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丙型肝炎患者尿液特异标志物

的检测及其临床意义

肖杰生① 高志良 陈文思

陈 青 江元森 俞洪林

(中山医科大学附属第三医院传染病科 ,广州
,

5 1 0 6 30)

提 要 对 54 例丙型肝炎患者尿液特异指标检测
,

结果
:

抗
-

H C V 阳性 5 / 5 4 例 (9
.

2 % )
,

H C V R N A 阳

性 9 / 5 4 例 ( 16
.

7% )
.

急性 H C V 感染者
,

尿中抗
一

H CV 检出率为 26/ 例 (33 写 )
,

较慢性者 3 / 3 8 例 (7
.

9% )为高

(P < 0
.

05 )
.

尿液 H Cv R N A 全部出现在未经
。 一
干扰素治疗的慢性患者中

,

故可用作判断干扰素疗效的指标

之一 本文在尿中检出 H C V R N A
,

提示 H C V 可经尿液污染环境
。
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丙型肝炎病毒 ( H C V )感染后
,

患者血清

中可以检到其特异的核酸序列 ( H C V R N A )

和抗
一

H C V 等
。

H CV R N A 被检出不仅确定

感染体内有病原体存在
,

而且反映其复制程

度
。

抗
一

H C V 目前尚不能 确定其属性
,

说 明

H C V 感染或仅为以往感染
。

在感染者的分泌

液 (如唾液
、

尿液
、

精液等 ) 中很难 查到 H C V

R N A l1[
,

仅有部分可测出抗
一

H C V图
,

而尿 中

杭
一

H C V 检出率仅次于血清检出率
L3 〕 。

本文

介绍用多聚酶链反应 ( P C R )技术检测尿液中

H CV R N A 及 用 E L IS A 法测抗
一

H C V
,

结合

被检者临床资料进行分析
。

材料与方法

1
.

1 病例选择和分组

本科病房住院及门诊病人共 64 例
,

实验

组 54 例
,

对照组 10 例
。

按病例分 4组
。

第 1

组
:

急性丙型肝炎病者 6 例
。

诊断标准为
:

既

往无
“
肝 炎

”

病史
,

因输血或输血浆后 2 个月

左右起病
,

丙氨酸转氨酶 ( A L T ) > 20 o U / L
,

血清中 H CV R N A 阳性
,

抗
一

H C V 阳性
,

其它

肝 炎 指 标 如
:
H sB A g

、

抗
一

H cB I g M
、

H B V

D N A ( P C R )
,

抗
一

H A V I g M
,

抗
一

H E V Ig M
、

I g G
,

H D A g
、

抗
一

H D V 等检查全部阴性
。

第 2

组
:

未经
Q 一

干扰素治疗的慢性丙型肝炎患者

3 8 例
。

该组患者病程大于 6 个月
,

有慢性肝

炎体 征及血清 乍球蛋 白升高
,

H CV 指标阳

性
,

其它肝炎病毒指标阴性
。

第 3 组
:

经 a 一

干

扰素治疗的慢性丙型肝炎 10 例
。

诊断标准同

第 2 组
, a 一

干扰素 (美 国
“

先灵
”

公 司产品 ) 治

疗用 3 00 万 U /每次
,

隔 日 1 次
,

连用 3 个月

以上
。

第 4 组
:

为对照组 10 例
.

即乙型肝炎 8

例
,

甲型肝炎 2 例
,

均无输血史
,

血清 H c v 指

标阴性
。

L Z 标本收集

用预先处理无 菌管收集晨尿 s m l
,

立即

1 g o o r /m i n
,

离心 1 5m i n
,

小心吸上液 o
.

s m l

分 5 管
,

全放置于一 4 0℃保存 备检
,

于收集后

1 4d 内检测完毕
。

所有尿标本均作尿常规镜

检
,

未发现红细胞
。

血清同时收集
,

按常规处

理
。

卜 3 抗
一

H CV 检测

采用上海科华试剂
,

所用包被抗原为合

成肤 (含 H C V 病毒结构区核心抗原和非结构

区抗原 )
。

血清标本以 1 :

20 稀释后使用
,

检

测结果在酶标阅读仪 (艺9 6 0
,

M e t e r t e e h I N C )

中读出光吸收值 ( A 值 )
,

裁止值 ( cu t of f) 为

0
.

16
,

如大于此值判为血清抗
一

H C V 阳性
。

尿

① 第一作者
,
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男
,
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液标本用 l : 2 稀释后使用
,

结果按下公式算

出判断值
。 附表 尿液

、

血液中 H C V 指标检测

尿标本 A 值一空白对照 A 值
病例数 抗 一 H C v 阳性 H CV R N A 阳性

尿阴性对照 A 值一空白对照 A 值
一判断值

只ùnù,口,八 上JO000
,曰,上组组,̀,d

如判断值 ) 2
.

1
,

判为尿标本抗
一

H C V 阳

性
。

1
.

4 H C V R N A 检测

采用热变性直接法 (另文有详述 )〔们多聚

酶链反应 ( P C R )检测
.

引物采用 H C V 序列 5
’

端非编码 区片段
。

血清
、

尿标本各 50 闪加裂

解液 (含 0
.

5% 2
一

琉基 乙醇等 )
,

95 ℃ 15 m in
,

1 1 o o o r / m i n 离心 s m i n 后
,

取上清 5拌l 进行

逆转录及套式 P C R
.

将 P C R 产物 1 0闪在含

0
.

5拜g / m l 澳化 乙锭 ( E B )的 1
.

5%琼脂糖上

电泳 hl
,

在 2 35 7人的紫外光上观察结果
,

以

同步 电泳的 1 2 3 b p ( B R L ) D N A 分子 量标准

作参照
。

预扩增产物为 14 4b p
。

尿 血

0 6

9 3 0

0 7

J/ ~ (n ) 尿 血 尿 血

1 组 6 2 5 0 6

注
:
1 组

:

急性丙肝沼 组
:

未经干扰素治疗的俊性丙肝
,

3 组
:

干扰素治疗的慢性丙肝

2 结 果

2
.

1 尿标本 H C V 标志物检测重复性试验

5 4 份 H C V 感染者尿标本
,

抗 H C V 阳性

5 例
,

检 出率 为 5 / 5 4 ( 9
.

2 % )
,

H C V R N A 阳

性 9 例
,

检出率 9 / 5 4 ( 1 6
.

7 % )
。

5 份抗
一

H C V

阳性尿标本复检 3 次
,

其变异系数为 2
.

6%
。

9

例 H C V R N A 阳性标本用 P C R 法重复 2 次

检测
,

其中有 6份 3 次均阳性
,

3 份 2 次阳性
。

将以上 9份 H C V R N A 阳性尿标本放置室温

2 4 h 后检测结果全部阴性
。

10 份对照的尿标

本
,

抗
一

H C V 及 H C V R N A 全部阴性
。

2
.

2 急性
、

慢性 H C V 感染者及
a 一

干扰素治

疗者尿液
、

血液中 H CV 标本物检测

实 验 3 组 的 尿
、

血 中抗
一

H CV
、

H C V

R N A 检测结果如附表
。

表中数字经统计学处理
,

用 r 检验作比

较
,

l
、

2
、

3 组 中抗
一

H C V 及 H CV R N A 检测
,

所有血标本的检出率显著高于尿标本
。

尿抗
-

H C V 阳性 率在 1
、

2 组及 2
、

3 组之间有差 异

( P < 0
.

0 5 )
。

尿 H CV R N A 仅 2 组有 2 3%可

检出
,

1 组急性期及 3 组干扰素治疗组均未

检出
。

2
.

3 尿标本 H C V R N A 与抗
一

H C V 之

间关系

9 份被检出 H C V R N A 阳性的尿标本中

有 2 份杭
一

H CV 阳性
,

阳性率为 2 / 9 ( 2 2 % )
,

占尿抗
一

H CV 总阳性的 2/ 5 (4 0% )
。

3 讨 论

有关尿液 中 H C V 感染指标的检测及意

义
,

相关的报道不多
。

本文结果
,

血标本与尿

标本抗
一

H C V 与 H C V R N A 同时检测
,

血标

本检 出率明显高于尿标本检出率
。

其中急性

H C V 感染组 l( 组 )及
。 一

干扰素治疗组 (3 组 )

尿中 H C v R N A 不能测出
。

而未经
a 一

干扰素

治疗 的 2 组 慢性丙 型肝 炎 中检出尿 H CV

R N A 阳性 9 例
。

尿液中有病毒核酸 ( R N A )

的检出
,

说明 H C V R N A 可以部分从血中经

肾小球滤过
,

且排除了因尿液 中有血液污染

的情况
,

因所有被检 者的尿 常规低倍镜下无

红细胞
,

对照组乙肝与甲肝 患者尿中无一例

检 出抗
一

H CV 与 H C V R N A
。

是否本身肾脏

有感染
,

目前尚无更多的证据说明
,

须进一步

深入研究
.

本文检测 H C V R N A 方法
,

采用直接热

变性处理尿标本
,

用低浓度 2
一

疏基 乙醇作裂

解液
,

然后 在 94
`

C 以上热变性
,

使标本中可

能存在的核酸酶灭活
,

减少对 R N A 的降解
。

与传统的异硫氰酸肌结合酚
,

抓仿等抽提 sj[
,

乙醇沉淀有较大的优势
,

使检测标本在最快

的时间内完成
,

且重复性达 89 %以上
.

尿中抗
一

H C V 的检测
,

N ie l〔
3〕
等以 l

:
2

稀释检测
,

其结果报道有近似于血标本的检
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出率
。

本文所测尿标本
,

如用血标本相同的稀

释度 ( 1
:

20 ) 则检测抗
一

H C V 全部 阴性
,

用 1

:
2 稀释仅检出 5 份

,

检出率为 5 / 5 4
,

远低于

血标本检出率
。

经 多次重 复
,

变异 系数为

.2 6%
,

结果稳定
。

检测尿液 H C V 标志有以下几个意义
:

( l) 本文结果显示 H C V 感染者可以通过尿液

向外界释放病原体
,

但尿液放置常温下 24 h
,

则测不出病毒核酸
,

说 明 H CV R N A 在尿中

传播意义可能不大
.

( 2) 本文资料显示 10 例

用 。 一

干扰素治疗期间
,

血清 H C v R N A 阳性

率 为 7 / 1 0
,

与 非干 扰 素 治 疗 组 的 3 0 / 3 9

( 76
.

8% )相比无差 异
,

但其尿液 中无 1 份可

检 出 H C V R N A
,

而 非治疗组尿液为 9 / 3 8

( 23 % )
,

差异显著 ( P < 0
.

01 )
。

目前对干扰素

治 疗丙 型肝 炎疗效观察除了视其肝功能以

外
,

主要视血中 H C V R N A 是否消失闭
,

因而

尿 液中 H C V R N A 的检测可作为又一判断

药物治疗疗效的指标
。

( 3) 尿抗
一

H C V 阳性在

本文显示
,

急性感染者为 33 %
,

慢性者 为

7
.

9写
,

差异明显
。

部分急性感染者尿抗
一

H C V

阳性
,

而血 中抗
一

H C V 尚未出现
,

但可检测得

到 H CV R N A
,

提示有部分抗
一

H C V 出现在

感染者初期尿液之 中
.

( 4) 尿 中 H c v R N A

与抗
一
H C V 的检出有无相关关系

,

必须通过

更多的病例观察来反映
。
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