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核酸检测在血液传染病筛查的应用价值*

李广波,轩乾坤,羽晓瑜,温冬华,杨思敏△

(同济大学附属东方医院检验科,上海
 

200123)

  [摘要] 目的 探讨核酸检测在血液传染病筛查[乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)、人类免疫

缺陷病毒(HIV)]的应用价值。方法 选取2018-2019年在该院住院因手术或输血需要检测乙肝五项和抗

HCV、HIV抗原抗体的500例患者血清标本。化学发光法检测乙肝五项、抗HCV、HIV抗原抗体,提取核酸定

性检测HBV
 

DNA、HCV
 

RNA、HIV
 

RNA。比较两种方法的检测结果,不一致的标本检测病毒载量确认最终

结果。结果 检测出11例HBV化学发光与核酸定性结果不一致标本,未检出 HCV和 HIV化学发光与核酸

定性结果不一致标本。2例HBsAg阳性HBV
 

DNA定性阴性检测标本检测载量均小于20
 

IU/mL。9例HB-
sAg

 

阴性HBV
 

DNA定性阳性样品中2例未检测到HBV
 

DNA载量,6例标本检测到HBV
 

DNA载量小于20
 

IU/mL,1例标本HBV
 

DNA载量为23.6
 

IU/mL。结论 HBV、HCV、HIV病原体核酸检测有利于检测出窗

口期和免疫状态异常的感染者。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

in
 

screening
 

blood
 

in-
fectious

 

diseases
 

(HBV,HCV
 

and
 

HIV).Methods A
 

total
 

of
 

500
 

serum
 

samples
 

needing
 

to
 

detect
 

hepatitis
 

B
 

5
 

items,ant-HCV
 

and
 

HIV
 

antigen
 

and
 

antibody
 

due
 

to
 

hospitalization
 

surgery
 

or
 

blood
 

transfusion
 

in
 

this
 

hospital
 

during
 

2018-2019
 

were
 

collected.The
 

chemiluminescence
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

hepatitis
 

B
 

5
 

items,anti-HCV,HIV
 

antigen
 

and
 

antibody.The
 

nucleic
 

acid
 

was
 

extracted
 

to
 

qualitatively
 

detect
 

HBV
 

DNA,HCV
 

RNA
 

and
 

HIV
 

RNA.The
 

detection
 

results
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

methods.The
 

viral
 

load
 

in
 

the
 

samples
 

of
 

inconsistent
 

results
 

was
 

detected
 

for
 

confirming
 

the
 

final
 

results.Results Eleven
 

sam-
ples

 

of
 

HBV
 

inconsistent
 

results
 

by
 

chemiluminescence
 

and
 

nucleic
 

acid
 

qualitative
 

methods
 

were
 

detected.
There

 

was
 

no
 

samples
 

with
 

inconsistent
 

results
 

of
 

HCV
 

and
 

HIV
 

detected
 

by
 

the
 

chemiluminescence
 

and
 

nu-
cleic

 

acid
 

qualitative
 

methods.The
 

loads
 

detected
 

in
 

2
  

samples
 

of
 

HBsAg
 

positive
 

and
 

HBV
 

DNA
 

qualitative
 

negative
 

were
 

all
 

less
 

than
 

20
 

IU/mL.Among
 

9
 

samples
 

of
 

HBsAg
 

negative
 

HBV
 

DNA
 

qualitative
 

positive,
HBV

 

DNA
 

load
 

was
 

not
 

detected
 

in
 

2
 

samples.The
 

detected
 

HBV
 

DNA
 

load
 

was
 

less
 

than
 

20
 

IU/mL
 

in
 

6
 

samples.The
 

HBV
 

DNA
 

load
 

in
 

1
 

sample
 

was
 

23.6
 

IU/mL.Conclusion The
 

pathogen
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

of
 

HBV,HCV
 

and
 

HIV
 

is
 

conducive
 

to
 

detect
 

the
 

infected
 

persons
 

with
 

window
 

period
 

and
 

immune
 

state
 

ab-
normality.
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  乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)、人
类免疫缺陷病毒(HIV)是经血液传播的主要病原体,

其感染亦是目前较为严重的公共卫生问题。医疗单

位常将这3种病原体和梅毒作为有创诊疗和输血前
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常规检测的病原体。目前常用ELSIA或电化学发光

等检测这些病原体的抗原或抗体。新发感染后抗原

或抗体的检测需要较长的窗口期,而病原体核酸检测

可明显缩短窗口期。文献报道 HIV感染后1~2周

(平均11
 

d)可检测到HIV
 

RNA,3~4周(平均22
 

d)
可检测到抗HIV;HCV感染后1~2周(平均12

 

d)可
检测到HCV

 

RNA,2~3个月(平均70
 

d)可检测出抗

HCV;HBV感染后最早33
 

d可检测出 HBV
 

DNA,2
个月(平均56

 

d)可检测出 HBsAg[1]。因此病毒核酸

检测可明显提前确认患者的感染状态,能有效控制传

染病,预防疾病传播的发生。目前医院很少将核酸检

测应用于手术前和输血前筛查,本文探讨核酸检测在

血液传染病筛查的应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018-2019年在本院住院因手术或输血需

要检测乙肝五项和抗 HCV、HIV抗原抗体的500例

患者血清标本。分离血清,留取1.5
 

mL做核酸检测,
其余用于化学发光检测抗原抗体。
1.2 方法

1.2.1 核酸筛查检测下限验证

阴性 血 清 将 WHO 标 准 物 质 (HBV:NIBSC
 

code10/266,HCV:NIBSC
 

code
 

14/150,HIV:NIBSC
 

code
 

16/194)稀释到试剂说明书注明的检出限浓度,
即HBV

 

DNA
 

5
 

IU/mL、HCV
 

RNA
 

50
 

IU/mL、HIV
 

RNA
 

50
 

IU/mL。每批试验重复检测4次,重复检测

5批,分别统计5批试验样品阳性检出率,阳性样品统

计CT值的CV 值,阳性检出率大于或等于90%,CT
值CV<5%为验证通过。
1.2.2 病毒抗原抗体检测

使用罗氏cobas
 

e602免疫化学发光仪及罗氏配

套试剂检测患者血清乙肝五项,抗 HCV、HIV抗原

抗体。
1.2.3 病毒核酸定性检测

使用上海科华公司的HBV、HCV、HIV(1型)核酸

检测试剂盒(PCR-荧光法)的提取试剂盒和扩增检测试

剂盒。使用 HAMILTON的 MICROLAB
 

STAR 核酸

提取仪提取核酸,伯乐CFX
 

Connet
 

PCR仪定性检测

HBV
 

DNA、HCV
 

RNA、HIV
 

RNA。结果判定标准按

照试剂盒说明书。
1.2.4 病毒核酸定量检测

比对每份样品 HBsAg、抗
 

HCV、HIV抗原抗体

的结果与核酸定性检测结果是否一致。结果不一致

的原 始 标 本 使 用 罗 氏 COBASAmpliPrep-COBAS
 

TaqMan(CAP-CTM)系统定量检测核酸水平。
2 结  果

2.1 检测下限验证

HBV
 

DNA、HCV
 

RNA、HIV
 

RNA检测下限分

别为5
 

IU/mL、50
 

IU/mL、50
 

IU/mL,见表1。
2.2 化学发光和核酸检测结果比较

检测出11例 HBV化学发光与核酸定性结果不

一致标本,未检出HCV、HIV化学发光与核酸定性结

果不一致标本,见表2。
表1  检测下限验证结果

项目 HBV
 

DNA HCV
 

RNA HIV
 

RNA

检测阳性率 100% 100% 95%

Ct值均值 30.95 30.94 35.45

Ct值SD 0.76 1.39 1.01

Ct值CV 2.45% 4.50% 2.86%

检测下限 5
 

IU/mL 50
 

IU/mL 50
 

IU/mL

2.3 确认实验

2例HBsAg阳性 HBV
 

DNA筛查阴性标本,确
认实 验 显 示 HBV

 

DNA 定 量 小 于 检 测 限。9 例

(1.8%)HBsAg阴性HBV
 

DNA筛查阳性标本,1例

定量为23.6
 

IU/mL,6例可见扩增曲线定量小于检

测限,2例无扩增曲线,见表3。

表2  化学发光和核酸检测结果比较

序号
化学发光

HBsAg HBsAb HBeAg HBeAb HBcAb anti-HCV HIV

核酸定性

HBV
 

DNA(Ct值)HCV
 

RNA HIV
 

RNA

1 + - - + + - - 29.32 - -

2 + - - + + - - 28.15 - -

3 + - - + + - - - - -

4 + - - + + - - 31.15 - -

5 - - - - - - - 35.55 - -

6 - - - + + - - 34.33 - -

7 - + - + + - - 35.59 - -

8 - - - + - - 32.60 - -

9 - + - - + - - 33.65 - -
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续表2  化学发光和核酸检测结果比较

序号
化学发光

HBsAg HBsAb HBeAg HBeAb HBcAb anti-HCV HIV

核酸定性

HBV
 

DNA(Ct值)HCV
 

RNA HIV
 

RNA

10 + - - - - - - - - -

11 - + - - + - - 29.24 - -

12 - - - + + - - 31.35 - -

13 - - - + + - - 32.38 - -

14 - - - - + - - 33.25 - -

表3  乙肝五项、HBV
 

DNA定性及定量结果

序号
化学发光

HBsAg HBsAb HBeAg HBeAb HBcAb
HBV

 

DNA定性
HBV

 

DNA定量

(IU/mL)

3 + - - + + - <20

5 - - - - - 36.75 <20

6 - - - + + 34.33 /

7 - + - + + 35.59 <20

8 - - - - + 35.08 <20

9 - + - - + 36.44 /

10 + - - - - - <20

11 - + - - + 29.24 23.6

12 - - - + + 34.48 <20

13 - - - + + 35.38 <20

14 - - - - + 31.32 <20

  /:无数据。

3 讨  论

  目前临床常用化学发光或ELISA方法检测乙肝

五项、抗HCV、HIV抗原抗体确认患者的感染情况。
因病毒复制周期及感染者免疫状态个体差异,从感染

到检测阳性存在长短不一的窗口期。随着分子诊断

技术的发展,有效利用PCR的高灵敏度和高特异性,
可大大缩短窗口期。目前 HBV

 

DNA和 HCV
 

RNA
定量检测在临床已广泛应用,但其检测下限较高,常
见试剂检测下限 HBV

 

DNA
 

为100
 

IU/mL,HCV
 

RNA为1
 

000
 

IU/mL,可用于治疗监测,但不适合常

规感染筛查。HIV
 

RNA定量或定性检测未普遍应用

于临 床。本 研 究 定 性 检 测 下 限 HBV
 

DNA、HCV
 

RNA、HIV
 

RNA分别为5、50、50
 

IU/mL,较定量检

测大幅降低,这种极低的检测下限能更好地检测处于

窗口期和低拷贝感染者。
本研究共检测500例血清标本,共检测出 HB-

sAg阴性HBV
 

DNA筛检阳性9例(1.8%),远高于

血站检测的阳性率。上海地区的 HBsAg阴性献血人

群中HBV
 

DNA阳性感染率为0.049%[2],北京地区

无偿献血者感染率为0.05%[3],闽南地区同类研究报

道为0.2%[4]。其原因可能为研究对象不同,本研究

样本量较小,地区人群 HBsAg流行差异及检测 HB-

sAg和HBV
 

DNA所采用的检测试剂不同。献血者

多为身体健康的青年人,本研究患者多为重病需要手

术或输血的中老年患者。HCV
 

RNA和 HIV
 

RNA
未检出阳性样品,与这两种病原体在人群中的流行率

较低及本试验检测样品数量较少有关。目前公认的

HBV
 

DNA定量检测“金标准”是罗氏公司COBAS-
AmpliPrep-COBAS

 

TaqMan(CAP-CTM)定量检测

系统,其检测下限为20
 

IU/mL。本研究检出1例

23.6
 

IU/mL标本,8例可见扩增曲线但定量低于20
 

IU/mL。2例HBsAg阳性HBV
 

DNA定性阴性标本

可见扩增曲线但定量低于20
 

IU/mL,分析原因可能

为定性检测下限(5
 

IU/mL)附近的低拷贝样品。HB-
sAg阴性HBV定量检测阳性的7例标本中1例乙肝

五项全部阴性疑似 HBV 感染窗口期,其余6例为

HBsAb、HBeAb、HBcAb中1项或多项阳性的多种

不同组合,与文献报道结果相似[5-6]。若 HBV患者和

无症状携带者血清中 HBsAg检测结果呈阴性,而血

清或肝脏中HBV
 

DNA检测结果呈阳性,被称为隐匿

性HBV感染(occult
 

HBV
 

infection,OBI)[7-8]。本研

究中低于定量检测下限(20
 

IU/mL)的6例患者疑似

为OBI,1例患者(5号病例)为疑似窗口期感染,但并

未进一步追踪并确认。
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手术 因 有 创 操 作 等 可 能 增 加 患 者 院 内 感 染

HBV、HCV、HIV的风险,临床通常要求手术或输血

患者输血前检测乙肝五项、抗HCV、HIV抗原抗体以

避免不必要的医疗纠纷,评估对患者实施创伤操作医

务人员感染的风险。医务工作者发生职业暴露后可

根据暴露源病毒核酸检测结果评估风险,为紧急药物

处理等提供更准确而及时快速的支持。研究表明我

国1~59岁普通人群 HBsAg阳性率为
 

7.18%[9]。
血液透析人群由于经常暴露在血液环境、频繁穿刺、
共用透析设备及免疫力降低等原因,成为 HBV感染

的高危人群,我国血液透析人群
 

HBsAg
 

阳性率为

11.9%,远高于普通人群[10-11]。HBV、HCV、HIV病

原体核酸检测的高灵敏度和避开窗口期为透析患者

的分区隔离管理提供了有力保障。1996-2016年国

内有关HCV感染暴发事件的文献报道因血液透析发

生
 

HCV
 

感染暴发事件10起,不安全注射导致 HCV
感染暴发事件3起,输血或单采血浆导致

 

HCV
 

感染

暴发事件4起[12]。抗 HCV 检测是目前国内筛查

HCV感染的主要方法,在 临 床 工 作 中,通 常 对 抗

HCV筛查阳性者才进行 HCV
 

RNA检测,很大程度

上可能漏检了一部分处于血清转换期的 HCV感染

者,而 给 其 他 透 析 患 者 带 来 了 很 大 的 风 险[13-14]。
HBV、HCV、HIV病原体核酸检测可缩短窗口期,减
少此类不良事件的发生。

临床医生可根据实际需求选择各有优缺点的血

清学和核酸检测筛查血液传染病,实现优势互补,还
原患者病原体感染的真实状况,有助于疾病诊断、病
情监测、疗效评价、判断预后,有利于评估有创操作职

业暴露的风险。
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