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病毒核酸检测在献血者保留中的应用

李新建

（河南省安阳市中心血站，河南安阳４５５０００）

　　摘　要：目的　了解安阳地区献血人群中，乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）和丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）用酶联免疫吸附法（ＥＬＡＳＬ）检测的

假阳性情况，对无偿献血人群的血标本进行ＨＢＶ和ＨＣＶ核酸检测（ＮＡＴ）的可行性评估。方法　对无偿献血者血液样本５０２６７

份开展ＥＬＩＳＡ检测，对乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）和抗丙型肝炎病毒抗体（抗ＨＣＶ）阳性标本开展实时荧光定量ＰＣＲ检

测，并对ＥＬＩＳＡ单试剂（＋）ＮＡＴ（－）献血者６个月后进行追踪检测。结果　两个项目两种ＥＬＩＳＡ试剂检测结果不相符率达４６．

７％，ＥＬＩＳＡ检测方法单试剂阳性者ＰＣＲ呈阴性者２４９份，ＥＬＩＳＡ检测方法双试剂阳性者ＰＣＲ呈阴性者１０３份。ＨＢＶ项目单试

剂阳性组与双试剂阳性组比较，差异有统计学意义（χ
２＝１１４．１５４，犘＜０．０１）；ＨＣＶ项目单试剂阳性组与双试剂阳性组比较，差异

有统计学意义（χ
２＝６１．１０９，犘＜０．０１）。ＥＬＩＳＡ单试剂（＋）ＮＡＴ（－）献血者有９１名被追踪检测成功，其中８３人检测结果为

ＥＬＩＳＡ（－）ＮＡＴ（－）。结论　ＮＡＴ可有效的检测出无偿献血人群中ＥＬＩＳＡ检测方法呈阳性的阴性标本，应考虑在该地区无偿

献血人群中进行ＮＡＴ，以便更好地保留献血者，提高固定献血者比例。
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　　核酸检测（ＮＡＴ）是一种新兴的血液传染病检测方法，可

检测因“窗口期”感染、免疫静默感染、病毒变异等原因而漏检

的污染血液。因此，在许多发达国家和地区已普遍应用于献血

者血液筛查［１２］，我国也有多个血液中心进行了血液 ＮＡＴ的

评估性研究工作［３］。固定献血者是最安全的血液来源，也是稳

定的血液供应的保障。在输血相关传染病的预防和控制日益

受到重视，采供血机构质量保证工作已成为关注焦点的同时，

血液供应紧张也已逐渐成为人们关注的话题，特别是近几年以

来，血液供应紧张呈现了从个别省市到多个省市的蔓延的态

势，多个地市的供血紧张由季节性、阶段性向常态化发展。结

合本站应用核酸检测技术情况，探讨如何保留献血者，提高固

定献血者比例的方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本站于２０１１年１～１２月５０２６７例自愿无偿

献血者，体检合格，快速初筛合格后采血，从血袋中留取两管血

液标本各约５ｍＬ置试管２～８℃保存，２４ｈ内分离血浆。

１．２　仪器与试剂　ＭｉｃｒｏｌａｂＳＴＡＲ ＆ＦＡＭＥ（瑞士 Ｈａｍｉｌ

ｔｏｎ），Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪 （美国 ＡｇｉｌｅｎｔＳｔｒａｔａｇｅｎｅ）；

酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）方法乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）检测试剂

购自珠海丽珠、上海科华；丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）检测试剂购自

北京万泰、上海科华；ＮＡＴ检测试剂购自深圳达安，所有试剂

均经批批检合格，且在有效期内使用。

１．３　方法

１．３．１　使用全自动加样仪和酶免分析仪对献血者进行乙型肝

炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）和抗丙型肝炎病毒抗体（抗ＨＣＶ）

　ＥＬＩＳＡ检测，初检及复检均严格按规定及试剂说明书由不

同人员采用双试剂同时进行检测，根据试剂使用说明书和室内

质控规则判定结果。ＥＬＩＳＡ检测阳性者则单独进行 ＮＡＴ，按

照ＮＡＴ检测的要求分别在试剂制备区、标本制备区和扩增及

产物分析区进行试验，严格执行各种防污染措施。每份标本均

于制备后２４ｈ内完成 ＨＢＶ或 ＨＣＶＰＣＲ的荧光定量检测，严

格按试剂说明书完成样品制备、试剂准备、加样和ＰＣＲ扩增

等。ＰＣＲ反应程序：保温：５０℃，２ｍｉｎ；９４℃，３ｍｉｎ；变性：９４

℃，１０ｓ；退火：５０℃，１０ｓ；延伸：６５℃，３５ｓ。循环扩增４５次。

荧光检测设定在该程序后４０个循环的６５℃进行，检测通道为

５３０ｎｍ（ＦＡＭ，检测对象应用）和５５０ｎｍ（ＨＥＸ，内对照应用）。

·０３２１· 国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１０



１．３．２　ＥＬＩＳＡ单试剂（＋）ＮＡＴ（－）献血者６个月后到血站

抽取血液进行追踪检测，采集全血血样并分离血浆，分别进行

ＥＬＩＳＡ双试剂检测和ＮＡＴ检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件。以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　无偿献血者ＥＬＩＳＡ试剂检测结果　无偿献血者５０２６７

份标本中，使用两个不同厂家ＥＬＩＳＡ试剂检测的 ＨＢｓＡｇ项目

和抗ＨＣＶ项目中均出现一阴一阳样本，即单试剂阳性标本，

其中 ＨＢｓＡｇ项目两种试剂检测结果不相符率达５０．９％，抗

ＨＣＶ项目两种试剂检测结果不相符率达４１．３％，两个项目两

种试剂检测结果不相符率达４６．７％，结果见表１。

表１　　无偿献血者ＥＬＩＳＡ检测结果（狀＝５０２６７）

指标 单试剂阳性 双试剂阳性 合计

ＨＢｓＡｇ １８２ １７５ ３５７

抗ＨＣＶ １１９ １６９ ２８８

合计 ３０１ ３４４ ６４５

２．２　ＥＬＩＳＡ方法呈阳性的无偿献血者标本ＮＡＴ检测结果比

较　６４５份ＥＬＩＳＡ方法呈阳性的标本，病毒ＮＡＴ均有呈阴性

者，出现ＥＬＩＳＡ检测结果与 ＮＡＴ检测结果不相符率５４．４％。

其中，ＨＢＶ在ＥＬＩＳＡ单试剂呈阳性标本中有８４．１％的标本

ＮＡＴ检测呈阴性，ＨＣＶ在ＥＬＩＳＡ单试剂呈阴性标本中有７９．

８％的标本ＮＡＴ检测呈阴性，结果见表２。

表２　　无偿献血者ＥＬＩＳＡ与ＮＡＴ检测结果比较（狀＝６４５）

指标
ＨＢＶ

ＮＡＴ－ ＮＡＴ＋

ＨＣＶ

ＮＡＴ－ ＮＡＴ＋

ＥＬＩＳＡ单试剂阳性 １５３ ２９ ９５ ２４

ＥＬＩＳＡ双试剂阳性 ４９ １２６ ５４ １１５＃

合计 ２４８ ５３ １０３ ２４１

　　：ＨＢＶ项目观察组比较，χ
２＝１１４．１５４，犘＜０．０１；＃：ＨＣＶ项目

观察组比较，χ
２＝６１．１０９，犘＜０．０１。

２．３　ＥＬＩＳＡ单试剂（＋）ＮＡＴ（－）献血者的追踪检测情况　６

个月后，１５３名 ＨＢＶ项目ＥＬＩＳＡ单试剂（＋）ＮＡＴ（－）献血者

有５４名被追踪检测成功，检测结果ＥＬＩＳＡ（－）ＮＡＴ（－）者４９

人；９５名 ＨＣＶ项目ＥＬＩＳＡ单试剂（＋）ＮＡＴ（－）献血者有３７

名被追踪检测成功，检测结果ＥＬＩＳＡ（－）ＮＡＴ（－）者３４人。

３　讨　　论

中华人民共和国国家标准ＧＢ１８４６９２００１《全血及成分血

质量要求》中规定，合格的血液必须 ＨＢｓＡｇ阴性、丙型肝炎病

毒抗体（ＨＣＶＡｂ）阴性，故检测同一项目的两种不同厂家

ＥＬＩＳＡ试剂任意一种出现阳性结果都会导致血液的报废。由

表１可见，使用两个不同厂家ＥＬＩＳＡ试剂检测的 ＨＢｓＡｇ项目

和抗ＨＣＶ项目中均出现一阴一阳样本，两个项目两种试剂检

测结果不相符率达４６．７％，此种现象是由于ＥＬＩＳＡ 试剂的假

阳性问题造成，与国产试剂有较高假阳性率的报道一致［４］。

ＮＡＴ检测的灵敏度和特异度均高于ＥＬＩＳＡ检测，不仅可降低

ＨＢＶ和ＨＣＶ的漏检率，提前检出时限，还可以检出ＥＬＩＳＡ试

剂假阳性标本。从表２中可以看出，ＨＢＶ项目中８４．１％的

ＥＬＩＳＡ单试剂阳性样本 ＮＡＴ 检测呈阴性，ＨＣＶ 项目中

７９．８％的ＥＬＩＳＡ单试剂阳性样本 ＮＡＴ检测呈阴性；ＨＢＶ项

目中２８．０％的 ＥＬＩＳＡ 双试剂阳性样本 ＮＡＴ 检测呈阴性，

ＨＣＶ项目中３２．０％的ＥＬＩＳＡ双试剂阳性样本 ＮＡＴ 检测呈

阴性。ＮＡＴ检测从ＥＬＩＳＡ单试剂阳性样本中检出的阴性标

本的比例明显高于ＥＬＩＳＡ双试剂阳性样本。

对于 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＣＶ、抗ＴＰ、抗 ＨＩＶ呈阳性或可疑的献

血者，国内采供血机构通常从保证血液制品质量角度出发，普

遍采用永久屏蔽或淘汰的方式，很少对其进行随访和确证检

测，即使抗ＨＩＶ经疾病预防与控制中心（ＣＤＣ）确证试验判为

阴性也是永久屏蔽。从血液检测技术角度看，各项传染病标志

物检测必然存在一定比例的假阳性结果。有报道称，在单一试

剂呈阳性反应的标本中，抗ＨＣＶ、抗ＴＰ、抗 ＨＩＶ确认试验多

为阴性［５］，与本研究结果相一致。本研究结果显示，ＨＢＶ和

ＨＣＶ两项传染性指标均有两种ＥＬＩＳＡ试剂检测结果不符的

情况，可能导致约０．６％（３０１／５０２６７）的献血者因假阳性被淘

汰，目前国内采供血机构对于血液筛查呈阳性或可疑的献血

者，基本上没有开展确证试验，假阳性（非特异度）不但导致血

液制品报废率升高，对献血者造成一定的心理压力［６７］，使采供

血机构在按规定履行告知义务时感到十分困惑，使献血者对血

站检测水平甚至对血站整体产生不信任感，更给献血者保留带

来十分棘手的问题，更甚者导致固定献血者的流失，严重影响

无偿献血事业的可持续发展。

固定献血者的比例已成为衡量一个国家和地区血液安全

的指标之一，世界卫生组织２００４年的资料显示，固定献血者

的传染病指标流行率低于新献血者，我国的数据也说明了这一

点［８］。固定献血者是稳定的血液供应的保障，以往的调查显

示，献过血的人对于相关法律法规和献血知识的知晓率明显高

过未献过血的人，反复献血行为积极［９］，固定献血者对献血满

意度和忠诚度都较高，与重复献血行为呈正相关［１０］。随着临

床用血量日益增多，我国采供血机构采血压力越来越大，提高

献血者保留率和固定献血者比例是提高血液供应能力的有效

路径之一。仅凭ＥＬＩＳＡ筛查实验呈阳性或可疑就采取永久屏

蔽或淘汰献血者的弊端越发突显，确认假阳性献血者并保留其

献血资格，关键是在现有的 ＨＢＶ、ＨＣＶ标准检测方法的基础

之上，联合对献血者的血标本进行 ＮＡＴ检测，并在行业标准

或相关规范中明确献血者血液筛查呈阳性的确认条件和所采

取的确认方法。对于已经开展 ＮＡＴ检测的血站，应以 ＮＡＴ

检测结果阳性作为淘汰献血者的标准，具体可参照《ＨＩＶ１和

ＨＣＶＮＡＴ、血液处置和献血者屏蔽与归队指引》
［１１１２］，这样就

可以最大限度地保留献血者。在尚未开展 ＮＡＴ检测的血站，

要创造条件积极开展ＮＡＴ检测，并按照以下原则来保留献血

者：ＥＬＩＳＡ检测单试剂阳性结果者可以只报废献血者此次捐

献的血液，而保留献血者再次献血的资格；ＥＬＩＳＡ检测双试剂

阳性结果者不仅要报废献血者此次捐献的血液，也要淘汰该献

血者并防止其以后再次献血。
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液组、中量腹腔积液组及大量腹腔积液组患者ＣＡ１２５水平进

行统计分析，显示少量腹腔积液组１７例患者血清ＣＡ１２５水平

为（８１．２１±６８．３４）Ｕ／ｍＬ，中量腹腔积液组１６例患者血清

ＣＡ１２５水平为（１５２．６９±７５．８６）Ｕ／ｍＬ，大量腹腔积液组１９例

患者血清ＣＡ１２５水平为（２１４．５７±１２１．６３）Ｕ／ｍＬ。将中量腹

腔积液患者与少量腹腔积液患者血清ＣＡ１２５水平比较，二者

比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）；大量腹腔积液患者与中量

腹腔积液患者血清ＣＡ１２５水平比较，二者比较差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。血清ＣＡ１２５水平随着腹腔积液量的增大而

增高，见表３。

表３　　腹腔积液量与血清ＣＡ１２５水平的关系（狓±狊）

腹腔积液量 狀 血清ＣＡ１２５（Ｕ／ｍＬ）

少量腹腔积液 １７ ８１．２１±６８．３４

中量腹腔积液 ２０ １５２．６９±７５．８６

大量腹腔积液 １９ ２１４．５７±１２１．６３△

　　：犘＜０．０１，与少量腹腔积液比较；△：犘＜０．０１，与中量腹腔积液

比较。

３　讨　　论

近年来，由于饮食不良习惯以及环境污染，我国消化道恶

性肿瘤发病率呈上升趋势，目前是病死率较高的病种之一。提

高消化道恶性肿瘤诊治水平，最大的延长消化道恶性肿瘤患者

的存活时间，是临床努力的方向。因此对于病情的及时了解，

采取更好的治疗方案，才能达到最佳的疗效。

ＣＡ１２５是一种大分子糖蛋白，是糖类相关肿瘤抗原，其来

源目前并不清楚，不仅可在卵巢上皮测出，还可在心包、胸膜及

腹膜的间皮细胞中测出。ＣＡ１２５作为卵巢癌的肿瘤标志物被

临床广泛用于卵巢癌的诊断和预后，其诊治作用已经得到公

认［２］。但ＣＡ１２５并不是卵巢癌的特异度标志物，在其他一些

恶性肿瘤疾病中也有可能增高。

据大量文献报道，多数消化道恶性肿瘤患者血清中

ＣＡ１２５水平有不同程度升高
［３６］。研究发现在肝癌、肠癌、胃

癌及胰腺癌４种疾病中，血清ＣＡ１２５均明显增高。究其原因，

可能是由于癌细胞的浸润，破坏了腹膜细胞间的连接和基底膜

的阻挡作用，腹膜间皮细胞中的ＣＡ１２５大量进入到血液循环

中，从而导致血清ＣＡ１２５水平明显上升。通过比较还发现，胰

腺癌和肝癌ＣＡ１２５水平明显高于其他消化道恶性肿瘤，且有

腹腔积液的患者比无腹腔积液的患者升高更加显著，表明随着

肝功能损害的加重，腹腔积液的产生，特别是当门脉高压时，腹

膜间皮组织淤血缺氧受损产生和释放的ＣＡ１２５增加，从而导

致腹腔积液及血清中ＣＡ１２５水平升高。同时，肝癌时肝功损

害导致ＣＡ１２５的清除能力下降，也是血清ＣＡ１２５升高的可能

原因。因此认为血清ＣＡ１２５水平能够反映肝癌患者肝功能损

害程度，并且可能是提示腹腔积液产生、存在的一项敏感指标。

通过比较研究，发现消化道恶性肿瘤有腹腔积液患者

ＣＡ１２５水平均明显高于无腹腔积液患者，且随着腹腔积液量

越大，ＣＡ１２５水平也越高。这可能是因为腹腔积液产生的压

力使腹膜的间皮细胞增殖，间皮细胞合成的ＣＡ１２５呈高表达

并通过腹膜进入血清，使血清中ＣＡ１２５随之增高
［２］。而腹腔

积液量越大，产生的压力也越大，也可能如王英［７］所报道与由

于消化道肿瘤导致雌激素灭活障碍致使ＣＡ１２５增高。本研究

显示ＣＡ１２５水平的变化与消化道恶性肿瘤患者腹腔积液量的

变化呈正相关，其可以作为一项良好的腹腔积液标志物，在一

定程度上通过监测ＣＡ１２５水平了解消化道恶性肿瘤患者腹腔

积液量的多少。

综上所述，血清ＣＡ１２５水平可以作为提示消化道恶性肿

瘤患者有无腹腔积液及腹腔积液消涨的指标。在患者治疗期

间可通过检测血清ＣＡ１２５观察治疗效果。测定血清ＣＡ１２５

有助于提示消化道恶性肿瘤腹腔积液的早期及定量诊断，监测

ＣＡ１２５水平也可作为临床动态观察腹腔积液消长、疗效判断

及复发监测的参考依据。
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