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专论

丙型肝炎病毒感染的检测
杨瑞锋，魏来

(北京大学人民医院北京大学肝病研究所 北京100044)

摘要： 丙型肝炎病毒(HCV)感染的检测包括血清学检测和核酸检测(NAT)，前者包括HCV抗体(抗一HCV)、

核心抗原检测．后者包括定性／定量RNA检测和基因型／亚型检测。抗一HCV检测是应用最广的HCV感染筛查试验．操作简

便、耗时短、成本低。但其缺点是窗口期较长．不能判别是活动性感染还是病毒已被清除。不适用于免疫缺陷人群。HCV

RNA是病毒感染的直接证据．既往定性RNA检测灵敏度较高。但随着实时定量PCR技术的成熟，定量检测灵敏度不断提

高，线性范围不断拓宽。适用于临床抗病毒治疗应答的监测．也正逐步取代定性检测用于血液制品的筛查。近年HCV抗原

检测和抗原抗体联合检测试剂盒已用于HCV感染的筛查及治疗监测。但其灵敏度尚不及NAT。目前主流的HCV基因分型试

剂检测基因型有较高的符合率。而检测亚型的结果存在较大差异，需要方法学上的改进。
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Detection of hepatitis C virus infection

'ANG Rui-feng,wEl Lai．(Peking University Peoplets Hospital,Peking University Hepatology Institute．Belting 100044,China)

Abstract：Diagnosis and treatment of hepatitis C virus(HCV)infection relies heavily on laboratory assays such as serological

tests。which include山e detection of anti．HCV antibody and core antigen。and nucleic acid tests(NAT)。which include the detection

of qualitative／quantitative HCV RNA and genotypes／subgenotypes．Anti-HCV testing is simple．rapid and cheap for the screening

of HCV infection．But it has a longer window period and not applicable in the immunosuppressed population．NAT provides

direct evidence for the presence of HCV Qualitative HCV RNA test has been used for blood screening due to its higll sensitivity．

Meanwhile quantitative HCV RNAtesting has been widely used to monitor the antiviral response to treatment．With the development

of real．time quantitative PCR the qualitative RNA asSays are being replaced by the quantitative ones．Recently HCV core antigen

assay and the combination antigen．antibody assay have been introduced for the early diagnosis ofHCV whereas they still remain leSS

sensitive than NAT．Assays for the determination of HCVgenotype based on sequencing，reverse hybridization or real-time PCR are

higIliy consistent in determining genotypcs．Whereas they are not very consistent in determining subtypes and need to be improved．

Kev words：hepacivirus；hepatitis C

丙型肝炎病毒(HCV)以经血液或体液为主

要传播途径，发病隐匿，症状不典型，如果不

能及早诊断，容易错过治疗的最佳时机，慢性

感染可导致肝脏慢性炎症坏死和纤维化，部分

患者可发展为肝硬化甚至肝细胞癌，对人民群

众的健康构成严重威胁【lJ。1992—1995年全国

第二次病毒性肝炎血清流行病学调查结果显

示，HCV抗体(抗一HCV)流行率约为3．2％12l，高

于世界平均水平，经过20年的发展，目前更多

感染者出现了临床表现，在国家传染病报告中

丙型肝炎的报告率逐渐增多，感染所带来的严

重后果正日益显现。目前预防性疫苗尚未研发

成功，控制丙型肝炎的传播、提高丙型肝炎的

治疗效果主要依靠及时、准确的实验室诊断方
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法。本文重点介绍HCV的血清学标志物(包括

抗一HCV年HHCV抗原)及核酸(包括HCV RNA定

性／定量和基因型／亚型)检测方法、方法学进展

及检测的临床意义。
1 抗-HOV检测

1989年Choo等【31应用分子克隆技术发现了

HCV特异性eDNA，1 990年第一代抗一IdCV酶免

疫(EIA)检测试剂获得FDA批准上市，这对丙型

肝炎的诊断具有里程碑式的意义，之后HCV血

源性传播的几率大大降低【4l。抗一HCV检测具有

操作简便、耗时短、对实验场所和设备要求较

低等优点，目前已发展到第三代试剂，用于检

测抗一HCV的抗原包括非结构蛋白NS3、‘NS4以

及核心蛋白等(一些三代试剂还包被NS5)pJ，检

测技术以EIA或化学发光法为主。

在HCV感染低流行率人群如无偿献血者

中，抗一HCV假阳性问题一直比较突出，引起
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假阳性的原因很多，如重组蛋白纯度不足、血

清成分如类风湿因子的干扰等等。为此，美国

CDC在1 998年“HCV感染及相关慢性疾病防控

建议”中指出，对抗一HCV筛查阳性者应进一

步用重组免疫印迹法(recombinant immunoblot

assay,RIBA)或HCV RNA检测后方可报告州。之

后研究发现，在不同HCV感染流行率人群中，

当雅培HCV EIA 2．0或强生Ortho HCV 3．0(EIA)

的测量值／阳性判定值比值(S／Co)≥3．8时，其真

阳性预测值≥95％，因此美国CDC在2003年发

布的“抗一HCV实验室检测和报告导则”中，建

议可根据EIA筛查的S／Co值来确定是否需要做

NAT或RIBA，从而减少进一步用NAT或RIBA

检测的标本数，节省检测费用；同时建议，一

款新的抗一HCV检测试剂上市之前，需对不同

HCV感染流行率人群的检测特异性做出评价以

明确其95％阳性预须JlS／Co值【7J。不同抗一HCV检

测试齐nJ95％阳性预／贝JlS／Co值不同(表1)。2005年

任芙蓉等【81使用6种国产试剂检测献血人群中的

抗一HCV，发现国产试剂≥95％阳性预澳]S／Co值

从6．0到l 4．O(表2)。

表1国际常用抗-．删测试剂95％1Ifl性预测默=o值用
试剂名称 生产商 方法学 95％阳性S／Co值

Ortho HCV Version 3．0强生

Abbott HCV EIA 2．0 雅培

VITROS anti-HCV 强生

AxSYM anti-HCV 雅培

Architect anti-HCV 雅培

EIA

EIA

化学增强发光

微粒酶免疫

微粒化学发光

≥3．8

》3．8

≥8．0

≥lO．O

≥5．0

Advia Centaur HCV 西门子 化学发光 ≥11．0

衰2国产试剂抗—HCV s／co值与阳性预测值之间的关系嘲

近几年来，经广大科技工作者和生产单

位的努力和国家十一五重大科技专项的大力扶

持，国产试剂的检测质量在不断进步，批间差

异逐渐减小。不过目前为止，仍缺乏大样本、

多中心的试验以明确国产试剂95％阳性预测S，

Co值。RIBA是抗一HCV检测的确认试验，但

由于其价格昂贵，一直没有在我国上市。实际

上，在亚太地区，由于经济发展的不平衡，很

多国家都难以采用RIBA对抗一HCV检测进行确

认，甚至难以重复检测。有鉴于此，2007年发

布的《亚太地区丙型肝炎专家共识》指出，单

次EIA检milS／Co达到预测真阳性的水平可报告

为阳性，而单次EIA检测S／Co未达到预测真阳

性的水平或接近S／Co值者应考虑HCV RNA定性

检测和／或进一步获得样本进行抗一HCV和HCV

RNA定性检测191．我国可以参考该共识进行

抗一HCV的检测和报告。同时，已有国产分片段

抗一HCV检测试剂问世，对于确认抗一HCV结果

具有一定价值；特别是近来已有国产的免疫印

迹试剂，对于今后改变单一依赖抗一HCV S／Co

比值报告的局面会有较大帮助。

血清中抗一HCV是否终身维持已引起关

注。有研究表明，经抗病毒治疗后获得持续性

病毒学应答(SVR)患者血清中，抗一HCV呈逐

年下降趋势¨州，经10年随访，使用RIBA检测

抗一HCV，约有一半患者针对NS4和NS5等非结

构蛋白的抗体消失；所有患者核心蛋白抗体仍为

阳性，但滴度逐年下降。HCV自然清除的部分

患者血清中抗一HCV也呈现相似的动态变化11J。
抗体水平的逐年下降甚至消失提示体内已无活

动性的病毒感染，因此不再产生特异性的体液

免疫。

相比NAT，抗一HCV检测的局限性在于：

(1)抗一HCV产生是病毒感染的间接证据，不能

区分是现症感染还是病毒已被清除，不能作为

抗病毒治疗的适应证，(2)免疫力缺陷或低下患

者(如移植患者)及血液透析者等人群血清中

抗一HCV水平很低甚至缺失，容易漏检；(3)相比

RNA和抗原检测，抗一HCV的。窗口期”较长，

虽然第三代试剂的窗口期已缩短为60天Il2】，但仍

不能完全满足早期筛查的要求。这些情况下，

需要进行HCV RNA检测。

2 HCV RNA检测

根据检测技术的不同，HCV RNA检测分定

性和定量检测。前者因为检测灵敏度高，主要

用于献血员筛查，而后者主要用于临床诊断和

抗病毒治疗的监测与疗效评价。

2．1 HCV RNA定性检测相比抗一HCV，血清中
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RNA出现较早，从感染到能检测到RNA的“窗

口期”只有1周左右【l21。不过，是否应将RNA

检测强制应用于献血员筛查尚未达成共识，主

要是由于NAT检测的成本一效益的矛盾尚未很好

解决，另外NAT检测对仪器和操作的要求高，

尚难满足大规模标本量和快速筛查的需要。为

了节约成本和提高检测通量，2002年以来，欧

美发达国家和日本开始将血清混合微池(mini—

p001)NAT弓I入血液制品的筛查，西班牙、美国

和日本报道抗．HCV阴性的献血员中，RNA阳

性率分别为1／33．8万、1／23万和1／35万¨川。HCV

RNA定性检测的技术有PCR一酶联免疫吸附试验

(PCR-ELISA)和转录介导扩增(TMA)等，高灵敏

度是其突出的特点(表3)。

2．2 HCV RNA定量检测灵敏、准确且重复性

好的HCV RNA定量检测是临床治疗丙型肝炎

的基础，表现在：(1)HCV RNA阳性是慢性丙

型肝炎(CHC)抗病毒治疗的适应证，只有RNA

检测阳性时才考虑进行治疗。基线RNA水平与

治疗预后相关，高病毒载量的预后不及低病毒

载量，不过并无确切证据说明RNA水平与肝脏

炎症的严重程度、肝纤维化程度及肝细胞癌之

间存在关联l(2)HCV RNA检测是CHC个体化

治疗得以贯彻的基石。当前推荐的CHC标准治

疗方案是聚乙二醇干扰素联合利巴韦林Il引，治

疗长期有效的判定标志为SVRl 2009年美国肝

病学会(AASLD)更新了丙型肝炎临床指南¨引，

在推荐治疗意见中强调了“个体化治疗”的理

念，该理念包括根据患者基线特征(baseline—

guided therapy，BGT)$[I根据患者治疗应答情况

(response guided therapy，RGT)具体实施，BGT

指标主要有基因型和基线病毒载量，RGT指标

包括快速病毒学应答(RVR)、早期病毒学应答

(EVR)、延迟病毒学应答(PVR)等，上述各个指

标均依赖于准确、灵敏的核酸检测。

RNA定量检测技术有分支DNA(bDNA)和

实时荧光定量PCR等。bDNA是一种优良的定

3

量检测技术，以人工合成的、可结合多个酶标

记物的分支DNA作为信号放大系统，将病毒核

酸的信号放大以便进行检测，其优势在于不涉

及核酸扩增反应，因此污染的可能性小，对实

验室的要求较PCR低，且不需要核酸提取，直

接用微量(50肛1)的血浆或血清即可进行检测，

检测的重复性良好，受基因型的影响小，但其

不足在于灵敏度较低，不适合低水平HCV RNA

的定量Il6|。近几年来随着实时荧光定量PCR技

术的日趋成熟，HCV RNA定量检测的灵敏度逐

渐提高，最低检测限可达12-15 IU／ml，接近甚

至超过了定性检测的灵敏度，线性范围也在不

断拓宽，且无需对PCR产物进行后续操作，减

少了气溶胶的污染，基于这些优势，定量检测

正逐渐取代定性检测用于献血员的筛查。与此

同时，HCV RNA定量检测灵敏度的提高也会促

进临床对抗病毒治疗过程中HCV RNA动力学

变化与疗效之间的关系有更加深入的认识，例

女f12010年Sarrazin等117’在一项回顾性研究中，评

价了应用罗氏Cobas Ampliprep／COBAS TaqMan

检i醐IIHCV RNA(最低检测限15 IU／m1)能否用于

判断RVR。结果提示，可以将<15 IU／ml作为判

断RVR的标准，与原来的<50 IU／ml(Amplieor
HCV Monitor 2．0)没有统计学差异l但该研究也

发现，4周或12周血清RNA<15 IU／ml但仍能被

CobasAmpliprep／COBAS TaqMan检测到(IipRNA

结果在0～15 IU／ml之间)的RVR或EVR患者与

完全检测不到RNA的患者相比有更高的复发

率，提示治疗更早期的RNA动力学变化与预

后的相关性如何，是今后临床试验中需要解

决的问题¨引。 ‘

需要引起注意的是，应用实时荧光定量

PCR技术进行核酸定量时，选用引物或者探针

不当，会影响定量结果。Chevaliez等[19,201的研

究表明，Cobas AmpliPrep／Cobas Taqman对约

15％的2型和30％的4型HCV RNA测定值偏低，

同时，一些高病毒载量的基因4型标本用Cobas

裹3国际常用的HCV定性检测试剂及特点
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翱国际常用的HCV RNA定量检测试剂

表5 HCV抗原检测试剂及原理

Taqman检测为阴性，是由于HCV 5’非编码序列

中核酸突变引起引物和探针结合力降低所致。

克服上述缺陷的新一代试剂已经在研发中。

在我国由于经济条件所限，临床实验室

以国产HCV RNA定量检测试剂占主导，其局

限性在于线性范围窄，灵敏度低，仅能达到
500-1000 IU／ml，因此不能准确判断RVR与

EVR，也容易将部分早期病毒学应答(pEVR)

误判为完全早期病毒学应答(cEVR)，未将疗程

再延长24周，从而导致所谓的“复发”。因此

国产试剂需要尽快提高检测性能以更好地满足

临床需求。表4列出了目前国内外常用的HCV

RNA定量检测试剂及性能特点。
3 HCV抗原检测

相比抗一HCV，HCV抗原检测可将窗口期

缩短1．5个月，且抗原检出仅I：I',RNA晚2天【圳l

免疫功能受损或缺陷的群体如艾滋病患者、长

期接受透析的肾病患者、器官移植患者或先天

性免疫功能缺陷患者筛查HCV感染时，不宜选

择抗体检测，可选择RNA或抗原检测【221 l也有

研究提示，干扰素联合利巴韦林治疗CHC早期

监灏IIHCV抗原水平可用于预i贝IJSVRl23洲。

虽然HCV抗原检测有诸多优势，但血清中

HCV抗原含量很低，因此对检测技术的要求很

高。近几年随着化学发光法等免疫学检测技术

的发展和成熟，灵敏、定量且适合自动化检测

的HCV抗原检测试剂已经研发成功，如雅培公

司研发的Architect HCV Ag检测试剂【27’28】，使用

该试剂对10份血清盘进行检测，结果表明，相

比抗一HCV，HCV抗原检测可将窗口期缩短35．8

天l在197份HCV RNA阳性血清盘标本中，196

份(99．5％)HCV Ag阳性，193份(98％)为RNA阳

性(Amplicor HCV Monitor 2．O)，HCV抗原水平

与RNA载量成正相关(，．=0．74)且两者呈相似的

动力学变化，通过对5403份献血者、住院患者

和jBHCV相关疾病患者的标本进行检测，证明
Architect HCV Ag的特异性可达99．8％【2¨。也有

HCV抗原．抗体联合检测试剂盒的文献报道，

Tuke等【2卅对142名抗一HCV阴性的患者进行RNA

和抗原一抗体联合检测，发现112例患者RNA检

测呈阳性，但使用Abbott Murex抗原一抗体检测

试剂只检出56例抗原一抗体阳性，使用Bio—Rad

Monolisa抗原一抗体检测试剂仅检出32例阳性，

说明抗原一抗体联合检测试剂的灵敏度还有待于

进一步的提高。表5列出了目前几种常见的HCV

抗原检测试剂及其原理。

4 HCV基因型和亚型检测

1993年Simmonds等D州比较了不同HCV毒株

编码非结构蛋白5(NS5)区域222核苷酸序列，

通过系统进化分析，按照发现的先后顺序，将

HCV分为I-6个型，每个型下面有若干亚型，

以a、b、c等表示。该分型法能与先前的各种分

型命名法相对应，不仅协调了以前的分型命名

方法，而且可以命名新的型和亚型，因此得到
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表6国际上常见商品化HCV基因分型试剂的特点

5

检测名称(类型) 生产商 技术原理 分型区域 是否能区分亚型 操作(检测平台)

Versant HCV Genotype Assay(LiPA)1．0

Vemnt HCV Genotype A蝴y(LiPA)2,0

Trugene HCV genotyping assay

Abbott RealTime HCV genotyping II

西fl-f' 反相线性杂交 5'-非翻译区(5'-UTR)

西门子 反相线性杂交5。一非翻译区(5'-UTR)和核心蛋白编码区

西门子 直接铡序 5'-UTR

雅培燃PCR-SSP 5‘一UTR和NS5b编码区

是

是

是

只可区分1a和1b

手工或自动化(AUTO—LiPA)

手工或自动化(AUTO-LiPA)

手工提取RNA

全自动化(m20@)

了大多数学者的认同口11。目前为止，HCV被分

为6个型和80多个亚型32】。在我国，主要的基因
型为lb，其次为2a，还有其他较少见的型别，

如西南地区的3型和广东等地区的6型等口引。基

因型的流行病学调查有助于明确HCV传播途径

并控制传染源，也为预防性疫苗的研发提供科

学依据，对临床而言，基因分型对治疗CHC有

重要的意义：不同基因型病毒感染的CHC抗病

毒治疗疗程、利巴韦林剂量不同，病毒学应答

也有差异，因此CHC患者治疗前应检测基因型

用于指导制定抗病毒治疗的个体化方剩排37J。
基因l型病毒感染者48周标准抗病毒治疗后

的SVR明显低于2或3型病毒感染患者24周疗程

的标准治疗，即使用过延长疗程提高了SVR，

最终的SVR仍不能令人满意p引。因此，仅仅靠

优化聚乙二醇干扰素联合利巴韦林的标准治疗

方案，对进一步提高疗效的作用有限。近几年

来，针对HCV蛋白酶或聚合酶的小分子靶向抑

制剂是临床研究热点，基于靶向抑制剂的特异

性靶向抗病毒治疗(specifically targeted antiviral

therapy for HCV,STAT—C)可显著提高基因1型病

毒感染者的SVR，比较成熟的方案包括在聚乙

二醇干扰素o【一2a的基础上加用NS3／4A丝氨酸

蛋白酶抑$1l齐lJtelaprevir或boceprevir，可以在缩

短疗程的同时获得较为理想的SVR【3吼加1。基因l

型可分为1a、lb、lc等多个亚型，不同亚型核

酸序列有所不同，蛋白的结构和功能也存在差

异，体外研究表明，NS3／4A抑制剂和非核苷类

聚合酶抑制剂的抗病毒效能呈现la／lb亚型病毒

选择性，基因屏障和耐药变异在la／lb亚型病毒

中也有差异H1．421，因此，对临床实验室而言，

在不久的将来，不仅要准确鉴定HCV基因型，

还需准确有效地区分亚型以满足STAT-C的需

要。

现阶段检测HCV基因(亚)型的力法是分

子生物学方法，如测序法(包括PCR产物直接

测序法和克隆测序法)、限制性片段长度多态

性(RFLP)、实时荧光PCR一序列特异性引物

(SSP)、基因芯片及反相线性探针杂交法(LiPA)

等等，目前国际上常用的商品化分型试剂列于

表6，均根据5’一非翻译区(5’一UTR)或在5’一UTR

基础上附加核心蛋白编码区或RNA依赖的RNA

聚合酶编码区(NS5b)的核酸序列信息检测型和

亚型。最近研究表明，这些试剂检测基因型的

符合率较高，但检测“亚型”时表现各异，例

如，LiPA 2．0不能灵敏检出在埃及人群中流行

的4型HCV的各亚型，并且其检出的4型各亚型

检测结果和Trugene,目比仅有3％的符合率H叫l

而Chevaliez等1441的研究结果显示，基于分析

5’一UTR序列信息的测序法(Trugene)或反相杂交

法(LiPA 1．0)不能正确区分22．8％-29．5％的la亚

型样本和9．5％-8．7％的lb样本，5’一UTR 107、

204和／或243位点的多态性是造成误检的原因。
Abbott RealTime HCV genotyping II基于检测5'-

UTR矛I：INS5b的序列来确定la和lb亚型，不能准

确区分10％的1a或lb样本。而相比LiPA 1．0，

LiPA 2．0在5’一UTR的基础上增加了核心区序列

信息，可正确鉴定99％的la或lb标本。该研究

提示，不宜仅仅依靠5'-UTR的序列信息鉴定亚

型。目前所有分型试剂均只能用于科研，尚不

能作为临床常规检测。用于检：须IJHCV基因(亚)

型的技术手段亦可用于将来检须I]HCV基因型耐

药变异。
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