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获得性免疫缺陷综合征，简称艾滋病（acCuired i mmun-
odeficiency syndrome ，AI DS），是由免疫缺陷病毒（human i m-
munodeficiency Virus ，HI V）感染所引起的一种严重的传染性

疾病。HI V／AI DS 的流行已成为人类、社会和经济发展的灾

难，全球活着的 HI V 感染者已超过4 300 万 人，每 天 约 有

14 000 人感染 HI V，其中1／2 以上为24 岁以下的青少年。

自1985 年我国发现首例 AI DS 病人以来，呈加速流行的趋

势，疫情正在从高危人群向一般人群传播。截止到2005 年

底，我国估测存活的 HI V 感染者有65 万；预计到2010 年，

如控制不力可能达到1000 万，疫情非常严峻。由于目前尚

无有效的预防疫苗和根治艾滋病的药物，当前防治的主要手

段仍是预防为主。2003 年4 月，美国CDC 将HI V 检测纳入

到预防艾滋病感染的常规医疗措施之中。因此普及 HI V 的

检测，尤其是快速检测，尽早发现感染者，控制其传播就显得

尤为重要和必要。

近年来，随着分子生物学技术的迅速发展，HI V 抗体检

测方法也随之不断更新。由酶联免 疫 吸 附 检 测（enZyme-
li nked i mmunosorbent assay ，ELISA）和免疫印迹检测（West-
ern blot ，WB）组合而成的抗体检测的“金标准”方法，到近几

年发展起来的 HI V 抗体快速检测方法和非侵入性 HI V 抗

体检测方法，再到可以在家中自行采集样品的抗体检测方

法。HI V 抗体检测试剂正朝着更特异、敏感、高效和更快速、

经济、方便的方向发展。现就此方面综述如下。

1 ELISA 和 WB 方法- HIV 检测的“金标准”

ELISA 法以病毒抗原包被反应板，应用间接法原理检测

HI V 抗体。ELISA 试剂的发展见表1 。其中第三代试剂可

将窗口期由10 周缩短至3!4 周。第四代试剂可同时检测

抗原和抗体，使窗口期缩短至2!3 周。Speers D［1 ］等比较第

3 代、第4 代试剂监测 HI V 血清阳转时发现，与第3 代试剂

相比第4 代试剂出现了“第2 窗口期”，其原因是p24 抗原水

平下降一段时间之后抗体的量才上升到检测水平之上，这段

时间内既检测不到p24 抗原又检测不到 HI V 抗体，因此称

为“第2 窗口期”。尽管这种情况并不多见，但也提示我们应

注意“第2 窗口期”。ELISA 法检测 HI V 抗体的敏感性和特

异性都超过99 % 。其假阴性结果通常出现在HI V 感染最初

的1!2 周内或是疾病后期抗体水平很低的时候；而假阳性

结果则可能与以下疾病相关：自身免疫性疾病、肾衰、胆囊纤

维化、肝病、血液透析、多次妊娠或输血、以及接种疫苗等［2 ］。

表1 ELISA 试剂的发展

Table 1 The deVelopment of ELISAreagents

ELISA 试剂 抗原 特点

第一代试剂 HI V 全病毒裂解物 检测HI V 抗体；假阳性率较高

第二代试剂 在细菌或真菌中表达的人工重组HI V 抗原或化学合成的

HI V 抗原多肽

单一性抗原代替多样性混合抗原，特异性高于第一代试剂

第三代试剂 合成HI V 抗原多肽（少数用重组抗原） 应用双抗原夹心法原理检测HI V 抗体；

可同时检测血清中HI V-1 IgG、IgM、IgA 抗体；

敏感性和特异性均优于一代和二代试剂

第四代试剂 在第三代试剂基础上，将针对P24 抗原的抗体与 HI V-1
抗原一起包被固相载体

同时检测HI V-1 IgG、IgM、IgA 抗体和P24 抗原
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WB 是体外检测和鉴定 HI V 抗体的方法，用于 确 证

ELISA 检测阳性的个体。原理是以病毒抗原、重组抗原或合

成肽，经SDS- PAGE 电泳后转至硝酸纤维素膜上，再与血清

或血浆中的 HI V 抗体结合，最后以显色反应来确定条带的

存在。有报道说 WB 检测的特异性是97. 8 %（364／372 ）［3 ］，

这可能是由于在病毒裂解液中存在人白细胞抗原（human
leukocyte anti gen ，HLA）的抗体，或操作过程中临近阳性样品

的交叉污染，以及条带判断错误和结果解释标准的不同所

致。另外，大约4 %!20 %ELISA 检测阳性个体的 WB 结果

为“不确定”。其原因可能是在“窗口期”HI V 抗体水平和种

类尚未达到 WB 检出水平，或 HI V 感染后期核心抗体的缺

失及一些非特异 性 反 应（淋 巴 瘤、肝 病、自 身 免 疫 性 疾 病
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等）［2 ］。尽管如此，WB 方法仍是目前公认的 ~I V 抗体确证

方法。另外，除血液样品的 WB 检测之外，近几年针对唾液

和尿液的 WB 检测试剂盒也已获得美国食品和药品监督管

理局（US Food and Drug Administration ，FDA）批准陆续上

市。

2 HIV抗体快速检测技术

2. 1 概述 ~I V 抗体快速检测是在传统ELISA 和 WB 检

测方法的基础上发展起来的。主要特点是在较短的时间内

通过相对简单的操作即可得到相对准确的检测结果。美国

CDC2005 年公布的~I V 抗体快速检测试剂评价报告显示，

经FDA 批准的4 家公司的全血、唾液和血浆检测试剂的特

异性和敏感性分别为99. 1 %～100 % 和99. 3 %～100 %［4 ］。

传统的~I V 抗体检测方法无法回避以下问题：①全世

界大部分~I V 感染者不知道自己的感染状况：我国80 % 以

上的 ~I V 感染者不知道自己的感染状况；②相当一部分人

检测后不再来取检测结果：2003 年美国CDC 的统计结果显

示，用传统的 ~I V 检测方法得到阳性结果的人群中约有三

分之一没有再来取检测结果［5 ］，其原因包括：来回交通的不

便、等待结果的时间过长、对得到的阳性结果及因此带来的

社会歧视的恐惧、检测的费用过高、不愿再度抽血等［6 ］；③在

不具备ELISA 设备和专业人员的情况下给检测带来困难，

如即时现场检测（poi nt-of-care ）等；④许多发展中国家设备和

条件不足限制了ELISA 检测的使用。而~I V 抗体快速检测

技术就是针对上述问题发展起来的。W~0 也看到这一点，

在1992 年发表的《~I V 抗体检测选择和应用的建议》一文中

提议要将~I V 快速检测结合到实验室标准检测和即时现场

检测当中去。

快速检测操作简单，不需特殊设备及专业人员，尤其适

合发展中国家。有研究表明只受过半天简单培训的非专业

人员即足以熟练完成整个操作［7 ］，从而减少了人为因素导致

的错误。此外，~I V 的母婴传播也因女性感染者的增多而日

益受到关注。如不对其进行干预，孕期和分娩期发生传染的

可能性分别为10 % 和15 %［8 ］，而对围产期妇女进行早期诊

断并给予适当治疗，围产期 ~I V 母婴传播可降至2 % 或更

低。因此，方便快速的诊断方法尤其适合这类人群的需求。

Melvi n AJ［9 ］等对秘鲁某医院急诊室2000 年10 月至2001 年

8 月期间3 543 名妊娠晚期妇女进行了 ~I V 抗体快速检测，

27 名阳性妇女中仅2 名以标准酶联免疫测定（enzyme i m-
munoassay ，EI A）方法检测为阴性。他们同时推荐在妊娠早

期进行 ~I V 抗体检测，但对妊娠晚期或分娩期妇女来说快

速检测方法更可行并易于接受。~I V 抗体快速检测的缺点

是不适合大量样品的同时检测，如100 份以上样品；对单独

做一个检测可能费用更大；操作者确认结果的不稳定性等

等。1997 年美国CDC 及州和地方健康相关实验室主管人员

在亚特兰大召开的会议上讨论了 ~I V 抗体快速检测的使用

问题，会议认为其是否使用应根据当地的 ~I V 流行状况及

被检测者检测后取结果的返回率决定［10 ］。我国也在《全国

艾滋病检测技术规范》中明确提出要根据 ~I V 流行强度对

不同地区和不同人群采用不同的检测程序［11 ］。

2. 2 ~I V 抗体快速检测技术的原理 ~I V 抗体快速检测

的原理是将~I V-1 和／或 ~I V-2 的不同抗原组合后偶联

至不同固相介质，与样品中的相应抗体结合，再通过肉眼可

见的变化来判断结果。通常在30min 以内显示结果。按照

固相介质的不同可分为：固相捕获免疫检测（soli d- phase cap-
ture i mmunoassay ）、免疫斑点检测（dot i mmunoblot assay ）、颗

粒凝集检测（particle aggluti nation assay ）及近年来发展起来

的芯片检测方法（latex bead i mmobilization i n PDMS matri x
等）。目前比较常用的是颗粒凝集检测和固相捕获免疫检

测。

颗粒凝集检测是根据 ~I V 抗体与 ~I V 抗原包被的橡

胶微珠混合后，就会发生抗原- 抗体- 抗原相互作用，导致

肉眼可见的橡胶微珠凝集，以此判断结果。由于凝集反应不

强时结果判断困难，现又进行了新的改进，样品和橡胶微珠

的混合物加至样品孔中，而后流经窄而长的通道，提高了颗

粒凝集效果。该方法需多步操作，一般在10～60min 内显示

结果。试剂需冷藏保存。

免疫过滤检测（i mmunofiltrations ／floW-t hrough ）应用了

固相捕获免疫检测技术。其是将 ~I V 抗原固定在多孔渗水

膜上，样品流经膜后抗体被吸附，再加入标记的抗原（通常为

胶体金标记或硒标记），膜上就会产生肉眼可见的点或线，以

此判断结果。如将~I V-1 和~I V-2 的抗原固定在膜的不

同位置则可同时检测~I V-1 或是~I V-2 感染。该方法一

般在5～15min 内显示结果。试剂需冷藏保存。

最近发展起来的免疫层析检测（i mmunochromatography
／lateral floW）是将~I V 抗原和标记抗原的抗体固定在硝酸

纤维素膜上不同区域，当样品加至样品孔或吸附垫后，样品

中抗体会随同标记抗原一起通过毛细作用沿膜移动，到达

~I V 抗原固定区发生~I V 抗原-~I V 抗体- 标记抗原相互

作用，从而出现肉眼可见的条带；到达标记抗原的抗体固定

区发生标记抗原的抗体- 标记抗原相互作用，从而出现检测

的对照条带。如将不同抗原固定在膜的不同位置，还可以检

测出~I V-1 的不同型别，如 M 型、0 型及~I V-2 。该方法

仅需单步操作，一般在15min 以内显示结果。试剂室温保存

即可。

3 非侵入性HIV抗体检测

研究发现，除血浆或血清外，人体的其他体液（如唾液、

尿液和阴道洗液等）也可检测到 ~I V 抗体。这些体液的收

集对个体来说是无创的，因而更易接受，尤其是对老人、小孩

和静脉吸毒者等采血困难的人群。同时又是安全的，降低了

因采样造成的感染者机会感染和采样者意外感染的风险。

此外，还可降低样品采集和检测的成本。剩余样品也不必按

照生物危害品处理。

以这类体液为样品的 ~I V 抗体检测与血浆／血清的抗

体检测流程相同：先进行ELISA 筛查，阳性者再进行ELISA
复查，重复阳性者进行 WB 确证。因这类体液的抗体水平相

对较低，进行ELISA 和 WB 检测时，阳性标准要进行适当调
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整。

3. 1 唾液HI V 检测方法 以口腔黏膜的液体来检测 HI V

抗体因其无创性和安全性引起研究者们的关注。其早期面

临的问题和发展如下表（表2 ）。

表! 唾液检测的主要技术问题及解决方法

Table 2 The maj or techniCues of overcoming obstacles f or oral HI Vtest
问题 事实 解决方法

IgG 抗体滴度低 是血浆IgG 水平的1／800［12 ］；IgG 含量大于IgA［13 ］ 研究发现，在唾液成分中，齿龈裂隙分泌液IgG 水平最

高，可以作为检测的样品来源

蛋白酶对IgG 的降解 微生物产生的蛋白酶降解IgG，使第7 天IgG 含量仅

为原含量的7 %［14 ］

将收集到的样品保存在含防腐剂的溶液中，研究表明，

第7 天IgG 的含量仍在93 % 以上

粘度高 唾液是一种混合物，其中包括腮腺、下颌腺等，其分泌

物均粘稠；以及口腔内含有的颗粒性物质

加盐溶液棉签的特殊吸附方式，使样品和粘稠物质分

离

缺乏样品收集的标准方法 早期研究采用传统的检测方法，其主要是针对血液样

品的，对唾液样品不适用

OraSure 检测系统提供了专门的样品收集方法

OraSure 公司推出了特殊的口腔液体样品收集装置及方

法：包括一根经特殊处理的棉签和一瓶含防腐剂的溶液。取

样时将棉签置于颊和齿龈之间来回摩擦至棉签湿润，再静置

2min 充分取样。取样后，棉签放置在准备好的含防腐剂的

小瓶中送实验室检测。研究人员对该取样方法收集到的唾

液样品同血浆／血清样品进行了ELISA 检测的评价［16 ］，共

检测样品3 570 份，其中2 382 份来自一般人群、698 份来自

高危人群、242 份来自艾滋病人、248 份来自易导致 HI V 抗

体检测假阳性的其他疾病病人。结果表明，用该方法取样检

测的敏感性和特异性均超过99. 4 % 。美国FDA 于1996 年

批准了OraSure 的取样体系，并将其用于ELISA 筛查和 WB
确证检测。近几年，唾液检测也朝着快速检测方向发展。

2004 年3 月26 日，美国FDA 又批准了Ora@uick 公司生产

的唾液HI V-1／2 抗体快速检测试剂盒。20min 之内即可报

告结果，检测敏感性和特异性大于99 % 。

3. 2 尿液HI V 检测方法 1988 年，纽约大学的研究者们发

现HI V 感染者尿液中可检测到HI V 抗体，并以IgA 为主，也

含一定量的IgG。尿液HI V 抗体检测以其无创性、安全性和

低成本同样引起了关注。1996 年美国FDA 批准了首个尿

液 ELISA 检 测 试 剂 盒（Calypte Biomedical Corporation ，

Berkeley ，Calif ornia ），原理是以重组gp160 包膜蛋白包被反

应板来检测 HI V 抗体，但同时指出由于其检测准确性不如

标准的血液样品因而只能作为辅助诊断工具［17 ］。Desai S
等［18 ］研究了140 份尿液和血浆配对样品的ELISA 检测效

果，与血浆样品的结果相比，尿液ELISA 检测的敏感性和特

异性分别达到99 %（87／88 ）和94 %（47／52 ）。尿液中的HI V
抗体同样可以用 WB 方法检出。1998 年5 月美国FDA 批准

了同一家公司的尿液 WB 试剂盒。Tiensi wakul P［19 ］研究了

84 份尿液和血浆配对样品的 WB 检测效果，与血浆样品的

结果 相 比，尿 液 WB 检 测 的 敏 感 性 和 特 异 性 分 别 达 到

97. 7 %（43／44 ）和100 %（40／40 ）。此外，在一般人群中进行

大规模普查时发现，血液样品 HI V 抗体检测阴性的25 000
人中有24 人尿液HI V 抗体检测呈阳性。有研究者［20 ］详细

研究了尿液ELISA 检测重复阳性，但尿液 WB 检测及血浆

ELISA 检测均阴性（uri ne- positi ve／serum- negative ，UPSN）的

现象，认为这可能仅是黏膜局部免疫的结果，但同时指出这

一推测还不足以解释血浆检测阴性的现象。这一发现对治

疗和疫苗研究可能有重要意义。

" 在家中采集样品的抗体检测方法

通过提供必备的样品采集和保存设备使个体能够自行

采样：刺破指尖后将一滴血滴至经特殊处理的滤膜上，晾干

后成“干血点”样品。而后匿名邮寄至实验室，实验室进行的

则是常规的 HI V 抗体检测，受检者再播打免费电话得知自

己的检测结果、获得咨询和帮助。由于“干血点”样品运输和

保存的便利和一部分人希望匿名检测的心理使得这一检测

方法受到关注。1996 年美国FDA 批准了2 种 HI V 抗体检

测家中样品收集产品，该产品直接面对消费者。Frank AP
等［21 ］对家中样品采集体系和传统静脉血 HI V-1 检测方法

做了比较。对1 255 名个体的检测结果显示，“干血点”样品

和传统静脉血样品的结果完全一致，两者相比其敏感性和特

异性均为100 % 。对电话咨询效果的监测发现，咨询后能完

全正确回答提问的占96 % 。另外，唾液检测也可以和电话

咨询相结合进行匿名检测。

# 抗体检测技术的应用

5. 1 降低灵敏度的抗体亲和力检测技术 抗体亲和力检测

技术（Detuned Assay ）是根据新近感染病例抗体的滴度、亲和

力都比已发病例的低，因此将ELISA 和快速检测方法进行

适当修改降低检测的灵敏度，再对两种样品进行检测，从而

达到辨别新近感染和既往感染的目的。其对流行病学研究

有意义。理论上讲，因为新近感染的抗体滴度相对较低，只

要我们把待检测样品进行适当稀释，那么检测的结果就可能

由“有反应”变到“不确定”或是“无反应”；而既往感染的样品

在相 同 条 件 下 却 无 此 现 象，从 而 能 够 辨 别 两 种 感 染。

Janssen［22 ］等在1998 年据此原理用Abbott Laboratories 第一

代ELISA 试剂以标准检测方法和低敏感检测方法同时检测

经ELISA 和 WB 确证的样品，可以鉴别出最近129d 内的血

清阳转，假阳性率分别为0. 4 %（长期持续HI V 感染）和2 %
（疾病晚期）。但该方法耗时，并需重复检测。后来又发展出

亲和力检测，根据 HI V 感染初期感染时间的不同与抗体亲

和力的高低密切相关，因此可以通过 HI V 抗原抗体复合物

对分离试剂（减弱抗原抗体的相互作用）的抵抗程度，即抗体

亲和力指数（Avidity Index ，AI ），来区分新近感染和既往感
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染。通常采用第3 代ELISA 试剂进行检测。公认的检测试

剂是BioRad 公司的重组病毒裂解EI A 试剂，抗体亲和力指

数低于80 % 的结果被认为是新近感染和最近120d 内的血

清阳转。近年来以快速检测方法为基础发展起来的抗体亲

和力快速检测方法，也是基于样品稀释的原理进行检测。

5. 2 降低成本的样品混合抗体检测技术 样品混合（pooled
speci mens）方法是将若干份待检测样品混合后进行1 次标准

~I V 抗体检测，如检测结果为阴性，则认为每一份样品均为

阴性；如检测结果为阳性，则在所检测样品中进行随机分组，

再进行相似的样品混合检测，以此缩小阳性样品的范围，直

至完全区分出阳性样品和阴性样品群体。该方法在血液筛

查和群体研究中显示出明显的低成本性。为兼顾检测的准

确性和低成本性，混合样品的数量必须根据地区的 ~I V 流

行状况进行调整。自20 世纪80 年代后期，一系列的研究均

说明了使用样品混合方法在ELISA 方法筛查血液样品中的

有效性。近些年随着抗体快速检测技术的发展，研究者开始

关注两种技术的联合应用。Stephen D［23 ］等评价了两种快速

检测方法（Sero Stri p ~I V-1／2 和 Deter mine ~I V-1／2 ）用

于血液样品混合检测的效果。两种检测的样品混合量均在

5!10 份之间。结果该方法与未经样品混合的 ELISA 和

WB 相当，Sero Stri p ~I V-1／2 检测敏感性为98. 88 % 、特异

性为99. 56 % ；Deter mine ~I V-1／2 检测敏感性为100 % 、特

异性为99. 45 % 。

! 发展与展望

综合上述，分子生物学技术的发展和人们对诊断方式的

需求的提高不断推动着~I V 抗体检测技术的发展。Skolni k
~S 等［24 ］通过调查人们对 ~I V 抗体检测地点和方式的选

择，分析了影响选择的主要因素。结果显示影响人们选择不

同检测方法的主要因素是：检测的准确性、花费的时间、检测

结果的隐私性和检测结果对其他事件的影响程度。而这些

因素对未来~I V 抗体检测技术的发展很可能起着至关重要

的作用。
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