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ＮＡＴ 检测及化学发光免疫技术
在乙型肝炎病毒检测中的应用
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摘要：　 目的　 分析核酸检测（ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＡＴ）及化学发光免疫技术检测在乙型肝炎病毒检测中应用价值。 　 方

法　 对邵阳学院附属第二医院 ２０１９—２０２１ 年采集的 ２０ ０００ 份血检标本， 首先采用常规 ＥＬＩＳＡ 检测，ＨＢｓＡｇ 双试剂阴性

进行 ＮＡＴ 检测。 对 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢＶ ＤＮＡ＋标本再采用化学发光免疫法分析其乙肝血清学特征。 　 结果　 ２０ ０００ 份血标本

中检出 ＨＢｓＡｇ（＋） ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）６ ４００ 份，占 ３２􀆰 ００％；ＨＢｓＡｇ（＋）ＨＢＶ ＤＮＡ（－）７８０ 份，占 ３􀆰 ９０％；ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）
７５５ 份，占 ３􀆰 ７８％；ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ（－）１２ ０６５ 份，占 ６０􀆰 ３３％。 对 ７５５ 份 ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）进行乙肝血清学检

测，其中乙肝二对半检出模式中 ＨＢｓＡｂ、抗－ＨＢｅ、抗－ＨＢｃ 均（＋）占 ４１􀆰 ９９％（３１７ 份），ＨＢｓＡｂ、抗－ＨＢｃ 均（ ＋）占 ３０􀆰 ９９％
（２３４ 份），抗－ＨＢｃ（＋）占 １０􀆰 ９９％（８３ 份），乙肝五项全阴性占 １６􀆰 ０２％（１２１ 份）。 　 结论　 ＮＡＴ 检测可有效检出ＨＢｓＡｇ－ ／
ＨＢＶ ＤＮＡ＋标本，保证血检标本中乙肝病毒阳性被检出。 借助化学发光免疫技术能有效分析隐匿性乙型肝炎病毒感染血

清学特征，可为血液安全的管理策略提供科学的依据。
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　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ， ＨＢＶ）作为一类

嗜肝细胞病毒，主要通过血液途径传播［１］。 如何采用

有效的方法检测 ＨＢＶ 抗原、抗体成为当前医学检测界

关注的重点课题之一。 研究发现部分血清标本 ＨＢＶ
的复制率较低，采用常规 ＥＬＩＳＡ 方法难以有效检出，
这是由于受检者携带病毒的特点是 ＨＢｓＡｇ 呈阴性，但
血清中 ＨＢＶ ＤＮＡ 却呈阳性， 表达为隐匿性乙肝

（ｏｃｃｕｌｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ，ＯＢＩ）患者［２］。 ＨＢＶ 在人群中的携

带率较高，常规 ＥＬＩＳＡ 法难以有效检测到出 ＯＢＩ，因此

核酸检测 （ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＡＴ） 方法可检测出

ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢＶ ＤＮＡ＋，对于提升 ＯＢＩ 检测效果有重要

作用［３］。 要明确 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢＶ ＤＮＡ＋的血清学状态，
还需要借助化学发光免疫技术 （ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＣＬＩＡ），该方法可以结合 ＮＡＴ 检测有效

分析 ＯＢＩ 血清学特征。

１　 样本与方法

１􀆰 １　 检测样本　 研究标本来自邵阳学院附属第二医

院 ２０１９—２０２１ 年采集的血检标本，共 ２０ ０００ 份。 年

龄为 ２２～５６ 岁，男性与女性比例为 １􀆰 ０２ ∶ １。
１􀆰 ２　 试剂与仪器

作者简介：宁韶辉（１９８６－），女，湖南省邵阳市人，本科学历，主

管检验师，主要从事分子生物临床检验工作。
通信作者：尹冠群，Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｇｑ００７１２３６１３９＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

１􀆰 ２􀆰 １　 ＥＬＩＳＡ 　 ＨＢｓＡｇ［批号 ２０１８０４５６４、２０１８０７３５６
（厦 门 英 科 新 创 科 技 公 司 ）， 批 号 Ｂ２０１８０３６５、
Ｂ２０１８０６１４（及北京万泰生物药物股份公司）］；全自动

酶免处理系统（美国雅培公司 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ Ｉ４０００ＳＲＰ
全自动免疫分析仪）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＮＡＴ　 荧光聚合酶链反应（Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ）
检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＣＬＩＡ　 意大利 ＤｉａＳｏｒｉｎ 公司，批号：２０２０１２５１３１。
１􀆰 ３　 ＮＡＴ 联合 ＣＬＩＡ 检测　 对于 ２０ ０００ 份血检标本

首先采用常规 ＥＬＩＳＡ 检测，ＨＢｓＡｇ 双试剂阴性再进行

ＮＡＴ 检 测。 ＮＡＴ 检 测 依 据 试 剂 盒 说 明， ８ 份

（１５０ μｌ ／份）加以混检，如果检测为阳性，８ 份标本进

行单个检测，确定是否为阳性。 对 ＨＢｓＡｇ 双试剂阴

性、ＮＡＴ 检测阳性标本采用 ＣＬＩＡ 进行乙肝（ＨＢｓＡｇ、
抗－ＨＢｓ、ＨＢｅＡｇ、抗－ＨＢｅ、抗－ＨＢｃ）检测。
１􀆰 ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件统计学分析，
计数资料采用例数（％）表示，描述性分析标本检测情

及 ＯＢＩ 患者血清学特征。

２　 结　 果

２􀆰 １　 标本检测情况　 ２０ ０００ 份血检标本检出 ＨＢｓＡｇ
（＋） ＨＢＶ ＤＮＡ（ ＋） ６ ４００ 份，占 ３２􀆰 ００％；ＨＢｓＡｇ（ ＋）
ＨＢＶ ＤＮＡ（－）７８０ 份，占 ３􀆰 ９０％；ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ
（ ＋） ７５５ 份， 占 ３􀆰 ７８％； ＨＢｓＡｇ （ －） ＨＢＶ ＤＮＡ （ －）
１２ ０６５ 份，占 ６０􀆰 ３３％。
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表 １　 ２０ ０００ 份血检标本 ＮＡＴ 检测结果

检测结果 例数 比值（％）

ＨＢｓＡｇ（＋） ＨＢＶ ＤＮＡ（＋） ６ ４００ ３２􀆰 ００

ＨＢｓＡｇ（＋）ＨＢＶ ＤＮＡ（－） ７８０ ３􀆰 ９０

ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ（＋） ７５５ ３􀆰 ７８

ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ（－） １２ ０６５ ６０􀆰 ３３

２􀆰 ２　 标本 ＨＢｓＡｇ 无反应 ＨＢＶ 核酸分析 　 如果患者

携带的 ＨＢＶ 具有较低的 ＤＮＡ 载量时，检测ＨＢｓＡｇ会
有假阴性现象。 为了表明 ＨＢｓＡｇ 假阴性与标本 ＨＢＶ
ＤＮＡ 核酸浓度存在的相关性，对 ＨＢｓＡｇ 无反应性标

本分析了 ＨＢＶ ＤＮＡ 载量。 从浓度确定出 ＨＢＶ 标准

品与 ＰＣＲ 检测 Ｃｔ 值，构建了 ＨＢＶ ＤＮＡ 浓度与 Ｃｔ 值
曲线（图 １）。 对于 ＨＢｓＡｇ 无反应性标本实施 ＨＢＶ
ＤＮＡ 检测，分析 Ｃｔ 值分析，发现标本 ＨＢＶ 核酸 Ｃｔ 值
＞３１（图 ２）。 分析曲线，发现如果标本中 ＨＢＶ 核酸浓

度低于 ２００ ＩＵ ／ ｍｌ，检测 ＨＢｓＡｇ 易存在假阴性。

图 １　 ＨＢＶ ＤＮＡ 浓度与 Ｃｔ 值标准曲线

注：ＨＢｓＡｇ 阳性越弱 ＣＴ 值越大。

图 ２　 ＨＢｓＡｇ 无反应性标本 ＨＢＶ ＤＮＡ 检测 ＣＴ 值

２􀆰 ３　 ＯＢＩ 血清学特征　 对７５５ 份ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ
（＋）ＯＢＩ 采用化学发光免疫法分析其 ＨＢＶ 血清学特

征， ＨＢｓＡｂ、 抗 － ＨＢｅ、 抗 － ＨＢｃ 均 （ ＋ ） 占 ４１． ９９％
（３１７ 份），ＨＢｓＡｂ、抗－ＨＢｃ 均（＋）占 ３０．９９％（２３４ 份），
抗－ＨＢｃ（ ＋）占 １０． ９９％（８３ 份），乙肝五项全阴性占

１６􀆰 ０２％（１２１ 份）。

３　 讨　 论

如何保证血液安全是当前医学界关注的重点课

题，但是受到检测“窗口期”的影响，存在隐匿性肝炎

低病毒与病毒发生变异等因素的影响，导致当前输血

发生 ＨＢＶ 感染的风险依然存在［４］。 当前国内外一直

在探索新的检测技术，提高其检测的灵敏度。 本研究

分析了 ＮＡＴ 检测及 ＣＬＩＡ 检测在 ＨＢＶ 检测中的应用，
对于 ２０ ０００ 份血检标本，其中 ＨＢｓＡｇ（ －） ＨＢＶ ＤＮＡ
（＋）７５５ 份，占 ３．７８％。 从结果可以看出 ＮＡＴ 检测能

有效检测出 ＨＢｓＡｇ（ －）ＨＢＶ ＤＮＡ（ ＋）阳性标本，ＮＡＴ
检测 ＨＢＶ ＤＮＡ 可以保证阳性检出率。 ＥＬＩＳＡ 的应用

会受到“窗口期”的影响，并且受到检测试剂灵敏度不

高的影响。 ＨＢＶ 如果 Ｓ 基因发生变异会对 ＨＢｓＡｇ 的

抗原性受到影响［５］。 研究表明，如果患者携带的 ＨＢＶ
具有较低的 ＤＮＡ 载量时，检测 ＨＢｓＡｇ 会有假阴性现

象。 ＨＢｓＡｇ 如果浓度较低时，会有漏检产生，提高灵

ＥＬＩＳＡ 试剂检测 ＨＢｓＡｇ 的灵敏度可有效降低了输血

感染 ＨＢＶ 的风险［６－１０］。
血清学检测不仅要注重提高现有检测试剂灵敏度

与特异性，还需要注重引入先进的技术，本研究对

７５５ 份ＨＢｓＡｇ（－）ＨＢＶ ＤＮＡ（＋）ＯＢＩ 采用 ＣＬＩＡ 分析其

乙肝血清学特征，其中ＨＢｓＡｂ、抗－ＨＢｅ、抗－ＨＢｃ（＋）占
４１􀆰 ９９％，ＨＢｓＡｂ、抗－ＨＢｃ（＋）占 ３０􀆰 ９９％，抗－ＨＢｃ（ ＋）
占 １０􀆰 ９９％，乙肝五项全阴性占 １６􀆰 ０２％。 可以看出

ＣＬＩＡ 可以结合 ＮＡＴ 检测有效分析 ＯＢＩ 血清学特征。
ＣＬＩＡ 特点是将物理发光原理与免疫反应加以结合对

抗原或抗体进行检测， 可以保证更高的灵敏度

（０．０５ ｎｇ ／ ｍｌ） ［１１－１４］。 一些发达国家已普遍采用 ＣＬＩＡ，
与 ＥＬＩＳＡ 不同， ＣＬＩＡ 的优势是可以有效缩短窗口期，
降低漏检率，并可以定量检测［１５］。 有报道称美国采用

ＰＲＩＳＭ ＨＢｓＡｇ 实施微粒子化学发光法，可以将灵敏度

从现有的 ０．０８ ｎｇ ／ ｍｌ 大幅提高到 ０．００５ ｎｇ ／ ｍｌ［１６］。 虽

然血清学检测表明 ＨＢｓＡｇ 阴性，也存在传播 ＨＢＶ 的

可能性［１７］。 输血中引发 ＨＢＶ 传播的主要媒介是

ＨＢｓＡｇ阴性。 ＨＢＶ－ＤＮＡ阳性的供血者，导致输血安全

面临很大的危险［１８］。 此外 ＨＢＶ 筛查还要考虑到该地

区 ＨＢＶ 的流行特点，针对流行率较低的地区，只需要

实施 ＨＢｓＡｇ 与抗 ＨＢｃ 筛查，但是针对高流行率地区，
要检测 ＨＢｓＡｇ 与丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）。 但是在

实践中也发现，利用 ＥＬＩＳＡ 对 ＨＢｓＡｇ 进行检测时，仍
存在漏检风险，有研究资料报道，进行 ＥＬＩＳＡ 检测

ＨＢｓＡｇ存在 １ ／ ６􀆰 ３ 万的漏检率［１９］。
ＮＡＴ 是直接对各类病原体核酸加以检测的一系

列技术总称。 针对血液筛查应用的 ＮＡＴ 检测方法包

括聚合酶链反应与转录介导扩增。 对比血清学抗原抗

体检测技术可以发现，ＮＡＴ 体现出的优势不但可以有
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效缩短病毒发生感染“窗口期” ［２０］，还可以保证检测的

灵敏度与特异性，解决血清学检测“窗口期”长、易发

生病毒变异的问题。 有研究文献表明，当前 ＥＬＩＳＡ 检

测 ＨＢＶ 存在的“窗口期”约为 ５５ ｄ，而实施 ２０ 人份混

样式的 ＮＡＴ 检测，可以将“窗口期”缩短到 １０ ｄ［２１］。
如果实施单人份检测，可以将“窗口期”控制到约为

３０ ｄ。 ＮＡＴ 的优势还可以检测出病毒变异株，体现出

较高的灵敏度，ＨＢＶ 在发生感染后病毒颗粒会早于

ＨＢｓＡｇ 过快释放，血液检测在“窗口期”内针对感染者

的检测 ＨＢｓＡｇ 为阴性，而血液却存在传染性。 ＮＡＴ 技

术的应用虽然难以完全解决感染窗口期，但是可以将

输血中传播病毒的概率降低到极低的程度。 当前国内

外针对 ＮＡＴ 应用于血液筛查多采用了少量样本汇集，
采用了三重核酸检测（ＭＰ－ＮＡＴ）模式与单人份核酸检

测模式（ＩＤ－ＮＡＴ）。 但是有研究发现， ＨＢＶ ＩＤ－ＮＡＴ
可以保证敏感性与检出率，与 ＭＰ－ＮＡＴ 相比具有优

势，应用 ＮＡＴ 技术可以有效提高血液的安全性。
我国作为 ＨＢＶ 高流行地区，输血后发生 ＨＢＶ 感

染存在较高的风险。 当前核酸检测技术应用于血液筛

查仍处于探究阶段，但从检测结果来看，已初步表明

ＮＡＴ 检测应用于血液筛查的可行性。 血液筛查常规

项目增加 ＮＡＴ 检测还有许多问题需要解决，首先受到

检测成本制约，这也是难以大范围开展 ＮＡＴ 检测的关

键问题。 随着国产试剂可靠性增强与生产成本的降

低，ＮＡＴ 技术将具有广泛的应用前景。
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