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!!

摘
!

要"目的
!

研究核酸检测方法在血液
]VS1[T2

检测中的应用价值%方法
!

选取
"%%+

年
+

月至
"%!"

年
+

月深圳市

'$(!+%

例血清学检测阴性的献血者血液标本为研究对象!对其实施罗氏
OcV2K2RIMPOc\

血液核酸筛查&

IO\1

微流芯片法&

实时荧光
IO\

法及
TcS2\3PK3R2

进行核酸筛查以统计携带有
]VS

的血液标本数量!同时!所有献血者追踪检测丙氨酸氨

基转移酶和乙型肝炎两对半标志物%结果
!

'$(!+%

例血清学检测阴性的献血者通过实施核酸检测!共检测出乙型肝炎表面抗原

阴性及
]VS1[T2

阳性
!")

例!占
%#'(m

%其中!窗口期
!)

例!占检出总例数
!$#(*

#隐匿性感染
!!%

例!占
,$#'*

%结论
!

T23

灵敏度高!能够有效筛选出献血者血液标本中携带的
]VS

!对保障血液安全具有重要意义!值得在今后临床检测工作中积

极推广使用%

关键词"核酸扩增技术#

!

乙型肝炎病毒#

!

乙型肝炎表面抗原#

!

脱氧核糖核酸
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!
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文献标识码"
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文章编号"
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输血是将献血者的血液通过静脉输注的方式传输至患者

体内#以起到良好的辅助治疗作用的一种治疗方法#在当前医

疗机构中得到了广泛的应用'然而#在献血者中#乙型肝炎病

毒感染组不可避免地夹杂其中#对输血者的身体健康带来了极

大的隐患'根据当前医学临床研究可知#乙型肝炎病毒

$

]VS

&是一种脱氧核糖核酸病毒#属于嗜肝
[T2

病毒科)

!

*

'

目前在我国境内
]VS

感染率约为
+&*

#而乙型肝炎表面抗原

携带率约占到了总人口数的
(*

#乙型肝炎病毒$

]V/2

8

&属于

传染性疾病#已经被世界卫生组织列为严重的全球性卫生问

题'如何有效降低由血液输注造成的
]VS

感染率已经成为

各国医学界专家学者研究的重要课题'在血液标本检测工作

中#核酸扩增技术$

T23

&可缩短检测.窗口期/#降低漏检感染

病毒率等优点日渐凸显#并且此种方法已经成为西方发达国家

病毒筛查工作的重要手段之一)

"

*

'为此#本研究针对核酸检测

方法在血液
]VS1[T2

检测的应用价值展开深入分析#以为

该种检测技术的推广使用提供科学依据#现将结果报道如下'

@

!

资料与方法

@#@

!

一般资料
!

选取深圳市血液中心
"%%+

年
+

月至
"%!"

年

+

月
'$(!+%

例血清学检测为阴性的献血者为研究对象#其中

男
!,&$(%

例#占
&'#$*

#女
!+!+)%

例#占
$+#+*

#献血者年

龄
!,

!

$&

岁#平均$

'!#&L"#&

&岁'所有无偿献血者均检测

]PS

(梅毒阴性%

2Vc

血型根据红细胞表面有无特异性抗原

$凝集原&

2

和
V

来划分血液类型系统%血液检测标本均是在

全密闭状态下采集的'排除非研究区间段提供的血液标本#以

及含有乙醇成分的血液标本'

@#A

!

检测方法
!

'$(!+%

例献血者血液标本进行
]V/2

8

金

标试纸法#丙氨酸氨基转移酶$

2M3

&采用干化学法测试#合格

后将采集到的血液标本置于
T23

试管中#以
'%%%;

"

B.0

离

心
!&B.0

#并放置在
$N

环境中保存)

'

*

'选定后实施罗氏
Oc1

V2K2RIMPOc\

血液核酸筛查方法(

IO\1

微流芯片法(实时

荧光聚合酶链反应$

IO\

&法及
TcS2\3PK3R2

进行
]VS1

[T2

检测'$

!

&罗氏
OcV2K2RIMPOc\

血液核酸筛查方

法'首先对检测血液标本进行核酸全自动提取工作#将所使用

的纯化试剂洗涤缓冲液(蛋白裂解液(磁珠等放置在瑞士罗氏

OcV2K2RIMPOc\T23

检测仪上#于汇集池将标本均匀混

合后取样
&%%

%

M

#并且经过阴阳对照之后放入到仪器#等待
!=

后提取自动完成的核酸)

$

*

'其次#向标本加入
R0

"_溶液和纯

化之后的核酸样液#根据
T23

检测仪检测步骤要求逐次加入

变性液(内标(酶和显色剂自动完成扩增和检测工作#之后由操

作人员记录标本的阳性检测结果'$

"

&

IO\1

微流芯片法'本

研究中采用上海浩源生物科技有限公司生产的
IO\

检测试剂

盒#扩增引物为
]VS

前
O

及
O

区设计引物#正反向扩增引物

的序列如下所示!

&X133JOO33O3J2O33O333OO1'X

#

&X1OJ2JJJ2J33O33O33O32J1'X

'扩增的具体循环

条件为!

&%N

环境下
!"%/

%

)&N

环境下预变性
&B.0

#

)$N&%

/

(

&%N&%/

(

("N&%/"

个循环#

)%N$%/

(

&%N$%/

(

("N

$%/

共
'"

个循环)

&

*

'使用
[T2&%%

微流芯片来检测
IO\

扩

增物'利用
O9>.

:

6;M!%%%

微流芯片分析仪实施
]VS

定量检

测#并利用检测仪携带的计算软件计算最终检测结果)

+

*

'$

'

&

实时荧光
IO\

法'本研究中所使用的
IO\

混合物包括正向

引物$

07!($'

!

!$'$

&

&X12OJ3OO333J3332OJ3OJOJ

31'X

和反向引物$

07!($'

!

!(""

&

&X1OOO22O3OO3OJO2J

3OO33221'X

'扩增程序!

&%N

环境下温育
!"%/

#

)$N!"%

/

(

+%N'%/!

个循环#

)$N!&/

(

+%N'%/

共
')

次循环#在

+%N

条件下进行荧光
IO\

定量分析)

(

*

'$

$

&

TcS2\3PK

3R2

'采用
T459;7./I;4A>6.fU>7;.4[./A;.B.0974;

@

3R2

对

待检测血液标本进行
]VS1[T2

检测#检测样品严格按照世

界卫生组织国际标准品
]VS

$

)(

"

(&%

&进行校准'$

&

&

]VS

阳

性结果的追踪研究'进行乙型肝炎两对半#

2M3

检测#

]V/2

8

同时用两种
HMPK2

试剂测定#阳性结果用中和实验确证'

@#B

!

质量控制
!

每天室内质控物由试剂公司合作配置#按试

剂说明书要求判读结果有效性'

"%%(

年开始参加原卫生部和

澳大利亚的室间质评$

T\M

#

"%!!

年后更改为
OP32O

&'

@#C

!

统计学处理
!

采用
K7979!!#%

统计软件进行处理数据及

统计学分析#分类变量资料采用
E./=6;

法#连续变量资料采用

两独立样本
R9001Y=.706

@

6

检验'所有的统计检验均采用

双侧检验#

!

$

%#%&

为差异有统计学意义'

A

!

结
!!

果

A#@

!

核酸检测结果
!

所有
'$(!+%

例献血者通过实施核酸检

测#共检测出
]V/2

8

阴性(

]VS1[T2

阳性
!")

例#占
%#'(m

)

)&*

置信区间$

)3

&为
!i'""$

!

!i""+&

#

!

$

%#%&

*'其中#

罗氏
OcV2K2RIMPOc\

血液核酸筛查方法检出
,

例#

)&*

)3

为
!i)!"$

!

!i!)))

%实时荧光
IO\

法检出
!!

例#

)&*

)3

为
!i!!(()

!

!i",'!

%

IO\1

微流芯片法检出
'

例#

)&*

-

&)+!

-

国际检验医学杂志
"%!+

年
+

月第
'(

卷第
!"

期
!

P07QM9FR6?

!

QD06"%!+

!

S4>#'(

!

T4#!"



)3

为
!i"",'!

!

!i!+!!

%

TcS2\3PK3R2

多核酸检测

!%(

例#

)&*)3

为
!i"$+'

!

!i!+(!

'

A#A

!

]V/2

8

阴性及
]VS1[T2

阳性血清学标志物分布情

况
!

本研究共检测出
]V/2

8

阴性#

]VS1[T2

阳性
!")

例'

其中#处于窗口期
!)

例#占检出总例数的
!$#(*

%隐匿性感染

!!%

例#占
,$#'*

'所有
!!%

例隐匿性感染中乙型肝炎核心抗

体$

]VA2F

&阳性及乙型肝炎表面抗体$

]V/2F

&

&%

例#占

',#,*

%

]VA2F

阳性及
]V/2F

阳性
$&

例#占
'$#)*

%单纯

]V/2F

阳性
!&

例#占
!!#+*

'

A#B

!

对核酸阳性结果献血者的追踪结果
!

!")

例
]VS1[T2

阳性献血者进行了追踪#成功追踪到
$"

例献血者#其中
(

例献

血者追踪到
]V/2

8

血清转换到阳性的现象#且
]VA2F

转换

为阳性#呈窗口期特征#占总例数的
!,#%*

'

A#C

!

室间质评结果
!

"%%(

年开始每年参加原卫生部临检中

心的质评#结果与预期结果完全一致'澳大利亚的
T\M

共
!&

支编号
2

!

c

#按要求与血液标本同等检测#

"%%(

年参加
'

次#

其中
]VS1[T2

(

]OS \T2

与预期结果完全一致'

]PS

\T2

第
"

次
T

号标本为
V

亚型稀释标本#首次未检出#后改

进探针后检出'

"%%,

年参加
'

次#全部符合#其中第一次
M

号

为
]VS

和
]PS

合并感染#

]PS

载量低于目前所有的检测方

法#本实验室均检出'

"%%,

年后均为
!%%#%*

符合'

B

!

讨
!!

论

!!

]VS

是一种经血传播#且危害极大的一种病毒性传染病#

而引起
]VS

传播的途径主要有以下几种!血源性传播(医源

性传播(母婴传播(生殖细胞传播(密切接触传播$性接触为

主&(吸血昆虫$蚊子(臭虫等&传播等)

,

*

'随着病毒防治及健康

宣教工作的广泛开展#生殖细胞传播(密切接触传播(吸血昆虫

传播等途径所导致的
]VS

传播率得到了有效控制'因而#血

源性传播已经成为乙型肝炎的主要传播途径'特别是当前输

血治疗在医疗机构的各个科室中已经得到了广泛的使用#更是

进一步加剧了
]VS

防治工作的压力'

当前我国范围内的大部分血站一直在单纯使用
HMPK2

#

并将
]V/2

8

作为
]VS

感染的献血者筛查手段与指标'但

是#血液标本检测过程中由于窗口期(低水平乙型肝炎感染(基

因变异等客观因素的存在#使献血者筛查工作并没有取得理想

效果#现代输血安全的需要得不到有效满足)

)

*

'所以#如何降

低血站血液标本中
]VS

.窗口期/感染风险已经成为血液检测

领域亟待解决的问题'

经过不断开展的临床研究证实#人体一旦遭受到外界病毒

感染#通常情况下最先被检测出来的就是病毒核酸'

]VS1

[T2

为乙型肝炎的脱氧核糖核酸#即
]VS

基因#是当前临床

判定乙型病毒性肝炎感染的最直接(特异性较强及反应灵敏度

较高的指标'如果献血者血液标本经过检测后发现
]VS1

[T2

结果呈阳性#则提示该献血者体内存在着
]VS

复制和

潜在传染性'而
]VS1[T2

越高则表示病毒基因复制越严

重#传染性随之提升)

!%

*

'因此#通过检测
]VS1[T2

已经成为

筛选血站血液标本
]VS

感染#以及提高输血安全性的关键手

段'随着医学技术的快速发展#国外医学界已经广泛采用

T23

来缩短病毒基因检测的.窗口期/#实现及时筛查出
]VS

感染的血液标本的目的'相较于
HMPK2

等血清学检测方法#

核酸检测将
]VS

检测的 .窗口期/由原来的
&%?

缩短至
"&

?

#血液安全由此可得到更好保障'国外将其应用在临床血液

检测工作中的报道已经屡见不鲜'

本研究对
'$(!+%

例阴性血样献血者在不同时间段分别

采用罗氏
IO\

法#

IO\1

微流芯片法和实时荧光
IO\

法及

TcS2\3PK3R2

进行血液核酸常规筛查'共检出
!")

例

]VS1[T2

阳性标本#阳性总比率为
!i"+)!

#占
%#'(m

#明

显高于西方发达国家#主要原因是我国为肝炎的高发区#人群

中
]V/2

8

携带率为
(#!,*

#

]VS

流行率高达
+%*

以上'本

次检出
!")

例
]VS1[T2

阳性#其中罗氏
OcV2K2RIMP1

Oc\

血液核酸筛查方法检出
,

例#实时荧光
IO\

法检出
!!

例#

IO\1

微流芯片法检出
'

例#

TcS2\3PK3R2

多核酸检测

!%(

例'科华半自动方法由于前期采用离心富集病毒方法#该

方法富集病毒效果差#检出比率相应比其他方法低'而
Tc1

S2\3PK3R2

方法由于采用单人份检测#上样量为
&%%

%

M

#

检出的阳性比率较其他方法高'其余方法由于标本采集时间(

取样量(提取和扩增方法不同#检出比率稍有不同'尽管各种

检测方法检出例数存在着一定程度的差异#但是不可否认的是

相较于临床常用的
HMPK2

#其诊断结果的准确性更高#对于临

床广泛使用的输血治疗起到了有效的保障'进一步研究发现#

检测出的
!")

例
]V/2

8

阴性(

]VS1[T2

阳性献血者#其中#

窗口期患者
!)

例#占检出总例数的
!$#(*

%隐匿性感染
!!%

例#占
,$#'*

'所有
!!%

例隐匿性感染献血者中
]VA2F

阳性

及
]V/2F

阴性
&%

例#占
',#,*

%

]VA2F

阳性及
]V/2F

阳性

$&

例#占
'$#)*

%单纯
]V/2F

阳性
!&

例#占
!!#+*

#进一步

证实了现有检测方法存在的弊端与不足'

然而#结合国内外既有研究成果及本科室工作经验#提示

T23

推广使用需要解决以下两个问题!首先是持续维持核酸

检测运行经费问题'

TcS2\3PK3R2

核酸检测系统检测结

果是上述检测方法中最佳的#但是该系统与国内目前血站实验

室检测系统存在着明显的数据信息对接问题#缺乏足够的配套

资金开展相应的研究'其次#需要明确一个符合标准的实验室

规范化检测流程并做好核酸检测实验室质量控制和人员的技

术培训工作'由于
T23

在国内尚未得到广泛应用#各地区医

疗从业人员对其认知与操作步骤存在一定的不足#需要在此方

面花费较大精力予以妥善解决'

综上所述#

T23

灵敏度高#能够有效筛选出献血者血液标

本中携带的
]VS

#对血液安全起到了重要的保障作用#值得在

今后临床检测工作中积极推广使用'
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