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血源性乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒和艾滋病病毒核酸筛查系统的
建立与应用
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摘要 目的：建立同时实现乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus，HBV)、丙型肝炎病毒 (hepatitis C virus，HCV)、艾滋病病毒(human
Immunodeficiency Virus，HIV)检测的多重核酸筛查系统。方法：以 HBV、HCV、HIV的保守序列为模板设计特异性引物和探针，通
过核酸自动提取系统结合一步法 RT-PCR技术平台，优化相关反应体系和条件，建立多重多色实时荧光 PCR检测血源性传播病
毒的核酸筛查系统。将该系统用于 101387例血浆样本的筛查。结果：本研究建立的核酸筛查系统特异性好，HBV灵敏度可以达到
20IU/ml，HCV灵敏度可以达到 100IU/ml，HIV灵敏度可以达到 50IU/mL。结论：本研究建立的核酸筛查系统具有高度自动化、高
灵敏度、低成本等特点，适合我国血站系统推广使用。
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Establishment and Application of Multi-color Nucleic Acid Screening System
for the Detection of Blood Transmitted HBV, HCV and HIV

To establish a multiple nucleic acid screening system for simultaneous detection of hepatitis B virus,
hepatitis C virus and human immunodeficiency virus in blood samples. Conservative sequences of HBV, HCV and HIV were
used to design specific primers and probes, automatic nucleic acid extract system combined with one-step RT-PCR technology were
used, the reaction system and conditions were optimized to establish multi-color and multiple real-time fluorescence PCR nucleic acid
screening system for detection of blood transmitted viruses. The system was used in screening of 100,000 plasma samples of our hospital.

The established system was highly specific with the sensitivity of HBV detection of 20IU/ml, sensitivity of HCV detection of
100IU/ml and sensitivity of HIV detection of 50IU/ml. The nucleic acid screening system in this study is highly automatic,
highly sensitive and inexpensive, it is applicable for nationwide generalization in blood centers to insure the clinical blood utilization
safety.
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前言

杜绝血源性传染病的传播是安全使用血液及血制品的首

要任务[1]。乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝炎(HCV)、艾滋病病毒
(HIV)是对血制品安全性构成严重威胁的主要病毒[2]，HBV 在

我国人群中的感染率高达 10%-12%[3]，HCV在我国人群中感染

人群达 3000-4000万[4]，严重威胁着我国的血液及血制品的使

用安全。由于检测技术相对落后，对供血者还存在一定的漏检

率，致使绝大多数输血传播性肝炎是由 HCV引起[5,6]。HIV的传

播途径之一是经血传播，输入了带 HIV的血液，感染 HIV的可

能性超过 90% [1]。

长期以来，我国血站及单采血浆站的血液病毒筛查都是使

用免疫学方法，该方法存在以下不足：(1)低滴度血清敏感性：如

病毒感染 "窗口期 "的检测；(2)突变株的检测；如现有的 HB-

sAg检测试剂都采用单克隆抗体，新的突变株不断出现，如何

检测这些突变株；(3)ELISA检测试剂 HOOK效应和非特异性

反应问题，非典型血清转换；(4)实验室检测误差。这些问题的

存在使血清学试验并不能百分之百地检出被病毒污染的血液，

而核酸检测技术(nucleic acid testing，NAT)灵敏度和特异性均
显著的高于免疫学方法，可检出标本中极微量的核酸,在病毒

感染后数天即能检出，可大大缩短“窗口期”。研究表明，混合血

样 NAT检测可将 HBV、HCV和 HIV感染的平均“窗口期”缩

短 9天(缩短“窗口期”20%)、59天(82%)和 11天(50%)[7]。如果

将核酸检测技术用于献血员的筛查中，可将献血员传播 HBV、
HCV和 HIV病毒性疾病的概率分别降低 42%、72%和 50%[8]。

目前国内主要用于血源筛查的试剂都为进口产品，试剂及

配套仪器价格昂贵，只有少数的大型血液中心和血制品企业在
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试用，研发国产化的血源性病毒筛查系统势在必行。本研究的

目的在于开发出低成本、高灵敏度和特异性，并能同时实现

HBV、HCV和 HIV多重检测的主要血源性传播病毒核酸筛查

系统。通过大量测试，确立核酸检测的判断标准，为我国血站系

统应用核酸检测技术作血源筛查的决策提供科学的数据及优

良的试剂，为临床血液及血制品安全提供保障。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

主要仪器为 ABI 7500荧光定量 PCR仪，达安公司核酸自

动提取系统；RNasin，dNTPs购自 Promega公司；SuperScript III

Platinum One-step Quantitative RT-PCR 购自 Invitrogen 公司；
mMLV，热启动核酸提取试剂盒和 Taq酶由中山大学达安基因

股份有限公司提供。

1.2 国家标准品与临床考核标本

国家标准品 I：“中检所乙型肝炎病毒(HBV)核酸定量标准
品”，组成为 HBV DNA阴性参考品 8份；HBV DNA阳性参考

品 9份；HBV DNA定量及线性灵敏度参考品 7份。

国家标准品 II：“第二代 HCV RNA国家标准品”，组成为

阴性参考品 10份；阳性参考品 10份；最低检出量定量标准品
1份。

国家标准品 III：“HIV核酸国家参考品”，组成为 HIV RNA

特异性参考品 8 份；HIV RNA 阳性参考品 8 份；HIV RNA 线

性参考品 4份；HIV RNA灵敏度参考品 6份。

临床考核标本：来源于血液中心等单位的标本共 1000例。
1.3 引物与探针
采用引物设计软件 Primer Express 3.0，针对 HBV、HCV、

HIV的保守区进行引物探针设计，并由中山大学达安基因股份

有限公司合成。

1.4 核酸提取

使用达安公司核酸自动提取系统及相配套的核酸提取试

剂进行标本核酸提取。该系统可以完成自动装卸枪头、转移样

品、试剂、试剂烘干、成品转移等一系列提取核酸工序的自动化

操作。该系统的全自动功能避免潜在的交叉污染，既提高了可

靠性，又节省了繁多的分离仪器。同时性能优越的移液器装置，

确保了样本的精确性和一致性。

1.5 灵敏度参考品制备
以中国药品生物制品检定所提供的 HBV、HCV、HIV国家

参考品的灵敏度参考品或最低检出量定量标准品为基准，用阴

性血液行倍比稀释。HBV 参考品稀释成 100、50、20 和 10 I-
U/ml四种浓度。HCV稀释后的浓度分别为 500、250、100、50

IU/ml。HIV稀释后的浓度分别为 250、100、50、20 IU/ml。
1.6 血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核酸筛查系统的

建立

通过 Mg2+浓度、酶用量、dNTPs量、引物和探针量筛选优

化，确定最佳实时荧光定量 PCR的反应条件。
1.6.1 国产化的一步法 RT-PCR 技术平台的建立 通过对离

子浓度、离子组成成分等进行优化，筛选出一步法 RT-PCR的
Buffer，结合自产的热启动 Taq酶及耐高温逆转录酶 mMLV，
组成一步法 RT-PCR 体系。通过与 Invitrogen 公司的 Super-

Script III Platinum One-step Quantitative RT-PCR 试剂进行对

比，确定最佳国产化一步法 RT-PCR技术平台。检测步骤为：使

用浓度梯度为 1E7-1E3IU/ml的 RNA作为扩增模板，分别加入

到达安的一步法荧光 RT-PCR体系和 Invitrogen公司的 Super-

Script III Platinum One-step Quantitative RT-PCR试剂。在 ABI
7500上进行实时荧光 PCR反应。
1.6.2 标准曲线建立 标准品为国家参考品标定的阳性血清，

经过倍比稀释、核酸提取、实时荧光 PCR反应后，利用仪器自

带软件建立标准曲线。

1.6.3 特异性检测 以 HBV、HCV、HIV国家参考品为阳性参

考品，以确认试验阴性样本作为阴性参考品，使用血源性传播

病毒的核酸筛查系统进行检测。特异性试验以常见病毒为样

本，提取核酸后，使用血源性传播病毒的核酸筛查系统进行检

测。HBV选用：人类免疫缺陷病毒 1型(HIV-1)，丙型肝炎病毒
(HCV)，丁型肝炎病毒(HDV)，戊型肝炎病毒(HEV)，EB病毒(E-

BV)，人巨细胞病毒(HCMV)，梅毒螺旋体(TP)，单纯疱疹病毒 2

型(HSV-2)；HCV 选用：甲型肝炎病毒、乙型肝炎病毒(HBV)、
HIV 亚型 A、HIV 亚型 B、HIV 亚型 C、HIV 亚型 D、HIV2 型、

腺病毒(ADV)、巨细胞病毒(CMV)；HIV 选用：乙型肝炎病毒
(HBV)、丙型型肝炎病毒(HCV)、丙型型肝炎病毒(HCV)、巨细

胞病毒(CMV)、EB病毒(EBV)。
1.6.4 灵敏度试验 用质检合格的三批试剂对灵敏度参考品

进行检测，以此确定血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒

核酸筛查系统的灵敏度。

1.6.5 重复性试验 利用该方法对 HBV、HCV、HIV的高中低
浓度样本分别重复检测 8次，统计分析 CT值的 CV值。

2 结果

2.1 实时荧光定量 PCR反应条件的优化

经过筛选比较，PCR 反应液中最佳引物浓度确定为
10pmol，探针确定为 5pmol；HBV体系中酶的最佳用量确定为：
3U Taq 酶，100U mMLV；20U RNasin；10 mmol dNTPs；10 滋L
5× RT-PCR反应缓冲液；加入模板量为 10 滋L，反应总体积 50

滋L。

反应条件：50℃ 15min，95℃ 15min；然后 94℃ 15sec，55℃

45sec，45个循环。
2.2 国产化的一步法 RT-PCR技术平台建立

达安的一步法荧光 RT-PCR体系与 Invitrogen公司的 Su-

perScript III Platinum One-step Quantitative RT-PCR试剂进行比

对，使用浓度梯度为 1E7-1E3IU/ml的 RNA作为扩增模板。结

果如图 1和图 2示，CT值的比较见表 1。可见在各个浓度下，

达安的一步法荧光 RT-PCR体系的 CT值都比 Invitrogen公司

的显著提前，说明达安的一步法荧光 RT-PCR技术平台具有优
良的逆转录效率及扩增效率。

2.3 标准曲线的建立

以 HBV、HCV、HIV 国家参考品标定的阳性血清 (108I-

U/mL) 作为标准品，以此为起始浓度，依次 10倍稀释：1E8 I-

U/mL-1E2 IU/mL，利用核酸自动提取仪进行病毒核酸提取后，

进行实时荧光定量 PCR检测，根据背景信号情况，在反应结束

后调整其基线和阈值，利用仪器自带软件自动制作标准曲线。
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图 1 达安的一步法荧光定量 PCR扩增 RNA梯度 1E7 IU/mL-1E3 IU/mL的上机图

Fig. 1 Results of the amplification of RNA gradients by DaAn One step real-time RT-PCR

图 2 Invitrogen的 SuperScript III Platinum One-step Quantitative RT-PCR扩增 RNA梯度 1E7IU/mL-1E3 IU/mL的上机图

Fig. 2 Results of the amplification of RNA gradients by Invitrogen SuperScript III Platinum One-step Quantitative RT-PCR

DaAn(CT)

Invitrogen(CT)

14.4

15.8

19.6

19.1

24.3

26.2

19.4

28.8

30.9

34.1

Concentration(IU/ml) ＜0.1 0.1~0.3 0.4~0.6 0.7~0.9 ＞1.0

表 1 两种一步法体系比较结果

Table 1 Comparison result of RSV by Two one-step RT-PCR System

图 3 实时荧光定量 PCR扩增 HBV梯度(1.0× 108IU/mL-.0× 102IU/mL)的上机图

Fig.3 Results of the amplification of RNA gradients by fluorescent quantitation PCR
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如图 3和图 4示，以 HBV检测结果为例，起始模板浓度和 CT

值间呈现良好的线性关系，标准曲线斜率为 -3.56，相关系数为

0.999。

图 4 实时荧光定量 PCR扩增 HBV的标准曲线

Fig.4 Standard curve of amplification of HBV by real-time RT-PCR

图 5 实时荧光定量 PCR特异性实验结果

Fig.5 Results of the specific identification of blood-borne HBV, HCV and HIV nucleic acid screening system

2.4 特异性

其他病毒经血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核酸

筛查系统检测，结果均为阴性，提示该系统无干扰，各体系之间

无交叉反应，其特异性为 100%，见图 5。
2.5 灵敏度

2.5.1 HBV 的灵敏度 HBV 稀释后的浓度分别为 100、50、
20、10 IU/ml。使用血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核

酸筛查系统的检测结果显示，可检出的 HBV样本最低浓度为
20 IU/mL，表明该体系检测 HBV的灵敏度较高，见表 2。

Concentration of the samples Number of positive samples/Number of total samples Positive rate (%)

100IU/ml

50IU/ml

20IU/ml

10IU/ml

24/24

24/24

24/24

15/24

100

100

100

62.5

表 2 HBV灵敏度检测结果

Table 2 Sensitivity of HBV detected by real-time PCR

Concentration of the samples Number of positive samples/Number of total samples Positive rate (%)

500IU/ml

250IU/ml

100IU/ml

50IU/ml

24/24

24/24

24/24

18/24

100

100

100

75

表 3 HCV灵敏度检测结果

Table 3 Sensitivity of HCV detected by real-time PCR
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2.6 重复性

对高、中、低浓度梯度样本的 8次重复检测结果显示，扩增

曲线 CT值的 CV均小于 5%，分别为 2.3%、4.6%和 3.0%，说明

该系统重复性好，见图 1和表 5。
2.7 献血员筛查结果
按照随机、双盲、对照的试验设计原则，收集献血员原料血

浆样本 101387例(按 1× 12/pooling混浆，共获得初级混合样本
8450例)。检出疑似阳性初级混合样本共 27例，阴性初级混合

样本 8423例。与血清学试验结果比较，共有 17例单样本 HBV

检测结果不符，其中，血清学阴性而单样本检测疑似阳性的样

本 1例，血清学阳性而单样本核酸检测为阴性的样本 16例，而

复核检测结果与单样本血筛核酸结果一致。经统计分析，血源

性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核酸筛查系统的特异度、

准确度均为 100%。

3 讨论

输血 /血制品是抢救生命和治疗疾病的重要措施，但是使

用不慎却可以引起血传播性疾病的发生。近年来，因输血导致

的输血后肝炎的诉讼不断增加，血液安全再次受到全社会的关

注，输血 /血制品相关传染病的预防和控制已经成为全社会关

注的焦点。发展高灵敏度和高特异性的检测方法，筛除隐形感

染输血者，成为提高血液安全性的最重要的措施[9]。核酸检测技

术(NAT)因其灵敏度高，准确性强，重复性好，而且是直接检测

病毒本身，受到各国血源筛查工作者的重视[10]，甚至在德国等

一些发达国家被强制性应用于所有献血员的 HBV、HCV 和
HIV筛查[11]。Assal等对诺华公司的 Procleix Tigris和诺氏公司

的 cobas s 201两种著名 NAT筛查系统进行了应用研究，结果

显示 Tigris 单样本 NAT 和 cobass 201 多样本混合微池 NAT

对 HCV RNA、HIV RNA和 HBV DNA稀释标准品的检测灵敏

度分别为 8.7IU/mL 和 21.9IU/mL，6.7IU/mL 和 14.8IU/mL 及
0.71IU/mL和 11.6IU/mL，且它们的检测特异性均达到 100%[12]。

我国经济发达地区从本世纪初也逐渐重视 NAT在血液筛查中

的应用[13-15]。我国目前还没有成熟的用于血源筛查的病毒核酸

检测试剂盒，而进口试剂价格极为昂贵，严重影响 NAT在我国

血源筛查中的推广应用。研究和开发完全国产化的血源筛查系

统可以大大降低检测成本，有利于病毒核酸检测在全国范围内

单采血浆站、血站和血制品企业的全面推广，提高血液制品和

临床输血的使用安全性。

本研究建立的血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核

酸筛查系统特异性评价结果表明，该系统与其它病原体检测体

2.5.2 HCV的灵敏度 HCV稀释后的浓度分别为 500、250、
100、50IU/ml。使用血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核

酸筛查系统检测的结果显示，能检出的最低 HCV样本浓度为
100 IU/mL，表明该体系检测 HCV的灵敏度较高，见表 3。

2.5.3 HIV 的灵敏度 HBV 稀释后的浓度分别为 250、100、
50、20IU/ml。使用血源性乙型肝炎、丙型肝炎和艾滋病病毒核

酸筛查系统检测的结果显示，能检出的最低 HIV样本浓度为
50 IU/mL，表明该体系检测 HIV的灵敏度较高，见表 4。

Concentration of the samples Number of positive samples/Number of total samples Positive rate (%)

250IU/ml

100IU/ml

50IU/ml

20IU/ml

24/24

24/24

24/24

19/24

100

100

100

79

表 4 HIV灵敏度检测结果

Table 4 Sensitivity of HIV detected by real-time PCR

Concentration of the samples

1

2

3

4

5

6

7

8

Mean value

STDEV

CV (%)

24.729

24.640

24.198

23.325

24.266

23.108

25.230

24.552

24.256

0.716962

3.0

9.346

9.200

9.064

9.332

9.229

9.447

9.776

9.206

9.325

0.216

2.3

17.086

17.035

16.323

17.101

17.161

15.208

16.402

15.572

16.486

0.756

4.6

Low

CT value

High Medium

表 5 重复性实验 CT值的统计分析

Table 5 Statistical analysis of the CT values of the repetitiveness tests
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系无交叉反应，具有较好的特异性。其对 HBV、HCV和 HIV的

最低出浓度分别为 20IU/ml、100IU/ml和 50IU/mL，其中 HCV

和 HBV 的检测灵敏度已接近 cobas s 201 多样本混合微池
NAT筛查系统[12]，而 HIV检测灵敏度尚低于 cobas s 201系统；

对 HCV、HBV 和 HIV 的检测灵敏度均高于国内多数研究结

果[16,17,18]。虽然该系统对 HCV检测的灵敏度低于王文博等建立

方法[19]，但同时检测血液 HCV、HBV 和 HIV 的病毒核酸筛查

系统在国内还不多见。该系统检测重复性好，三种病原体检测

CT值的 CV均小于 5%；将其应用于 101387万例的献血员血
液样品中，其特异度、准确度均达到 100%，从血清免疫学检测

阴性的血样中成功检出 1例 HBV反应性样本，同时对 16例
HBV免疫学检测假阳性样本进行了排除。

总之，该血源性 HBV、HCV和 HIV病毒核酸筛查系统具

有自动化程度高、灵敏度较高、特异性好、成本低廉、操作简便

的优点。如将其实现产业化，以低成本、高效益的优势迅速占领

市场，在全国推广使用，不但能够保障血液质量，确保安全输

血，减少因输血传播的疾病带来的社会负担，同时也减轻了对

血源筛查进口试剂的依赖，具有积极深远的社会效益。
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