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丙型肝炎病毒核酸和抗体检测方法在人群筛查中的比较及应用
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　　摘　要：目的　探讨丙型肝炎病毒核酸和抗体检测方法在人群筛查中的应用。方法　采用胶体金快速试验法和酶联免疫吸

附试验（ＥＬＩＳＡ）检测丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）抗体，实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量。结果　（１）５３９份样本

中，其中２６６例抗体阴性，２６３例抗体阳性。（２）在６７例 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量小于１０３ＩＵ／ｍＬ组中，ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＣＶ抗体阳

性有６０例，胶体金快速试验法检测抗体阳性有３０例。２０８例 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量大于或等于１０３ＩＵ／ｍＬ组中，ＥＬＩＳＡ法检测

的抗体阳性有１９９例，胶体金快速法检测阳性的有１８１例，另外有６例两种抗体检测均为阴性患者ＲＮＡ病毒载量大于或等于

１０３ＩＵ／ｍＬ。（３）对２０８例 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量大于或等于１０３ＩＵ／ｍＬ样本分成４个组。ＧＧＴ、ＡＬＴ及ＡＳＴ在４组间差异均有

统计学意义（犘＜０．０５），而ＡＬＢ及Ｓ／ＣＯ值在４组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　在人群筛查中为了减少漏诊率，尽早

诊断丙型肝炎，要联合运用以上各实验室检测方法，综合分析。
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　　丙型肝炎由丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染引起，是一种主要

经血液传播的疾病，对患者的健康和生命危害极大，已成为严

重的社会和公共卫生问题。中国病毒性肝炎的发病人数一直

位于所有传染病的前列，而丙型肝炎报告发病率在病毒性肝炎

中也呈现上升趋势。本文对对云南省某地区人群进行 ＨＣＶ

抗体筛查、核酸及肝酶检测，并探讨三者在丙型肝炎诊治中的

应用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对云南省某地区人群进行病毒性肝炎标志物

筛查，共筛查５３９例，其中男性１８２例，女性３４７例。

１．２　方法

１．２．１　筛查方法　采集空腹静脉血，离心，取血清进行 ＨＣＶ

抗体检测采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法和胶体金法。γ

谷氨酰基转肽酶（ＧＧＴ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨

酸氨基转移酶（ＡＳＴ）和清蛋白（ＡＬＢ）测定进行初筛，然后对

ＥＬＩＳＡ法和胶体金法检测抗体均阳性、一种方法阳性及两种

方法均为阴性但肝酶明显异常的标本做 ＨＣＶＲＮＡ定量检

测。共有２７５例标本进行了２种方法检测。

１．２．２　ＨＣＶ抗体检测（ＥＬＩＳＡ法）　采用ＥＬＩＳＡ法，酶标仪

判读，试剂为北京万泰生物药业股份有限公司生产，操作及结

果判读按试剂说明书。临界值计算：阴性对照孔均值（不足０．

０２按０．０２计算）＋０．１２。

１．２．３　ＨＣＶ抗体检测（胶体金法）　试剂为英科新创（厦门）

科技有限公司生产，操作及结果判读按试剂说明书。

１．２．４　ＨＣＶＲＮＡ定量检测　提取病毒核酸，采用实时荧光

定量聚合酶链反应技术（ＲＴＰＣＲ）检测，试剂为中山大学达安
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基因股份有限公司（ＹＺＢ／国０３７１２００９）生产，操作严格按照试

剂盒说明书进行。ＨＣＶＲＮＡ 检出下线为 ＨＣＶＲＮＡ 等于

１０３ＩＵ／ｍＬ。以上３种试剂均在有效期内并有试剂盒内、外

质控。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，因部

分数据呈偏态分布，丙型肝炎病毒 ＲＮＡ≥１０３ＩＵ／ｍＬ 组

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ及ＡＬＢ检测值，Ｓ／ＣＯ值，均采用秩和检验。

２　结　　果

２．１　ＨＣＶ抗体检测结果　对５３９份标本用ＥＬＩＳＡ法和胶体

金法进行检测，其中２６６例ＥＬＩＳＡ法与胶体金法检测ＨＣＶ抗

体均为阴性，２６３例ＥＬＩＳＡ法与胶体金法检测 ＨＣＶ抗体双阳

或单阳。ＨＣＶ抗体阳性和肝酶增高的患者共有２７５例进行

ＨＣＶＲＮＡ定量检测，见表１。

表１　　２７５份血清样本三种方法阳性结果（狀）

检测方法 ＥＬＩＳＡ 胶体金法 ＲＮＡ

阳性 ２５９ ２１１ ２０８

阴性 １６ ６４ ６７

合计 ２７５ ２７５ ２７５

２．２　ＨＣＶＲＮＡ定量检测结果　在６７例 ＨＣＶＲＮＡ病毒载

量小于１０３ＩＵ／ｍＬ组中，有２９例是两种方法检测 ＨＣＶ抗体

均为阳性，６０例ＥＬＩＳＡ法 ＨＣＶ抗体阳性，而胶体金法检测有

３０例阳性。２０８例 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量大于或等于１０３ＩＵ／

ｍＬ组中，ＥＬＩＳＡ法检测的抗体阳性有１９９例，胶体金法检测

阳性的有１８１例，另外有６例两种抗体检测均为阴性患者

ＲＮＡ病毒载量检测为阳性，见表２。

表２　　２０８例 ＨＣＶＲＮＡ定量检测结果与 ＨＣＶ抗体

　　　　检测结果比较表（狀）

ＨＣＶＲＮＡ组别 检测方法
ＥＬＩＳＡ法

阳性（＋）阴性（－）
合计

ＲＮＡ＜１０３ＩＵ／ｍＬ组 胶体金法阳性（＋） ２９ １ ３０

阴性（－） ３１ ６ ３７

合计 ６０ ７ ６７

ＲＮＡ≥１０３ＩＵ／ｍＬ组 胶体金法阳性（＋） １７８ ３ １８１

阴性（－） ２１ ６ ２７

合计 １９９ ９ ２０８

２．３　ＨＣＶＲＮＡ载量与肝脏指标及Ｓ／ＣＯ值关系　对２０８例

ＨＣＶＲＮＡ病毒载量大于或等于１０３ＩＵ／ｍＬ样本分成４个

组。比较 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量与肝功酶学和清蛋白之间的关

系，经统计学分析可见，ＧＧＴ、ＡＬＴ及ＡＳＴ在４个组间差异均

有统计学意义（犘＜０．０５），而ＡＬＢ及Ｓ／ＣＯ值在４个组间差异

无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

表３　　ＨＣＶＲＮＡ载量与肝指标比较

病毒载量（ＩＵ／ｍＬ） 狀
ＧＧＴ（Ｕ／Ｌ）

Ｐ５０（Ｐ２５）

ＧＧＴ异常

［狀（％）］

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

Ｐ５０（Ｐ２５）

ＡＬＴ异常

［狀（％）］

ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

Ｐ５０（Ｐ２５）

ＡＳＴ异常

［狀（％）］

ＡＬＢ（ｇ／Ｌ）

（狓±狊）

ＥＬＩＳＡ法Ｓ／ＣＯ

（狓±狊）

１×１０３≤ＨＣＶＲＮＡ＜１×１０４ ５６ ２５．５（６６．２５） ２２（３９．３） ３２．０（４４．２５） ２４（４２．９） ３４．５（２５．７５） ２３（４１．１） ４５．７９±２．９３ １０．７３±５．８９

１×１０４≤ＨＣＶＲＮＡ＜１×１０５ ５４ ５０．５（６９．７５） ３２（５９．３） ５５．０（５７．７５） ３４（６３．０） ５４．０（４６．２５） ４１（７５．９） ４４．５０±３．４２ １１．１５±５．３８

１×１０５≤ＨＣＶＲＮＡ＜１×１０６ ７９ ４３．０（７１．００） ４３（５４．４） ５９．０（８６．００） ５７（７２．２） ６２．０（３９．００） ６６（８３．５） ４５．３１±２．２１ １１．５０±３．７０

ＨＣＶＲＮＡ≥１×１０６ １９ ３１．０（５６．００） ８（４２．１） ３８．０（３２．００） ８（４２．１） ４７．０（３０．００） １３（６８．４） ４４．８４±７．９６ １１．５０±３．９６

　　：犘＜０．０５，各组间两两比较。

３　讨　　论

目前，对丙型肝炎的实验室诊断主要是通过对 ＨＣＶ抗体

及 ＨＣＶＲＮＡ的检测来进行判断。ＨＣＶ抗体检测分为筛查

试验（ＥＬＩＳＡ法、胶体金法、化学发光法及免疫荧光试验法）和

补充试验法（免疫印迹试验法）。抗体检测存在的缺陷是“窗口

期”长，且存在漏检现象［１］。ＨＣＶＲＮＡ检测是 ＨＣＶ感染的

可靠依据，其灵敏度能达到９８％～９９％，通过定量检测可知治

疗中病毒载量的动力学变化，更可以通过治疗前和治疗中病毒

载量的改变形式，预测和早期判断治疗效果，以便及时选择和

改变治疗方案［２］。

ＨＣＶ抗体检测阳性患者，需做 ＨＣＶＲＮＡ检测，如血清

中有 ＨＣＶＲＮＡ存在，进一步证明感染 ＨＣＶ，且能为抗病毒

治疗提供疗效判断指标。ＨＣＶ抗体检测阳性患者，而 ＨＣＶ

ＲＮＡ检测低于检测下限时，可能的原因：血液中存在高浓度非

特异性ＩｇＧ或类风湿因子吸附于固相载体或包被的抗原；受检

样本中超氧化物歧化酶的干扰；用于制备试剂的 ＨＣＶ抗原不

纯［３］。此外，可能某些 ＨＣＶ感染者 ＲＮＡ病毒载量低，但是

ＨＣＶ抗体存在。值得注意的是，２０８例患者血清 ＨＣＶＲＮＡ

载量高于１０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，但ＥＬＩＳＡ法检测有９例抗体阴性，

胶体金法检测抗体有２７例阴性，其中６例是两种抗体检测法

都是阴性。这６例患者均有以上３种肝酶中的一种或两种酶

超过正常上限两倍，且平均Ｓ／ＣＯ值是０．３０４，最小值是０．

０６４，最大值是０．６８６。这可能是因为：（１）这些患者还处于感

染的“窗口期”，因为患者感染 ＨＣＶ后“窗口期”可达３个月之

久，而感染两周内就可以检测到 ＨＣＶＲＮＡ，较 ＨＣＶ抗体检

测可提前约６０ｄ；（２）机体免疫功能低下，不能产生相应抗

体［４］。因此，当患者有肝损伤时，抗体检测阴性，应进一步检测

是否有病毒的存在或进行抗体补充试验（免疫印迹试验）。

ＲＮＡ小于１０３ＩＵ／ｍＬ组中有２０例患者肝酶异常，但 ＨＣＶ

ＲＮＡ载量低于检测下限，１４例ＥＬＩＳＡ法检测抗体阳性，６例

抗体阴性，对这部分患者临床上应该进行抗体补充试验确定是

否存在 ＨＣＶ感染。

本文对２０８例患者 ＨＣＶＲＮＡ按病毒载量进行分组，４个

组间肝酶ＧＧＴ、ＡＳＴ及 ＡＬＴ差异有统计学意义（犘＜０．０５），

肝酶增高与ＲＮＡ病毒载量变化基本一致，这与国内相关报道

相同［５６］。但有报道认为 ＨＣＶＲＮＡ病毒载量高低与 ＡＬＴ、

ＡＳＴ异常率正相关，但与两酶水平无关
［７］。在本文中，当病毒

载量较高（ＨＣＶＲＮＡ≥１×１０６ＩＵ／ｍＬ）组肝酶反而偏低，可能

与该组病例数偏少或者是该组患者病毒载量高，或者已经治疗

有关，或者与机体免疫状态及治疗预后有关，（下转第２８１５页）
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同，主要与ＡＮＡ的靶抗原在细胞中的部位有关，核均质型多

为抗ｄｓＤＮＡ抗体、抗组蛋白抗体、抗核小体抗体，核颗粒型多

为抗ＳＳＡ抗体、抗 Ｒｏ５２抗体、抗ＳＳＢ抗体，核仁型多为抗

Ｒｏ５２抗体、抗ＰＭＳｃｌ抗体，着丝点型常见抗ＣＥＮＰＢ抗体，胞

浆颗粒型常见抗 ＡＭＡＭ２，进一步表明ＩＩＦ与ＬＩＡ有一定相

关性。这与文献［６］报道基本一致。

ＩＩＦ与ＬＩＡ检测结果并不完全一致，表２数据显示，２４９例

ＩＩＦ阳性病例中ＬＩＡ阴性５０例，符合率７９．９％，与胡朝军等
［７］

的研究一致，对于这种ＩＩＦ阳性而ＬＩＡ阴性的情况可能是方法

不同所致，ＩＩＦ法玻片上包含的抗核抗原种类较多，而ＬＩＡ法

条带上只包被１５种特异性抗核抗原，这可能是造成ＩＩＦ阳性

而ＬＩＡ阴性的主要原因
［８］。而在７２５例ＩＩＦ阴性病例中ＬＩＡ

阳性３８例，符合率９４．８％，与胡朝军等
［７］的研究不一致，可能

与病例组成有关，也可能是本院就诊病例 ＡＩＤ患病率较低所

致，关于病例组成与本文无关未做统计分析。这种ＩＩＦ阴性但

是ＬＩＡ阳性的情况可能是由于ＬＩＡ法的条带所包被的抗原纯

度高特异性强，ＩＩＦ法检测所用的玻片基质中抗原分布不均匀、

含量少或者固定方法对特定抗核抗原存在破坏的因素引

起［８１０］，也可能是两种方法使用的抗原处理方法不同导致的。

也有学者认为这种ＩＩＦ阴性而ＬＩＡ阳性的情况，尤其是系统性

红斑狼疮（ＳＬＥ）的患者，可能因为用过治疗药物或处于发病早

期或者大量蛋白经尿排出［１１］。也有研究显示目前应用的ＩＩＦ

底物 Ｈｅｐ２会使部分ＳＬＥ患者血清ＡＮＡ呈阴性
［１２］。分析表

明两者联合检测的阳性率与只检测其中一种的阳性率相比差

异具有统计学意义（犘＜０．０５）。如果只用ＩＩＦ或ＬＩＡ一种方

法检测，将导致一部分患者的漏检，两者联合检测将提高检

出率。

综上所述，ＡＮＡ核型与ＡＮＡ谱有一定相关性，但并不完

全一致，ＩＩＦ法检测 ＡＮＡ核型具有检测 ＡＮＡ的全面性，ＬＩＡ

法检测ＡＮＡ谱具有检测的特异性，二者联合检测能避免漏

检，提高检出率，对ＡＩＤ的诊断、鉴别诊断、疗效观察及预后判

断等具有重要意义。
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还有待研究。而清蛋白水平在４个组患者间差异不大，ＡＬＢ

不是反应急性肝细胞损伤的指标，而是常常用来反应肝脏合成

功能的指标。此外，４个组中ＥＬＩＳＡ法的Ｓ／ＣＯ值差异无统计

学意义（犘＞０．０５），但国内有报道显示 ＨＣＶＲＮＡ阳性率与

Ｓ／ＣＯ值呈正相关，Ｓ／ＣＯ值越高，ＨＣＶＲＮＡ阳性率越高
［８］。

从以上数据分析可知，ＨＣＶ抗体检测是丙肝感染筛选实验，存

在假阳性和漏检，ＨＣＶＲＮＡ检测能进一步证实 ＨＣＶ感染，

且ＲＮＡ病毒载量与反应肝细胞损伤酶谱相关，因此，ＨＣＶ

ＲＮＡ病毒载量检测也是丙型肝炎治疗中疗效观察的一个重要

指标。

综上所述，要做到尽早诊断丙型肝炎，减少漏诊率，要联合

运用以上各实验室检测方法，综合分析，并且要不断改进丙型

肝炎实验室检查方法，缩短“窗口期”，提高特异性和灵敏度。
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