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  摘 要:乙型肝炎病毒(HBV)感染是全球重大公共卫生挑战。乙型肝炎表面抗原(HBsAg)作为 HBV感

染的主要生物标志物,其分析灵敏度直接影响筛查、病情监测及疗效评估。该文系统综述了超敏 HBsAg检测

技术的分类与发展现状,阐述了化学发光免疫分析、CRISPR-Cas
 

检测、生物传感器及微流控纸基分析装置四大

主流平台的最新研究进展,总结了其在低浓度
 

HBsAg检测中的优势及在 HBV感染全周期管理中的应用价

值,同时分析了当前存在的标准化程度不足等问题,并对未来的发展研究趋势进行展望,为此技术的应用推广

及相关研究提供参考。
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Abstract:Hepatitis

 

B
 

virus
 

(HBV)
 

infection
 

poses
 

a
 

major
 

global
 

public
 

health
 

challenge.As
 

the
 

primary
 

biomarker
 

for
 

HBV
 

infection,the
 

analytical
 

sensitivity
 

of
 

hepatitis
 

B
 

surface
 

antigen
 

(HBsAg)
 

directly
 

affects
 

disease
 

screening,condition
 

monitoring
 

and
 

therapeutic
 

efficacy
 

evaluation.This
 

article
 

systematically
 

reviews
 

the
 

classification
 

and
 

current
 

development
 

status
 

of
 

ultrasensitive
 

HBsAg
 

detection
 

technologies,elaborates
 

on
 

the
 

latest
 

research
 

progress
 

of
 

four
 

mainstream
 

platforms:chemiluminescence
 

immunoassay,CRISPR-Cas
 

de-
tection,biosensors

 

and
 

microfluidic
 

paper-based
 

analytical
 

devices,and
 

summarizes
 

their
 

advantages
 

in
 

detec-
ting

 

low-concentration
 

HBsAg
 

and
 

their
 

application
 

value
 

in
 

the
 

full-cycle
 

management
 

of
 

HBV
 

infection.
Meanwhile,it

 

analyzes
 

the
 

existing
 

problems
 

such
 

as
 

insufficient
 

standardization
 

and
 

prospects
 

the
 

future
 

de-
velopment

 

and
 

research
 

trends,providing
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

application
 

and
 

promotion
 

of
 

these
 

technologies
 

as
 

well
 

as
 

related
 

research.
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  乙型肝炎(简称乙肝)是由乙肝病毒(HBV)感染

引起的以肝脏炎症和坏死为主要特征的传染性疾病,
慢性感染会引发肝硬化、肝衰竭和原发性肝癌等肝脏

相关并发症[1]。HBV传染性极强,慢性肝炎(CHB)
患者体内病毒难以彻底清除,HBV感染目前仍是我

国肝硬化和肝细胞癌的主要病因[2]。乙肝表面抗原

(HBsAg)是病毒颗粒表面的外膜结构蛋白多肽,在感

染后4~7周即可在血清中检出,是判断 HBV感染、
评估病情进程的主要血清学标志物。检测技术是消

除乙肝工作的关键一环:早期且精准的检测有助于减

少病毒传播并及时启动抑制性治疗[3],对维护患者健

康具有重要意义。
传统的HBsAg检测方法,包括酶联免疫吸附试

验(ELISA)、化学发光免疫分析(CLIA)[4],虽然能满

足常规感染筛查需求,但是在低浓度 HBsAg检测中

存在明显局限,容易漏检隐匿性 HBV感染(OBI)[5]、
HBV感染窗口期及治疗后病毒残留等情况,而此类

隐匿性感染或低水平病毒表达状态仍然是 HBV传
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播、病情进展及疾病复发的重要隐患。随着免疫检测

技术、材料科学及分子生物学技术的快速发展,HBV
诊断领域的最新进展是超敏 HBsAg检测,其检出限

低至0.005
 

IU/mL,可实现对急性感染、HBsAg清

除、HBV再激活或血清学清除后亚临床水平的 HB-
sAg及OBI的早期检测[6]。

近年来,超敏HBsAg检测技术快速发展,新型检

测平台、检测方法不断问世,检测性能持续优化提升,
同时其临床应用也不断开展,从感染筛查延伸至疗效

监测、预后评估等多个领域,为HBV的精准检测提供

了更可靠的技术支撑。本文对超敏 HBsAg检测技术

的最新研究进展及其临床应用进行系统综述,旨在全

面梳理该领域的研究现状,为临床应用和创新研究提

供参考。
1 CLIA

CLIA是目前临床应用最广泛、最成熟的超敏

HBsAg检测技术,结合了高灵敏度的化学发光测定

技术与高特异性的免疫反应,可用于检测各种抗原、
半抗原、抗体、脂肪酸等[7],具有操作简单、分析灵敏

度高、精密度好、检测速度快、检测范围广等核心优

势,且支持全自动化检测[8],适合大批量临床标本的

筛查和监测需求。
高分析灵敏度、高可靠性的 HBsAg检测对于

HBV感染的普遍筛查、快速诊断至关重要。有研究

开发出一种半自动、超高分析灵敏度(检出限:0.000
 

5
 

IU/mL)的HBsAg免疫复合物转移化学发光酶免疫分

析法(ICT-CLEIA),该法初筛的特异度为99.49%,复
核后特异度可达100%,可为HBV再激活提供一种相

对廉价、快速且便捷的替代方案[9]。Shen等[10]研究

评价 MAGLUMI
 

HBsAg化学发光免疫分析法的检

测性能,结果显示 MAGLUMI
 

HBsAg诊断灵敏度为

100%,检出限为0.05
 

IU/mL,分析灵敏度达0.039
 

IU/mL,表明该法高度灵敏、可靠,可对不同 HBV亚

基因型均有理想的检测效能。有研究称采用PRISM
 

HBsAg实施微粒子化学发光法,可将CLIA的分析灵

敏度从0.08
 

ng/mL提高至0.005
 

ng/mL[11]。电化

学发光免疫分析法(ECLIA)采用自动化标记免疫方

法检验病原体,是当前最先进的免疫检验技术之一,
既可确定人体是否感染 HBV,还可进行定量分析,通
过检验得到 HBsAg阳性率为77.00%,有较高的临

床准确率[12]。CLIA测定的最新发展带来了高精度、
可靠性、全自动化等优势,尤其适用于大工作量的临

床实验室[13]。
CLIA法具有诸多优势,包括更高分析灵敏度、高

精度、高稳定性、低试剂消耗。此外,CLIA相比传统

检测提供了更高的特异度和更高的阳性预测值[14]。
作为当前临床实验室的主流检测技术,电化学发光平

台在低浓度标本检测中的批内和批间精密度明显优

于直接化学发光平台[8],国产 CLIA 平台在高浓度

HBsAg标本中与进口平台的总 符 合 率 达97%以

上[14]。CLIA技术具备全自动化操作、检测周转时间

短及高通量标本处理能力优势,单标本检测成本为

ELISA法的2~3倍,但显著低于HBV核酸检测[15],
国产 平 台 的 综 合 检 测 成 本 较 进 口 平 台 降 低 约

40%[10],因此成为各级医院常规检测与大规模人群筛

查的首选方法。在
 

HBV
 

感染的临床诊断与管理体系

中,核酸检测技术同样占据着重要地位,与血清学检

测形成互补。核酸检测是直接对各类病原体核酸加

以检测的一系列技术总称,与CLIA联合检测可有效

分析OBI血清学特征[15]。
2 成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白

(CRISPR-Cas)检测

成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)及其相

关蛋白(Cas)所构成的CRISPR-Cas系统的发现,深
刻改变了生物学研究的格局,并正推动医疗健康体系

迈入精准分子医学时代[16]。CRISPR-Cas系统根据

其核酸靶向特性分为几个亚型,其中Cas9、Cas12和

Cas13最为广泛使用[17],Cas9可实现高效基因敲除与

敲入,Cas12a、Cas13a具有附带切割活性,可用于信号

放大检测。该技术具有简便、高效、低成本等优势,广
泛应用于基因编辑、基因治疗及病原分子诊断。近年

来,基于适配体的CRISPR-Cas平台已在生物医学、
环境监测、食品安全和临床诊断等领域进行应用[18]。
研究证实,HBsAg是cccDNA

 

转录与翻译的产物,血
清中

 

HBsAg
 

的浓度与肝脏内cccDNA水平呈高度正

相关,其在乙肝患者的临床诊断与个体化治疗中具有

重要作用[19]。Li等[20]利用CRISPR-Cas12a系统的

高特异度与高效酶切活性,构建了一种新型CRISPR
辅助纳米孔传感方法,实现对 HBsAg的超敏检测与

精确定量,该法基于HBsAg与适配体的竞争性结合,
由限制性内切酶消化后在纳米孔检测,结果检出限可

达10
 

fmol/L,实现了 HBsAg的超敏检测,为 HBV
的早期筛查、诊断和精准治疗提供了新策略,同时也

为纳米孔技术在临床诊断中的应用奠定基础。Suzuki
等[21]引入了简便、快速且高分析灵敏度的非核酸靶标

检测方法,将CRISPR-Cas12a系统与纸基ELISA相

结合,设 计 了 一 种 折 叠 式 纸 基 检 测 设 备,利 用

CRISPR-Cas12a切割荧光淬灭标记的单链 DNA 探

针,产生荧光信号以实现靶标检测,同时采用多重

DNA标记的抗体作为检测抗体激活CRISPR-Cas12a
系统,可对人免疫球蛋白(Ig)G和 HBsAg实现高分

析灵敏度检测,其 HBsAg检出限低至12
 

pg/mL,分
析灵敏度较商用ELISA试剂盒提高

 

10
 

倍以上。
除HBsAg外,HBV

 

RNA检测以病毒前基因组

RNA为靶标,可作为反映肝内cccDNA主动转录的

潜在生物标志物[22]。为进一步明确其临床定位,将
CRISPR-Cas超敏 HBsAg检测与临床主流的 HBV
核酸检测方法进行系统对比,核心性能指标与临床应
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用场景差异见表1。

表1  CRISPR-Cas超敏 HBsAg检测与主流 HBV核酸检测方法性能及临床应用对比

检测类型 核心靶标 检出限 临床应用场景

超敏HBsAg(CRISPR-Cas) HBsAg
12

 

pg/mL(约0.002
 

IU/mL)

区分真正病毒清除与低水平抗原持续存在,监测功能性治愈[20];隐匿性HBV感染

的献血者筛查与肝移植供体评估[5];免疫抑制治疗期间 HBV再激活的早期预

警[23];HBsAg血清学清除后残留病毒监测,预测肝癌长期风险[14];基层及现场即时

检测(POCT)用于资源有限地区与流行病学调查[20-21]

常规HBV
 

DNA检测
血清病毒基

因组DNA
20~50

 

IU/mL[24]
评估CHB患者病毒复制水平,指导抗病毒治疗启动时机[25];治疗前3个月高载量阶

段的疗效监测[26];预测CHB患者肝纤维化病变进展[25];流行病学调查及大规模人

群HBV感染率筛查[25]

高精度HBV
 

DNA检测
血清病毒基

因组DNA
5~10

 

IU/mL[26]
核苷(酸)类似物治疗后期低水平抗原血症检测[25];HBeAg阳性CHB患者停药前的

病毒抑制状态确认及复发风险分层[27];非肝硬化CHB患者HCC风险的分层预

测[28];抗病毒治疗后cccDNA转录活性的间接评估[29]

HBV
 

RNA检测
血清前基因

组RNA
10~30

 

IU/mL[30]
抗病毒治疗应答不佳的原因分析[25];初治患者HBV

 

RNA与HBV
 

DNA共存模式

分析,揭示不同病毒学特征[31];早期治疗(12周)血清 HBV
 

RNA下降幅度预测

HBeAg血清转换[32];评估停药后病毒学复发风险[25]

  CRISPR-Cas系统,尤其是 CRISPR-Cas12a和

CRISPR-Cas13a,以其高灵敏度、高特异度、高碱基分

辨率和核酸识别可编程性等特点,已成为多种强大诊

断工具的核心,正在彻底改变检测病毒的方式[33]。由

表
 

1可见,CRISPR-Cas超敏 HBsAg检测在特定临

床场景下具有一定的应用价值,但在实际推广应用中

仍面临诸多挑战,如活性降低、动力学减慢、复杂生物

标本的干扰及缺乏统一标准化规范等[34]。CRISPR-
Cas

 

检测技术通过核酸信号放大机制可实现fg/mL
级的超高分析灵敏度[20],且具有单核苷酸水平的高特

异性[16],检测时间缩短至30~60
  

min[21],但目前多为

低通量检测,操作需一定的分子生物学技能,试剂成

本较低但需配套专用荧光检测设备[33],更适用于即时

检测(POCT)与基层医疗机构的精准诊断。总之,
CRISPR-Cas系统与分子诊断的集成提升了分析灵敏

度,为快速、便捷的病原体检测提供了坚实的技术支

持,在生物医学、生物技术领域具有广泛应用前景[35]。
3 生物传感器

    

生物传感器是由生物识别元件、信号转换器和信

号输出或放大元件构成的信号装置,它可针对某一特

定目标,利用转换器将不同强度的输入信号转变为光

信号、电信号、荧光等易检测的信号[36]。根据信号转

换器的不同可分为光学、声学、电化学生物传感器,理
想的生物传感器可灵敏、特异地识别靶标,在不影响

细胞生长的同时实现信号耦合,可完成靶标高通量精

确检测,在高通量筛选等相关研究中发挥重要作

用[37]。乙肝生物传感器是利用生物物质,结合比色

法、荧光法、拉曼光谱法、电化学检测等多种检测系

统,对生物体液中 HBV生物标志物进行检测的一类

检测装置,在 HBV生物标志物检测领域展现出良好

的应用潜力[4]。

Bajpai等[38]制备了一种用于检测HBsAg的超敏

电化学免疫传感器,检出限低至1.13
 

fg/mL,且在优

化条件下,其电信号与1.13
 

fg/mL~100
 

ng/mL的

HBsAg水平呈线性关系,在HBV快速诊断中具有良

好的选择性、重复性和重要的应用潜力。Sanjay等[39]

研发了一种可重复使用、经济环保的聚甲基丙烯酸甲

酯(PMMA)/纸张混合即插即用(PnP)免疫检测装

置,通过分析物富集与高效洗涤提高分析灵敏度。该

装置对IgG与 HBsAg检出限分别为200
 

pg/mL、
270

 

pg/mL,分析灵敏度较商用ELISA试剂盒提高

10倍以上,在传染病、癌症及其他重要生物分子的低

成本但高分析灵敏度检测方面具有巨大潜力。Xu
等[40]开发了一种具有夹层结构的表面增强拉曼散射

(SERS)传 感 器 用 于 HBsAg检 测,12
 

min内 实 现

0.005
 

76
 

IU/mL的高分析灵敏度,最终传感器在

0.05
 

IU/mL阈值下表现出100%的特异度和灵敏

度,此研究为临床 HBsAg超敏检测提供了理论与技

术支撑。可视化POCT可将生物分子信号转为肉眼

可读信号,适用于临床诊断与应急检测,有研究开发

了带辅助等离子体赋能(TAPE)传感器,其对 HBsAg
检出限为2.80

 

ng/mL,30
 

min内可检测全血标本,
还能高通量检测6种病毒标志物,结合智能手机成像

和机器学习,是极具潜力的POCT诊断平台[41]。
目前,生物传感器在医疗检测领域提供了一种简

单、快速、经济的策略,能为基础研究和临床诊断提供

可靠的检测结果,展现出巨大的应用潜力。尽管已研

发出多种可准确、灵敏、特异性检测生物标本中疾病

相关分子的生物传感器,但受限于器件集成与小型化

难度较大,其临床转化与实际应用仍面 临 诸 多 困

难[42]。生物传感器技术检出限可达pg/mL至fg/mL
级别[40],检测时间为15~30

 

min,部分可实现可视化
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检测与多重分析[41],另有部分传感器可重复使用进一

步降低耗材成本,在床旁检测与现场快速筛查中展现

出良好的应用前景。将生物传感器集成到便携式、植
入式等设备中可实现多重便捷检测,有望改善资源匮

乏地区的检验诊断和健康管理方式[43]。
4 微流控纸质分析

近些年,已开发出微型化检测设备以实现现场检

测。微流控纸质分析设备(μPADs)是微型化大型仪

器实现POCT的最有前景的平台之一[4]。μPADs是

微流控技术的核心分支,也是当前POCT领域的研究

热点,尤其在 HBV血清标志物(如 HBsAg)的超敏、
现场、低成本检测中具备极高的应用价值。
Chen等[44]开发了一种新型纸基电化学发光生物

传感平台,用于HBsAg检测,通过优化的磁悬浮夹心

免疫分析方案,实现了临床标本中 HBsAg的快速、灵
敏检测,检出限低至34.2

 

pg/mL,表现出高分析灵敏

度、高选择性与良好的重现性,其性能优于CLIA和

ELISA。Abu等[45]总结了 HBsAg检测侧向流分析

(LFA)的高敏技术,通过金纳米颗粒优化、量子点/磁

性纳米颗粒信号放大等策略,将检出限最低降至0.06
 

ng/mL,较传统试纸提升超30倍,为乙肝现场即时筛

查、低 浓 度 感 染 检 测 提 供 了 高 效 方 案。Boonkaew
等[46]将电化学技术与微流控纸基分析器件相结合,开
发了一种基于纸质用于连续免疫传感流体输送的顺

序ePAD,实现对 HBsAg和丙型肝炎核心抗原(HCV-
cAg)的 同 时 检 测,对 HBsAg的 检 出 限 低 至18.2

 

pg/mL,该ePAD操作简便、便携易用、可拓展性强,在
其他多种生物检测领域展现出良好的应用前景。

μPADs无需样品预处理即可进行准确、可靠的直

接检测,能够减轻患者的医疗负担并快速得出检测结

果,帮助医生选择合适的治疗方案[47]。由于真实临床

样本验证有限、信号读数不一致且难以量化、长期储

存稳定性研究不足等问题存在,无法广泛应用于临床

实践[48]。μPADs设备包括侧向流分析等传统形式,
检出限通常为ng/mL级别[45],结合CRISPR或纳米

颗粒信号放大技术可提升至0.1
 

IU/mL左右[46],检
测时间极短,材料成本极低且无需复杂专业设备,非
专业人员即可操作,特别适合资源有限地区的大规模

现场筛查[47]。但与传统微流控技术相比,μPADs具

有简便性、成本效益、稳定性、可储存性、一次性和便

携性等优势[49],在临床检验诊断等领域仍显示出巨大

的应用潜力。
5 其他超敏HBsAg检测技术

高效、高灵敏、简便稳定、低成本的病毒标志物检

测方法,对HBV早期诊断至关重要,尤其要适配基层

医疗场景。
有研究构建了一种基于双功能聚苯乙烯纳米球

(PS)与金纳米颗粒(AuNPs)的 HBsAg可视化免疫

比色检测方法,可快速、高灵敏度、高特异度检测 HB-

sAg,血清检测回收率为88.17%~102.50%,相对标

准偏差(RSD)为2.01%~4.52%,肉眼检出限为0.5
 

ng/mL,酶标仪低至0.01
 

ng/mL,在灵敏、可靠及低

成本的医疗诊断方面具有广阔的前景[50]。Wu[51]采
用侧壁间隔层蚀刻技术制备出多晶硅纳米线场效应

管(NWFET)生物传感器,探讨了纳米线长度与数量

对HBsAg检测性能的影响,该传感器检测下限低至

800
 

ag/mL,明确了纳米线参数与分析灵敏度的关联

规律,为HBsAg高敏检测传感器的研发制备提供了

实验依据。现有第二代 HBsAg
 

检测试剂定量下限

(LLOQ)为0.005
 

IU/mL,研究人员基于iTACT技

术开发出新型iTACT-HBsAg
 

试剂检测LLOQ低至

0.000
 

5
 

IU/mL,分析灵敏度较第二代试剂提升10
倍,该试剂在OBI患者中检出率更高,为慢性乙肝隐

匿感染阶段的血清学检测提供了更灵敏的解决方

案[52]。有研 究 验 证 了 ARCHITECT
 

HBsAg
 

Next
(HBsAgNx)的 检 测 性 能,其 检 出 限 低 至 0.004

 

IU/mL,分析灵敏度显著提升,可检出常规方法阴性

的HBsAg清除及 HBsAg
 

DNA阴性标本,特异度与

常规试剂相当,在HBV全感染阶段表现更优,适配低

成本内部中和试验确认低水平 HBsAg[23],可更好地

预防HBV传播与再激活,也有助于更有效地制订和实

施预防HBV相关并发症的策略[53]。这些方法为 HB-
sAg快速筛查与现场检测提供了新型可靠技术方案。

这类超敏 HBsAg检测技术在灵敏度、特异度和

场景适用性方面取得了多项突破。它们不仅克服了

传统检测方法在识别 OBI及监测 HBV再激活方面

的临床挑战,还为基层医疗机构开展 HBV早期筛查

与诊断提供了简便、快速且灵敏的技术方案。未来随

着技术的持续优化与成本的进一步控制,此类超敏检

测方案有望在基层推广普及,为乙肝的全面防控及实

现消除目标提供坚实的技术支撑。
6 结论与展望

HBV是全球面临的重大健康挑战,传统检测方

法在免疫功能低下人群、OBI患者或 HBV再激活患

者等高风险人群中,实现早期且准确检 测 尤 为 困

难[54]。本文系统综述了超敏 HBsAg检测技术的最

新研究进展,详细介绍了CLIA、CRISPR-Cas
 

检测、
生物传感器及微流控纸基分析装置四大主流技术平

台的检测原理与性能特点,对比了与
 

HBV核酸检测

的技术差异,并分析了不同平台的成本效益与适用场

景。研究表明,具有更低检出限、高分析灵敏度与高

特异度的诊断工具,不仅对识别活动性感染至关重

要,也可用于监测治疗反应和确定治疗终点[55]。
超敏HBsAg检测技术现阶段主要面临的问题与

挑战:(1)标准化程度不足。不同厂商的检测试剂、平
台及结果判读标准存在差异,给临床诊疗结果的一致

性带来挑战。(2)新兴技术临床转化滞后。CRISPR-
Cas、生物传感器及μPADs等技术大多处于实验室研发
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阶段,缺乏大样本临床数据验证,且复杂生物标本干扰

等技术瓶颈尚未完全突破。(3)成本与性能难以平衡。
高灵敏的进口CLIA平台检测成本较高,而低成本的

μPADs等技术分析灵敏度较低,难以同时满足基层医

疗机构对高分析灵敏度与低成本的双重需求。
综上所述,超敏 HBsAg检测技术凭借高分析灵

敏度、精准的定量能力及良好的特异度等特点,逐渐

成为HBV感染临床诊疗和科研实践的核心技术,同
时其临床应用也不断开展,在OBI筛查、抗病毒治疗

疗效监测等方面的应用价值得到证实。未来,超敏

HBsAg检测技术将向更高分析灵敏度、更便捷化和

更标准化方向发展,推动超敏 HBsAg检测技术更好

地服务于HBV感染的防控和诊疗工作,为全球消除

乙肝贡献力量。
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