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高敏丙型肝炎病毒核糖核酸在丙型肝炎中的诊断价值*
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  摘 要:目的 比较高敏丙型肝炎病毒核糖核酸(HCV-RNA)与普通HCV-RNA、丙型肝炎病毒(HCV)核

心抗原检测在丙型肝炎临床诊断中的优势,探 讨 高 敏 HCV-RNA 在 临 床 诊 断 和 病 情 监 测 中 的 应 用 价 值。
方法 选择48例HCV抗体阳性的门诊及住院患者作为观察组,另选择同期40例 HCV抗体阴性的健康体检

者作为对照组。采集所有研究对象5
 

mL空腹静脉血标本,留取血清。高敏 HCV-RNA采用赛沛全自动医用

聚合酶链反应(PCR)分析系统检测,普通HCV-RNA采用厦门安普利生物技术有限公司Anadas9850全自动核

酸提纯系统及荧光定量PCR分析系统及配套试剂检测,HCV抗体及HCV核心抗原检测采用酶联免疫吸附试

验。试验前,先对赛沛高敏 HCV-RNA检测进行性能验证。结果 高敏 HCV-RNA检测性能验证准确度、重

复性、线性范围和最低检出限符合要求。高敏 HCV-RNA诊断丙型肝炎灵敏度明显高于普通 HCV-RNA及

HCV核心抗原检测。结论 高敏HCV-RNA是丙型肝炎诊断的重要指标,并可用于丙型肝炎治疗终点判断和

病情监测。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

sensitivity
 

hepatitis
 

C
 

virus
 

ribonucleic
 

acid
 

(HCV-RNA),common
 

HCV-RNA
 

and
 

hepatitis
 

C
 

virus
 

(HCV)
 

core
 

antigen
 

detection
 

in
 

the
 

clinical
 

diagno-
sis

 

of
 

hepatitis
 

C,and
 

to
 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

HCV-RNA
 

in
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

disease
 

monito-
ring.Methods A

 

total
 

of
 

48
 

patients
 

with
 

positive
 

HCV
 

antibody
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group,and
 

40
 

healthy
 

patients
 

with
 

negative
 

HCV
 

antibody
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.A
 

total
 

of
 

5
 

mL
 

fasting
 

venous
 

blood
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

all
 

subjects
 

and
 

serum
 

was
 

retained.High-sensitive
 

HCV-RNA
 

was
 

detected
 

by
 

Cepheid
 

automatic
 

medical
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

analysis
 

system,and
 

common
 

HCV-
RNA

 

was
 

detected
 

by
 

Xiamen
 

Anpli
 

Biotechnology
 

Co.,LTD.Anadas9850
 

automatic
 

nucleic
 

acid
 

purification
 

system,fluorescent
 

PCR
 

analysis
 

system
 

and
 

supporting
 

reagents.HCV
 

antibodies
 

and
 

HCV
 

core
 

antigen
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Before
 

the
 

experiment,the
 

performance
 

of
 

Cepheid
 

high-sensitive
 

HCV-RNA
 

was
 

verified.Results The
 

accuracy,repeatability,linear
 

range
 

and
 

minimum
 

detec-
tion

 

limit
 

of
 

high-sensitive
 

HCV-RNA
 

detection
 

met
 

the
 

requirements.The
 

sensitivity
 

of
 

high-sensitive
 

HCV-
RNA

 

in
 

diagnosis
 

for
 

hepatitis
 

C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

common
 

HCV-RNA
 

and
 

HCV
 

core
 

anti-
gen

 

detection.Conclusion High-sensitive
 

HCV-RNA
 

is
 

an
 

important
 

marker
 

for
 

the
 

judgment
 

of
 

hepatitis
 

C,
and

 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

hepatitis
 

C
 

treatment
 

endpoint
 

and
 

disease
 

monitoring.
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  丙型肝炎是较常见的病毒性肝炎之一,发病率仅

次于 乙 型 肝 炎。丙 型 肝 炎 病 毒 核 糖 核 酸 (HCV-
RNA)是判断丙型肝炎活动性的最重要指标。由于技

术原因,普通HCV-RNA的检测下限一般为500
 

IU/
mL,HCV-RNA阴性患者丙型肝炎病毒(HCV)仍可

能处于活动期,传染性也可能仍然较强,不能准确反

映HCV在体内的复制状态。高敏 HCV-RNA检测

是近年来发展起来的一项新技术,将HCV-RNA的检

出下限提升至15
 

IU/mL,甚至10
 

IU/mL,为丙型肝

炎的疗程监测和治疗终点的判断提供了很大的帮助。
有关高敏HCV-RNA研究的相关报道较少,本研究采

用赛沛全自动医用聚合酶链反应(PCR)分析系统检
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测48例HCV抗体阳性患者和40例 HCV抗体阴性

的健康体检者血清中HCV-RNA水平,计算灵敏度和

特异度,与普通PCR法检测的 HCV-RNA和 HCV
核心抗原进行比较,探讨高敏HCV-RNA在丙型肝炎

诊断和病情监测中的应用价值,现将结果报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2020年5月至2022年10月于

本院门诊及住院的48例慢性丙型肝炎患者作为观察

组,男32例,女16例;年龄11~78岁,平均(49.0±
11.3)岁;HCV抗体均为阳性,符合《丙型肝炎防治指

南(2015年更新版)》的诊断标准[1]。另选择同期本院

健康体检中心40例健康体检者作为对照组,其中男

25例,女15例;年龄18~69岁,平均(47.6±12.6)
岁;HCV抗体均为阴性。所有研究对象乙型肝炎病

毒表面抗原、人类免疫缺陷病毒抗体、梅毒螺旋体抗

体检测结果均为阴性,无精神病史;1周内未使用抗病

毒药物和保肝降酶药物。所有研究对象均充分了解

并同意参与本研究,本研究开展前获得本院医学伦理

委员会批准(伦理批号20200302001),对所有研究对

象的个人资料和检查结果予以保密。
1.2 方法

1.2.1 标本采集 采集所有研究对象空腹静脉血5
 

mL,以2
 

000
 

r/min转速分离血清,—80
 

℃低温冰箱

保存待检。
1.2.2 高敏 HCV-RNA 检测的性能验证 参照

CNAS-GL037《临床化学定量检验程序性能验证指

南》(2019版)对 赛 沛 全 自 动 医 用 PCR 分 析 系 统
(GeneXpert)检测 HCV-RNA进行性能验证。(1)正
确度 验 证:采 用 HCV 血 清 (冻 干)标 准 物 质 S3
(4.40×105

 

IU/mL)和阴性血浆制成验证标本,稀释

成GeneXpert检测单位,每个浓度单位10份标本,分
别为HCV1(44

 

000
 

IU/mL)、HCV2(4
 

400
 

IU/mL)、
HCV3(440

 

IU/mL)、HCV4(44
 

IU/mL)、HCV5(11
 

IU/mL),统计所有标本的检测结果。(2)精密度验

证:采用HCV2作为精密度验证标本,重复检测3次,
并计算精密度。(3)线性区间验证:采用 HCV血清
(冻干)标准物质S3(4.40×105

 

IU/mL)和阴性血浆

制成验证标本,稀释成GeneXpert检测单位,每个浓

度单位3份标本,分别为 HCV1(44
 

000
 

IU/mL)、
HCV2(4

 

400
 

IU/mL)、HCV3(440
 

IU/mL)、HCV4
(44

 

IU/mL)、HCV5(11
 

IU/mL),将检测定值结果绘

制成 线 性 图。将 HCV1、HCV2、
 

HCV3、
 

HCV4、
HCV5检测定值的平均值取对数值后,与理论靶值结

果作图,验证不同浓度的线性相关性。(4)可报告范

围验证:采用 HCV血清(冻干)标准物质S3(4.40×
105

 

IU/mL)和 阴 性 血 浆 制 成 验 证 标 本,稀 释 成

GeneXpert检测单位为 HCV
 

LoD(4.4
 

IU/mL)上机

检测,统计检测结果。(5)特异度验证:采用溶血血浆

和脂血血浆将HCV血清(冻干)标准物质S3(4.40×
105

 

IU/mL)分别稀释成4
 

400
 

IU/mL和440
 

IU/mL
两个可检测浓度,每份标本重复检测3次,计算平均

值和标准差。(6)灵敏度验证:采用HCV血清(冻干)
标准物质S3(4.40×105

 

IU/mL)和阴性血浆制成验

证标本,稀释成 GeneXpert检测单位为 HCV
 

LoD
(4.4

 

IU/mL)上机检测,统计检测结果。
1.2.3 HCV抗体检测 HCV抗体采用酶联免疫吸

附试验检测试剂盒检测,试剂盒购自华大吉比爱生物

技术有限公司,严格按照试剂盒说明书操作。
1.2.4 高敏 HCV-RNA检测 GeneXpert购自美国

赛沛(Cepheid
 

AB)生物技术有限公司,型号为 XVI
 

Dx,所用试剂为Xpert
 

HCV
 

Viral
 

Load,由瑞典赛沛

(Cepheid
 

AB)生物技术有限公司生产,检测下限值为

10
 

IU/mL。试验前,对高敏 HCV-RNA进行了性能

验证,性能验证试验所用标本购自北京康彻斯坦生物

技术有限公司,HCV血清(冻干品)标准物质,国家标

准物质证书:GBW(E)090142,浓度编号 S3,靶值

4.40×105
 

IU/mL,不确定度为±0.5×105
 

IU/mL,
参考范围为(3.90~4.90)×105

 

IU/mL(对数值:
5.59~5.69)。
1.2.5 普通HCV-RNA检测 采用厦门安普利生物

技术有限公司的全自动核酸提纯系统(Anadas9850)、
荧光定量PCR分析系统及其配套的核酸提取试剂

(批 号:A105420220713)、扩 增 试 剂 (批 号:
A2020202220811),由专人严格按照设备及试剂盒说

明书操作。
1.2.6 HCV抗体及 HCV核心抗原检测 HCV抗

体及 HCV核心抗原检测采用酶联免疫吸附试验,试
剂盒由 山 东 莱 博 生 物 科 技 有 限 公 司 提 供,批 号:
202209005,由专人严格按照试剂盒说明书操作。
1.3 统计学处理 采用简明统计V14.0软件进行数

据处理及统计学分析。计数资料以百分率表示,组间

比较采用χ2 检验。线性范围验证采用不同浓度的标

准品取对数与预期浓度对数值进行回归方程,计算

R2。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 高敏HCV-RNA性能验证结果

2.1.1 正确度验证结果 HCV1、
 

HCV2、
 

HCV3、
 

HCV4、HCV5检测结果的对数值与理论值偏差都

在±0.5之内,符合标准物质说明书正确度要求(检测

值与理论值取对数偏差不超过±0.5)。
2.1.2 精密度验证结果 HCV2重复检测3次结果

分别为4
 

255、4
 

683、4
 

435
 

IU/mL,变异系数分别为

-3%、6%、1%,都在±10%以内,检测重复性良好,
试剂盒精密度符合要求。
2.1.3 线性区间验证结果 不同浓度标准物质检测

结果计算得到回归方程Y=1.022
 

5X—0.131
 

2,
︱r︱>0.98,斜率>0.95验证通过,线性预测结果可

靠,一致性好。见图1。GeneXpert检测提供的说明

书中表示HCV
 

VL
 

Assay在0.8~8.0
 

log
 

10
 

IU/mL
范围内呈线性,R2>0.997,在0.994~0.998以内,所
有基因型均呈线性反应。
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图1  GeneXpert
 

HCV-RNA检测值与靶值线性相关关系

2.1.4 可 报 告 范 围 验 证 结 果 HCV
 

LoD(4.4
 

IU/mL)的 检 测 结 果 为 HCV-RNA<10
 

IU/mL,
GeneXpert可检测浓度为104

 

IU/mL,最大稀释倍数

为104 倍,检测上限值为108
 

IU/mL。可报告范围为

10~108
 

IU/mL,符合可报告范围要求,最低检出限和

最高检出限符合验证标准。
2.1.5 特异度验证结果 溶血血浆和脂血血浆稀释

后的标准物质与定值比较,变异系数均在±10%以

内,特异度高,试剂盒特异度验证符合标准。
2.1.6 灵敏度验证结果 HCV

 

LoD(4.4
 

IU/mL)
的检测结果为 HCV-RNA<10

 

IU/mL,最低检测下

限为10
 

IU/mL,灵敏度验证符合要求。
2.2 高敏 HCV-RNA与普通 HCV-RNA在丙型肝

炎诊断中的灵敏度及特异度比较 高敏 HCV-RNA
诊断灵敏度为91.67%,特异度为92.50%,诊断试验

四格 表 见 表 1,普 通 HCV-RNA
 

诊 断 灵 敏 度 为

68.75%,特异度为100.00%,诊断试验四格表见表

2。高敏HCV-RNA诊断丙型肝炎的灵敏度明显高于

普通 HCV-RNA,特异度略低于普通 HCV-RNA,差
异有统计学意义(P<0.05)。

表1  高敏 HCV-RNA诊断丙型肝炎结果(n)

高敏 HCV-RNA
HCV抗体

阳性 阴性

阳性 44 3

阴性 4 37

表2  普通 HCV-RNA诊断丙型肝炎结果(n)

普通 HCV-RNA
HCV抗体

阳性 阴性

阳性 33 0

阴性 15 40

2.3 高敏HCV-RNA与HCV核心抗原在丙型肝炎

诊断中的灵敏度及特异度比较 HCV核心抗原诊断

灵敏度为66.67%,特异度为97.50%,诊断试验四格

表见表3。高敏 HCV-RNA诊断丙型肝炎的灵敏度

明显高于HCV核心抗原,特异度略低于 HCV核心

抗原,差异有统计学意义(P<0.05)。

表3  HCV核心抗原诊断丙型肝炎结果(n)

HCV核心抗原
HCV抗体

阳性 阴性

阳性 32 1

阴性 16 39

3 讨  论

HCV-RNA检测结果主要用于判断HCV的复制

情况,是丙型肝炎传染性强弱的重要标志,也可用于

丙型肝炎抗病毒治疗方案的选择和治疗后的预后判

断[2]。传统的HCV-RNA检测方法主要采用荧光定

量PCR法检测,检测下限值一般为500
 

IU/mL。由

于实验环境中可能存在RNA酶而导致扩增抑制,造
成假阴性结果,或者扩增产物的污染易造成假阳性结

果[3]。目前常用的核酸提取方法分为磁珠提取法和

柱提法。有研究发现,磁珠提取法比柱提法敏感度更

高,尤其在低病毒载量标本的检测中优势明显[4],具
有较高的临床应用价值。随着分子诊断技术的不断

进步,HCV-RNA 的 检 测 下 限 值 不 断 被 刷 新。
GeneXpert运用半巢式定量PCR+微流控技术,整合

标本制备、核酸扩增和检测3个步骤于一个独立的试

剂盒中,并将其自动化,使标本处理既方便又快捷,整
个标本处理过程可在2

 

min内处理完毕。核酸提取

过程则在试剂盒的不同通道中完成,可最大限度地减

少污染的发生。为了比较高敏 HCV-RNA 与普通

HCV-RNA在诊断丙型肝炎中的灵敏度,课题组采用

GeneXpert和厦门安普利Anadas9850同时检测了48
例HCV抗体阳性患者和40例 HCV抗体阴性的健

康体检者的 HCV-RNA,结果显示高敏 HCV-RNA
的灵敏度明显高于普通 HCV-RNA,差异有统计学意

义(P<0.05)。HCV核心抗原是丙型肝炎诊断的另

一敏感指标,可能会通过影响基因组的表达调控,从
而影响细胞的增殖分化[5]。本研究结果显示,高敏

HCV-RNA诊断丙型肝炎的灵敏度明显高于HCV核

心抗原,差异有统计学意义(P<0.05)。与鞠伟[6]的

研究结论相类似,提示高敏HCV-RNA在丙型肝炎病

原学诊断中优势最为明显。
由于常规PCR法检测HCV的灵敏度较低,在临

床上易造成部分患者的漏诊和漏治。欧洲肝病协会

在有关丙型肝炎防治指南中推荐采用高敏 HCV-
RNA(检测下限15

 

IU/mL)作为急慢性丙型肝炎的

诊断指标[7],对于治疗方案的拟订和预后判断具有重

要的指导意义。目前,临床上常用的丙型肝炎抗体检

测方法有酶联免疫吸附试验、金标法和化学发光法

等[8]。一般来说,酶联免疫吸附试验的阳性检出率比

金标法高,具有较高的灵敏度和特异度,磁微粒化学

发光法与酶联免疫吸附试验比较,其灵敏度更高,检
测时间更短,可提高临床丙型肝炎检测的准确度[9]。
但由于窗口期的存在,HCV感染后3~4周才能检测

到HCV抗体,或者由于患者本身的免疫缺陷,导致机
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体不能产生抗体或抗体产生的量达不到检测标准,都
会导致 HCV抗体假阴性,本研究对照组40例 HCV
抗体阴性者中,HCV-RNA阳性有3例,可能属于上

述情况。常规PCR检测HCV-RNA,由于灵敏度不够,
在HCV抗体阴性患者中鉴别是否有HCV感染优势不

明显。而高敏 HCV-RNA则可在 HCV急性感染的早

期检出,提示高敏HCV-RNA检测在HCV抗体阴性人

群中有较大意义,可用于义务献血人群丙型肝炎的

筛查。
HCV-RNA与丙氨酸氨基转移酶(ALT)水平可

能存在一定的相关性,有研究发现,血清ALT水平较

高的患者,HCV-RNA相对较高,二者呈正相关(P<
0.05)[10-12]。ALT主要存在于肝细胞中,可少量释放

于血液中,一般不高于40
 

IU/L。病毒性肝炎的急性

期或药物性肝炎导致肝细胞大量坏死时,ALT可大

量释放入血液中,所以ALT是反映肝细胞损伤的重要

标志物。有研究发现 HCV-RNA高水平组[(1×106~
1×108

 

)copy/mL]谷氨酰转移酶(GGT)、天门冬氨酸氨

基转移酶(AST)、ALT等肝功能指标水平均明显高于

低水平组[(1×103~1×105
 

)copy/mL]和中等水平组
[(1×105~1×106

 

)copy/mL][13]。也有学者认为,血清

ALT水平与 HCV-RNA存在相关关系,但ALT异常

率与 HCV-RNA 之 间 无 相 关 性[14]。HCV-RNA 与

ALT的关系将是本课题组未来的研究方向。
丙型肝炎HCV-RNA载量与多个血清学指标相

关。据报道,HCV-RNA载量与 T细胞亚群明显相

关,与CD8+水平呈正相关,与CD4+、CD4+/CD8+水

平呈负相关[15-16];HCV-RNA载量与血清白细胞介素
(IL)-6、IL-10、IL-32及免疫球蛋白(Ig)G、IgA、IgM
水平存在显著正相关[17];血常规中红细胞分布宽度/
血小板比值(RPR)及血小板/淋巴细胞比值(PLR)与
慢性丙型肝炎肝硬化代偿期的发生、纤维化进展程度

相关[18-19];HCV-RNA水平与血小板计数(PLT)和血

小 板 压 积 (PCT)呈 负 相 关,与 血 小 板 分 布 宽 度
(PDW)、平均血小板体积(MPV)和血小板比值指数

评分(APRI)呈现正相关[20];抗核抗体的产生与丙型

肝炎肝功能指标和 HCV-RNA载量有关[21]。以上研

究提示HCV-RNA与血清学指标联合检测有助于判

断丙型肝炎病情。
综上所述,HCV-RNA一定程度上可反映肝脏的

损伤情况,高敏 HCV-RNA的灵敏度明显高于普通

HCV-RNA和 HCV核心抗原检测,在丙型肝炎的临

床诊断中具有十分重要的应用价值。
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