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合肥地区无偿献血者核酸检测的应用研究
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　　摘　要：目的　探讨核酸检测（ＮＡＴ）在血液筛查中的作用，为选择血液筛查策略提供科学依据。方法　该中心在２０１２年１

月至２０１３年４月对６８６６２例无偿献血标本同步进行血清学和核酸检测；２９例血清学阴性 ＨＢＶＤＮＡ阳性样本进行乙型肝炎血

清标志物测试；部分抗 ＨＩＶ阳性样本送疾控中心做确认实验。结果　６８６６２例标本中核酸单独阳性样本１２０例，输血残余风险

为０．１７５％；乙型肝炎血清标志物检测，以 ＨＢｃＡｂ阳性模式居多；ＨＩＶ确认阳性１１例，全部为核酸阳性标本。结论　核酸检测能

够降低输血残余风险，保证输血安全。ＮＡＴ和血清学检测相互补充，不能替代，应选择适合的筛查策略。
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　　保障输血安全是全社会关注的焦点。过去，我国对献血者

ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ的检测采用２个不同生产厂家的ＥＬＩＳＡ试

剂检测。但ＥＬＩＳＡ技术对窗口期感染、隐匿性感染、病毒亚型

及变异株等还存在一定的局限性，输血残余风险时有发生［１］。

随着欧美等发达国家全面展开无偿献血的病毒核酸检测（ｎｕ

ｃｌｅｉｃａｃｉｄｔｅｓｔ，ＮＡＴ），我国自２０１０年开始进行ＮＡＴ的试点工

作，本中心自２０１１年开始ＮＡＴ的实施，现将２０１２年１月１日

至２０１３年４月３０日ＮＡＴ结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年１２月３１日至２０１３年４月２９日合肥

地区采集的无偿献血标本６８６６２例。每个献血者共采集２管

标本，１管ＥＤＴＡＫ２ 抗凝真空采血管用于ＥＬＩＳＡ初、复检，１

管ＥＤＴＡＫ２ 分离胶抗凝真空采血管（ＢＤ公司）用于核酸检测

及留样。

１．２　仪器　ＰｒｏｃｌｅｉｘＴＩＧＲＩＳ核酸检测系统（诺华），ＣｈｉＴａＳ

ＢＳＳ１２００达速自动化磁珠操作平台（浩源），ＡＢＩ７５００荧光定量

ＰＣＲ仪，ＳＴＡＲ 全自动加样仪（瑞士 ＨＡＭＩＬＴＯＮ 公司），

ＦＡＭＥ全自动酶免分析仪（瑞士 ＨＡＭＩＬＴＯＮ公司）。

１．３　试剂　（１）ＥＬＩＳＡ试剂（北京万泰、法国伯乐及珠海丽

珠、厦门新创产品）包括 ＨＢｓＡｇ，抗ＨＣＶ抗体、抗ＨＩＶ抗体、

ＨＩＶ抗原／抗体（批检合格且在有效期内使用）；乙肝血清标志

物检测试剂盒（北京万泰，批号２０１２０２０１）。（２）核酸检测试

剂：ＰＣＲ荧光法：ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ（１型）核酸检测试剂 （上海

浩源公司，批号 ＭＦ２０１２０２０３）；ＴＭＡ 化学发光法：ＨＢＶ、

ＨＣＶ、ＨＩＶ（１型）核酸检测试剂（美国诺华公司，批号５９３２２６、

６０３００９等）。以下２种核酸检测试剂分别简称为“诺华”和“浩

源”。

１．４　检测流程　ＮＡＴ标本于采集后第二天检测，若有反应性

标本则于第三天拆分（浩源）或鉴别（诺华）。ＥＬＩＳＡ检测标本

则在送检后７２ｈ内完成检测，若有反应性标本，则于次日双孔

复查。具体依照仪器和试剂盒说明书要求操作。

１．５　判定规则　（１）依试剂盒说明书要求酶免检测设有灰区，

复查结果任意一孔Ｓ／ＣＯ值大于灰区则判为不合格。（２）浩源

核酸检测：采用８个标本混检模式，对有反应的混合标本进行

拆分。拆分呈反应性的标本判为阳性。拆分无反应性的标本

判为阴性。（３）诺华核酸检测：采用单个标本的检测模式，有反

应性的标本即判为阳性，血液淘汰。判定为阳性的标本需进一

步做鉴别实验以证实何种病毒感染。鉴别无反应性标本仍判

为ＮＡＴ阳性。

１．６　乙肝血清标志物检测　 对２９例血清学阴性 ＨＢＶＤＮＡ

阳性样本采用 ＥＬＩＳＡ法测定乙肝血清标志物：ＨＢｓＡｇ、ＨＢ

ｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ和 ＨＢｃＡｂ。

１．７　ＨＩＶ确认实验　１４１例抗ＨＩＶ抗体阳性样本送疾控中

心做确认实验。

·２４７１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３



１．８　质量控制　参加澳大利亚ＣＩＴＣ和卫生部临检中心室间

质评。均按主办方提供的说明书操作。

２　结　　果

２．１　６８６６２例标本血清学检测和核酸检测结果　诺华、浩源

ＮＡＴ阳性率分别为０．３８０％和０．６４４％，ＥＬＩＳＡ＋ＮＡＴ＋比率

分别为０．１９７％和０．５１８％，ＥＬＩＳＡ－ＮＡＴ＋比率分别为

０．１８３％和０．０５６％，见表１。

表１　　６８６６２例标本血清学检测和核酸检测结果（狀）

项目
ＮＡＴ阳性

诺华 浩源

ＮＡＴ阴性

诺华 浩源
总计

ＨＢｓＡｇ＋＋ ８８ ４０ ８０ １３ ２２１

ＨＢｓＡｇ＋ ４ １ １７６ ５４ ２３５

抗 ＨＣＶ抗体＋＋ １４ １０ ２９ １５ ６８

抗 ＨＣＶ抗体＋ ０ ０ １４４ １３０ ２７４

抗 ＨＩＶ抗体＋＋ ９ ２ ０ ０ １１

抗 ＨＩＶ抗体＋ ０ ０ ８９ ４１ １３０

阴性标本 １０７ １３ ５７６８７ ９９１６ ６７７２３

总计 ２２２ ６６ ５８２０５ １０１６９ ６８６６２

　　＋＋：表示血清学双试剂阳性；＋：表示血清学单试剂阳性。

２．２　两套系统初（联检、混检）检阳性样本复（鉴别、拆分）检情

况　诺华２２２例联检阳性样本鉴别阳性１４３例，初、复检符合

率为６４．４１４％，浩源７９例混检阳性的反应池拆分阳性的有６６

例，初、复检符合率８３．５４４％，见表２。

表２　　诺华２２２例联检阳性标本鉴别及浩源７９例

　　混检阳性的反应池拆分情况（狀）

项目

诺华联检阳性

鉴别阳性

ＨＢＶ ＨＣＶ ＨＩＶ

鉴别

阴性

浩源混检阳性

拆分阳性

ＨＢＶ ＨＣＶ ＨＩＶ

拆分

阴性

ＥＬＩＳＡ＋ＮＡＴ＋ ８８ １３ ９ ５ ４１ １０ ２ ３

ＥＬＩＳＡ－ＮＡＴ＋ ３２ １ ０ ７４ １３ ０ ０ １０

总计 １２０ １４ ９ ７９ ５４ １０ ２ １３

　　ＥＬＩＳＡ＋ＮＡＴ＋：表示血清标志物及核酸均为阳性；ＥＬＩＳＡ－

ＮＡＴ＋：表示血清标志物为阴性而核酸为阳性。

２．３　乙型肝炎血清标志物检测情况　检测结果有７种模式，

抗ＨＢＣ抗体阳性的有２７例，５项全阴的有３例，见表３。

表３　　２９例 ＨＢｓＡｇ血清学阴性 ＨＢＶＤＮＡ阳性标本

　　乙型肝炎血清标志物检测结果

模式 ＨＢｓＡｇ ＨＢｓＡｂ ＨＢｅＡｇ ＨＢｅＡｂ
抗ＨＢＣ

抗体
标本数（狀）

１ － － － － － ３

２ － － － － ＋ ４

３ － ＋ － － ＋ ５

４ － － － ＋ ＋ ６

５ － ＋ － ＋ － １

６ － ＋ － － － ２

７ － ＋ － ＋ ＋ ８

２．４　ＨＩＶ确认实验结果　确认 ＨＩＶ阳性１１例，全部为血清

学双试剂及核酸同时阳性标本，具体见表４。

表４　　１４１例抗ＨＩＶ抗体反应阳性标本确认实验结果（狀）

项目
ＮＡＴ＋

ＥＬＩＳＡ＋＋

ＮＡＴ－

ＥＬＩＳＡ＋＋ ＥＬＩＳＡ＋

确认阳性数 １１ ０ ０

不确定数 ０ ０ １５

阴性数 ０ ０ １１５

　　ＥＬＩＳＡ＋＋：表示血清学双试剂阳性；ＥＬＩＳＡ＋：表示血清学单试

剂阳性。

２．５　室间质评结果　全部通过，合格率为１００％。

３　讨　　论

ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ是目前最常见的通过输血传播的病毒，

传统的ＥＬＩＳＡ检测方法容易受到操作、试剂、样本、设备等众

多因素的影响［２］。众所周知“窗口期”是血清学检测发生“漏

检”风险的主要原因，而ＮＡＴ能明显缩短“窗口期”
［３５］。目前

国际上两种最主要的血液 ＮＡＴ方法即是转录介导的扩增

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＴＭＡ）技术及荧光ＰＣＲ

技术，诺华和浩源２种系统就是分别基于ＴＭＡ、荧光ＰＣＲ的

ＮＡＴ平台。

本中心自２０１２年１月１日正式启动核酸检测，至２０１２年

４月３０日已完成６８６６２例标本的核酸检测。其中１２０例

ＥＬＩＳＡ－ＮＡＴ＋的标本，输血残余风险比率是０．１７５％，低于

张妍等［６］报道的０．２２％，高于方昌志等
［７］报道的０．０６６％。其

中 ＨＢＶＤＮＡ检出４５例，检出率０．０６６％，略低于刘强
［８］报道

的０．１７％，高于赵俊鹏等
［９］报道的０．０５％。我国是乙肝高发

区，每年新发病例约５０万，约１．２亿人携带 ＨＢＶ，不同省市感

染状况不一［１０］。２９例血清标志物阴性ＨＢＶＤＮＡ阳性标本的

血清标志物检测结果符合献血者隐匿性 ＨＢＶ感染的界定，但

模式１（血清学指标全阴）有３例，不排除“窗口期”感染。因此

隐匿性感染是输血残余风险的重要原因。隐匿性 ＨＢＶ感染

可能与下列因素有关：ＨＢＶＳ区及前Ｓ区变异基因变异，会影

响 ＨＢＶ蛋白质表达而导致 ＨＢｓＡｇ阴性；ＨＢＶ低水平复制，

抗原表达量低；ＨＢＶＤＮＡ的整合导致ＤＮＡ序列重排，进而

影响 ＨＢｓＡｇ抗原性；受其他病毒感染
［１１１３］。

核酸检测总阳性率以及ＥＬＩＳＡ＋ＮＡＴ＋比率浩源要高于

诺华，但因为浩源检测标本量低，检测时间短，２种核酸的检测

不同步，因此并不能证实浩源的灵敏度要高于诺华。ＥＬＩＳＡ－

ＮＡＴ＋比率诺华（０．１８３％）要高于浩源（０．０５６％），除去前述

原因，可能与２种系统检测方法不同有关，诺华联检阳性即判

为阳性，不论鉴别结果如何；而浩源混检阳性未拆分出的则判

为阴性。因此，浩源初检阶段产生的假阳性标本可能在复检阶

段就排除，而诺华即使鉴别为阴性而该假阳性标本也已判为

阳性。

诺华初、复检符合率为６４．４１４％，浩源初、复检符合率

为８３．５４４％，这种差异可能跟两套系统的检测模式不同有关。

诺华的联检、鉴别试剂的灵敏度接近；而浩源的拆分因标本取

样量大于混检，灵敏度远远超过混检。实际工作中笔者也多次

发现 ＨＢｓＡｇ＋＋标本混检阴性，再次单独拆分却阳性，这表明

混检有漏检。但也不排除诺华单检有假阳性，因为笔者也发现

一些联检阳性样本无法重复，可能是因为病毒载量低［１４１５］，也

可能是假阳性。

此次研究在 １２０ 例核酸单独阳性标 本 中 检 出 １ 例
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（０．００１％）ＨＣＶＲＮＡ阳性，没有检测到 ＨＩＶＲＮＡ阳性。据

报道，国内几大血液中心联合实验研究显示 ＨＣＶ的残余风险

为０．００３％
［１６］。可见开展ＮＡＴ后，ＨＣＶ的输血残余风险已经

很低。本次研究结果偏低，可能与样本量不够有关。

１４１例抗ＨＩＶ抗体反应阳性样本确认实验结果显示１１

例确认结果全部是血清学双试剂阳性标本，这证明了抗ＨＩＶ

血清学双试剂检测的有效。新版《血站技术操作规程》中规定

可以采用一种ＥＬＩＳＡ＋试剂一遍核酸检测的模式，单从 ＨＩＶ

来看可以满足检测安全需要。而２２１例 ＨＢｓＡｇ＋＋核酸阳性

只有１２６例（５７．０１４％），６８例抗ＨＣＶ抗体＋＋核酸阳性只有

２３例（３３．８２４％），ＥＬＩＳＡ单试剂阳性和核酸检测符合度更低。

而相当一部分ＥＬＩＳＡ＋＋ＮＡＴ－标本的存在也说明 ＮＡＴ不

能取代血清学检测。室间质评结果全部合格，显示本实验室

ＮＡＴ结果可靠。

综上所述，ＮＡＴ能缩短窗口期，检测隐匿性病毒感染，提

高输血安全。ＥＬＩＳＡ和 ＮＡＴ互为补充，不可相互替代，血液

中心要从自身情况出发，选择合适的筛查策略。未来随着

ＮＡＴ的不断推广，血液安全一定会进一步提高。
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人群ＡＩＤＳ预防知识知晓率低。因此，在医院里宣传国家免费

自愿咨询检测等“四免一关怀”政策，促使有过危险性行为的人

及时主动进行检测，及时发现 ＨＩＶ感染者，避免在医院内传

播。医务人员在检验中要加强职业暴露防护培训，正确掌握防

护技术，遵守普遍性防护原则，严格做好个人安全防护，恪守生

物安全操作规程［１５］。建立职业暴露发生后的紧急处理措施，

最大程度地减少职业暴露的发生。
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