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血液病毒核酸检测在集中化检测实验室的应用

郑显良，吴娇婵，赵　静（海南省血液中心检验科，海口市　５７０３１１）

　　【摘要】　目的　对病毒核酸检测与酶联免疫检测结果进行对比分析，探讨病毒核酸检测效果，同时探讨血液检

测假阳性所引起的血液报废问题。方法　对无偿献血者血样进行乙型肝炎表面抗原、丙型肝炎病毒抗体和艾滋病

抗体双试剂酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）筛查。同时，所有血样进行病毒核酸检测（ＮＡＴ），对海口和分中心血样检

测结果进行比较分析。结果　对海口５８７８６份和分中心３０４７６份血样进行检测，发现长途运输标本并没有影响

ＮＡＴ阳性检出率（犘＞０．０５）；ＥＬＩＳＡ单试剂检测阳性或灰区引起的血液报废高达０．９％，ＮＡＴ单独阳性而鉴别试

验阴性引起血液报废的占０．２％，而在这部分血液标本中存在一些 ＮＡＴ检测假阳性因素。结论　ＮＡＴ检测适用

于血站集中化检测实验室，可以降低输血风险；同时也应重视血液检测假阳性所带来的健康血液报废问题。
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　　输血相关传染病的预防和控制已经成为全社会关注的焦

点问题。输血传播疾病有２０多种，其中以病毒传染为主，在我

国最引起社会关注为乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）、丙型肝炎病毒

（ＨＣＶ）和人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）。目前，血站对所有采集

的血液使用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）双试剂检测乙型肝炎

表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、丙型肝炎病毒抗体（抗ＨＣＶ）和艾滋病毒

抗体（抗ＨＩＶ）。然而，由于血清转换窗口期、病毒变异、非典

型血清学转阳过程与免疫沉默等现象的存在［１］，病毒阳性献血

者仍然存在漏检现象。因此，核酸检测技术的引进进一步提高

了血液安全。本文对血液病毒核酸检测与酶联免疫检测结果

的作对比，来说明海南省集中化检测实验室核酸工作开展现况

以及核酸检测存在的一些难题。

１　材料与方法

１．１　样本来源　２０１１年１２月至２０１２年１１月海南省无偿献

血者血样共８９２６２人份，采血后分别用上海科华公司的５ｍＬ

乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）真空抗凝管和美国ＢＤ公司的

５ｍＬＰＰＴ试管留样。其中５ｍＬＥＤＴＡＫ２ 真空抗凝管血样

２４ｈ内分离血浆，用于ＥＬＩＳＡ血液筛查；５ｍＬＰＰＴ试管血样

在４ｈ内分离血浆，用于ＮＡＴ检测。

１．２　主要仪器　ＲＳＰ１５０全自动样品处理系统（瑞士帝肯公

司）；ＢＥＰＩＩＩ全自动酶免分析系统（ＳＩＥＭＥＮＳ）；ＴｉｇｒｉｓＵｌｔｒｉｏ

检测系统（美国ＧｅｎＰｒｏｂｅＩｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ公司）；ＰＲＯＣＬＥＩＸ试

剂制备培养箱（ＲＰＩ）。

１．３　主要试剂　（１）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒 ＨＢｓＡｇ（上海科华和

北京万泰），ＨＣＶ（上海科华和北京万泰），ＨＩＶ（上海科华和法

国伯乐）。（２）ＮＡＴ检测试剂盒 ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏＡｓｓａｙ检测试

剂（美国诺华公司推广的 ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ１ＮＡＴ试剂盒，

Ｕｌｔｒｉｏ）。

１．４　方法

１．４．１　双试剂酶联免疫检测　将４８４９４份５ｍＬＥＤＴＡＫ２

真空抗凝管血样室温离心１５ｍｉｎ，分离血浆，用ＲＳＰ１５０全自

动加样器和ＢＥＰＩＩＩ全自动没面分析系统进行双试剂检测。

１．４．２　ＮＡＴ检测　（１）样品处理：将８９２６２份５ｍＬＰＰＴ试

管血样采样后４ｈ内经１２００ｇ、４℃离心分离血浆，２～８℃冰

箱保存待检。（２）ＮＡＴ检测：海口本部５８７８６份血样在２４ｈ

内开始检测，４８ｈ内报告结果；分中心的３０４７６份血样由于长

途托运，在４８ｈ内开始检测，７２ｈ内报告结果。

１．４．３　通过对海口地区血样和下面分中心血样 ＮＡＴ单人份

检测和ＥＬＩＳＡ检测结果的对比，来判断长途托运和检测时间

是否影响了检测结果的准确性，评估开展ＮＡＴ检测对海南省

集中化检测实验室的可行性和有效性，以及开展 ＮＡＴ检测的

必要性。

１．５　统计学方法　研究数据结果均采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件

进行分析，采用χ
２ 检验处理，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＥＬＩＳＡ和ＮＡＴ阳性结果比较　见表１。８９２６２份血样

按标本来源不同，分别做ＥＬＩＳＡ双试剂检测和ＮＡＴ单人份检

测，发现在ＥＬＩＳＡ方法阳性和阴性样本中 ＮＡＴ检出阳性率，

海口与各分中心的检出率差异没有统计学意义（犘＞０．０５），特

别是在 ＨＣＶ和 ＨＩＶＲＮＡ病毒中的检出率并没有统计学差

异，所以长途托运及检测时间基本没影响到 ＮＡＴ的阳性检出

率。

表１　样本ＥＬＩＳＡ和ＮＡＴ阳性结果比较

采血点
样本量

（份）

ＨＢＶ

ＥＩＡ＋ＮＡＴ＋ ＥＩＡ＋ＮＡＴ ＥＩＡＮＡＴ＋

ＨＣＶ

ＥＩＡ＋ＮＡＴ＋ ＥＩＡ＋ＮＡＴ ＥＩＡＮＡＴ＋

ＨＩＶ

ＥＩＡ＋ＮＡＴ＋ ＥＩＡ＋ＮＡＴ ＥＩＡＮＡＴ＋

海口 ５８７８６ ３３０ ５８ ３７ ５５ ２８ ０ ５ ０ ０

分中心 ３０４７６ ２８０ ５１ ３２ ３５ １３ １ １ ０ １

总量 ８９２６２ ６１０ １０９ ６９ ９０ ４１ １ ６ ０ １

　　注：经χ
２检验，海口与分中心血样ＮＡＴ阳性在各组中的检出率的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。
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２．２　ＥＬＩＳＡ单试剂检测阳性与ＮＡＴ检测结果比较　见表２。

８９２６２份血样ＥＬＩＳＡ双试剂检测和 ＮＡＴ单人份检测结果发

现，在７９１份ＥＬＩＳＡ单试剂阳性血样中有１９份被 ＮＡＴ检测

阳性。

表２　ＥＬＩＳＡ单试剂检测阳性与ＮＡＴ检测结果比较

ＥＩＡ单试剂阳性ＮＡＴ阳性 ＥＩＡ单试剂阳性ＮＡＴ阴性

ＨＢＶ １７ ３４７

ＨＣＶ １ １８４

ＨＩＶ １ ２４１

２．３　对ＥＬＩＳＡ双试剂检测阴性，ＮＡＴ检测阳性血样进行分

析　见表３。ＮＡＴ检测存在不可忽视的假阳性问题。

表３　ＥＬＩＳＡ阴性、ＮＡＴ阳性样本核酸鉴别试验结果

鉴别试验阴性 鉴别试验阳性

ＮＡＴ三联检测阳性（１＜Ｓ／ＣＯ＜３） ５１ ２

ＮＡＴ三联检测阳性（Ｓ／ＣＯ＞３） ２０９ ７２

３　讨　　论

从８９２６２份无偿献血者血样检测中发现，有０．１７％献血

者ＥＬＩＳＡ双试剂检测阳性，但是 ＮＡＴ未检测出来，分析主要

由于以下几个原因：（１）可能血清中存在的 ＨＢｓＡｇ是由 ＨＢＶ

ＤＮＡ整合到人染色体与宿主基因共同表达所致
［２］；（２）病毒核

酸变异；（３）ＨＢＶ病毒在血清中ＤＮＡ含量较低，而 ＨＢｓＡｇ含

量高，ＥＬＩＳＡ可以检测到；（４）ＨＣＶ感染产生抗体，但是血清

中并没有 ＨＣＶＲＮＡ存在；（５）也存在操作失误所引起的漏

检，特别是ＲＮＡ病毒容易受外界环境因素影响而导致破坏，

如剧烈震荡，在室温时间过长，未及时分离血浆等。所以标本

质量是确保核酸扩增检测的前提。

在７９１份单试剂阳性的样本中，有１９份 ＮＡＴ检测阳性，

其余７７２份可能是由于病毒变异，患者不合理用药或病毒双重

感染引起的单试剂阳性，也有大部分原因是由于ＥＬＩＳＡ试剂

的非特异性反应引起的假阳性结果。在ＥＬＩＳＡ阴性样本中，

ＮＡＴＵｌｔｒｉｏ检测１＜Ｓ／ＣＯ＜３的有５１份，鉴别阳性率不到

４％，这部分样本结果有待于确认，是否由于操作失误或随机误

差引起的假阳性。在８９２６２份血样中，有０．２％的血液报废是

由于ＮＡＴ单项阳性，但是鉴别后为阴性结果。

综上可见，ＮＡＴ检测缩短了病毒检测的窗口期，自２０１１

年１１月开展核酸检测以来，本实验室发现６９例 ＨＢＶＤＮＡ

阳性，但是ＥＬＩＳＡ未检出，存在ＥＬＩＳＡ漏检现象。而 ＨＢｓＡｇ

检测阴性的窗口期感染的献血者血液或 ＨＢｓＡｇ检测阴性抗

ＨＢｃ阳性的献血者血液，可以导致受血者感染 ＨＢＶ，即现有

的血液检测体系存在 ＨＢＶ的漏检
［２］，虽然酶免试剂盒质量在

不断提高，患者出现输血后感染疾病的风险已经很低，但是，

ＨＢｓＡｇ检测阴性所致的 ＨＢＶ输血感染占较大的比例
［３４］。

特别是在海南，ＨＢＶ的感染率较高，再加上目前大多数患者都

经过不合理的药物治疗，引起了 ＨＢＶ病毒的突变，或隐匿性２

型肝炎病毒感染ＯＢＩ感染。近几年，ＯＢＩ越来越受到关注
［５］，

其低病毒量对输血安全造成一定的隐患。有报道指出，输注了

ＯＢＩ献血者的血液后，有近２０％的概率受感染，受血者体内出

现 ＨＢｓＡｇ或 ＨＢＶＤＮＡ，而没受感染的也占近３０％，故 ＯＢＩ

对输注是否造成影响，亦与受血者的免疫状态有关［６］。避免

ＨＢＶ输血传播是一项非常艰巨的任务。ＮＡＴ检测可以检出

ＥＬＩＳＡ方法漏检的一部分隐性感染者，所以开展ＮＡＴ检测颇

为重要。但是ＮＡＴ检测并不能完全取代ＥＬＩＳＡ方法检测，因

为ＮＡＴ检测也受到各种因素的影响，如核酸检测窗口期、病

毒核酸变异，病毒含量较低以及实验操作问题等，都会导致

ＮＡＴ检测假阴性的出现
［７］。从方法学角度看，两者只能起到

与血清学互补的作用。

至２０１１年１２月 ＮＡＴ检测开展以来，已经检测到６９例

ＬＥＩＳＡ漏检的 ＨＢＶ感染者。海南省血液中心是全国惟一一

个集中化检测的血站，对于下面市县的样本采集，运送，处理已

经有一套完整的体系文件，研究表明了下级市县的样本检测与

海口地区在ＮＡＴ检测结果上没有统计学差异。有研究表明，

在样品运送和保存中可以保持 ＲＮＡ 完整性
［８］，因此造成

ＲＮＡ降解的主要环节可能在 ＲＮＡ的提取过程，说明集中化

检测并没有影响ＮＡＴ检测的开展，进一步证实了开展血液病

毒核酸检测的必要性和有效性。

与此同时，面对当前血源紧缺的现状，如何减少开展ＮＡＴ

检测后假阳性引起的血液报废。作者认为：（１）ＮＡＴ检测室严

格控制实验室气流，工作人员勤换手套，严格遵守标准操作规

程，积极做好日常的消毒清洁工作，特别是开臭氧消毒，对仪器

内部的消毒以及环境消毒很有效；（２）对仪器设备的维护保养

是确保试验准确的关键；（３）有必要对ＥＬＩＳＡ双试剂阴性但

ＮＡＴ低值阳性血样做进一步调查评估，以作出更好的对策。

参考文献

［１］ 李金明．临床酶免疫测定技术［Ｍ］．北京：人民军医出版

社，２００６：１８７１９６．

［２］ 吴玉清，杨忠思，赵林，等．青岛地区无偿献血者血液病毒

核酸检测的研究［Ｊ］．中国输血杂志，２００８，２１（１１）：８３４

８３６．

［３］ 任芙蓉，刘长利，吕秋霜，等．病毒核酸检测在献血者血液

筛查中的应用［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００４，２７（９）：５９６

５９９．

［４］ 胡兆平，姚萍，王保龙，等．荧光定量ＰＣＲ技术在血液筛

查中的应用及可行性分析［Ｊ］．临床输血与检验，２００２，４

（１）：７９．

［５］ＣｏｍａｎｏｒＬ．ＨｏｌｌａｎｄＰ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｂｌｏｏｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇ：

ｕｎｆｉｎｉｓｈｅｄａｇｅｎｄａｓ［Ｊ］．Ｖｏｘｓａｎｇ，２００６，９１（１）：１１２．

［６］ＳａｔａｋｅＭ，ＴａｉｒａＲ，ＹｕｇｉＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂｌｏｏｄｃｏｍ

ｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｌｏｗｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＤＮＡｌｅｖｅｌｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｉｎａｌｏｏｋｂａｃｋｐｒｏｇｒａｍ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ（Ｐａｒｉｓ），２００７，４７

（７）：１１９７１２０５．

［７］ 唐九歌，马秀敏，丁剑冰，等．核酸检测技术在血液 ＨＣＶ

筛查中的应用［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２００９，４（５）：３８３

３８６．

［８］ 陈悦康，李活，王飞，等．核酸筛查实验室 ＲＮＡ 酶污染防

止对策探讨［Ｊ］．中国自然医学杂志，２００７，９（２）：１３７１３８．

（收稿日期：２０１２１２２２　修回日期：２０１３０４２３）

·９５４２·检验医学与临床２０１３年９月第１０卷第１８期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１８




