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  摘 要:目的 探讨在中山地区献血者血液筛查中应用核酸检测技术的必要性及效果。方法 选用2种

酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂检测2015年8月至2019年12月中山地区献血者标本,对其中无反应性或单

试剂反应性标本进行核酸检测。
 

结果 对203
 

836例ELISA双试剂无反应性标本进行核酸检测,共检出核酸

反应性标本223例,其中乙型肝炎病毒DNA
 

220例,丙型肝炎病毒RNA
 

3例,未检出人类免疫缺陷病毒RNA。
对575例ELISA单试剂反应性标本进行核酸检测,共检出18例乙型肝炎病毒DNA反应性标本。ELISA双试

剂无反应性标本和单试剂反应性标本的核酸反应率分别为1.09‰和31.30‰,核 酸 检 测 Ct均 值 分 别 为

37.42±18.73和34.36±2.65,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 核酸检测技术在献血者血液安全筛查

中的应用,可以提高病毒检出率,缩短病毒检测“窗口期”,发现隐匿性病毒感染,降低输血相关病毒感染风险。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

necessity
 

and
 

effect
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technology
 

in
 

blood
 

screening
 

of
 

blood
 

donors
 

in
 

Zhongshan
 

area.Methods Two
 

kinds
 

of
 

ELISA
 

reagents
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

samples
 

of
 

blood
 

donors
 

in
 

Zhongshan
 

area
 

from
 

August
 

2015
 

to
 

December
 

2019,among
 

which
 

non
 

reactive
 

or
 

single
 

reagent
 

reactive
 

samples
 

were
 

used
 

for
 

nucleic
 

acid
 

detection.Results A
 

total
 

of
 

223
 

nucleic
 

acid
 

reac-
tive

 

samples
 

were
 

detected
 

in
 

203
 

836
 

ELISA
 

double
 

reagents
 

non
 

reactive
 

samples,including
 

220
 

cases
 

of
 

hep-
atitis

 

B
 

virus
 

DNA,3
 

cases
 

of
 

hepatitis
 

C
 

virus
 

RNA,and
 

no
 

human
 

immunodeficiency
 

virus
 

RNA
 

was
 

detec-
ted.A

 

total
 

of
 

18
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

DNA
 

reactive
 

samples
 

were
 

detected
 

in
 

575
 

ELISA
 

single
 

reagent
 

reactive
 

samples.The
 

reaction
 

rate
 

of
 

nucleic
 

acid
 

was
 

1.09‰
 

and
 

31.30‰
 

in
 

the
 

double
 

reagents
 

non
 

reactive
 

sam-
ples

 

and
 

the
 

single
 

reagent
 

reactive
 

samples,and
 

the
 

Ct
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

was
 

37.42±18.73
 

and
 

34.36±2.65,respectively,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

application
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technology
 

in
 

blood
 

safety
 

screening
 

of
 

blood
 

donors
 

can
 

improve
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

virus,shorten
 

the
 

"window
 

period"
 

of
 

virus
 

detection,find
 

hidden
 

virus
 

infection,and
 

reduce
 

the
 

risk
 

of
 

blood
 

transfusion
 

related
 

virus
 

infection.
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  输血安全是全球关注的问题,乙型肝炎病毒

(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)和人类免疫缺陷病毒

(HIV)能通过输血传播,是输血安全重点监测的病原

微生物。如何降低经输血传播病毒风险是输血医学

一大难题和研究方向。随着科技水平的不断进步,核
酸检测技术广泛应用,按《血站技术操作规程(2015
版)》要 求,中 山 市 中 心 血 站 自 2015 年 8 月 起 对

HBV、HCV和HIV项目开展核酸检测,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 标本来源 选取2015年8月至2019年12月中

山地区无偿献血者标本。每位献血者留取标本2份,
一份为乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)真空抗凝管留

取的5
 

mL血液,用于酶联免疫吸附试验(ELISA)等
常规试验。另一份是带分离胶的真空抗凝管留取的
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8
 

mL血液,用于核酸检测,在采血后4
 

h内,2
 

200×g
离心10

 

min,标本2~8
 

℃保存,72
 

h内完成检测。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 主要仪器 TECAN全自动加样仪;BEP
 

Ⅲ
和FAME24-20全自动酶联免疫分析仪;罗氏Cobas

 

201全自动核酸检测分析系统,包括Hamilton
 

Micro-
lab

 

STAR 加样仪、Cobas
 

AmpliPrep核酸提取仪、

Cobas
 

TaqMan核酸扩增仪。

1.2.2 主要试剂 乙型肝炎表面抗原(HBsAg)
 

ELISA试剂(珠海丽珠和厦门新创);抗-HCV(HCV-
Ab)

 

ELISA试剂(珠海丽珠和北京万泰);HIV(Ag/

Ab1+2)
 

ELISA试剂(美国伯乐和北京万泰);Cobas
 

MPX
 

2.0核酸检测试剂(美国罗氏)。试剂均在有效

期内使用,严格按试剂盒说明书进行操作和结果

判定。

1.3 方法 采用2种ELISA试剂对献血者标本进

行HBsAg、HCV-Ab及 HIV(Ag/Ab1+2)检测,无反

应性或单试剂反应性标本采用罗氏核酸筛查试剂进行

6人份混样检测,混样检测为有反应性则进行拆分检

测,拆分检测有反应性的标本判定结果为不合格。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行统计学

分析,计数资料以率表示,组间比较采用χ2 检验,计
量资料以x±s 表示,组间比较采用t 检验;以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 ELISA双试剂无反应性标本核酸检测情况及趋

势 2015年8月至2019年12月ELISA双试剂无反

应性标本共203
 

836例进行核酸检测,检出核酸反应

性标本223例,其中 HBV-DNA
 

220例,HCV-RNA
 

3例,未检出 HIV-RNA反应性标本,核酸反应率为

1.09‰。不同年份间核酸检测反应率比较,差异无统

计学意义(χ2=1.865,P=0.761)。见表1。

2.2 ELISA 单试剂反应性标本核酸检测情况 
ELISA单试剂反应性标本共575例进行核酸检测,检
出核酸反应性标本18例,均为 HBV-DNA反应性标

本,反应率为31.30‰。ELISA双试剂无反应性标本

与单试剂反应性标本核酸反应率比较,差异有统计学

意义(χ2=419.097,P<0.001)。见表2。

表1  ELISA双试剂无反应性标本核酸检测情况

时间 标本数(n)
核酸检测反应性标本数(n)

HBV-DNA HCV-RNA HIV-RNA 合计
反应率(‰)

2015年8-12月 18
 

513 21 0 0 21 1.13

2016年 45
 

732 50 1 0 51 1.12

2017年 45
 

253 54 2 0 56 1.24

2018年 46
 

871 50 0 0 50 1.07

2019年 47
 

467 45 0 0 45 0.95

合计 203
 

836 220 3 0 223 1.09

表2  ELISA
 

单试剂反应性标本核酸检测情况

项
 

目
ELISA单试剂反应性标本数(n)

2015年8-12月 2016年 2017年 2018年 2019年 合计

核酸反应性

标本数(n)

反应率

(‰)

HBsAg 26 64 25 32 33 180 16 88.89

HCV-Ab 25 63 90 19 20 217 2a 9.22

HIV(Ag/Ab1+2) 14 60 35 40 29 178 0 0.00

合计 65 187 150 91 82 575 18 31.30

  注:a表示2例ELISA、HCV-Ab反应标本核酸结果为 HBV-DNA反应。

表3  核酸反应性标本Ct值分布情况[n(%)]

Ct值 ELISA双试剂无反应性 ELISA
 

单试剂反应性

<30  1(0.45) 1(5.56)

30~<35 68(30.49) 8(44.44)

35~<40 146(65.47) 9(50.00)

≥40  8(3.59) 0(0.00)

合计 223(100.00) 18(100.00)

2.3 核酸反应性标本的扩增情况 ELISA双试剂无

反应性标本和单试剂反应性标本共有241例核酸反

应性标本,Ct值35~<40的有155例,占64.32%
(155/241),2组 Ct均值分别为37.42±18.73和

34.36±2.65。ELISA单试剂反应性标本与无反应性

标本的核酸反应性标本Ct均值之间比较,差异有统

计学意义(t=55.540,P<0.001)。见表3。
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3 讨  论

中山市中心血站从2015年8月把核酸检测技术

应用到献血者血液筛查中,截至2019年12月,对
203

 

836例ELISA双试剂无反应性标本进行核酸检

测,共 检 出 核 酸 反 应 性 标 本 223 例,总 反 应 率 为

1.09‰,略低于东莞市的1.26‰[1],明显高于上海地

区的0.75‰[2]。这一结果表明,虽然血清学检测已大

幅度降低经输血感染病毒的风险,但仍有漏检情况发

生,造成极大的输血安全隐患[3]。对于献血者血液筛

查模式在血清学检测的基础上增加核酸检测是有必

要的,有效地保障了血液安全。对于不同地区的核酸

检测反应率的差异,考虑与地区之间的病毒流行率差

异有关,也可能与使用核酸试剂不同有关。本研究使

用的 MPX
 

2.0核酸联合检测试剂的灵敏度优于上一

代试剂[4],可有效降低HBV输血残余风险。
有报道全球的 HBsAg流行率为3.9%,而我国

的流行率高达6.1%[5],降低 HBV传染流行风险仍

是我国现阶段输血界有待攻克的难题。本研究检出

核酸反应性标本223例,其中 HBV-DNA
 

220例,占
98.65%(220/223),表明输血传播 HBV残余风险明

显高于 HCV和 HIV。HBV-DNA反应性的原因复

杂多样,主要有隐匿性感染、病毒感染“窗口期”、DNA
变异等。隐匿性感染是由于病毒变异、感染者自身免

疫等因素导致 HBsAg的结构改变或合成降低,血清

HBsAg呈阴性,但血清或肝组织中仍可检出 HBV-
DNA。有研究发现,单 HBV-DNA反应性献血者中

有90%以上是隐匿性 HBV感染[6]。人体感染病毒

后需要一段时间才能检测出病毒抗体,而核酸检测是

在分子生物学水平直接检测病原体核酸,具有特异度

强及灵敏度高的优点。本站检测出的3例 HCV-
RNA反应性标本对应献血者有可能正处于感染“窗
口期”。所以核酸检测可大大缩短病毒检测的

 

“窗口

期”,发现隐匿性感染,减少ELISA造成的漏检,进一

步提高血液安全性[7]。
本研究回顾分析2015年8月至2019年12月核

酸检测情况,不同年份间核酸反应率的差异无统计学

意义(P>0.05)。分析原因可能为:一方面,与中山市

中心血站质量体系的不断完善有关,从标本采集到血

液检测,有效控制每个关键点,科室注重培训工作,实
验人员操作技术成熟,核酸检测工作开展运行一直顺

畅,假阳性结果比较少;另一方面,与中山地区献血人

群有关,由于中山地区无偿献血团体和固定献血者比

例大,故核酸反应率维持在比较平稳的状态。
本研究对575例ELISA单试剂反应性标本进行

核酸检测,发现核酸反应性标本有18例,均为 HBV-
DNA反应性,反应率为31.30‰,明显高于ELISA双

试剂无反应性标本的核酸反应率(1.09‰),2组标本

核酸反应率比较,差异有统计学意义(P<0.05)。因

此,对于罗氏Cobas
 

201血液核酸筛查平台,ELISA
等常规试验合格后再进行核酸检测的血液筛查策略

是合适的,可以减少核酸拆分的次数,从而降低核酸

实验室污染风险,减少检验人员工作量,同时节省检

测成本。有报道指出,ELISA检测 HBV、HCV单试

剂阳性,其假阳性率较高[8],从表2可以看出,2017-
2019年,HBsAg和 HIV(Ag/Ab1+2)单试剂反应例

数相对稳定,而 HCV-Ab单试剂反应性标本2017年

明显增多,可能与人员操作、ELISA试剂质量、标本等

有关。有报道细菌、真菌污染及正常血浆蛋白等因素

均可引起非特异性反应,导致结果呈假阳性[9]。由于

4代HCV-Ab试剂灵敏度和特异度较3代更佳[10],通
过加强人员培训,更换4代试剂,加强控制标本质量

后,2018年和2019年的HCV-Ab单试剂反应性标本

大幅度减少。由于假阳性结果既造成宝贵血液资源

的浪费,也给献血者带来心理压力,因此,在血液筛查

中加入核酸检测,不仅对献血者检测结果反馈工作有

指导意义,同时还为ELISA试剂选用提供有力证据,
假阳性结果减少,自然减少血液的浪费。

本研究结果显示,ELISA双试剂无反应性标本和

单试剂反应性标本的Ct均值分别是37.42±18.73
和34.36±2.65,2组标本的均值差异有统计学意义

(P<0.05),后者病毒含量较高。在ELISA双试剂无

反应性标本中,Ct值35~<40占65.47%,而Ct值

30~<35占30.49%,两者相差1倍多;在ELISA
 

单

试剂反应性标本中,Ct值35~<40占50.00%,而Ct
值30~<35占44.44%,两者相近。核酸检测在标本

病毒含量极低时,有可能正好未能吸取到病毒核酸而

导致核酸结果假阴性[11],同时,注意核酸标本检测前

处理和检测时效,避免病毒的降解造成核酸检测假阴

性结果。
综上所述,核酸检测在血液安全筛查中的应用,

可大大提高无偿献血者病毒检出率,有效弥补血清学

检测的局限性,但核酸检测仍不能替代ELISA检测,
两者在降低输血相关病毒感染风险中发挥互补作用,
这是血液筛查检测的重要策略。
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用不规范、初始耐药、人口流动性、治疗管理不善等多

种因素有关,我国耐多药结核病患者人数逐年增加,
已成为该疾病的高负担国家之一[6]。耐多药结核病

的治疗十分困难,治疗成本较高,因此,快速准确地对

结核分枝杆菌耐药性进行检测,以便制订合理、有效

的治疗方案,有助于提高疾病的治疗效果,并降低耐

药菌传播的风险[7]。传统药敏试验是耐多药结核病

诊断的“金标准”,但是该方法检测所需时间长,时效

性较差,在一定程度上限制了其临床应用。线性探针

技术是利用多重PCR扩增反应原理,针对异烟肼和

利福平耐药常见基因突变位点而设计探针,是一种快

速的分子生物学诊断方法,有利于结核病耐药情况的

早期筛查和诊断,目前已在很多地区得到推广应

用[8-10]。
本研究 发 现,线 性 探 针 技 术 对 异 烟 肼 耐 药 性

(21.46%)、利福平耐药性(24.29%)及耐多药结核病

(20.24%)的检出率与药敏试验差异无统计学意义

(P>0.05),并且线性探针技术对异烟肼耐药性、利福

平耐药性及耐多药结核病检测的灵敏度、特异度、准确

性及约登指数也均较高,这与以往研究结果一致[11-12],
说明线性探针技术在耐多药结核病的早期诊断方面具

有较好的临床应用价值,为疾病的及时、有效治疗提供

保障。
综上所述,线性探针技术作为一种辅助诊断技

术,对耐多药结核病检测的灵敏度、特异度及准确性

均较高,能准确、快速诊断结核分枝杆菌对利福平、异
烟肼的耐药性及多药耐药性,与传统的药敏试验检测

结果具有高度的一致性,对于耐多药结核病的早期诊

断具有重要意义。
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