
作用于感染 ＨＩＶ的细胞，发现二者均能抑制病毒复制
［２０］；而

将该适配体结合到 ＨＩＶｇｐ１６０上，也可抑制 ＨＩＶ１复制，降低

传染性。适配体还能够靶向运输治疗药物、毒素和放射性同位

素，明显减少其毒副作用和有效治疗剂量。Ｈｕａｎｇ等
［２１］将阿

霉素连接到酪氨酸蛋白激酶７（ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ７，

ＰＴＫ７）适配体ｓｇｃ８ｃ上，发现该复合体对表达目的蛋白的细胞

有高选择性，明显提高化疗效果。

４　展　　望

随着ＳＥＬＥＸ筛选技术的不断发展和完善，众多可用于临

床检测和疾病治疗的适配体被逐步筛选出来，并广泛地用于临

床诊断与治疗研究。然而，适配体在临床诊断和治疗中的大规

模应用还面临许多问题，但随着适配体研究的不断深入，将会

有更多高特异性适配体不断问世，并将在疾病诊断和治疗中发

挥重要作用。
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ＨＩＶ新发感染的实验室检测方法进展

韩　梅
１，２综述，张　波

１△审校

（１．第三军医大学西南医院检验科，重庆４０００３８；２．重庆市疾病预防控制中心，重庆４０００４２）

　　关键词：人类免疫缺陷病毒；　新发感染；　检测方法
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　　人类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）

是艾滋病的病原体，其发病率是衡量 ＨＩＶ流行程度的最重要

参数，用以描述艾滋病的流行特征，如识别高危人群、评估干预

效果。在 ＨＩＶ感染早期，患者无典型临床症状，难以判断感染

时间，造成艾滋病发病率无法准确统计。传统的发病率计算方

法通常复杂、成本昂贵、不精确，如通过在 ＨＩＶ阴性人群中开

·３１０１·国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．８



展前瞻性队列研究，所获得的发病率不具有人群代表性，且由

于干预措施影响到研究对象的行为改变进而不可避免地影响

到监测结果。

鉴于上述方法的局限性，人们开始关注通过实验室检测

ＨＩＶ感染者样本中的标志物来区分是否新发感染，进而计算

发病率。本文主要对近年发展起来的 ＨＩＶ新发感染实验室检

测方法进行综述。

１　免疫标志物判断 ＨＩＶ感染时间的血清学方法（ｓｅｒｏｌｏｇｉｃ

ｔｅｓｔｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ，ＳＴＡＲＨＳ）

Ｊａｎｓｓｅｎ等
［１］于１９９８年报道了一种用于 ＨＩＶ新发感染检

测的血清学方法，即ＳＴＡＲＨＳ。ＳＴＡＲＨＳ是基于酶联免疫反

应原理，利用抗体生成的不同阶段，其数量、比例、亲和力、同种

异构体（ｉｓｏｔｙｐｅ）或特异性等属性存在差异，精确地从 ＨＩＶ阳

性样本中检测出近期感染者。当“近期”被定义为一个准确的

时间段后，ＨＩＶ发病率便可以借助一次横断面调查精确计算

出来。遗憾的是，这类方法最初因为在亚型之间差异明显，影

响了其在全球范围的推广应用。此外，因为该类方法主要用于

监测和研究，在当时缺乏商业前景，因而一度发展受挫。

１．１　基于 ＨＩＶ特异性抗体定量检测的ＢＥＤ捕获酶联试验

（ＢＥＤｃａｐｔｕｒｅＥＩＡ，ＢＥＤＣＥＩＡ）

１．１．１　检测原理　为了解决ＳＴＡＲＨＳ方法检测 ＨＩＶ亚型时

出现的差异问题，美国疾病预防控制中心在２０世纪９０年代初

建立了ＢＥＤＣＥＩＡ。该方法通过检测 ＨＩＶ感染者体内 ＨＩＶ

特异性ＩｇＧ占 ＨＩＶ总抗体的比例来区分是否为近期感染。因

为方法设计过程中采用了由 ＨＩＶ１３种亚型（Ｂ、Ｅ、Ｄ）衍生所

得的ｇｐ４１片段，在检测中加入这种片段（肽），就可与酶联板上

包被的羊抗人ＩｇＧ抗体结合，而该抗体可以识别来自广泛范围

的 ＨＩＶ１亚型的ｇｐ４１片段，因此称为ＢＥＤＣＥＩＡ。ＨＩＶ感染

者在血清阳转后，其体内的 ＨＩＶ特异性ＩｇＧ抗体与总ＩｇＧ抗

体的比例随 ＨＩＶ感染时间的增加而增高，从感染者的抗体检

测呈阳性开始到ＢＥＤＣＥＩＡ的光密度值达到一个设定的临界

值（用来区分 ＨＩＶ长期感染与新发感染）为止的这段时间，为

ＳＴＡＲＨＳ的窗口期。不同的 ＨＩＶ亚型有不同的窗口期，最新

的研究结果提示最佳窗口期为１５５ｄ，其对应的临界值为０．８，

检测方法的敏感性和特异性分别达到７６．８２％和９３．４８％
［２］。

１．１．２　应用情况　ＢＥＤＣＥＩＡ发展至今，已经有商品化试剂，

价格低廉、操作简便、性能稳定。但使用一段时间后，人们发现

ＢＥＤＣＥＩＡ会将一部分长期感染者错判为近期感染者，导致对

ＨＩＶ发病率的高估
［３４］。因此，ＷＨＯ在２００５年曾建议该方法

不能用于常规监测［５］。此后研究表明，导致错分的原因与患者

体内抗体水平下降有关。导致抗体水平下降的原因有接受高

效抗逆转录病毒治疗情况、感染者疾病进展情况、天然的低抗

体水平，以及免疫反应变异性等。因此，错分率作为校正因子

被引入发病率计算公式中。然而ＢＥＤＣＥＩＡ高错分率的问题

仍然无法根本解决，这迫使决策者们开始慎重考虑是否使用该

方法。尽管面临严峻的挑战，美国疾病预防控制中心仍然坚持

将其作为 ＨＩＶ发病率监测评估系统的重要组成部分使用
［６］。

目前，ＢＥＤＣＥＩＡ 仍然是迄今应用最广泛的方法。中国于

２００５年开始将ＢＥＤ法应用到常规哨点监测系统中，现已在全

国病例报告系统中广泛应用［７１１］。

１．２　基于检测成熟 ＨＩＶ特异性抗体占总抗体比例的亲和力

试验

１．２．１　检测原理　抗体亲和力是评价抗体与相应抗原结合能

力的指标。其原理为 ＨＩＶ抗体对 ＨＩＶ抗原的亲和力在感染

后的一年内会随时间而呈线性增加。标本预先以１ｍｏｌ／Ｌ的

亚硝基胍和１０％的磷酸缓冲液分别处理，成熟抗体的氢键将

不被亚硝基胍破坏，其抗原抗体结合反应则不受影响。用Ａｘ

ＳＹＭ ＨＩＶ１／２ｇＯ试验进行检测，结果以亲和力指数（ａｖｉｄｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ，ＡＩ）表示。

国外学者研究证明，ＡＩ在血清阳转后的前１５个月明显升

高，此时ＡＩ大约为０．９，此后ＡＩ增长减缓，直至稳定在１．０左

右［１２１４］。在血清阳转后的前６个月其检测 ＨＩＶ新发感染的特

异性非常高。所以当ＡＩ取一个合适的值，就能准确地区分新

发感染和既往感染。低 ＡＩ的标本，新发感染的可能性大，ＡＩ

＜０．８时，敏感性和特异性达到最适值，分别为７９．４％和

９２．３％。目前，推荐ＡＩ＝０．８作为 ＨＩＶ发病率监测的截断值

（Ｃｕｔｏｆｆ值），与其对应的感染时间估计在８～９个月以内；ＡＩ＜

０．６时，敏感性为２６．４％，特异性为９８．９％，推荐用于个体新

发感染诊断，感染时间估计在１３０ｄ左右。

１．２．２　应用情况　亲和力试验有商业化试剂，价格便宜，操作

简单并已实现自动化，可重复性好，结果不受抗病毒药物、性

别、年龄等因素影响，且对 ＨＩＶＢ亚型和非Ｂ亚型的检测结果

均无差异［１３］。亲和力试验与ＢＥＤ试验经校准后联合使用，结

果与６个月的队列研究所得发病率接近
［１５］。

２　病毒学标志物判断 ＨＩＶ感染时间的杂合子分类法（ｍｉｘｅｄ

ｂａｓｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ，ＭＢＣ）

目前，ＨＩＶ发病率研究主要聚焦于建立一种没有病毒亚

型差异，错分率更低的新发感染判断方法———一种基于生物信

息学原理，以 ＨＩＶ基因遗传分化程度作为感染时间标志以判

断其是否为新发感染的方法，即 ＭＢＣ。

２．１　检测原理　研究证实，大多数的 ＨＩＶ感染者最初感染的

都是单一的 ＨＩＶ 病毒，感染者体内最初总是单一的病毒

群［１６］。但 ＨＩＶ病毒因其逆转录酶缺乏校正功能，其基因在宿

主体内会随着感染时间的延长而发生分化，以至于病毒群不再

单一而出现不同准种。在对患者的核酸序列进行分析时，同一

个核苷酸位置可能检测到不止一种碱基，这种现象叫做混合碱

基／杂合子现象。以人群为基础的混合碱基／杂合子判读能反

映准种遗传分化的程度。混合碱基／杂合子占全序列碱基的百

分比可以作为评估患者体内基因分化程度的指标。基因分化

的速度与时间呈线性关系，在感染的最初８年，混合碱基／杂合

子比例以每年０．２％的速度递增，但此后速度会减慢，直至进

入平台期［１７１９］。在已知新发感染者中，混合碱基／杂合子比例

在 ＨＩＶ不同亚型之间没有差异。因此，ＨＩＶ序列的混合碱

基／杂合子比例可区分病毒是新发感染还是既往感染，该方法

已开始应用于 ＨＩＶ１Ｂ亚型及非Ｂ亚型ｐｏｌ区基因的分析。

２．２　检测方法　通常利用０．５ｍＬ左右ＨＩＶ感染者血清样本

进行ＲＮＡ提取，对蛋白酶区及部分逆转录酶区基因进行反转

录和扩增，得到的产物进行序列测定。在对测序结果进行分析

时，发现某些核苷酸位点有别于其他位点的单峰，而是出现主

次两个峰，见图１，预示这些位点可检测到不同的碱基。次峰

与主峰的面积比例通常用τ表示。目前认为τ＞１５％时，可判

读为混合碱基／杂合子，但使用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ曲

线）和分析的结果证明，对混合碱基的判读，是否采用同样的阈

值不重要，阈值在１５％～２５％时该方法的性能一样好。

２．３　 临界值确定 　 不同的临界值对应不同的窗口期。

Ｋｏｕｙｏｓ等
［１９］早期的研究中，曾使用ＲＯＣ分析当特异性与敏感

性达到最适值时的临界值。Ｋｏｕｙｏｓ等
［１９］曾建议临界值取０．

５％，窗口期取１年，敏感性可达８６．８％，特异性可达７０％。有

·４１０１· 国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．８



学者认为临界值为０．４７％时，敏感性和特异性能达到最佳拟

合，其对应的窗口期为１５５ｄ，对应的敏感性和特异性分别为

８８．８％和７４．６％。由于 ＨＩＶ感染早期病毒载量很高，传染性

很强，１５５ｄ作为窗口期，对于研究 ＨＩＶ传播动力学更有意

义［２０］。

图１　　ＨＩＶ核酸序列混合碱基／杂合子判读示例

２．４　方法的影响因素　ＰＣＲ引物、测序方法，以及人工判断

时的主观性等技术原因，都是导致结果偏倚的重要因素。使用

短的序列进行分析时，因为碱基总数小，偏倚的可能性更大。

在 ＭＢＣ中，如果仅依据某一个碱基来判断，则会大大降低

ＭＢＣ的准确性
［２０］。

２．５　应用情况　目前，ＢＥＤ 和 ＭＢＣ 最高的吻合率只有

６８．９８％
［１５］。与ＳＴＡＲＨＳ一样，ＭＢＣ也是基于人群水平而非

个体水平的新发感染检测方法。该方法是对大量序列进行分

析时的副产物，通常是在进行某地区 ＨＩＶ传播性耐药监测的

同时获得，可谓一举两得。但因为对实验设备要求高，试剂昂

贵，所以在资源有限国家的应用受到限制。目前少有对 ＭＢＣ

方法用于新发感染检测的应用研究报道。

３　展　　望

ＨＩＶ新发感染的实验室检测可以获得较准确的 ＨＩＶ发

病率，对艾滋病的预防控制具有重要意义。ＳＴＡＲＨＳ方法技

术成熟、操作简便、成本低廉，适合已建立 ＨＩＶ病例报告系统，

资源有限国家或地区大范围开展 ＨＩＶ的发病率监测，但检测

结果需要流行病学专家审慎解释。ＭＢＣ方法技术成熟，但操

作复杂、成本高，适合于已建立健全的艾滋病治疗及 ＨＩＶ耐药

监测体系的国家和地区开展，该方法还可同时获得抗病毒治疗

耐药流行的数据，后者有望得到进一步发展和应用。
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Ｓｕｐｐｌ８：Ｓ４７Ｓ５１．

［１１］ＸｉａｏＹ，ＪｉａｎｇＹ，ＦｅｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｒｅｃｅｎｔｈｕｍａｎｉｍ

ｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＶａｃｃｉｎｅ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００７，１４（１０）：１３８４１３８６．

［１２］ＷｅｉＸ，ＬｉｕＸ，ＤｏｂｂｓＴ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｗｏａｖｉｄｉｔｙｂａｓｅｄ

ａｓｓａｙｓｔｏｄｅｔｅｃｔｒｅｃｅｎｔＨＩＶｔｙｐｅ１ｓｅｒｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｕｓｉｎｇａｍｕｌｔｉ

ｓｕｂｔｙｐｅｇｐ４１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＡＩＤＳＲｅｓＨｕｍＲｅｔｒｏｖｉｒ

ｕｓｅｓ，２０１０，２６（１）：６１７１．

［１３］ＳｕｌｉｇｏｉＢ，ＢｕｔｔòＳ，ＧａｌｌｉＣ，ｅｔａｌ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｅｎｔＨＩＶｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎｓｉｎＡｆｒｉｃａｎｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＨＩＶ１ｎｏｎＢｓｕｂｔｙｐｅｓｕ

ｓｉｎｇＨＩＶａｎｔｉｂｏｄｙａｖｉｄｉｔｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＶｉｒｏｌ，２００８，４１（４）：２８８２９２．

［１４］ＢｒａｕｎｓｔｅｉｎＳＬ，ＮａｓｈＤ，ＫｉｍＡＡ，ｅｔａｌ．Ｄｕａｌｔｅｓｔｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍｏｆ

ＢＥＤＣＥＩＡａｎｄＡｘＳＹＭＡｖｉｄｉｔｙＩｎｄｅｘａｓｓａｙｓｐｅｒｆｏｒｍｓｂｅｓｔｉｎｉ

ｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｒｅｃｅｎｔＨＩＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎａｓａｍｐｌｅｏｆＲｗａｎｄａｎｓｅｘｗｏｒｋ

ｅｒｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１１，６（４）：ｅ１８４０２．

［１５］于海英，叶艺，张娜，等．检测 ＨＩＶ１新发感染的限制性抗原亲和

力方法的重复性与稳定性评价［Ｊ］．中国艾滋病性病，２０１３，１９

（５）：３１８３２１．

［１６］ＫｅｅｌｅＢＦ，ＧｉｏｒｇｉＥＥ，ＳａｌａｚａｒＧｏｎｚａｌｅｚＪＦ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄａｎｄｅａｒｌｙｆｏｕｎｄｅｒｖｉｒｕｓｅｎｖｅｌｏｐｅｓ

ｉｎｐｒｉｍａｒｙＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００８，

１０５（２１）：７５５２７５５７．

［１７］ＢｏｎｈｏｅｆｆｅｒＳ，ＨｏｌｍｅｓＥＣ，ＮｏｗａｋＭＡ．ＣａｕｓｅｓｏｆＨＩＶｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９５，３７６（６５３６）：１２５．

［１８］ＳｈａｎｋａｒａｐｐａＲ，ＭａｒｇｏｌｉｃｋＪＢ，ＧａｎｇｅＳＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｖｉｒａｌｅｖ

ｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｃｈａｎｇｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｉｍ

ｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，１９９９，７３（１２）：

１０４８９１０５０２．

［１９］ＫｏｕｙｏｓＲＤ，ｖｏｎＷｙｌＶ，ＹｅｒｌｙＳ，ｅｔａｌ．Ａｍｂｉｇｕｏｕｓｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃａｌｌｓ

ｆｒｏｍｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆＨＩＶ１ａｒｅａｍａｒｋｅｒｆｏｒｖｉｒａｌ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｔｈｅａｇｅｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１１，５２（４）：

５３２５３９．

［２０］ＲａｇｏｎｎｅｔＣｒｏｎｉｎＭ，ＡｒｉｓＢｒｏｓｏｕＳ，ＪｏａｎｉｓｓｅＩ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉ

ｖｅｒｓｉｔｙａｓａｍａｒｋｅｒｆｏｒｔｉｍｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＨＩＶｉｎｆｅｃｔｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ：

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａ６ｍｏｎｔｈｗｉｎｄｏｗａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈＢＥＤ［Ｊ］．Ｊ

ＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１２，２０６（５）：７５６７６４．

（收稿日期：２０１３０６０８）
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