自动化操作，能满足临

床实验室检测需要［２２］。

４．２．４　　斑点金免疫结合试验（ＤＩＧＦＡ）　该方法是２０世纪

８０年代发展起来的一种简便快速的床旁免疫检测新技术，

１９９６年，肖乐义等
［２３］建立了胶体金免疫渗滤试验用于快速检

测抗甲肝ＩｇＭ抗体的方法。ＤＩＧＦＡ法的优点是操作快捷，结

果直观可靠，利用细胞单克隆培养的 ＨＡＶＡｇ，抗原直接固相

在硝酸微孔膜滤上，活性时间更长。胶体金试剂保质期长，保

存时间至少为一年。操作步骤简单，不需要仪器，人员培训简

单，技术操作容易掌握。ＤＩＧＦＡ法对于急诊来说，是一种优化

的方法，其优点就是速度快，取得血清的情况下，１０ｍｉｎ可判

读结果，但只能做定性检测，阳性率低于ＥＬＩＳＡ法，且对于弱

阳性的表现度较差，容易造成弱阳性标本的漏读和误读，有试

验表明该方法检测甲肝抗体的灵敏度是９２．８％，特异度是

９２．９８％，性价比和准确度方面都逊于ＥＬＩＳＡ法
［２４］。

４．２．５　间接免疫荧光技术　该方法用于检测抗 ＨＡＶＩｇＭ。

从甲肝患者的粪便中分离到的甲肝病毒（ＢＪｌ），此病毒能够感

染Ａ５４９细胞并产生细胞病变。以感染此病毒的Ａ５４９细胞制

成抗原加上病人待检血清，再加上羊抗人μ链荧光血清，即可

用荧光显微镜检查［２５］。这一检测方法的特异性及灵敏性均较

高。但免疫荧光技术容易产生非特异性反应，因此，要求稳定

的实验条件，熟练、有经验的操作人员来判读阴性和弱阳性

结果。

５　小结与展望

甲肝是与公共环境卫生有关的世界范围内的急性恶性传

染病之一［２６］。我国是甲肝的高流行国家。１９８８年１月，上海

地区曾暴发大规模甲肝流行，感染者３１万余例，死亡１１

人［２７］。随着甲肝疫苗的推广，使甲肝的暴发流行得到有效的

控制。因其临床表现与其他肝炎相似，因此甲肝的实验室诊断
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结果就显得尤为重要。近年来出现了关于用基因芯片诊断甲

肝病毒的报道［２８］。因基因芯片对病原体的检测有高特异性和

高效率性，其应用前景越来越受到广泛的关注和重视。进一步

对这一芯片探针进行操作程序的规范和大样本量的复合检测

将使基因芯片在疾病筛查和病毒性传染病的预防和控制中发

挥重要的作用。
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病毒属检测中的应用［Ｊ］．中华实验和临床病毒学杂志，２００６，２０

（４）：３２７３３０．
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［３］ 刘世平，坤霞，姜泓，等．孕妇血清微量元素与胎儿宫内发育迟缓

关系的探讨［Ｊ］．延安大学学报：医学版，２００９，１０（７）：８３８４．

［４］ 于晶艳．７５５例早孕妇女微量元素的检测及结果分析［Ｊ］．中国医

药指南，２０１１，９（１８）：１３４１３５．

［５］ 张兰梅，王杨凯，沙金燕，等．Ｌ型钙离子通道阻断剂———硝苯地

平及硫酸镁对人足月妊娠子宫平滑肌收缩功能的抑制作用［Ｊ］．

第二军医大学学报，２００８，２９（４）：３５７３６０．

［６］ＬｉｎＳ，ＷａｎｇＸ，ＹｕＩＴ，ｅｔａｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｅａｄｐｏｌｌｕｔｉｏｎａｎｄｅｌｅ

ｖａｔｅｄｂｌｏｏｄｌｅａｄｌｅｖｅｌｓａｍｏｎｇｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎａｒｕｒａｌａｒｅａｏｆＣｈｉｎａ

［Ｊ］．ＡｍＪｐｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，２０１１，１０１（５）：８３４８４１．

［７］ ＴａｙｌｏｒＭｐ，ＳｃｈｎｉｅｒｉｎｇＣ．Ｔｈｅｐｕｂｌｉｃｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｉｓｋｓａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｅａｄｅｘｐｏｓｕｒｅａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｂｌｏｏｄｌｅａｄ

ｌｅｖｅｌｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ，ＭｏｕｎｔＩｓａ，ＱｕｅｅｎｓｌａｎｄＡｕｓｔｒａｌｉａ［Ｊ］．ＡｒｃｈＥｎ

ｖｉｒｏｎＯｃｃｕｐＨｅａｌｔｈ，２０１０，６５（１）：４５４８．

［８］ 范昕．西安幼儿园８２７名儿童血中微量元素含量分析［Ｊ］．现代检

验医学杂志，２００８，２３（４）：３６３７．

［９］ 沈晓明，颜崇淮，吴胜虎，等．健康教育对轻中度儿童铅中毒干预

作用的随机对照研究［Ｊ］．中华儿科杂志，２００４，４２（１２）：８９２８９７．

［１０］陈惠文，陈燕妮，陈建华，等．儿童血铅水平与５种微量元素相互

关系的研究分析［Ｊ］．中国医药导刊，２０１１，１３（６）：１０５１１０５２．

［１１］刘慧芳，孙鹂，华春珍，等．儿童血铅水平与５种微量元素相互关

系的研究［Ｊ］．中国妇幼保健，２００７，２２（１）：６２６３．
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