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核酸血筛试剂6混样和48混样检测在血液筛查中的适用性评价
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  摘 要:目的 评价核酸血筛试剂48份标本混合方式(以下简称48混样)与6份标本混合方式(以下简称

6混样)在血液筛查中的适用性,为临床用血检测方案的制订提供参考。方法 将阳性标本编到日常检测剩余

的标本组中,分别用48混样和6混样方式进行检测,并分析检测结果。两种混样检测方式结果不一致的标本

分别复检,将试验中阳性结果的混样拆分单检,单检阳性标本及背景为阳性的标本采用核酸单份标本定量试剂

进行检测,并分析统计结果。结果 共检测11856份标本,符合方案的共计10944份标本。6混样和48混样

检出的HBVDNA、HCVRNA、HIV-1RNA阳性pool数分别为23、15、20和22、14、20。两种混样方式检测

的HBV、HCV、HIV-1阳性符合率分别为95.65%、93.33%、100.00%,阴性符合率均为100.00%,总符合率分

别为99.56%、99.56%、100.00%,Kappa值分别为0.975、0.963、1.000,两种混样方式检测结果一致性良好。
结论 综合6混样和48混样检测的检出率、效率、成本和漏检风险,48混样检测可以作为血站和血液制品公司

血筛检测的一种参考方案。
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Abstract:Objective Todetermineanappropriatenumberofpooledplasmasamplesinnucleicacidtestfor
bloodscreening,twotypesofpooledplasmaby6or48specimenswereevaluated.Methods Positivecontrols
wererandomlymixedwithdailyplasmasamples.Plasmapooledby6or48sampleswerethentested.Ifthere-
sultsbetweentwopoolingmethodwereconflict,therelativepooledplasmashouldbetestedagain.Iftheresult
ofapoolofsampleswerepositive,thenthesamplesweretestedindividuallytoidentifytheactualpositive
sample.Thesamplesthatidentifiedaspositiveaswellasthesampleswithpositivebackgroundweretested
withquantitativenucleicacidtestreagent.Finally,thedatawerecollectedandanalyzed.Results Atotalof
11856samplesweretested,10944ofthemmettherequirementandwereincludedinthisanalysis.Thenum-
bersofHBV,HCV,HIV-1positivesamplesidentifiedthrough6and48samplepoolingmethodswere23,15,
20and22,14,20respectively.ThepositivepercentagreementsofHBV,HCV,HIV-1betweenthetwopooling
methodwere95.65%,93.33%,100.00%,thenegativepercentagreementswereall100.00%,thetotalagree-
mentswere99.56%,99.56%,100.00%,theKappavalueswere0.975,0.963,1.000respectively.Theresult
indicatedthattherewasagoodagreementbetweenthetwopoolingmethods.Conclusion Consideringdetec-
tionrate,efficiency,costandmissdetectionrisktogether,48samplepoolingmethodisrecommendedtobe
usedinbloodscreeningbybloodcenterandbloodproductcompanies.
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  血液核酸扩增技术(NAT)是一种高度灵敏的通

过血液检测传染病的技术,能明显缩短病毒感染检测

的窗口期,检出病毒变异及免疫静默的感染者,降低

输血传播病毒的风险[1]。近年来,国家越来越重视临

床用血安全,2010年国家开始试点推广核酸检测,《全
血及成分血质量要求GB18469-2012》及《血站技术操

作规程(2012版)》明确规定核酸检测可作为血液筛查

的方法,还在原有的基础上增加了《核酸检测血站技
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术操作规程(2015版)》,进一步规范了72h内完成检

测的核酸检测时限性。为了保证输注血液制品的安

全,血液制品公司的原料血浆在生产中必须使用有效

的去除及灭活病毒工艺。核酸检测技术的不断提高,
检测模式设置的合理性直接关系到检测工作量、时间

和成本效益[2],如何做到检测效能和检测成本间的平

衡越来越引起各检测单位的重视[3-4]。哈尔滨市血液

中心对48份标本混合方式(以下简称48混样)与6
份标本混合方式(以下简称6混样)进行对比考察,评
价两种检测方式在血液核酸筛查中的适用性,为临床

用血检测方案的制订提供参考。

1 材料与方法

1.1 标本来源 2017年3月至2018年3月哈尔滨

市血液中心留存的108份相关标志物检测为阳性的

无偿献血标本,其中 HBV阳性37份、HCV阳性36
份、HIV阳性23份、TP阳性12份;2017年12月至

2018年3月,日常检测相关标志物为阴性的剩余无偿

献血标本11748份。所有无偿献血者均符合现行的

原卫生部发布的《献血者健康检查要求 GB18467-
2001》。采用无菌的EDTA-K2 抗凝核酸检测专用真

空试管留取5~6mL全血标本供核酸检测。

1.2 仪器与试剂 HBV、HCV、HIV-1型核酸检测

试剂盒(PCR-荧光探针法)及 WanTag全自动核酸提

取加样系统均为北京万泰生物药业股份有限公司产

品,CFX-96荧光定量PCR仪购自Bio-Rad公司。所

有试剂均在有效期内使用,仪器经过校准后使用,标
本的检测操作流程严格执行本中心制订的相关操作

标准规程。

1.3 方法 本试验采用对比方法评价两种混合方

式。将相关标志物为阳性的标本编入日常检测剩余

的标本组中,分别用48混样与6混样进行检测。初

检后对两种检测方式结果进行对比。不一致结果的

标本进行复检。判断标准:一致,相同的48份标本两

种混合方式检测结果同时阴性或同时阳性判断为结

果一致;不一致,复检后对相同的48份标本两种混合

方式最终检测结果仍为一阴一阳的判定为结果不一

致。将试验中出现阳性结果的标本pool拆分单检,包
括:(1)6混样方式检测结果为阳性的标本pool拆分

单检。(2)复检后最终结果为48混样检测方式为阳

性,6混样检测方式为阴性的,将48份标本直接进行

单检。单检阳性标本及背景为阳性的标本采用核酸

单份标本定量试剂进行检测。

1.4 统计学处理

1.4.1 数据收集 保留所有试验结果,在 Excel
2007中建立数据库,录入全部标本信息和检测结果,
核对数据,按剔除标准剔除不纳入统计的试验数据并

记录原因。数据剔除标准:未按要求操作致试验数据

不可靠,仪器故障,重复加样,经核实的其他原因。
1.4.2 两种检测方式比较方法 对本试验中有效标

本的试验结果进行统计,计算48混样与相应的8个6
混样检测结果的阳性符合率、阴性符合率、总符合率

及一致性等指标。采用1.3中判断方法对两种混样

检测方式一致性进行判断,采用计算Kappa值的方式

对两种混样检测方式的一致性进行评价,Kappa值

为0.61~0.80时 表 明 一 致 性 强 度 较 高,Kappa值

为0.81~1.00时表明一致性强度最高。
2 结  果

2.1 符合标准标本 共完成11856份血浆标本的检

测,其中最终符合标准的标本为10944份,剔除标本

为912份,包括含有72h以上的标本pool,共288份

标本;含内质控无效的标本pool,共432份标本;重复

入组标本pool,共144份标本;误用酶联免疫试管,共
48份标本。纳入本次试验统计的10944份标本中,
HBV、HCV、HIV和TP相关标志物阳性标本分别为

33份、28份、21份和12份,共94份。
2.2 两种混样方式检测的 HBVDNA、HCVRNA
和HIV-1RNA结果

2.2.1 两种混样方式检测的HBVDNA结果 10944
份标本中,将24份 HBVDNA阳性标本,分别编到23
个48混样pool和6混样pool中进行检测。其中1个

48混样pool和1个6混样pool都包含2份HBVDNA
阳性标本,其余22个混两种样pool各包含1份 HBV
DNA阳性标本,见表1。

表1  两种混样方式的 HBVDNA试验结果(pool)

48混样检测×1
6混样检测×8

阳性 阴性
合计

阳性 22 0 22

阴性 1 205 206

合计 23 205 228

2.2.2 两种混样方式检测 HCVRNA结果 10944
份标本中,将15份HCVRNA阳性标本分别编到15
个48混样pool和6混样pool中进行检测,每个混样

pool都只包含1个HCVRNA阳性标本,见表2。
表2  两种混样方式的 HCVRNA试验结果(pool)

48混样检测×1
6混样检测×8

阳性 阴性
合计

阳性 14 0 14

阴性 1 213 214

合计 15 213 228

2.2.3 两种混样方式检测HIV-1RNA结果 10944
份标本中,将20份HIV-1RNA阳性标本,分别编到20
个48混样pool和6混样pool中进行检测,每个混样
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pool都只包含1个HIV-1RNA阳性标本,见表3。
表3  两种混样方式的 HIV-1RNA试验结果(pool)

48混样检测×1
6混样检测×8

阳性 阴性
合计

阳性 20 0 20

阴性 0 208 208

合计 20 208 228

2.2.4 两种混样方式的性能评价 对两种混样检测

方式,从阳性符合率、阴性符合率、总体符合率、Kappa
值及一致性等方面进行评价,见表4。

表4  两种混样检测方式的性能评价

项目
阳性符合率

(%)
阴性符合率

(%)
总符合率

(%)
Kappa值

一致性

强度

HBVDNA 95.65 100.00 99.56 0.975 最强

HCVRNA 93.33 100.00 99.56 0.963 最强

HIV-1RNA 100.00 100.00 100.00 1.000 最强

2.3 HBVDNA、HCVRNA和HIV-1RNA拆分单

检阳性及背景阳性标本定量单检结果

2.3.1 HBVDNA拆分单检阳性及背景阳性标本定

量单检结果 对38份标本进行了HBV定量单检,其

中核酸背景阳性14份、酶联免疫背景阳性19份、酶
联免疫背景阴性5份。14份核酸背景阳性和9份酶

联免疫背景阳性标本拆分单检为阳性,9份入组时背

景为酶联免疫阳性但拆分单检为阴性,1个6混样

pool(1份酶联免疫背景阳性、5份酶联免疫背景阴性)
标本 量 不 足,直 接 进 行 定 量 单 检,1 份 为 阳 性。
见表5。
2.3.2 HCVRNA拆分单检阳性及背景阳性标本定

量单检结果 共对33份标本进行了HCV定量单检,
其中核酸背景阳性2份、酶联免疫背景阳性26份、酶
联免疫背景阴性5份。2份背景核酸阳性和12份背

景酶联免疫阳性标本拆分单检为阳性,13份入组时背

景为酶联免疫阳性但拆分单检为阴性,1个6混样

pool(1份酶联免疫背景阳性、5份酶联免疫背景阴性)
标本 量 不 足,直 接 进 行 了 定 量 单 检,1份 为 阳 性。
见表6。
2.3.3 HIV-1RNA拆分单检阳性及背景阳性标本

定量单检结果 对21份标本进行了 HIV-1定量单

检,其中核酸背景阳性1份、酶联免疫背景阳性20
份。1份背景核酸阳性和19份背景酶联免疫阳性标

本拆分单检为阳性,1份入组时背景为酶联免疫阳性

但拆分单检为阴性。见表7。

表5  HBV背景阳性标本血筛试剂及定量试剂检测结果

背景阳性数量(份) 48混样检出数(pool) 6混样检出数(pool) 拆分单检检出数(pool)定量试剂检出数(pool)定量结果范围(U/mL)

9 0 0 0 0 0

1 0 1 1 1 >0或<144

10 10 10 10 10 >144或<720

13 13 13 13 13 >720

表6  HCV背景阳性标本血筛试剂及定量试剂检测结果

背景阳性数量(份) 48混样检出数(pool) 6混样检出数(pool) 拆分单检检出数(pool)定量试剂检出数(pool)定量结果范围(U/mL)

13 0 0 0 0 0

3 2 3 3 3 >0或<960

10 10 10 10 10 >960或<4800

2 2 2 2 2 >4800

表7  HIV-1RNA背景阳性标本血筛试剂及定量试剂检测结果

背景阳性数量(份) 48混样检出数(pool) 6混样检出数(pool) 拆分单检检出数(pool)定量试剂检出数(pool)定量结果范围(U/mL)

1 0 0 0 0 0

4 4 4 4 4 >0或<1920

10 10 10 10 10 >1920或<9600

6 6 6 6 6 >9600

2.4 血筛试剂对干扰标本的检测情况 本次试验中 掺入了TP抗体阳性标本12份,该12份标本分布在

·5082·检验医学与临床2019年10月第16卷第19期 LabMedClin,October2019,Vol.16,No.19



12个48混样pool检测中,其中有3个48混样pool
检测中无 HBVDNA、HCVRNA、HIV-1RNA阳性

标本,检测结果也均为阴性。
3 讨  论

  对血液开展传染病病原体筛查,建立血液批放行

的根本目的是防止不合格血液的误发放,以保证用血

安全[5-6]。为了进一步降低用血风险,开展了酶联免

疫阴性血的核酸筛查,并在国内逐步实现血液核酸筛

查的全覆盖,利用病毒核酸检测的高灵敏度解决核酸

筛查试剂的高成本问题,目前,国内血站在时间要求

较紧的机采成分血检测中采用单检方式[7],日常无偿

献血标本大多采用6混样检测方式,但通量相对较

小[8]。本研究评价6混样和48混样两种混样检测方

式在血液核酸筛查中的适用性,以期为未来突发大量

采血或时间要求很紧的血液核酸筛查提供参考方案。
本研究在综合临床核酸筛查检测的基础上,在混

样时掺入不同浓度的病毒标本,考察6混样和48混

样两种混样检测方式的检出率。对混样时掺入的背

景阳性标本定量单检显示,HBV核酸浓度覆盖范围

为 102~104 U/mL、HCV 核 酸 浓 度 覆 盖 范 围

为102~103U/mL、HIV核酸浓度覆盖范围为102~
105U/mL,且以中低浓度标本为主,具有较好的临床

标本代表意义。
两种混样方式检测的HBVDNA、HCVRNA、HIV-1

RNA阳性符合率分别为 95.65%、93.33%、100.00%,
阴 性 符 合 率 均 为 100.00%,总 符 合 率 分 别

为99.56%、99.56%、100.00%,Kappa 值 分 别

为0.975、0.963、1.000,提示两种混样检测方式结果

具有高度一致性,这应该与收集的标本类型及核酸试

剂检测灵敏度高关系密切。
但与6混样检测模式比较,48混样检测还是存在

一定的漏检风险,例如48混样检测HBVDNA、HCV
RNA均比6混样少检出1例,经定量单检确认,HBV
的核酸水平为50.2U/mL,HCV的核酸水平为232
U/mL,均低于48混样检测方式的检测下限(HBV
144U/mL、HCV960U/mL)。

总计有9份 HBV、13份 HCV、1份 HIV背景为

酶联免疫阳性,但6混样、48混样及单检定量核酸检

测均阴性;整体酶联免疫背景和核酸的符合率分别为

72.73%、53.36%、95.24%。结合大量临床研究结果

表明,酶联免疫检测和核酸方法检测的结果存在一定

的不一致性[9-11],该研究符合率属于正常情况。
目前,核酸检测在临床实际检测应用中存在检测

时间长、成本高的特点,根据本研究结果,临床可以结

合不同类别的献血人群[12],在对突发大量采血或时间

紧迫条件下,可考虑采用48混样的核酸检测方式。
尤其是血液制品公司,目前按国家要求也必须在酶联

免疫检测的基础上增加核酸筛查以进一步降低血液

制品感染病毒的风险[13-15],由于血液制品公司的血浆

原料在生产中会加入去除及灭活病毒工艺,病毒传播

的风险比血站低很多,但其标本检测时间更集中,检
测量更大,如何保证短时间内完成大量标本检测,降
低检测成本,是血液制品公司面临的主要问题,本研

究的48混样核酸检测方式对我国的血站血浆病原筛

查具有很好的借鉴意义。
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