
·临床研究·

核酸检测技术在唐山地区献血者血液筛查中的应用
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　　【摘要】　目的　探讨核酸检测（ＮＡＴ）技术应用于献血者血液筛查过程中的必要性。方法　采用上海浩源生

物科技有限公司罗氏血筛核酸检测系统，对２０１０年１２月１５日至２０１３年６月２０日唐山市中心血站常规ＥＬＩＳＡ检

测合格的献血者１９０１７５份标本进行人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）、丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）和乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）３项

联合筛查，并对ＮＡＴ筛查阳性的标本做确证试验。结果　１９０１７５份血清学全部合格的血液标本中，经过核酸检

测为阳性的血液共７７份，阳性检出率为０．４０‰（７７／１９０１７５）。其中，５７例 ＨＢＶＤＮＡ阳性标本，１５例 ＨＢＶＤＮＡ

阴性标本，检出１例 ＨＩＶＲＮＡ阳性标本，未检出 ＨＣＶＲＮＡ阳性标本，确证试验中阳性检出率为７９．４５％（５８／

７３）。结论　ＮＡＴ系统应用于献血者血液筛查有助于提高血液及输血安全。
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　　 血液及血液制品的安全，越来越受到社会的重视。为保

障输血安全，预防及控制输血传染病的传播，各采供血机构不

断更新血清学检测试剂，不断提高血液检测技术，缩短检测“窗

口期”，预防和控制输血相关传染病，降低输血传播病毒的风

险。现行的血液检测方法中，血清学检测技术仍存在较长的

“窗口期”。核酸检测（ＮＡＴ）技术作为一种新兴的血液传染病

检测方法，逐渐在国内各采供血机构推广。本站作为卫生部

ＮＡＴ试点之一，自２０１０年１２月开始对常规血清学筛查合格

的唐山地区无偿献血者血液进行 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＣＶＲＮＡ和

ＨＩＶＲＮＡ检测，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选取２０１０年１２月１５日至２０１３年６月２０

日唐山市中心血站常规血清学筛查合格的血液标本共１９０１７５

份。采血后每人留取２管标本：７ｍＬ真空ＥＤＴＡＫ２ 抗凝采

血管（用于血清学检测），５ｍＬ带分离胶真空ＥＤＴＡＫ２ 抗凝

采血管。核酸检测管在４ｈ内离心，离心条件为２０００×ｇ，２０

ｍｉｎ。采血后将标本放在２～８℃临时保存。

１．２　方法　（１）ＥＬＩＳＡ检测。对献血者血液标本采用２种

ＥＬＩＳＡ试剂平行检测乙型肝炎（乙肝）表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、抗

ＨＣＶ、抗ＨＩＶ１／２、梅毒螺旋体抗体和丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ），操作中严格按照试剂说明书和本站操作规程进行操

作。（２）核酸检测。经血清学检测合格的标本，采用 Ｃｏｂａｓ

ｓ２０１核酸检测系统（６个标本×１６７μＬ血浆汇集为１个测试

共１ｍＬ血浆）或上海浩源核酸检测系统（８个标本×１５０μＬ

血浆汇集为１个测试共１．２ｍＬ血浆）进行核酸检测。每组检

测均设有阴性对照、阳性对照（罗氏核酸试剂阳性对照：ＨＢＶ／

ＨＣＶ／ＨＩＶ１Ｍ／ＨＩＶ１Ｏ／ＨＩＶ２；浩源核酸试剂阳性对照：

ＨＢＶ／ＨＣＶ／ＨＩＶ１）和内对照。对混样结果为反应性的测试

做进一步拆分检测，其中无反应性的标本判为核酸阴性，有反

应性标本判为阳性，留取血浆袋和红细胞袋上的辨管再次检

测，检测结果均为无反应性的标本，判为核酸阴性；辨管检测有

一管或双管仍为反应性的标本判为核酸阳性。浩源核酸试剂

结果可区分为 ＨＢＶＤＮＡ阳性、ＨＣＶＲＮＡ阳性或 ＨＩＶＲＮＡ

阳性，罗氏核酸试剂暂不能区分是何种病毒呈阳性。

１．３　试剂与仪器　（１）试剂。ＨＢｓＡｇ（沈阳惠民公司、英科新

创公司）、抗ＨＣＶ检测（上海科华公司、北京万泰公司）、抗

ＨＩＶ１／２检测（北京万泰公司、法国伯乐公司，均为４代试剂，

可检测Ｐ２４抗原；珠海丽珠抗体检测）和梅毒检测（北京万泰

公司、珠海丽珠公司）ＥＬＩＳＡ试剂盒；ＡＬＴ检测试剂（日本和光

公司、四川迈克公司）；核酸检测试剂：上海浩源核酸检测试剂

和美国罗氏核酸检测试剂、蛋白印迹确证试剂。（２）仪器。

ＥＬＩＳＡ检测：深圳爱康Ｘａｎｔｕｓ全自动加样仪、ＵｒａｎｕｓＡＥ２００

全自动酶免一体机、全自动酶免分析仪（ＦＡＭＥ）；ＡＬＴ检测：

７６０００１０全自动生化分析仪；核酸检测：Ｃｏｂａｓｓ２０１核酸检测

系统（ＨａｍｉｌｔｏｎＳＴＡＲ全自动混样仪、ＣｏｂａｓＡｍｐｌｉｐｒｅｐ全自

动核酸提取仪、ＣｏｂａｓＴａｑＭａｎ实时荧光扩增分析仪）及相应

配套耗材，上海浩源核酸检测系统（ＨａｍｉｌｔｏｎＳＴＡＲ全自动混

样仪、ＥｚｂｅａｄＳｙｓｔｅｍ３２核酸提取仪、ＡＢＩ７５００实时荧光扩增

分析仪）及相应配套耗材；采血管：ＥＬＩＳＡ检测留样管（沧州永

康公司）、核酸检测留样管（美国ＢＤ公司）；一次性无菌带滤芯

的混样加样针；离心机；全自动脱盖机。

１．４　核酸阳性标本的确证　核酸阳性标本血浆采用罗氏核酸

定量检测系统做病毒核酸定量检测，并对 ＨＢＶ、ＨＣＶ和 ＨＩＶ

的分项进行确证检测，采用罗氏电化学发光检测系统对乙肝

“两对半”进行检测。对 ＨＩＶＲＮＡ阳性献血者进行追踪采血，

除进行ＥＬＩＳＡ、核酸定量检测外，同时采用蛋白印迹确证试剂

进行确证检测。

１．５　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６统计软件进行分析，

百分率之间的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　核酸检测结果　ＥＬＩＳＡ检测合格的献血者标本１９０１７５

份进行核酸检测，筛检出混样、拆分和辨管检测结果均是阳性

的标本７７例，阳性检出率为０．４０‰（７７／１９０１７５）。

２．２　确证试验及定量检测结果　核酸阳性血浆用罗氏核酸定

量检测系统做病毒核酸定量检测及 ＨＢＶ、ＨＣＶ和 ＨＩＶ的分
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项确证检测，确认试验结果中有５７例 ＨＢＶＤＮＡ阳性标本，

１５例 ＨＢＶＤＮＡ阴性标本，检出１例 ＨＩＶＲＮＡ阳性标本，未

检出 ＨＣＶＲＮＡ阳性标本，确证试验中阳性检出率为７９．４５％

（５８／７３），有４例标本因脂肪浆报废和标本量不够未做罗氏定

量确证检测及乙肝“两对半”检测，见表１。

２．３　乙肝“两对半”结果　乙肝标志物 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、

ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ检测中，全阴性标本１１例（１９．３％），

单独 ＨＢｓＡｂ阳性６例（１０．５％），单独 ＨＢｃＡｂ阳性或 ＨＢｃＡｂ

联合其他标志物阳性４０例（７０．２％）。

２．４　ＨＩＶＲＮＡ阳性献血者追踪结果　对检出的 ＨＩＶＲＮＡ

阳性的献血者分别于献血后第４天、１个月、２个月进行追踪采

血，采用ＥＬＩＳＡ、蛋白印迹确证试验、核酸定量进行检测。结

果见表２。

表１　ＨＢＶ、ＨＣＶ和 ＨＩＶ核酸检测结果

试剂种类 狀
初筛检测

阳性数［狀（‰）］

未确认

标本数（狀）

确认

标本数（狀）

确认阳性数

狀（％）

ＨＢＶＤＮＡ

（狀）

ＨＣＶＲＮＡ

（狀）

ＨＩＶＲＮＡ

（狀）

浩源试剂 １４３１８５ ５４（０．３８） ３（ＨＢＶ） ５１ ４１（８０．３９） ４０ ０ １

罗氏试剂 ４６９９０ ２３（０．４９） １ ２２ １７（７７．２７） １７ ０ ０

　　注：确认阳性标本的病毒载量结果中，除１例 ＨＩＶＲＮＡ载量为（２．００ｅ＋０４ＩＵ／ｍＬ），１例 ＨＢＶＤＮＡ载量为２５２０ＩＵ／ｍＬ外，其余 ＨＢＶ

ＤＮＡ阳性标本载量均小于１００ＩＵ／ｍＬ，最低载量小于１２ＩＵ／ｍＬ。

表２　ＨＩＶＲＮＡ阳性献血者追踪结果

采血间隔 酶免万泰试剂４代 酶免伯乐试剂４代 珠海丽珠（抗体） 核酸定量 蛋白印记确证

献血采血 阴性 阴性 阴性 阳性 不确定

第１次追踪（第４天） 阴性 阳性 阴性 阳性 不确定

第２次追踪（１个月） 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性

第３次追踪（２个月） 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性

３　讨　　论

本研究采用Ｃｏｂａｓｓ２０１核酸检测系统和上海浩源核酸检

测系统对本站２０１０年１２月１５日至２０１３年６月２０日常规血

清学筛查合格的献血者标本共１９０１７５人份进行核酸检测。

共检出ＥＬＩＳＡ合格但核酸阳性的标本７７例，阳性检出率为

０．４０‰。其中上海浩源核酸检测系统检出５４例，检出率约为

０．３８‰，罗氏Ｃｏｂａｓｓ２０１核酸检测系统检出２３例，检出率约

为０．４９‰。确证试验结果显示，浩源试剂阳性标本中有４０例

ＨＢＶＤＮＡ确证阳性，１例 ＨＩＶＤＮＡ确证阳性，１０例 ＨＢＶ

ＤＮＡ确证阴性，３例 ＨＢＶＤＮＡ阳性标本因标本量不足未做

确认，确认阳性率约为８０．３９％；罗氏试剂阳性标本中有１７例

ＨＢＶＤＮＡ确证阳性，５例确证试验 ＨＢＶＤＮＡ、ＨＣＶＲＮＡ

和 ＨＩＶＲＮＡ均阴性，１例阳性标本因标本量不足未做确认，

确认阳性率约为７７．２７％。两种试剂阳性检出率及确证阳性

率近似。０．４０‰的检出率与文献报道的江苏地区无偿献血者

中隐匿性 ＨＢＶ０．８０‰的感染率及深圳地区０．４９‰的感染率

研究结果接近［１２］，而陈长荣等［３］报道南方某城市献血人群隐

匿性肝炎的感染率为０．１９％。宝鸡地区血液核酸筛查漏检率

为１．１４‰及南宁地区血液核酸筛查阳性检出率为０．１４％，可

能是各地区感染情况不一造成［４５］。共１５例核酸阳性标本确

证结果阴性，可能是由于标本在核酸检测过程中受到污染、鉴

别确证平台的灵敏度比混检系统低、确证标本送检过程中病毒

降解或血袋中保养液对低载量病毒血液的稀释等引起［５］。

乙肝“两对半”检测结果显示，有１１例（１９．３％）ＨＢＶ

ＤＮＡ阳性标本血清标志物均为阴性，可能是“窗口期”感染病

例，也可能是 ＨＢＶ隐匿性感染者感染 ＨＢＶ后逐渐丢失了血

清标志物，或感染之初即丢失了标志物，这一现象可在嗜肝病

毒感染的土拨鼠模型上重现［６］。Ｔｏｒｂｅｎｓｏｎ等
［７］也报道超过

２０％的 ＨＢＶ隐匿性感染者血清乙肝标志物是阴性。本研究

中单纯 ＨＢｓＡｂ阳性标本有６例（１０．５％），既往认为 ＨＢｓＡｂ

为保护性抗体，在 ＨＢｓＡｂ阳性血样中也可检出 ＨＢＶＤＮＡ，

不能排除隐匿性感染，这在其他文献中也有报道［８］。血清标志

物中单纯 ＨＢｃＡｂ阳性或 ＨＢｃＡｂ联合其他标志物阳性的标本

占４０例（７０．２％），有研究显示 ＨＢｃＡｂ与隐匿性乙肝感染有

一定的相关性，可以作为既往 ＨＢＶ感染的标志，也可提示隐

匿性 ＨＢＶ感染的可能
［９］。

本研究中，浩源核酸检测试剂成功捕获了１例 ＨＩＶＲＮＡ

阳性标本，经过对该献血者的追踪检测，证明该献血者献血时

正处于“窗口期”感染。血清学ＥＬＩＳＡ检测在第１次追踪检测

时，进口伯乐试剂开始转阳，而国产万泰试剂和丽珠试剂仍为

阴性，说明在献血后第４天，血液中Ｐ２４抗原已经转为阳性，且

进口试剂灵敏度高于国产试剂。第２次和第３次追踪检测时，

所有的血清学指标和蛋白印迹确证试验都转为阳性。有文献

报道，核酸检测技术能够缩短 ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ感染的平均

“窗口期”，分别缩短９、５７、１１ｄ，缩短“窗口期”百分比分别

２０％、８２％、５０％
［１０］。在本研究中，核酸检测将病毒检测“窗口

期”提前了４ｄ。

核酸检测技术在我国起步较晚，发展水平较低，但从各地

检测报道和本站的检测结果来看，核酸检测在血液筛查中的必

然性和重要性逐步显现。国家卫生和计划生育委员会（原卫生

部）关于印发全面推进血站核酸检测工作实施方案（２０１３～

２０１５年）的通知中，明确规定到２０１５年，血液筛查核酸检测基

本覆盖全国。随着核酸检测技术在全国各采供血机构中陆续

开展，不断提高血液检测质量，缩短病毒检测“窗口期”，为社会

提供安全、有效的血液，保障患者生命安全。

参考文献

［１］ 王庆敏，蒋昵真，肖建宇，等．江苏地区献血者隐匿性

ＨＢＶ感染情况调查［Ｊ］．临床输血与检验，２０１２，１４（２）：

１１９１２０．　　　　　　　　　　　　　（下转第６３７页）

·５３６·检验医学与临床２０１４年３月第１１卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．５



２．２　两组患者术后４周及１２月随访指标比较　术后４周及

１２月，两组患者患膝关节的各项功能较治疗前均有显著改善，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），且观察组患者与对照组比较改

善更为明显，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表３　两组患者术后４周及１２月随访指标比较（狓±狊，分）

组别 狀
术后４周

ＨＳＳ评分

术后４周

ＶＡＳ评分

术后１２月

ＨＳＳ评分

术后１２月

ＶＡＳ评分

观察组 ４５ ７８．５７±２．２７ ３．３９±０．６７ ９７．１６±５．２９ １．３２±０．８７

对照组 ４５ ６９．６３±３．７６ ４．１７±０．５９ ８７．２９±３．５８ ２．１６±０．８２

狋 ８．７７３ ３．３６１ ９．３５７ ２．４７２

犘 ０．０００ ０．００９ ０．０００ ０．０１３

３　讨　　论

ＯＡ以进行性关节软骨退变为特征
［４］，滑膜在膝 ＯＡ发

生、发展过程中起到了重要作用，关节滑膜组织炎症与关节损

害和骨破坏进程密切相关，是导致膝关节肿胀、疼痛的主要原

因，切除滑膜是挽救膝关节功能的重要手段。ＴＫＲ是一种安

全、有效的膝关节功能重建方法，资料显示９０％的患者术后膝

关节功能改善，生活质量明显提高［５］。目前滑膜切除术＋全膝

关节置换可明显改善关节疼痛肿胀和功能，从而得到临床的普

遍重视。

段鑫等［６］通过研究认为滑膜是ＯＡ患者疼痛的重要来源，

滑膜在ＯＡ疾病的病理演变过程中发挥了“启动子”的作用，在

ＴＫＲ术中切除滑膜是很有必要的。Ｆｕｒｎｅｓ等
［７］通过研究发现

在ＴＫＲ中切除滑膜和保留滑膜，两组患者术后２６周的Ｃ反

应蛋白（ＣＲＰ）、红细胞沉降率（ＥＳＲ）水平等差异无统计学意义

（犘＞０．０５），认为ＴＫＲ中切除滑膜中并不能缩短术后患膝的

炎性反应期。彭玉兰等［８］通过研究结果显示膝关节滑膜切除

术后患者的 ＨＡＯ评分、ＥＳＲ、ＣＲＰ等指标均有明显改善。骆

宇春等［９］研究结果显示在滑膜切除术后，所有患者关节周围的

骨破坏均有不同程度改善，继发性骨关节炎得到好转。Ｒｏｂ

ｅｒｔｓｓｏｎ等
［１０］研究结果表明在ＴＫＲ中切除滑膜对患者的膝关

节整体功能（ＨＳＳ评分）、ＶＡＳ评分均有改善，值得临床推广。

本研究结果显示在ＴＫＲ中切除滑膜患者隐性失血量、手

术时间、引流量高于对照组患者，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；手术后４周及１２月，观察组患者患膝关节的各项功能

与对照组比较，改善更为明显，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

在ＴＫＲ中切除滑膜不仅及时制止病变的发展，而且最大限度

地保留关节功能，提高患者的生活质量状态，值得在临床中推

广应用。
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