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摘  要: 病毒在食源性疾病的爆发中起着至关重要的作用, 其中, 甲型肝炎病毒(hepatitis A virus, HAV)感染

后能够致人衰弱, 并引发急性肝衰竭。由于其传染迅速, 影响范围广, HAV 污染已经给消费者带来了严重的健

康风险, 且在全球范围内造成了大规模的食源性疫情和经济损失。因此, 早期快速准确的检测 HAV 对于食品

安全和疫情暴发的溯源至关重要, 以便及时确定并召回受污染的食品, 防止感染的进一步发生。传统的 HAV

检测方法由于检出率不高以及病毒在细胞内的培养周期长等问题, 往往耗时费力, 无法快速有效地对其进行

检测。本文对目前报道较多的 HAV 快速检测技术进行了阐述和梳理, 对各项技术的检出限、检测时间以及优

缺点进行了比较, 并对 HAV 快速检测技术研究进行了展望, 为后续 HAV 的快速检测研究提供依据, 也有助于

进一步探讨与开发 HAV 快速检测的新技术, 以有效防止 HAV 的传播与危害。 
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ABSTRACT: Viruses play a crucial role in the outbreaks of foodborne disease, among of which, hepatitis A virus 

(HAV) infection can cause debilitation and acute liver failure. Due to its rapid transmission and wide range of impacts, 

HAV contamination has posed serious health risks to consumers and caused large-scale foodborne outbreaks and 

economic losses around the world. Therefore, early, rapid and accurate detection of HAV is essential for food safety and 

traceability of outbreaks, so that contaminated food can be identified and recalled in time to prevent further infections. 

Because of the low detection rates and the long incubation period of the virus in cells, HAV detection methods are often 

time-consuming and laborious, which make it difficult to quickly and effectively detect for it. This article described and 
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summarized the currently reported HAV rapid detection techniques, comparing the limits of detection, detection times, as 

well as their advantages and disadvantages, and prospected the research on HAV rapid detection technologies, which is 

excepted to provide a basis for further research on rapid detection of HAV, and also contribute to the exploration and 

development of new technologies for rapid detection of HAV, so as to prevent the spread and harm of HAV. 
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0  引  言 

甲型肝炎病毒(hepatitis A virus, HAV)属于小 RNA 病毒

科嗜肝病毒属, 仅有一个血清型和一个抗原抗体系统。1973

年, HAV 首次由 Feinslone 通过免疫电镜技术在甲型肝炎急

性期患者的粪便中发现[1]。人类 HAV 毒株共分为 3 种基因

型(I、II 和 III)和 7 种亚型(IA、IB、IC、IIA、IIB、IIIA 和

IIIB), 世界范围内最普遍的是 IA 亚型。HAV 会导致以肝脏

损伤为主的急性肠道传染性疾病, 人类是该病毒目前已知

的唯一储存宿主, 其在人体中的潜伏期通常为 14~28 d, 任

何年龄均可患本病, 感染后的恶化和相关并发症在老年人、

免疫功能低下患者、慢性肝病患者和孕妇中较为常见, 极少

数患者感染 HAV 后会引发致命的急性肝功能衰竭[2]。据

2022 年世界卫生组织估计, 每年约有 150 万人感染 HAV[3]。 

HAV 主要传播途径为粪-口传播, 例如人与人之间的

接触, 或食用受污染的食物或水[4]。冷链运输食品如海产

品、新鲜浆果中 HAV 的污染尤为严重, 许多国家的研究和

数据证实了双壳类软体动物贝类在过滤海水来获取食物时, 

能将海水中的病毒积累于消化系统, 从而导致病毒的传播, 

目前 HAV 的重要传播载体为牡蛎和贻贝[5]。由于 HAV 性

质稳定, 可在环境中长期存在, 且在低温环境中仍能保持

其传染性, 普通的消毒或控制细菌病原体的食品制作程序

并不能完全杀灭 HAV, 因此 HAV 具有极大的污染食品的

潜力[6]。HAV疾病一旦暴发, 传染速度极快且容易复发, 难

以消除, 并且会通过人与人之间的传播, 导致疫情持续时

间延长, 在社区流行数月[7]。1988 年上海市由于受粪便污

染的毛蚶未经煮熟而被食用, 引起了建国以来最大规模

的一次甲型肝炎爆发, 短期内导致 31 余万人感染, 47 人

死亡[8]。因此, 快速灵敏的 HAV 检测技术对于监管机构进

行常规监测和疫情调查至关重要, 以便确定疫情的来源, 

并及时召回受污染的食品以防止进一步感染[9]。 

传统的 HAV 检测方法如电镜观察法和细胞培养法, 

由于检出率不高以及 HAV 难以适应细胞, 培养周期太长

等因素, 无法快速有效的对其进行检测。近些年, 随着技

术进步, 目前主要采用分子生物学和免疫学两大类技术进

行 HAV 检测, 相较于传统方法, 不仅缩短了检测时间, 减

少了操作烦琐度, 增加了灵敏度, 还大大提高了检测结果

的准确度, 从而被广泛应用[10]。因此本文就这两类技术进

行综述, 比较各项检测技术的检出限与检测时间, 并分析

其优缺点, 为后续 HAV 快速检测技术的发展和完善以及

新技术的研发及应用提供参考。 

1  免疫学技术 

抗原与抗体的特异性结合反应是一切免疫测定技术

的基本原理, 免疫学技术具有检测快速、灵敏度高、特异

性强等特点[11]。但截至目前, 大部分研究都是针对血清基

质, 针对复杂的食品基质一般需要增加病毒洗脱步骤, 然

后再采用免疫学方法检测。采用该种技术进行 HAV 快速

检测主要有以下 6 类。 

1.1  酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)是目前应用最广泛的免疫学检测技术, 也是 HAV-IgM

检测的经典方法。该技术的原理是通过在酶上标记二抗, 

由于抗原抗体反应具有特异性, 通过观察酶催化底物后的

颜色变化来判断试验结果。黄旭华[12]分别采用 ELISA 与胶

体金法对患者的 HAV 与戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, 

HEV)进行检验, 结果表明ELISA的HAV诊断率为 84.60%, 

要明显优于胶体金法(61.50%)。李冬琦等[13]使用 HAV 多克

隆抗体和 HAV 单克隆抗体酶结合物建立双抗体夹心

ELISA, 该方法的灵敏度为 0.546875 IU/mL, 且与其他人

用疫苗和辅料成分无交叉反应。ELISA 虽是衡量其他免疫

学检测技术准确率的标准, 但因为该测定需要多个步骤, 

包括使用几种试剂的添加和洗涤, 直到最后一步抗体-抗

原结合产生可测量的信号后才可观测结果, 与其他技术比

相对耗时, 价格昂贵; 而且, ELISA 最大的问题是当样本

浓度较高时, 竞争法的假阴性率相对较高[14]。 

1.2  电化学发光免疫分析法 

电化学发光免疫分析法 (electro-chemi-luminescence 

immunoassay assay, ECLIA)是主要利用电极表面特异性电

化学发光反应进行免疫分析的技术[15]。其原理主要是利用

发光标记物与靶物质之间结合的特异性, 在碱性环境下发

光, 通过测定光能间接得到待测物的浓度, 整个反应过程在

全自动化封闭体系中进行, 避免了交叉污染, 无人为操作等

误差的影响[16]。与 ELISA 相较, 其假阳性概率降低、检验

时间较短、标本测定效率高, 更接近于临床流行病学。蔡贤

惠[17]将 ELISA 与 ECLIA 对 HAV-IgM 抗体的检测进行了对

比评价, 结果表明 ELISA 虽具有较高的敏感度(100.00%), 

但特异性不如 ECLIA, 且 ECLIA 测定时能够实现全自动化, 

更适用于临床诊断。但 ECLIA 同样存在仪器试剂成本较高
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的问题, 且由于其原理是根据对光能进行测定从而间接得

到待测物浓度, 所以也存在检测精度不高的问题。 

1.3  斑点金免疫渗滤测定法 

斑点金免疫渗滤测定法 (dot immune-gold filtration 

assay, DIGFA)是在具有渗滤作用的微孔滤膜上包被已知的

抗原或抗体, 将其作为固相载体, 在加入待测样本后抗原

抗体快速结合并反应生成红色的可见斑点, 该反应过程省

去了底物显色的步骤[18]。该技术针对不同待检物主要有两

种检测方法, 如双抗夹心法针对抗原的检测、间接法用于

检测抗体等。刘瑛等 [19]建立了检测抗-HAV 抗体的快速

DIGFA, 灵敏度和特异度分别为 92.80%和 92.98%, 结果与

ELISA 和 ECLIA 一致。但该技术作为一种定性检测技术, 

不仅无法同时检测多种样品, 且对于低浓度样本检测时灵敏

度低, 其灵敏度和特异性依赖于抗体的质量和选择, 常导致

临床出现漏检等问题, 因此其实际应用受到了一些限制。 

1.4  近红外免疫层析技术 

近红外免疫层析技术(near-infrared immunochromatographic 

assay, NICA)是将近红外荧光与免疫层析技术相结合的一

种侧向流技术, 通过近红外荧光染料对病毒单抗进行标记, 

从而制备近红外免疫层析试纸条, 实现对目的病毒抗体进

行快速检测[20]。万晓楠等[21]建立了一种应用 Dyligh 800 荧

光染料的 NICA 试纸条快速检测食源性 HAV 的技术, 由于

生物基体极少在荧光探针 Dyligh 800 区域自发荧光, 因

此具有背景荧光量小、检测灵敏度高的优点。该技术最

低检出限为 1 μg/mL, 与反转录-聚合酶链式反应(reverse 

transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)法的符合

率达 100%。但由于该检测技术需要依赖抗体, 试纸条虽便

于携带但成本相对较高, 且存在信号强度低, 定量辨别力

差等通病, 因此其推广应用受限。 

1.5  胶体金免疫层析技术 

胶体金免疫层析技术 (gold immunochromatography 

assay, GICA)是以胶体金为示踪标志物, 将二抗标记上胶

体金颗粒, 通过待测物与含有反应试剂的层析条上的特定

受体发生高特异亲和性免疫反应生成标记物, 该反应可直

接观察到检测结果[22]。陈凤仙[23]采用 GICA 和 ELISA 对

20 例样本的 HAV-IgM 检测效果进行了比较, 发现 ELISA

验准确率为 95.00%, 显著优于 GICA (60.00%)。陆寒等[24]

通过对 1152 份甲型肝炎 IgG 阳性样品进行检测, 同样对

GICA 和 ELISA 的检测效果进行了比较, 结果显示 HAV 只

有对浓度不低于 20 IU/mL 的甲型肝炎抗 HAV-IgG 检测特异

性较高, 而对于低于 20 IU/mL 的 IgG 抗体的检测不如

ELISA 敏感。但 GICA 技术的试剂与样品用量极少, 无需仪

器设备, 操作步骤简单快捷, 极大程度上避免了因复杂操作

而引起的实验误差, 因此检测时间与传统的 ELISA 相比有

较大的优势, 且胶体金试剂与实验结果均能够长期保存。 

1.6  3D 探针 

3D 探针是使用肽配体-人铁蛋白重链(human ferritin 

heavy chain, hFTH)纳米粒子的常见载体, 通过将目的抗原

的多拷贝基因呈递到 hFTH 纳米颗粒表面合成的, 该探针能

够通过表面上的纳米颗粒的时程聚类实现检测信号的增强, 

从而进行精确的一步免疫分析[25]。KWON 等[26]应用该技术

检测 HAV 感染患者血清中的抗 HAV 抗体, 只需将甲型肝炎

患者血清和还原剂添加到含有金离子和 3D 探针(即 vAgNPs)

的预测定溶液中, 即可进行一步免疫测定, 5~20 min 内即可

产生明显的光学信号, 能够准确区分抗 HAV-IgM 和 IgG 抗

体。目前基于 vAgNP 的免疫测定没有产生任何假阴性/阳性

信号, 灵敏度与特异性较高。但此技术的相关报道较少, 对

于针对不同基质的检测等内容还需进一步丰富。 

2  分子生物学技术 

由于食物中病毒浓度较低, 加上食物基质的复杂性, 

使检测食物样本中的病毒变得困难。分子生物学技术具有灵

敏度高、漏检率低等优势, 即使食物样本中病毒含量较低, 

也可通过 PCR 将目的片段进行扩增, 从而进行检测[27]。目

前报道较多的 HAV 分子生物学检测技术主要有以下 7 类。 

2.1  反转录-聚合酶链式反应 

传统的 PCR 方法由于操作较为烦琐, 存在对操作人

员技术、仪器要求高且耗时长等问题, 无法便携快速地进行

检测, 因此在一些疾病暴发区或偏远地区的应用受阻[28]。

RT-PCR 是将 RNA 的反转录(reverse transcription, RT)与

PCR 相结合的技术, 其原理是通过反转录获得病毒的总

RNA 或 mRNA 后, 在反转录酶的作用下将 RNA (mRNA)

反转录成 cDNA, 进行 PCR 扩增, 是目前病毒检测应用最

广泛的技术。目前该技术已经被发展成能够通过一次反应

同时检测多种病毒或同一种病毒的不同基因型的多重

RT-PCR。PROBERT 等[29]开发了一种能够检测 HAV 3 种亚

型 IA、IB和 IIIA的三重 RT-PCR, 各亚型检出限分别为 0.1、

10 与 10 copies/反应, 与单重 RT-PCR 分别检测各基因型相

比, 未观察到各基因型靶标的检出限差异且在任何检测浓

度下均未检测到异源分析物的交叉反应性。由于引物间的

碱基会互补产生二聚体, 从而容易导致实验结果产生假阳

性, CHOU 等[30]采用优化探针的解链温度并缩短两个原始

引物的方法减少该情况的发生 , 改进后方法的检出限为

3.7×10‒2~6.6×10‒2 半数组织培养感染量(50% tissue culture 

infectivedose, TCID50), 检测灵敏度比先前的检测方法高

10~1000 倍。RT-PCR 技术具有特异性好、灵敏度高的优势, 

但需要不同温度的热循环扩增, 且必须依赖精密的核酸扩

增仪, 所以更多的适用于实验室检测[31]。 

2.2  实时荧光定量 PCR 

实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)

是目前应用最广泛的技术, 该技术通过向原始的 PCR 反应
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体系中加入荧光标记探针或相应的荧光染料, 连续监测指

数扩增期间的荧光信号变化, 从而通过荧光信号的积累实

时监测整个 PCR 进程, 由于在 PCR 扩增的指数时期, 模板

的 Ct 值和该模板的起始拷贝数存在线性关系 , 进而通

过计算标准曲线对待测模板进行定量分析[32]。针对病毒

RNA 需要先进行反转录, 即 RT-qPCR。国际标准化组织

(International Organization for Standardization, ISO)采用该

技术制定标准 ISO 15216-2 用于食品中 HAV 的检测。

WANG等[33]通过 RT-qPCR 对比了 ISO 15216-2: 2019 标准方

法与增加了聚乙二醇沉淀程序两种从马尼拉蛤中富集 HAV

的技术, 灵敏度分别为 102.5 细胞培养半数感染量/mL(cell 

culture infective dose 50%, CCID50)和 101.5 CCID50/mL。

ELMAHDY等[34]建立了绿色蔬菜中HAV、诺如病毒(norovirus, 

NoV) GI 和NoV GII 的RT-qPCR 检测方法, 对HAV 的检出率

可达 31.2%, 平均浓度为 9.2×104 genome copies/g, NoV GI 和

NoV GII 的检出率分别为 20%和 30%, 平均浓度分别为

1.1×104 genome copies/g 和 2.03×103 genome copies/g。采用

RT-qPCR 技术还能通过一次反应进行多重检测, 从而提高

检测效率, 如 YU 等[35]建立了一种由 5 对引物组成的同时

检测 Nov GI/GII、HAV、轮状病毒(rotavirus, RV)和腺病毒

(adenovirus, AdV) 5 种致病性病毒的多重 RT-qPCR 方法, 

对 NoV GI、NoV GII 和 HAV 的检出限均为 101 copies/µL, 

对 RoV和 AdV的检出限为 102 copies/µL, 且病毒间不存在

交叉作用。除了能进行多重检测以外, 为了能对检测过程

进行控制, FUENTES 等[36]开发了一种以门戈病毒为过程

控制病毒, 可同时检测 HAV、NoV GI、NoV GII 的四重

RT-qPCR方法, 结果显示, 对于 NoV GII, 四重检测与单重

检测具有相似的检出限, 对于 HAV 和 NoV GI, 四重检测

的检出限比单重检测高 10 倍。但在多重检测过程中, 由于

多个模板在同一个反应中结合, 试剂之间的竞争增加常导

致荧光信号低于标准单重的 PCR, 因此其灵敏度略低, 但

可满足欧洲标准化委员会开发的用于选定食品中病毒检测

方法的要求。RT-qPCR 技术能够进行快速定性检测, 且具

有成本低、重复性好、可靠性高等优点, 已经被广泛用于

食品行业检测、环境监测、临床疾病诊断等[37], 但该技术

目前只能进行半定量, 尚无法进行精准定量。 

2.3  微滴式数字 PCR 

微滴式数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR)是在普

通 PCR 前先对样品进行微滴化处理, 即利用微滴发生器将

含有核酸分子的荧光 PCR 反应体系“分割”为数万个纳升

级的微滴, 核酸分子在各微滴中随机分布, 每个微滴均作

为一个独立的反应, 扩增后利用微滴分析仪对各微滴分别

进行检测, 通过阳性微滴的比例以及泊松分布原理计算出

待测分子的初始拷贝数或浓度, 进而对初始反应体系中的

核酸靶分子数做到绝对定量[38]。经 PCR 扩增后, 逐个对每

个微滴进行检测, 其定量不需要标准曲线, 且精密度明显

高于 RT-qPCR[39]。针对 RNA 病毒, 同样需要在 ddPCR 的

基础上与 RT 结合, 即 RT-ddPCR。COUDRAY-MEUNIER

等[40]证实了 RT-ddPCR 技术定量是根据信号的有无而不

是荧光强度的变化来进行, 因此很少会由于某些与基质

类似的物质引起荧光强度的变化, 避免了 qPCR 因基质相

关抑制而导致的扩增效率偏差, 并有望发展到对食品样

品中其他人类病原体的定量检测。PERSSON 等[41]的评估

证实了 RT-ddPCR 的检出限(95%)比 RT-qPCR 高出 10%, 

且 RT-ddPCR 能够在不需要外部校准曲线的情况下同时

定量不同的靶标, 并检测出病毒浓度随时间的微小变化, 

更适用于食品控制和临床研究。HAN 等[42]将探针等比例

混合进一步开发出了能够同时检测 HAV 与 NoV GI、NoV 

GII 的三重 ddPCR 方法, NoV GI、NoV GII 和 HAV 的检

出限分别为 7.5、5.0 和 5.0 copies/反应。但典型的 ddPCR

的液滴形成与扩增和检测都分别在不同仪器中完成, 只

能检测已知的有针对性的突变, 并且每个测定能检测到

的突变数量有限, 与 RT-qPCR 相比成本高的同时更加复

杂耗时。 

2.4  环介导等温扩增技术 

环 介 导 等 温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)是 2000 年首次由 Notomi 等人提出的

一种新型核酸扩增技术, 相较于其他核酸等温扩增技术发

展较为成熟[43]。其原理是设计 4 种能够特异性识别目的基

因 6 个区域的引物(外引物 F3、B3 和内引物 FIP、BIP)。

在初始扩增阶段, 外引物 F3 与 B3 延伸, 同时剥离相应的

内引物, FIP 与 BIP 延长生成的子链在形成单链后折叠形成

茎环结构, 得到两端都有茎环结构的哑铃状循环模板; 随

后, 茎环结构上的部分单链与内引物在链置换 DNA 聚合

酶的作用下杂交并延伸, 再次生成单链并从原来的模板上

剥离下来。重复以上步骤, 最终获得大小不一、具有类似

单体结构的产物[44]。常用的 LAMP 扩增产物检测方法有荧

光法、浊度法、琼脂糖凝胶电泳法、试纸条法以及添加染

料指示剂等。李雪梅等[45]建立了 HAV 的 LAMP 检测技术, 

通过筛选和优化, 最终确定检测温度为 63℃, 检测灵敏度

为 10 copies/µL, 特异性强。邱丰等[46]通过添加快速引物, 提

高了 HAV 的检测灵敏度, 达到 5 TCID50/mL。崔健等[47]将该

技术与PCR就扩增效率进行了比较; 与RT-PCR就检出限以

及实际样品检测进行了比较, 结果表明, LAMP 与 PCR 扩增

效率一致, 检测灵敏度为 10.76 copies/µL, 实际样品检测结

果与实时荧光 RT-PCR 一致。WU 等[48]建立了一种用于检测

HAV 的 LAMP 与实时生物发光分析(bioluminescent assay in 

real-time, BART)相结合的 RT-LAMP-BART 技术, 该技术

对绿色洋葱、草莓、贻贝和牛奶中 HAV 的检出限分别为

8.3×100 PFU/15 g、8.3×101 PFU/50 g、8.3×100 PFU/5 g 和

8.3×100 PFU/40 mL, 结果与 RT-PCR 结果一致。RT-LAMP

技术的检测结果能够直接观察, 并且检测具有较高的灵敏

度与特异性, 适用于现场监测, 有着良好的应用前景, 但

值得注意的是, 该技术由于在扩增过程中需要加入多条引
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物, 同样存在碱基会互补产生二聚体的问题, 进而产生假

阳性, 所以在设计引物的过程中要求更高且更困难[49]。 

2.5  多酶恒温快速扩增技术 

多酶恒温快速扩增 (multienzyme isothermal rapid 

amplification, MIRA)技术是 2019 年开发出的一种全新的

常温恒温扩增技术[50]。该技术依靠 4 种功能蛋白, 即单链

结合蛋白(single strand DNA-binding protein, SSB)、DNA 解

旋酶 egp 41、重组酶-Rec A 和 DNA 聚合酶-DNA pol I[51]。

在常温恒温条件下, 引物与重组酶-Rec A 形成 Rec/ssDNA

复合体, 在解旋酶 gp41 和 SSB 的作用下, 侵入双链 DNA

模板形成 D-loop 区域, 快速延伸从而实现扩增[52]。当模板

为 RNA 时, 特异性引物可以在逆转录酶的作用下直接合

成 cDNA 作为 MIRA 反应的模板[53]。SUN 等[54]将 RT-MIRA

和侧流层析试纸条 (lateral flow dipstick, LFD)相结合 , 

对 HAV 的 5'UTR 保守区域进行测定, 该技术在 37℃下, 

12 min 内即可完成 MIRA 扩增, LFD 试纸条的肉眼观察可

在 10 min 内完成, 检测灵敏度为 1 copies/µL, 与传统的

RT-PCR 进行比较, 其准确率可达到 100%。该技术不依赖

特殊仪器, 在资源有限地区, 特别是 HAV 高流行地区具有

很大的应用潜力。但由于该技术近几年刚刚兴起, 市场认

知度还比较低, 还需进一步的数据积累研究。 

2.6  多功能分子印迹传感器 

分子印迹技术是在聚合物单体溶液中以目标分子作

为模板与交联剂进行聚合, 形成复合物单体后再通过物理

或化学方法将模板分子去除, 从而得到分子印迹聚合物

(molecularly imprinted polymer, MIP), 制得的 MIP 中具有

多重作用的位点, 且能够在空间和结合位点上匹配模板分

子的空穴, 具有高度选择性[55]。在实际印迹过程中, 当目

标模板分子因价格昂贵等问题而不能作为实际模板, 可选

用虚拟模板代替目标模板[56]。ZHANG 等[57]研制出了一种基

于 MIP 技术的磁共振光散射传感器用于测定 HAV, 线性范

围为 0.02~1.40 nmol/L, 检出限为 6.2 pmol/L, 检测快速且灵

敏度高, 但孵育时间还有待进一步缩短。LUO 等[58]分别制

备了 HAV 和乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV) MIP 的荧

光传感器, 对 HAV 和 HBV 的检出限分别为 3.4 pmol/L 和

5.3 pmol/L, 检测均能在 20 min 内完成, 不仅对 HAV 和

HBV的同时检测具有良好的灵敏度和选择性, 而且检测结

果还可以通过紫外灯(365 nm)进行肉眼观察。但该技术在

对病毒进行印记的过程中, 还需要分析考虑并系统评估目

标大小、溶解度、脆性和成分复杂性等关键因素, 操作烦

琐, 推广应用受限。 

2.7  基因芯片技术 

基因芯片技术主要通过核酸分子杂交将高密度的

DNA 片段按特定顺序附着在固相表面, 并采用同位素或荧

光材料对 DNA 探针进行标记, 从而实现基于碱基互补杂交

的详细基因表达和监测研究, 因其通量高、自动化程度高等

被广泛应用在各个领域[59]。万志香[60]建立了一种目视化纳

米金探针 HAV 检测基因芯片技术, 该技术在银染 12 min

的情况下可以检测 100 fM HAV 扩增子, 且结果与 ELISA

检测抗-HAV-IgM 结果无显著性差别。YU 等[61]首次展示

了利用肠道病毒平铺微阵列对人工接种并提取自新鲜农

产品中的 HAV 和 NoV 进行快速分子鉴定, 结果显示, 绿

色洋葱中 HAV 的检出限为 1.2×105 基因组当量。基因芯

片检测技术除了快速灵敏, 还具有能够实现高通量、自动

化等优势, 在生命科学及相关领域中已呈现出广阔的应

用前景 , 但由于其检测需要昂贵的尖端仪器 , 还未广泛

应用于市场监测。 

2.8  二代测序技术 

二代测序技术(next-generation sequencing, NGS)是基

于 PCR 和基因芯片发展而来的一种 DNA 测序技术, NGS

引入了可逆终止末端 , 从而实现边合成边测序 , 通过在

DNA 复制过程中捕捉新添加的碱基所携带的特殊标记(一

般为荧光分子标记)来确定 DNA 的序列, 为了达到增强荧

光信号强度以读出 DNA 序列的目的, 单个 DNA 分子必须

扩增成由相同 DNA 组成的基因簇后同步进行复制[62]。

NGS 一次上机可同时检测大量 DNA 分子, 具有快速检测、

高通量等优势。LEE 等[63]开发了基于多重 PCR 的 NGS, 直

接从甲型肝炎患者的血清和粪便样本获得几乎全基因组序

列来定义 HAV 基因型, 以确保在含有相对低病毒载量的

临床样品中 HAV 的高基因组覆盖率。结果发现, 与全基因

组序列相比, VP3 基因具有较好的同源性, 可作为 HAV 暴

发流行的基因型溯源的候选基因。但 NGS 目前也存在局限

性, 由于读长增长会导致基因簇复制的协同性降低, 使碱

基测序质量下降, 严格限制了 NGS 的读长(不超过 500 bp), 

且价格相对昂贵, 对数据分析人员的要求较高, 尚未在实

验室实现全面普及。 

本文将不同检测技术所涉及的检出限、检测时间、优

缺点等信息汇总于表 1。 

3  结束语 

越来越多的流行病学研究表明, 由 HAV 引起的甲型

病毒性肝炎作为一种传染性疾病, 其传播迅速, 呈全世界

范围分布。我国作为甲型病毒性肝炎的高发区, 发病率位

居各型肝炎的首位。因此, 能够做到在现场准确快速地对

HAV 进行检测, 有利于减少因摄入病毒引起的感染, 对食

品安全和公共卫生具有重要意义, 同样也是目前需要攻

克的一个难点[64]。 

随着科学的不断发展, 国内外相关的 HAV 快速检

测技术正在不断地更新与完善, 各种新型检测技术层出

不穷, 虽然目前已报道的各种技术在快速性、便利性、

准确性、特异性等方面都有了很大的提升, 但仍存在一

些问题: 
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表 1  甲型肝炎病毒快速检测技术 
Table 1  Rapid detection of hepatitis A virus 

类别 检测方法 检出限 
检测 

时间/min
优点 缺点 文献

免疫学技术 

DIGFA / 10 
可直接观察结果, 检测时间缩短, 

结果直观可靠。 

对于低浓度样本, 检测时灵

敏度低, 常导致临床出现漏

检且成本较高。 

[19]

NICA 1 μg/mL 15 

特异性良好, 灵敏度较高, 与肠道

病毒 71 型、AdV、Rv、NoV 无交

叉反应。 

检测过程需要依赖抗体, 进

而导致成本增加。 
[21]

GICA 20 IU/mL 20 
操作简单快捷, 胶体金试剂保存

时间长。 
但易产生弱阳性, 准确度不高。 [24]

3D 探针 0.01 µM 5~20 
反应迅速, 准确度高, 灵敏度和特

异性可达 100%, 能够定量测定。

作为一种新方法, 目前发展

尚浅。 
[26]

分子生物学

技术 

RT-PCR 3.7×10‒2~6.6×10‒2 
TCID50 

/ 
试剂成本低, 耗时少, 可以做到多

重检测等优点。 

依赖精密的核酸扩增仪, 程序

复杂, 更适用于实验室检测。
[30]

RT-qPCR 
101 copies/µL / 灵敏度高, 准确度高, 能够做到快

速定性检测。 

无法做到精确定量, 且需要

专业仪器辅助, 因此推广应

用受限。 

[35]

101.5 CCID50/mL / [36]

RT-ddPCR 
9.2 copies/反应 / 能够检测出病毒浓度随时间的微

小变化。 

只能对已知且有针对性的突

变进行检测, 并且每个测定

能检测到的突变数量有限。

[41]

5.0 copies/反应 / [42]

RT-LAMP 

10 copies/µL 60~120 

不依赖大型仪器设备, 检测结果

能够直接观察, 并且检测灵敏度

高, 特异性强, 适用于现场监测。

容易造成气溶胶污染, 影响

检测结果。 

[45]

5 TCID50/ml / [46]

10.76 copies/µL 40 [47]

8.3×100 PFU/5 g / [48]

RT-MIRA 1 copies/µL 47 
不需要特殊仪器, 可资源稀缺地

区普及。 

目前的研究只针对HAV的质粒

DNA 进行检测, 还需要进一步

对HAV病原体进行检测来确定

其真实情况下的可行性。 

[54]

多功能分子

印迹传感器 

6.2 pmol/L / 检测快速, 具有良好的灵敏度和

选择性, 而且检测结果还可以直

接通过肉眼观察。 

该技术操作烦琐, 不易推广。
[57]

3.4 pmol/L 20 [58]

基因芯片 

技术 

1.2×105 基因组 

当量 
/ 

具有快速、灵敏、高通量、自动化

等优点。 

由于该技术检测需要昂贵的

尖端仪器, 还未广泛应用于

市场监测。 

[61]

NGS 102 copies/µL / 快速检测, 高通量, 覆盖度高。 

价格相对昂贵, 对数据分析

人员的要求较高, 尚未在实

验室实现全面普及。 

[63]

注: /表示文献中未提及。 
 

(1)灵敏度与特异性平衡的问题。免疫学技术虽然灵敏度

高, 但特异性不足, 容易产生交叉反应。分子生物学技术即使

标本量很少, 也可以通过核酸扩增得到可堪分析的片段, 这

在标本紧缺的情况下优于免疫学技术[65], 是目前HAV检测应

用最广泛的技术。但灵敏度较高, 实验过程中容易受气溶胶

或反复开盖等影响, 引起污染, 导致出现假阳性结果, 因此

对实验条件要求严格。(2)检测下限的问题。目前的快检方法

对于低浓度HAV的检测效果有限, 这可能导致一些早期感染

或低载量病毒的漏检。尤其食品基质多样, 组成复杂, 干扰物

质多, 更容易造成漏检。(3)现场应用的问题。目前报道的技

术大多仍需依赖于复杂的、高成本的仪器和专业的操作人员

等, 这极大地限制了它在日常检测和低资源环境中的使用, 
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无法完全适用于现场快速检测, 所以还需要进一步创新研

究[66]。目前的快速检测技术尚无法直接分析病毒的活性, 只

能通过检测病毒载量来间接推断病毒的复制能力和感染程度, 

无法准确区分是活病毒还是病毒核酸残留。 

因此未来在 HAV 快速检测方面提出以下建议:  

(1)在平衡灵敏度和特异性方面, 可以针对不同食品

基质、不同应用场景等选择适当的检测方法, 在确保能够

检测到目标病毒的同时减少非特异性反应。例如, ELISA

作为抗体应用最广泛的一种方法, 已经逐渐成为了一种检

测金标准, 而用适配体代替抗体, 从而产生了酶联适配体

试验, 在保证灵敏度的基础上提高了检测的特异性。(2)在

提高检测下限方面, 可开发更高效的 HAV 病毒富集和分

离技术, 提高 HAV 富集纯化效果, 降低检测下限, 避免基

质效应等问题。如王娉等[67]采用聚乙二醇沉淀富集小浆果

中低剂量感染的 HAV, 回收率可以达到 15.51%, 对 HAV

减毒疫苗的检测灵敏度可低至滴度 4.49 CCID50/mL, 对

HAV 质粒的检测灵敏度可低至 35 copies/μL。另外, 还可

以筛选和建立高效的 RNA 提取方法, 快速获取 HAV 检测

模板, 从而提高后续检测的准确性和灵敏度。(3)在提高

现场实际应用方面, 可研制能在现场稳定运行的便携式

快检设备, 实现即时检测和数据分析。或开发不依赖设备

的现场快速检测技术, 如重组酶聚合酶扩增(recombinase 

polymerase amplification, RPA)、重组酶介导等温扩增

(recombinase-aided amplification, RAA)和酶促重组等温扩

增(enzymatic recombinase amplification, ERA)等低温扩增

技术, 这些技术在 37~42℃下即可反应, 与人体温接近, 因

此可以夹在腋下或握在手中进行检测, 并且可以结合显色

剂、试纸条等直接进行结果判定, 检测时间仅需 5~30 min, 

大大缩短了检测时间, 具有很大的现场应用潜力[68]。 

综上所述, HAV 的快检技术仍有很大的发展空间。未来

希望积极探索新的技术领域, 开发更多高效的、准确的、灵

敏的、便捷的、现场适用的食品中 HAV 快速检测技术, 可以

将多种检测方法联合, 如将纳米技术、生物传感器和生物信息

学等技术结合, 利用纳米材料提高检测的灵敏度, 利用人工智

能辅助分析提高检测结果的准确性, 综合快速检测、富集纯化、

定性定量、活性分析等方面技术的优势, 形成合力, 从而解决

当前存在的问题, 为有效保障食品安全, 防止病毒感染, 避免

爆发感染事件提供更为有效的技术支撑和有力保障。 
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