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核酸扩增技术在献血者血液筛查中的应用分析
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　　摘　要：目的　探讨核酸扩增技术在献血者血液筛查中的应用价值。方法　采用 ＨＢＶ／ＨＣＶ／ＨＩＶ核酸检测试剂对血站常

规ＥＬＩＳＡ筛查阴性的献血者标本进行 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＣＶＲＮＡ和 ＨＩＶ１ＲＮＡ３个项目的８人份汇集检测，阳性汇集池再拆分检

测。结果　３３７１４份ＥＬＩＳＡ筛查阴性标本中，检出ＨＢＶＤＮＡ阳性标本５例，阳性检出率为０．０１５％，未检出ＨＣＶＲＮＡ阳性标

本和 ＨＩＶ１ＲＮＡ阳性标本。结论　核酸扩增技术应用于无偿献血者血液筛查，有助于提高献血者的血液质量，保证输血安全。
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　　确保血液及血液制品的安全，最大限度地降低输血相关传

染病经血传播的危险，是国内外采供血系统不断追求的目标。

目前国内采供血机构对献血者的主要筛查模式仍是双试剂酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测经血传播传染病病毒的抗原或

抗体，虽然一定程度上控制了输血传播疾病的风险，但由于

ＥＬＩＳＡ方法的“窗口期”较长，以及病毒变异、免疫静默感染等

因素，仍不可避免地存在漏检而威胁着临床输血的安全。核酸

扩增技术（ＮＡＴ）直接检测病毒核酸，可大大缩短ＥＬＩＳＡ检测

病毒的“窗口期”，并能检出因病毒变异、免疫静默感染等因素

造成漏检的血液，其在方法学、生理病理意义上与ＥＬＩＳＡ有很

大的不同，几乎不受ＥＬＩＳＡ制约因素的影响，与ＥＬＩＳＡ有很

强的互补性［１］。国外欧、美、日等发达国家和部分发展中国家

已将ＮＡＴ普遍应用于献血者常规血液筛查中，国内近几年也

越来越多采供血机构将 ＮＡＴ初步应用于献血者筛查并陆续

作了报导。为了进一步保证输血安全，提高血液质量，我站于

２０１１年７月开始在常规 ＥＬＩＳＡ 筛查无偿献血者标本 ＨＢ

ｓＡｇ、抗ＨＣＶ 、抗ＨＩＶ和梅毒螺旋体抗体之后，应用 ＮＡＴ

技术对ＥＬＩＳＡ筛查合格的标本进行 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＣＶＲＮＡ、

ＨＩＶ１ＲＮＡ检测，２０１１年７月１日至２０１２年１２月３１日共检

测３３７１４人份，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本站２０１１年７月１日至２０１２年１２月

３１日采集的无偿献血者全血标本。ＥＬＩＳＡ筛查标本和 ＮＡＴ

筛查标本都用５ｍＬＥＤＴＡ抗凝真空试管（广州阳普）留样，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清血浆用于实验。

１．２　试剂　乙型肝炎病毒表面抗原ＥＬＩＳＡ诊断试剂盒（上海

科华，批号２０１１０１０３１等；珠海丽珠，批号２０１１０１０１０８等）。丙

型肝 炎 病 毒 抗 体 ＥＬＩＳＡ 诊 断 试 剂 盒 （上 海 科 华，批 号

２０１１０４０１１等；珠海丽珠，批号２０１１０２０２０８等）。人类免疫缺

陷病毒抗体 ＥＬＩＳＡ诊断试剂盒（上海科华，批号２０１０１２０２１

等；珠海丽珠，批号２０１０１２０９０８等）。梅毒螺旋体抗体ＥＬＩＳＡ

诊断试剂盒（上海科华，批号２０１１０１０２１等；珠海丽珠，批号

２０１１０１０１０８等）。乙型肝炎“两对半”检测试剂盒（美国雅培

ｉ２０００化学发光免疫分析仪配套试剂）。ＨＢＶ／ＨＣＶ／ＨＩＶ荧

光ＰＣＲ核酸检测试剂盒（上海科华，批号２０１０１２１０等）。试剂

均在有效期内使用。

１．３　仪器　ＵｒａｎｕｓＡＥ２００全自动酶免分析仪、Ｈａｍｉｌｔｏｎ

ｓｔａｒ全自动核酸提取仪及ＡＢＩ７５００核酸扩增检测仪、美国雅培

ｉ２０００化学发光免疫分析仪。

１．４　方法

１．４．１　ＥＬＩＳＡ检测　用上海科华和珠海丽珠两个厂家试剂

对无偿献血者标本进行抗ＨＩＶ、抗ＨＣＶ、ＨＢｓＡｇ、梅毒螺旋体

抗体４个项目的ＥＬＩＳＡ检测，检出合格标本３３７１４份。

１．４．２　ＮＡＴ检测　对ＥＬＩＳＡ检测合格标本启动全自动汇集

程序进行８人份（每份１８０μＬ）血浆标本汇集，再对汇集池

（ｐｏｏｌ）标本按试剂说明书进行全自动核酸提取（磁珠分离技术

原理），然后分别进行 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＣＶＲＮＡ和 ＨＩＶ１ＲＮＡ

３个项目的全自动核酸扩增，结果自动判读。若汇集池某项目

的检测结果为阴性，则对应的８份标本结果判定为该项目

ＮＡＴ阴性；若汇集池检测结果为某项目阳性，则要将对应的８

份标本拆分进行该项目单标本检测（单检），单检结果阴性则判

定该标本该项目ＮＡＴ结果为阴性，单检结果阳性则判定该标

本该项目ＮＡＴ结果为阳性。

１．４．３　质量控制　依靠试剂盒提供的阴、阳性对照和内标对
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检测过程进行监控，只有在阴、阳性对照和内标的检测结果符

合要求的情况下才认同检测结果的有效性。

１．４．４　追踪检测　将 ＨＢＶＤＮＡ检测阳性的样本用化学发

光法检测乙型肝炎“两对半”（ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｓ、ＨＢｅＡｇ、抗

ＨＢｅ、抗ＨＢｃ）。

２　结　　果

２．１　ＮＡＴ检测情况　３３７１４份ＥＬＩＳＡ筛查阴性献血者标本

检测出 ＨＢＶＤＮＡ阳性标本５份，阳性检出率０．０１５％；未检

出 ＨＣＶＲＮＡ、ＨＩＶ１ＲＮＡ阳性标本。

２．２　ＨＢＶＤＮＡ阳性标本的乙肝两对半检测结果　见表１。

表１　　ＨＢＶＤＮＡ阳性标本的血清学模式

序号 ＨＢｓＡｇ 抗ＨＢｓ ＨＢｅＡｇ 抗ＨＢｅ 抗ＨＢｃ

１ － － － － ＋

２ － ＋ ＋ － ＋

３ － ＋ － － －

４ － － － ＋ ＋

５ － － － ＋ ＋

３　讨　　论

３３７１４份 ＥＬＩＳＡ 筛查阴性献血者标本中检测出 ＨＢＶ

ＤＮＡ阳性标本５份，阳性检出率为０．０１５％，与深圳血液中心

１∶５００９的报道相近
［２］。５例 ＨＢｓＡｇ阴性、ＨＢＶＤＮＡ阳性

的样本表现为４种血清学模式（见表１），其中抗ＨＢｃ阳性有４

例，占８０％。１号和３号献血员由于无法联系而没有进行追

踪，对另外３例献血员于３个月后进行不定期追踪，追踪结果

与原结果一致。追踪的３例献血员均未出现 ＨＢｓＡｇ阳转现

象，因而推断都不是“窗口期”感染，而是隐匿型感染。本次研

究未检出 ＨＣＶＲＮＡ或ＨＩＶ１ＲＮＡ阳性标本，可能与标本数

量不够大有关，且我国健康献血人群中，ＨＣＶ及 ＨＩＶ感染率

远低于 ＨＢＶ感染率，相应地 ＮＡＴ单独阳性标本检出率也会

相对较低。我国开展核酸检测的血站近两年的报道中，天

津［３］、大连［４］等市未检出ＨＣＶＲＮＡ、ＨＩＶ１ＲＮＡ单独阳性标

本，与本站的检测结果一致；江苏省血液中心在１１５３７３份

ＥＬＩＳＡ阴性标本中分别检出 ＨＣＶＲＮＡ、ＨＩＶ１ＲＮＡ阳性标

本各１例
［５］；常州市在５１９９１份 ＥＬＩＳＡ 阴性标本中检出

ＨＩＶ１ＲＮＡ阳性标本１例
［６］；我国各地区检测情况不太一

致，与标本检测数量、人群感染率和检测试剂等都有一定关系。

而国外有文献报道在中欧国家ＮＡＴ单独阳性标本中 ＨＣＶ的

检出率为１／６０万，ＨＩＶ 为１／１８０万
［７］；美国的检出率则是

ＨＣＶ１／２６万，ＨＩＶ为１／３２９万
［８］。ＨＢＶ、ＨＣＶ和 ＨＩＶ窗口

期分别是５６ｄ、７０ｄ和２２ｄ，窗口期感染的病毒倍增时间分别

为２．８ｄ、０．７４ｄ和０．９０ｄ
［９１０］。ＨＣＶ窗口期持续时间最长，

期间ＲＮＡ倍增时间短，拷贝数较高，在 ＨＣＶ感染后２周左

右，病毒载量快速增加到一个非常高的水平，此后一直维持到

血清抗ＨＣＶ转阳，所以对于 ＨＣＶ感染实施核酸检测的效益

最大；ＨＩＶ窗口期持续较短，献血人群中的感染率最低，检出

率最低，但一旦因输血感染危害性最大，其核酸检测效益不可

低估；ＨＢＶ在欧美国家流行率较低，感染窗口期ＤＮＡ倍增时

间相对较长，含量也低（３０～３００ＩＵ／ｍＬ），核酸检测对缩短窗

口期的效果不太明显，最初被认为采用核酸检测的检出效益不

高，因此，欧美国家最初研发和开展血液核酸检测主要引入

ＨＣＶＮＡＴ和 ＨＩＶＮＡＴ。但近几年来，ＨＢＶ隐匿型感染越

来越受到各国输血工作者的关注，不同于“窗口期”漏检，ＨＢＶ

隐匿型感染是一种 ＨＢｓＡｇ阴性、ＨＢＶＤＮＡ低水平复制的慢

性无症状乙型肝炎病毒感染，广泛存在于普通人群当中，ＮＡＴ

检测可以避免漏检，ＨＢＶ的 ＮＡＴ检测在发达国家开始受到

重视［１１］。在 ＨＢＶ高流行国家（ＨＢｓＡｇ＞８％），ＨＢｓＡｇ阴性献

血者中 ＨＢＶＮＡＴ的检出率较高，如泰国 ＨＢＶＮＡＴ检出１／

８００（６／４７９８，采用ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏ，单检）
［１２］，因此在 ＨＢＶ高流

行国家，ＨＢＶ ＮＡＴ可极大地降低输血传播 ＨＢＶ 风险。目

前，输血安全面临的主要风险之一就是被筛查病毒的“窗口

期”，研究表明，ＮＡＴ能将 ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ感染的平均窗口

期缩短２５ｄ（缩短５０％）、５９ｄ（８９％）和１１ｄ（５０％）
［１３］，虽然不

能完全消除病毒感染窗口期，但病毒核酸转阳之前的血液传染

性极低，所以还是可以有效预防经血传播的病毒性疾病［１４］。

在 ＨＢＶ 暴露率高达７０％～９０％的地区，献血员中有

７％～１９％为隐匿型感染，而在 ＨＢＶ暴露率为５％的西方国

家，献血员的感染率为０％～９％
［１５］。我国是肝炎的高发区，人

群中 ＨＢｓＡｇ携带率达１０．１２％
［１６］，这种长期反复暴露是我国

ＨＢＶ隐匿型感染形成的基础，给临床用血安全带来极大的威

胁。ＮＡＴ技术的引人可大大降低 ＨＢＶ隐匿型感染的漏检，

从而进一步降低输血传播 ＨＢＶ的残余风险。

因此，为了进一步提高血液的安全性，有必要在我国目前

常规的 ＥＬＩＳＡ法血液筛检体系中引进 ＮＡＴ检测来保障输血

安全。２０１０年我国在十几个省市的血液中心或血站启动了血

液ＮＡＴ筛查试点工作，在此基础上，２０１２年新版《血站技术操

作规程》对血液筛查的检测方法的应用有了新的要求，允许采

供血机构采用ＥＬＩＳＡ和ＮＡＴ各一遍的检测模式对血液进行

检测。ＮＡＴ检测在我国的血液筛查中逐步推广开来，这将成

为我国血液安全控制领域一次具有标志性意义的重大进步。
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表２　　ＰＬＴ计数与肿瘤转移的关系

组别 狀
ＰＬＴ

（×１０９／Ｌ）
狋 犘

ＰＬＴ增多

［狀（％）］
χ
２ 犘

未转移组 ６５ ２１８．８０±９１．６６ ３．０３９ ＜０．０５ １２（１８．５） ４．６９９ ＜０．０５

转移组 ４０ ２８０．１５±１１３．４１ １５（３７．５）

２．５　ＦＩＢ水平和ＰＬＴ计数单独及同时升高对肿瘤转移预测

效率评价　见表３。

表３　　ＦＩＢ水平和ＰＬＴ计数单独及联合检测对肿瘤

　　　转移预测效率评价（％）

检测项目 敏感性 特异性 阳性预测者 阴性预测值 准确度

ＦＩＢ ６２．２ ７０．０ ３７．５ ７３．８ ７２．４

ＰＬＴ ５５．６ ６７．９ ３７．５ ８１．５ ６４．８

ＰＬＴ＋ＦＩＢ ７２．２ ６９．０ ３２．５ ９２．３ ９５．２

３　讨　　论

本研究通过１０５例肺癌患者的回顾性研究发现肺癌患者

ＦＩＢ水平和ＰＬＴ计数均高于健康对照组，肺癌组中有４２．９％

（４５／１０５）的患者为高纤维蛋白原血症，２５．７％（２７／１０５）的患者

为血小板增多症。而且两指标在转移组显著高于未转移组，提

示ＦＩＢ水平和ＰＬＴ计数的升高可能有利于肿瘤转移。

恶性肿瘤血小板增多的发生率为３０％～６０％，尤其在肿

瘤晚期此现象相当普遍［８９］。目前认为可能主要原因是恶性肿

瘤细胞产生促血小板生成因子，类似促血小板生成素，刺激多

能干细胞，促使巨核细胞集落刺激因子生成，形成巨核细胞集

落，造成血小板生成增多。血小板增多程度与恶性肿瘤分期、

转移存在一定的相关性。血小板增多在恶性肿瘤浸润转移中

的作用机制主要有：（１）血小板与肿瘤细胞相互作用形成血小

板肿瘤细胞聚集体，血小板形成包膜将肿瘤细胞掩蔽起来后，

肿瘤细胞就能逃避机体免疫系统的攻击；（２）血小板聚集导致

内皮细胞收缩，有利于肿瘤向血管外移行；（３）血小板肿瘤细

胞聚集体在转移部位形成癌拴，分泌各种因子刺激肿瘤细胞分

化、增殖、浸润生长［１０１１］。

纤维蛋白原是由肝脏合成的一种大相对分子质量蛋白质。

肿瘤患者纤维蛋白原增高的可能机制是肿瘤细胞进入血循环，

与血管内皮细胞和血小板相互作用，激活血小板或释放细胞因

子，诱导肝细胞合成并释放纤维蛋白原。纤维蛋白原可能通过

以下的机制促进肿瘤转移，首先，纤维蛋白原的分子是一个二

聚体，由二硫键连接，这一结构使Ｆｉｂ成为肿瘤细胞和宿主细

胞之间的分子桥梁，肿瘤细胞高表达纤维蛋白原受体，如

α５β１，αｖβ３整合素或ＩＣＡＭ１分子，纤维蛋白原与内皮细胞上

的受体结合，可以促进肿瘤细胞与靶器官内皮细胞的黏附。另

外，由于血小板糖蛋白Ⅱｂ和Ⅲａ形成的复合物是纤维蛋白原

的受体，所以肿瘤细胞可以通过纤维蛋白原与血小板形成大的

聚集体，肿瘤细胞被血小板和纤维蛋白原所包裹，逃脱人体免

疫系统的杀灭作用［１２］。

另外，本研究还发现在肺癌转移组ＦＩＢ水平和ＰＬＴ计数

具有相关性，ＦＩＢ水平和ＰＬＴ计数同时升高可以提高预测肿

瘤转移的敏感性和准确度，提示了血小板和纤维蛋白原对肿瘤

转移有协同作用。

随着对肿瘤细胞发生、发展、转移，以及血小板、纤维蛋白

原与肿瘤相互作用机制研究的深入，抗血小板药物可能成为肿

瘤综合治疗的手段之一，而功能性阻断纤维蛋白原也可能是控

制转移的新的治疗策略。
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