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无偿献血人群HBV-DNA混样反应性孔位拆分2次结果分析

王 欢,陈 雪,赵 欣,季茂胜,张蓝江,董玉芳,魏彩冰,李 文△

成都市血液中心血液筛查实验室,四川成都610041

  摘 要:目的 探讨在血站核酸检测系统中,对混样检测结果呈反应性的孔位进行2次拆分的必要性。方

法 筛选酶联免疫吸附试验检测合格标本在COBAS
 

s
 

201系统上进行核酸检测。对混样检测呈反应性的孔位

进行常规拆分的同时,加做1次拆分,以达到双孔复试的目的。分析混样CT值与拆分结果的关系。结果 
2015-2020年该系统上共725孔混样检测呈 HBV-DNA反应性,2次拆分共有543例 HBV-DNA反应性标

本。其中340孔在2次拆分时均拆出同一 HBV-DNA反应性标本;108孔仅在第1次拆分有1例 HBV-DNA
反应性标本;41孔仅在第2次拆分有1例HBV-DNA反应性标本;210孔2次拆分结果均为非反应性;26孔拆

分出不止1例HBV-DNA反应性标本。结论 在COBAS
 

s
 

201系统上对混样反应性孔位进行2次拆分,拆分

反应性率达74.90%。混样CT值<35且首次拆分结果呈非反应性孔位,有必要进行再次拆分。
关键词:核酸检测; 混样反应孔; 2次拆分; CT值

中图法分类号:R446.11 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2022)15-2123-04

  自2010年我国实行献血者标本核酸检测试点工

作以来,输血安全问题在很大程度上得到了改善[1]。
核酸检测能缩短检测窗口期,降低经输血传播疾病的

发病率[2-3]。2015年血站实行核酸检测全覆盖,我国

所有血站的血液标本均需进行核酸检测,更大程度保

障了输血安全[4]。
目前,血站核酸检测原理主要基于转录介导的扩

增(TMA)和实时荧光定量聚合酶链式反应(PCR)两
种方法[5]。后者的检测模式是先将标本进行混样检

测,结果为非反应性的孔位中所含标本视为检测合

格;结果为反应性的孔位进行拆分,拆分结果为反应

性的标本被判定为核酸检测不合格。
本中心自2010年参加血站核酸检测试点工作以

来,对COBAS
 

s
 

201核酸系统混样检测呈反应性的孔

位,在按照既定程序进行拆分的同时,均加做一次拆

分,以达到双孔复试的目的。上述拆分模式在全国范

围内少见。2次拆分的结果可能出现2次均未拆出、2
次均拆出、仅第1次拆出、仅第2次拆出,以及同一孔

位拆出不止1例反应性标本等几种情况。本研究统

计近6年来该核酸系统的检测结果,回顾性分析2次

拆分结果,分析混样和拆分CT值的相关性,并探讨对

反应性孔位进行2次拆分的必要性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2015—2020年COBAS
 

s
 

201核

酸系统上混样检测呈反应性的725
 

孔位及拆分出的

543例乙型肝炎病毒(HBV)-DNA反应性标本作为研

究对象。献血者中男365例,女100例;年龄18~60
岁,平均(46.61±8.50)岁。所有标本均来自经体检

合格的无偿献血者。
1.2 仪器与试剂 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测

采用全自动酶联免疫分析系统(Microlab
 

FAME,瑞
士Hamilton公司),血型检测采用全自动加样仪(深
圳市爱康生物科技股份有限公司),转氨酶检测采用

全自动生化分析仪(日本奥林巴斯公司)。转氨酶试

剂(美国贝克曼库尔特公司),乙型肝炎表面抗原
(HBsAg)试剂(意大利索灵诊断和上海科华生物工程

股份有限公司),抗-丙型肝炎病毒(HCV)(美国奥森

多医疗和上海科华生物工程股份有限公司),抗-人类

免疫缺陷病毒(HIV)1/2(美国伯乐公司和北京万泰

生物药业股份有限公司),抗-梅毒螺旋体(TP)(北京

华大吉比爱生物技术有限公司和北京万泰生物药业

股份有限公司)。核酸检测为罗氏COBAS
 

s
 

201核酸

检测系统及配套试剂盒。
1.3 方法 标本采集前,对献血者进行乙型肝炎表

面抗原(胶体金法)和转氨酶初筛检测。体检和初筛

检测结果合格的献血者再进行采血并留样。2管留样

标本,1管是乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)抗凝的真空

采血管(科华),用于ELISA、转氨酶和血型检测。1管

是无DNA酶,RNA酶带分离胶的EDTA-K2 抗凝的

BD试管,用于核酸检测。标本处理方法符合国家要求。
在完成转氨酶、血型和ELISA检测后,筛选合格

标本进行核酸检测。对所有在COBAS
 

s
 

201系统混
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样(6混1)检测呈反应性孔位,均采取2次拆分的检

测模式。第1次拆分选用系统上“load
 

secondary”的
加样模式,仪器根据混样结果识别样本条码,自动进

行拆分加样。第2次拆分选择“pool
 

of
 

1”的加样模

式。系统不能识别重复条码,在第2次拆分录入条码

时,采取“原条码”+“=”的输入方式。
1.4 统计学处理 采用Excel

 

2017处理数据及绘制

图表。用SPSS23.0数据分析软件进行数据处理及统

计分析。计数资料采用频数或百分率表示,组间比较

采用χ2 检验。相关性分析采用Spearman相关分析。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 2015—2020年混样反应性孔位
 

2次拆分结

果 对725孔混样反应性孔位进行2次拆分,共有

543例 HBV-DNA 反 应 性 标 本,拆 出 反 应 性 率 为

74.90%。拆分结果见表1。340孔(46.90%)在2次

拆分中均拆出同一 HBV-DNA 反应性标本;210孔
(28.90%)2 次 拆 分 结 果 均 为 非 反 应 性;108 孔
(14.90%)只在第1次拆分出1例HBV-DNA反应性

标本;41孔(5.67%)仅第2次拆分出1例HBV-DNA
反应性标本。26

 

孔(3.59%)拆出2例以上反应性标

本,其中19
 

孔(CT值35.2~44.6)在2次拆分均有相

同反应性标本拆出(表2中第1~4类),7孔(CT值

36.7~39.6)虽然拆出不止1例反应性标本,但2次

拆分的结果不相同(表2第5~6类),见表2。

表1  2015—2020年混样反应性孔位
 

2次拆分结果[n(%)]

年份
混样反应性

孔数(n)
2次拆分为同一

反应性

2次拆分均呈

非反应性

仅第1次拆分

呈反应性

仅第2次拆分

呈反应性

拆出2例及以上

反应性

2020 141 67(47.52) 39(27.66) 28(19.86) 1(0.71) 6(4.26)

2019 167 75(44.91) 53(31.74) 17(10.18) 14(8.38) 8(4.79)

2018 135 64(47.41) 40(29.63) 21(15.56) 7(5.19) 3(2.22)

2017 117 54(46.15) 31(26.50) 17(14.53) 11(9.40) 4(3.42)

2016 25 14(56.00) 7(28.00) 3(12.00) 1(4.00) 0(0.00)

2015 140 66(47.14) 40(28.57) 22(15.71) 7(5.00) 5(3.57)
总计 725 340(46.90) 210

 

(28.95) 108(14.90) 41(5.67) 26(3.59)

  注:6年间未检测出 HIV-RNA和 HCV-RNA反应性标本,表中反应性标本均为 HBV-DNA反应性。

表2  拆出2例及以上反应性标本的孔位拆分结果(n)
拆分结果分类 第1次拆分结果 第2次拆分结果 反应性孔数

1 A
 

+
 

B A
 

+
 

B 4
2 A A

 

+
 

B 7
3 A

 

+
 

B A 6
4 A

 

+
 

B+
 

C A
 

+
 

B 2
5 A B 2
6 A

 

+
 

B 0 5
总计 26

  注:表中字母表示每次拆分出的反应性标本,A表示拆出第1例反

应性标本,B表示拆出的第2例反应性标本,C表示拆出的第3例反应

性标本。

2.2 混样结果与拆分CT值之间的关系 混样CT
值<35的30孔,拆出反应性率为100.00%。且除1
孔仅第1次拆分呈反应性结果外,其余29

 

孔均是2

次拆分为同一反应性。见表3。当混样CT值<40
时,两次拆分均为同一反应性标本的比例随着混样

CT值降低而增加;当混样CT值<45时,两次拆分均

为非反应性的比例随着混样CT值降低而降低;混样

CT值与拆分结果之间关系的线性趋势见图1。
2.3 混样CT值与拆分CT值的相关性分析 分析

4种不同拆分结果对应的混样CT值(拆出2例及以

上反应性标本的26孔因数据少不纳入统计分析),2
次拆分为同一反应性、2次拆分均呈非反应性、仅第1
次拆分呈反应性、仅第2次拆分呈反应性标本的CT
值分别是(37.82±3.38)、(39.55±3.60)、(38.73±
3.46)、(38.44±2.14)。混样CT值与拆分CT值呈

正相关(r=0.243,P<0.05)。见表4。

表3  混样CT值与拆分结果[n(%)]

混样CT值
混样反应性

孔数(n)
2次拆分为

同一反应性

2次拆分均呈

非反应性

仅第1次拆分

呈反应性

仅第2次拆分

呈反应性

拆出2例及以上

反应性

≥45 46 18(39.13) 19(41.13) 7(15.22) 2(4.35) 0(0.00)

42~<45 32 10(31.25) 18(56.25) 3(9.38) 0(0.00) 1(3.13)

40~<42 39 14(35.90) 19(48.72) 2(5.13) 2(5.13) 2(5.13)

39~<40 58 16(27.59) 22(37.93) 14(24.14) 4(6.90) 2(3.45)

38~<39 124 44(35.48) 42(33.87) 20(16.13) 12(9.68) 6(4.84)

37~<38 210 95(45.24) 55(26.19) 38(18.10) 16(7.62) 6(2.86)

36~<37 135 78(57.78) 29(21.48) 18(13.33) 4(2.96) 6(4.44)

35~<36 51 36(70.59) 6(11.76) 5(9.80) 1(1.96) 3(5.88)

<35 30 29(96.67) 0(0.00) 1(3.33) 0(0.00) 0(0.00)
总计 725 340(46.90) 210

 

(28.95) 108(14.90) 41(5.67) 26(3.59)
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图1  混样CT值与拆分结果关系图

表4  混样与拆分CT值统计分析

拆分结果 检测方式 均值 标准差 中位数 最大值 最小值

2次拆分为同一反应性 混样 37.82 3.38 37.20 54.70 28.40
第1次拆分 35.69 2.47 35.80 49.20 25.71
第2次拆分 35.94 3.02 35.90 51.30 25.81

2次拆分均呈非反应性 混样 39.55 3.60 38.30 54.10 35.12
仅第1次拆分呈反应性 混样 38.73 3.46 37.65 53.50 33.51

拆分 37.73 2.01 37.60 44.60 31.22
仅第2次拆分呈反应性 混样 38.44 2.14 38.00 47.90 36.31

拆分 38.63 2.87 37.70 47.30 35.21

3 讨  论

本中心核酸检测实验室从建立至今,对在CO-
BAS

 

s
 

201核酸系统上混样检测呈反应性的孔位均进

行2次拆分,以达到双孔复试的目的,为保障输血安

全投入了大量的财力和人力。其中,2016年混样反应

性孔位数量明显少于其他年份,是因当年在该系统上

进行核酸检测的标本总量较少所致。
2015—2020年该系统725孔反应性孔位进行2

次拆分后,共拆分出543例 HBV-DNA反应性标本,
拆出反应性率为74.90%,高于深圳、无锡和东莞地区
(拆 出 反 应 性 率 分 别 是 66.7%、66.67%、
61.25%)[6-8]。本研究共有41例 HBV-DNA反应性

标本来自第2次拆分,拆分CT值最大47.30,最小

35.21。姚凤兰等[9]对63例隐匿性HBV感染标本的

感染状态分析发现,49例(77.78%)标本 HBV-DNA
水平低于20

 

IU/mL。陈少彬等[10]研究发现,在单检

模式 下,HBV 水 平 为 20
 

IU/mL 时 的 漏 检 率 为

7.55%,低 于 混 样 模 式 下 的 漏 检 率 81.4%(P <
0.05)。低病毒拷贝标本在进行混样检测时,漏检的

概率较单检更高。根据泊松分布原则,低病毒拷贝标

本在取样时,可能会由于病毒颗粒分布不均导致病毒

检测呈非反应性。因此,对于低病毒拷贝标本,2次拆

分可以增加反应性标本的检出率,减少经输血传播疾

病的发生,更保障了输血安全。
有研究指出,CT值大小与标本中病毒的原始拷

贝数呈线性反比关系[11]。但当标本中病毒拷贝数低

或者接近检测下限时,定性检测的混检与拆分CT值

相关性较差,定性检测的CT值分析难以得出准确的

趋势关系[8]。本研究中,混样CT值较高(>40)时,出
现混样与拆分结果线性关系不强的情况,可能与上述

原因有关。
拆出2例及以上反应性标本的26孔中,19孔

(CT值35.2~44.6)在2次拆分均有相同反应性标本

拆出,说明在上述孔位中,可能同时存在2例病毒拷

贝数较高的标本,才能在2次拆分中均呈反应性结

果;7孔(CT值36.7~39.6)2次拆分的反应性标本不

相同,可能原因是标本仅含有低拷贝数 HBV-DNA,
根据泊松分布原则,存在病毒分布不均匀的情况,导
致2次 拆 分 结 果 不 一 致,此 外,也 存 在 假 阳 性 的

可能[11]。
除同时拆出2例及以上的26孔(未纳入分析),

其余4种拆分结果的混样CT值与拆分CT值呈正相

关(r=0.243,P<0.05),即混样CT值越小,拆分出

的反应性标本CT值越小;混样CT值越大,拆分出的

反应性标本CT值越大,当2次拆分均呈非反应性时,
混样CT值最大。从理论上来讲,每经过3.3个热循

环靶模板总量增加一个数量级[12]。混样CT值<35
的30孔,拆出反应性率是100.0%,且除1孔外,其余

全是2次拆分均呈反应性。只有第1次拆分呈反应

性的108孔(1例除外)和只有第2次拆分呈反应性的

41孔,混样CT值均≥35。因此,笔者认为混样CT值

为35是一个关键点。在COBAS
 

s
 

201核酸系统检测

献血者标本时,若混样CT值<35且首次拆分结果呈

非反应性,需重点关注,最好进行复查,避免标本漏检或
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者假阴性情况的出现,从而导致输血感染等严重后果。
同时,核酸检测假阳性结果也值得注意。采用标

准化的程序检测献血者标本,规范工作人员的操作,
保持仪器设备良好的运行状态,加强实验室的环境监

控等措施能有效减少假阳性结果的出现。另外,本研

究缺少反应性标本的确认结果,在未来应对可疑标本

进行追踪,确认其真实的感染状态,从而保障血液安

全,减少血液浪费。
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加味参苓白术散对哮喘缓解期肺脾气虚型患儿肺功能及复发率的影响

张 稳

新乡医学院第三附属医院,河南新乡
 

453003

  摘 要:目的 探究加味参苓白术散联合常规西医治疗对哮喘缓解期肺脾气虚型患儿肺功能及复发率的

影响。方法 选取该院儿科2020年1月至2021年1月收治的肺脾气虚型哮喘缓解期患儿118例作为研究对

象,采用随机数字表法按照1∶1配对原则分为观察组(59例)、对照组(59例)。对照组采用布地奈德混悬液雾

化治疗,观察组采用加味参苓白术散联合布地奈德混悬液治疗,两组持续用药3个月。对比两组临床效果、治

疗前后肺功能指标[第1秒用力呼气容积(FEV1)、最高呼气流量(PEF)、用力肺活量(FVC)]、炎性反应介质

[肿瘤坏死因子(TNF-α)、一氧化氮(NO)、内皮素(ET)、嗜酸性粒细胞(EOS)]水平及复发情况。结果 观察组

总有效率(94.92%)明显高于对照组(83.05%)(P<0.05);治疗后,观察组FEV1、PEF、FVC均高于对照组

(P<0.05);治疗后,观察组血清TNF-α、NO、ET、EOS水平均低于对照组(P<0.05);观察组复发率(3.39%)
明显低于对照组(13.56%)(P<0.05)。结论 对肺脾气虚型哮喘缓解期患儿采用加味参苓白术散联合常规西

医治疗效果明显,能减轻炎性反应,促进肺功能恢复,降低复发风险。
关键词:加味参苓白术散; 布地奈德; 哮喘缓解期; 肺脾气虚型
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  哮喘是临床常见的慢性呼吸道疾病,以气道慢性

炎症、高反应性及可逆气流为病理特征,多发于青少

年和儿童,其发病常伴随咳嗽、胸闷、呼吸急促等,且
病情反 复 发 作、迁 延 难 愈,严 重 影 响 患 儿 生 长 发

育[1-2]。西医目前针对缓解期哮喘多采用糖皮质激素

类药物,起效迅速,使用简单,能有效缓解临床症状,
但长期应用可能影响患儿发育[3];传统医学早期便有

哮喘记载,其发病多因脏腑亏虚,外邪侵袭所致,治疗

上强调标本兼治,祛邪兼以扶正固本,从根本改善哮

喘症状,但中药起效慢,患儿依从性较差[4-5]。基于

此,本研究选取118例肺脾气虚型哮喘缓解期患儿,
旨在分析加味参苓白术散结合西医治疗的临床效果

及优势。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院儿科2020年1月至2021
年1月收治的肺脾气虚型哮喘缓解期患儿118例作

为研究对象,采用随机数字表法按照1∶1配对原则

分为观察组(59例)、对照组(59例)。观察组中男30
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