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提 要 对 HCV NS5区部分基因进行了克隆表达．获得优质 NS5区蛋自抗原。通过对不同人群 

抗 一NS5检测表明，随访 3年和 6年的输血后丙肝(PT—He)病例抗 一NS5阳性率分别为 70 5％ 

和 8O．O％：随访 8年和 11年慢性丙肝(c—He)病捌分别为 50．7％和 82．4％。一般人群阳性率仅 

为 1．7％．正常献血员中未检出阳性。结果表明研制的 NS5抗原产生持久、特异性 强。l6倒 PT— 

HC病人抗 一NS5和 HCV RNA的动态随观察时间延长．阳性率呈升高趋势(P>O．05)。说明抗 一 

NS5抗体和 HCV RNA一样可反映病毒活动状态 对 I1份低值阳性参 比血清检测表明．加入重 

组 NS5抗原后．可进 -_步提高检出率。NS5区抗原的表达成功无疑为研制我国 自己的第三代诊断 

试剂奠号 重要基础  ̂
关键词 cv NS5基因．抗原表达．丙墅肝炎．检铡新究 
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— NANBH)的主要病原。主要经输血和污染的血制品传播⋯。感染后极易转为慢性且与原 

发性肝癌的发生密切相关 · 。因此，研制筛查献血员、病例早期诊断和疗效评价的高敏感 

性、高特异性的诊断试剂具有十分重要的意义。 

为研制我国自己的第三代诊断试剂，我『仃对HCV NS5区的部分基因组进，行了克隆表达． 

获得了优质的重组蛋白抗原。由于抗原表达内容将有另文发表．本文将重点对 NS5抗原在不 

同人群中 HCV感染检测结果进行分析。 

材料和方法 

1 重组 NSS蛋白抗原的制备 

首先用计算机 Goldkey程序对HCV NS5区蛋白的抗原决定簇进行预测分折。在优势抗原表位设计合成 

引物。从河北省固安县丙肝病人血清中纯 化 HCV RNA．用 RT—PCR合成 eDNA。目的基因经亚克隆柯建 

pOEX—NS5—1重组质垃。转化至宿主苗 Bl，21中诱导表达。用we毗m 印遵和 EIA法测定抗原活性。用制 

备电棘技术获得高纯度的重组抗原．建立 EIA方法。 

2 血清来源 

各不同类型病人血清采 自河北省固安县，输血后丙型肝炎(PT—nO)系列血清分别采自病人输血前和输 

血后 1、3．6月、1、3．6年。慢性丙墅肝炎(c—He)血清采自随访 8年和 儿 年的病人。所有系列血清组病人均 
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为一班性输血．输血前抗一HCV明性．ALT正常而且近 6年内无肝扁史。输血后排除了其他肝炎病毒的感 

染。献全血血员血清和一般人群血清由河北省保定血站提供。参比血精由北京新伟氛生物技术公司提供。 

3 检测方法 

3．1 A工．T：以改良鞍氏法≥25u／L为异常。 

3．2 抗一HCV：包括抗 一HCVC100—3(美国 OftlloChiton C～100EIA试剂)、抗 一} ’cPl0(日本 Kuraray 

NI4 EIA试剂)、抗 一HCVC22(日本化血研 Joe一2 EIA试剂)、抗 一HCV Sc，NS314(珠海亚利生物工程公司 

引进的美国 LIBI第二代试剂 )、抗 一HCVNSS(本研究组重组表达的 NS5匿抗原)、抗 一HCVlgM．以沈阳赢 

民第二代 E1A试剂为基础。j日中和 IgG法检测 有关试剂均在有效期内使用．按说明书操作和判定结果 

以两种和两种以上试剂同时阳性判为阳性 

3．3 HCV RNA：采用RT—PCR方法 检测。选用HCV基因组 5 非编码区引物(由中国人民解放军军事 

医学科学院基础医学研究所合成)，按照 Kwok等报道的方法防止假阳性扩增和交叉污染 j。 

3．4 酶免疫分析(EIA)方法 ：参考 Ktm G等报告的方法进行_I “。首先通过方阵滴定确定抗原的最佳包被 

量为1：40O，酶标记物的最佳稀释浓度为1：1000，血清的话释浓度为 1：20。具体步骤按常规方法进行 

结 果 

1 不同人群抗 一NS5和抗 一HCV的检测 

不恩人群抗一NS5和抗一HCV抗体检测结果见表l。随访3年和 6年的PT—HC病例， 

抗一NS5阳性率分别为 70．5％和 80．0％；随访 8年和 l1年的 C—HC病倒。抗 一NS5阳性率 

分别为 50．7％和 82．4％。阳性率均有大幅度升高。291倒献全血血员中未检出抗 一NS5抗 

体。179份一般人群血清抗一NS5阳性率为 1．7％，这与第二代试剂检涮结果相同。 

衰 1 不同人群抗一NS5和抗 一HCV检测结墨分析 。 

TaMe 1 Pe一 自g鼎 of antl—NS5 and皿n—HCV in He— t population 

抗 一HCV：第=代试剂 

Anti—HCV：Second genexatirm reag印t 

2 34饵PT—HC的Al』T、抗一NS5等抗体和HCV RNA首次异常或阳性时间分析 

结果详见表 2，以scNS3／4阳转时间和Al』T首次异常时间为最早，其次为 CP10和 P22， 

抗一NS5的产生时间平均为4个月左右，有5例没有产生(14．71％)，在HCV不同区域抗体中 

出现较晚。 

● 
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3 39仞 PT—HC的抗 一lqs5动态捡溯 

结果见表 3及图 1。输血后 1⋯3 6 12、36和 72个月抗 一NS5阳性率分别为 51．28％、 

56．41％、64．10％、69．23％、71．79％和 82．05％，呈逐渐升高趋势。在 39例病人中 34例抗 一 

NS5出现阳转，其中 30例阳转后持续阳性；5例在6年抗一NS5始终阴性；1例出现阴转。 

衰 2 34饲PT—HC悖Al|T、抗一KS5暮抗体和 Hcv RNA首次异需蚺 性时目 

Table 2 pottlet_衄 of̂ 1|T、anti—NS5 andHCV RJqA _m 34∞ 6 PT —Hc 

4 16仞 PT—HC病人抗 一NS5和 HCV RNA 

动态分析 

对 16例 PT—HC病例的抗 一NS5和 HCV 

RNA进行了动态统计分析。从表 4和图 2可 

看出，输血后第 1到 72个月间，抗 一N 抗体 

阳性 率波动在 56．4％至 81．3％之 间；HCV 

RNA在 62．5％至 盯 ．5％之间，两项指标动态 

变化均呈平缓上升趋势。 

衰 3 39饲 PT—HC抗 一N 动鑫分断 

Table 3 Dynamk state of anti—Ns5_m 一伸c 

衰 4 16饲 PT—HC病人抗 一Ns5和 HCVRNA动态分断 

Table 4 Dym m~1lithe of anti—NS5 andHCV RNA 16 一伸c 

：0 05 P>0．05 
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害 

图 1 39倒 PT—f 病嗣抗 一 曙 动态壹化 

l Thedyn衄 icm k 一心  39 枷 PT—H【= 

(只、 

图2 16倒PT一} 病人抗一N 和 }lcvRNA动毒分析 

2 The dyn eot 一Ns5血dHCV RNA _m l6 衄 t5withPT—fIc 

5 阳性、朋性参比血清和抗一HCV低值标本抗一NS5抗体的检测 

对 20份已知抗一HCV阳性和 15份阴性参比血清进行抗 一NS5抗体检测，结果阳性标本 

的平均OD值为1．29，阴性标本的平均OD值为0．042，在140何C—HC病何血清样品检测中 

发现一例抗一Nss抗体单独阳性，另有13倒血清样品对第二代抗一HCV诊断试剂呈弱阳性 

反应，而抗 一NS5抗体检测时的 OD值较高。 

讨 论 

Hcv基因组为单股正链 RNA，长度约9．5 kb．由9个基因区组成．从 5 端开始依次为 5 

NCR、C区、El区、E2／NSl、NS2、NS3、N&、N％和3 一NCR 其中C区、El区和E2区．为病 

● 
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毒结构蛋白编码区．NSI区及 NS2一s区为非结构蛋白编码区。NSs区最长，约有 3150个核苷 

酸，含有 GDD序列，编码病毒依赖 RNA的RNA多聚酶，参与病毒的复制u 。 J。所以，检测 

NS5抗体在一定程度上可反映丙肝病情的活动状态．为临床治疗和]敷后评价提供新的依据。 

在本研究中．随访 3年和 6年的 PT—HC病例抗 一Ns5阳性率分别为 70．5％和 80．0％． 

随访 8年和 l1年的 C—HC病例抗一NS5阳性率分别为 50．7％和 82．4％阳性率均有大幅度 

的升高。献全血血员未检出抗 一Ns5抗体。179份一般人群血清抗 一NS5阳性率为 1．7％． 

这与抗 一HCV检测结果相同。虽然抗 一N％抗体出现较晚．但在 PT—HC中随着观察时间的 

延长阳性率逐渐升高．到 6年时仍达到 82．05％。上述结果表明我们研制的 Ns5抗原产生持 

久、特异性强。对 l6例 PT～HC病人同时检测抗 一NS5和 HCVRNA的动态变化，结果表明 

两项指标均随观察时间的延长阳性率有升高的趋势．在 6个月以后阳性率基本稳定。这说明 

抗一NS5抗体和 HCV RNA一样可反映病毒在体内的活动状态。 

最近，国外学者通过加入Ns5区抗原和对NS3抗原的优化．推出了第三代抗一HCV诊断 

试剂。与第二代试剂相比其敏感性和特异性均有所提高I14-17]。国内学者也对NS3抗原进行 

了优化n“。我们在平行检测的 140例慢性丙型肝炎血清中发现一侧抗 一Ns5单独阳性．这与 

Riezu J等和 WaumansL等 14, 报道存在抗 一NS5抗体单独阳性的丙型肝炎的结果相一致。 

在 C—HC血清抗 一NS5检溯中，还发现有些血清抗 一Ns5抗体的滴度明显高于其它区域抗 

体。对 l1份易漏检的阳性参比血清检测结果表明，加人重组 NS5抗原后，可进一步提高阳性 

检出率。 

综上所述．我们研制的 NS5抗原不仅有较好的特异性和敏感性。而且与 HCV RNA一样 

可反映病毒在体内的活动状态，加入重组 NS5抗原后，可进一步提高试剂的阳性检出率。它 

的表达成功无疑为研制我国自己的第三代诊断试剂奠定了重要基础。 
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Application of Recombination Antigen of Hepatitis C Virus 

(HCV)NS5 Region in Detection of Hepatitis C Infections 

Niu Jhmhang XuD咖 净ng2 Meng Zongda et 

‘(Anti⋯  Station of~ ei ，Baodlng 071000) 

(InstituteofBasicM ．MilitaryM Academy．Beiji~g 100850) 

The purposeofthis studYwasto evehlatethe effectiveof recombination antigenofHCVNS5 

regionin detectionof hepatitisC infection andindevelopingthethirdgenerationHCV diagnostic 

kitinChina ．AⅡthe semm sampleswere obtainedinHebeiProvince．Sera of Prr—HC patien ts 

were collected in pre— transfusion and at 1．3．6。12。36 and 72 months after transfus ien ，Sera 

from patients with C—HC 、咣 collected in 8th year an d lhh yesx after followed—up．EL～ 

methodwas developed using recombina tionan tigen  ofHc、，NS5 region．HCV RNA was deter- 

minedwithRT—PCR 咖 5’NTR primer．Tbeanti—NS5 wes detectedin different papula- 

tions．1rhepositive ratesofanti—NS5in Prr—HC patients,foflowed—upfor3 and6 years，were 

7O．5％ and 80．1％ ，respectively；C —HC pa tien ts followed—l for8 and 11 years、咣 50．8％ 

and 82．4％ 。~espectivdy．No anti—NS5 in 291 blood donors was de tec ted， and in the normal 

populations the positive rate was 1．7％ ．Although the an ti—NS5 appeared later．th e longer fol— 

lowing uptimethe higher of positive ratein Prr—HC．andin the 6th yesxwel"e 82．05％．In16 

PT—HC pa tients．the positive rates ofbothAnti—NS5an dHCV RNA wereincreasod infollow- 

ing uptimelongergradually( =0．05 P>0．05)．Tbe results show thattheantigen ofHCV 

NS5thereishighersensitivityand specificity．Undoubtedly．it canhe usedinproducing the third 

reagentfortestingan ti—Ns5 inChina． 

Keyw删 HCV NS5 gl~ne，An tigen expression，HepatitisC，Detection application 
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