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!摘!要"!目的!建立适合我国供血者全自动核酸检测的方法#国产$%探讨在我国血液筛查中引进全自动核酸

筛查的可行性& 方法!在酶联免疫吸附试验筛查血液基础上%采用全自动核酸提取仪进行血样汇集#(人份$%提

取样本核酸%应用聚合酶链反应#实时荧光9@;$在B#4.&##上进行扩增和检测%并用国际标准核酸质控品考评检

出限量%对阳性供血者追踪检测& 结果!经考评及常规应用%该系统全自动汇集及全自动核酸提取(扩增(检测

),8的检出限量%乙型肝炎病毒#3#5$ H:B(丙型肝炎病毒#3@5$ ;:B和人免疫缺陷病毒#345$%$;:B分别为

&,2)4Y6&7($'.2.4Y6&7(**2$4Y6&7%),8可信区间分别为!"$2)0$"'2("(!)&2&0&(*2'"和!&(2(0"&,2&"&

对*#$$"份样本共.,$'汇集池进行检测分析%3#5H:B阳性$"份%阳性比例为$

"

,##)%其中*份为抗 3#*阳

性)3@5;:B阳性$份%比例为$

"

*#$$")未检出345%$;:B阳性&对.例3#5H:B阳性者进行追踪%发现'例发

生了血清转换现象& 结论!我国产全自动血液核酸筛查系统可应用于血液3#5H:B(3@5;:B和345;:B的筛

查工作&

!关!键!词"!血液筛查)输血传播病毒)核酸扩增技术)供血者)输血安全
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测病毒核酸%显著缩短目前酶联免疫检测方法的

,窗口期-%检出因病毒变异(免疫沉默感染等造成

的漏检感染病毒的血液%降低输血感染风险%已成为

发达国家的血液筛查病毒的必要手段!$%""

& 深圳市

血液中心于"##*年与上海科华生物股份有限公司

合作%建立了全自动样本汇集的方法和平台%对全自

动核酸提取仪 I<B;7$<进行了评估和应用%对B#4

.&##核酸扩增和检测系统进行了日常工作的测试%

均获得满意结果%现报告如下&

BC材料与方法

$2$!试剂与仪器!全自动核酸提取仪#瑞士 34=%

47<S:I<B;7$<$(核酸扩增检测仪 #美国 B#4

.&##$(核酸分离纯化试剂盒 #上海科华%批号

"##(#)$"$(核酸扩增检测试剂盒#上海科华%批号

"##(#)$"$)乙型肝炎病毒#3#5$H:B(丙型肝炎病

毒#3@5$ ;:B和人免疫缺陷病毒#345$%$;:B国

际标准品#澳大利亚 :;7提供%编号 :B<'&$,$%浓

度均为"###4Y6&7)乙型肝炎表面抗原#3#/BE$

$74IB试剂#国产新创%批号'"##($$"")美国 BQ%

Q0DD%批号7'#**$#$(乙型肝炎两对半试剂#国产新

创和美国 BQQ0DD%批号 "#$##$*'$(7'#**$#$以及

3#/BE中和试剂#美国BQQ0DD%批号7&&#$$"#$&

$2"!样本准备!将采集的,&7$H<B抗凝全血保

存于"U 0(U冰箱中% 3#563@56345检测均为阴

性%&###G6&(-离心,0$#&(-%取上清血浆用于实

验&

$2&!全自动汇集!在 I<B;7$<上启动级汇集程

序%进行',

!

7/(份样本汇集& 储存汇集池的样本

条码文件以备追溯& 汇集完毕后%仪器自动将汇集

样及阴阳对照转移至 BASTB磁分离器以备提取

用%若汇集样检测为阳性%将对应的(份样本取出%

进行单人份检测%以确认最终阳性标本&

$2'!核酸全自动提取!将所需要的裂解液%磁珠%

洗液B(#和@及所有耗材等装载在 I<B;7$<核酸

提取仪工作台上%仪器可自动提取核酸&

$2,!核酸全自动扩增及检测!按检测试剂盒操作

说明要求准备聚合酶链反应#9@;$液%往反应管中

加$,

!

79@;反应液及$,

!

7已提取的核酸%置入

核酸扩增检测仪上%按程序操作%仪器自动完成扩增

和检测& 内标阳性%样本阳性报阳性结果&

$2*!质量控制!每天室内质控物由试剂公司合作

配制%参加卫生部和澳大利亚:;7的室间质评& 进

行方法灵敏度和重复性实验时%将已知浓度的标准

品用阴性血清于不同时间配制不同拷贝数的应用标

准液%进行重复全自动提取(扩增和检测&

$2.!追踪检测!对追踪的 3#5H:B阳性样本进

行乙型肝炎两对半(血清丙氨酸转氨酶#B7<$检测%

3#/BE同时用&种试剂测定%阳性结果用中和试验

确证& 同时进行 3#5H:B定量检测#科华荧光定

量9@;$&

EC结果

"2$!方法灵敏度和重复性!结果见表 $& 应用

:=')%A概率统计# IBI )2#$计算 ),8检测限量及

),8可信限%3#5H:B(3@5;:B及 345%$;:B

),8检测限量分别为&,2)4Y6&7($'.2.4Y6&7和

**2$4Y6&7& ),8 可信区间分别为 !"$2)0

$"'2("(!)&2&0&(*2'"和!&(2(0"&,2&"&

表 BC3#5H:B(3@56345%$;:B标准品全自动考评结果

D)9,%BC<+,G,/1)D/0F3#5H:B%3@56345%$;:B/,-/(D(C(DLD,/D/

测定批
!浓度

#4Y6&7$

3#5H:B

阳性数6

重复数

检出率

#8$

3@5;:B

阳性数6

重复数

检出率

#8$

345%$;:B

阳性数6

重复数

检出率

#8$

$ ,## $"6$" $##2## $"6$" $##2## $"6$" $##2##

" "## $"6$" $##2## $"6$" $##2## $"6$" $##2##

& $## $#6$# $##2## $$6$" )$2*. $"6$" $##2##

' ,# $)6"# ),2## .6$" ,(2&& $$6$" )$2*.

, ", $$6$" )$2*. '6$" &&2&& (6$" **2*.

* $# ,6( *"2,# $6( $"2,# &6( &.2,#

. !, $6( $"2,# #6( #2## $6( $"2,#

"2"!检测结果!"##*+"##)年期间共对*#$$"人 份样本计.,$'个汇集池进行扩增检测%最终确认
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3#5H:B阳性样本$"份%经对献血员重新采血单

份检测仍为阳性%3#5H:B阳性比例为$

"

,##)%其

中*例为抗 3#*阳性& 从 &份汇集池阳性确认

3@5;:B阳性样本$份%比例为$

"

*#$$"& 未检出

345%$;:B阳性&

"2&!阳性献血员追踪检测!见表 "& 共对 .例

3#5H:B阳性献血员进行不定期追踪检测%其中'

例发现有血清转换%"例呈明显窗口期现象#编号$

和$#%乙型肝炎两对半结果初期全部为阴性$& 其

中 $号#编号$"次定量结果在 "##4Y6&7以上%

3#/BE在&(K转阳%'.K 后检测 3#/BE为阴性%抗

3#/和抗3#*转换为阳性%机体免疫产生抗体对病

毒进行中和作用)$#号#编号$检出阳性后%3#/BE

很快转阳性%病毒载量呈快速增长态势%同时乙型肝

炎,抗原#3#,BE$转阳性%回访该献血者已进行药

物治疗&

表 EC$74IB阴性 :B<3#5H:B阳性献血者资料及追踪概况

D)9,%EC<G'*(-EG,/1)D/0F$74IB# %$ 3#5H:B# 2$ K0-0G/

编号 采血时间 性别 年龄#岁$ 3#/BE 抗3#/ 3#,BE 抗3#, 抗3#* H:B#4Y6&7$

$ "##(%#'%$# 女 "' % % % % % ",$2*

$"K % % % % % ")&2'

&(K 2 % % % % !$&*2#

'.K % 2 % 2 2 %

" "##(%#'%#& 男 ") % % % % 2 "$2(

& "##(%#.%$$ 男 "" % 2 % % 2 &"2'

' "##(%#(%#. 男 "* % % % % 2 "&#2#

, "##(%#(%#. 男 "# % % % % 2 )2#

$)K % % % % 2 .2(

* "##(%#)%", 女 "$ % % % % % $,2"

$#,K % 2 % % 2 %

. "##(%$#%#" 女 "$ % 2 % % % )2#

,.K % 2 % % % %

( "##(%$"%$. 女 "( % 2 % % % %

) "##)%#$%"" 男 ', % % % % 2 2

&,K % % % 2 2 2

$# "##)%#&%#& 男 $) % % % % % $&,2#

$&K 2 % % % % ",2(

"#K 2 % 2 % %

&2('/$#

'

'"K 2 % 2 % %

$2$/$#

(

$".K % % % 2 2 2

$$ "##)%#&%". 女 $) % 2 2 % 2

#2(/$#

&

$" "##)%#'%$' 男 "" % % % % % $,2*

(K % % % % % %

!!! %'阴性) 2'未能定量%定性弱阳性!!!

!样品追踪的时间为定期采样间隔

GC讨论

目前用于:B<的全自动方法%国际上有罗氏公

司9@;和 @+(G0- 公司转录依赖扩增技术#<=B$&

最早为$)))年日本和罗氏公司合作采用全自动方

法同时检测 3#5(3@5和 345&项病毒!&"

%之后该

公司应用 =97@全自动核酸提取的成套设备加上

@S#BI B=974@S;扩增检测设备在国际上首次实

现核酸全自动提取和检测%还开发了 @S#BI /"#$

<'P/*G,,-

<=实时荧光核酸血液筛查系统%该自动化

设备可在单管中同时对&种病毒进行检测%提高了

检测灵敏度%"##,年获 XHB注册& 而 @+(G0- 公司

基于 <=B技术研发的 <(EG(/系统也可全自动化完

成血液核酸筛查%且速度快%通量大!'"

%特别适合单

份检测%"##.年,月获XHB注册& 但这"种进口仪

器的成本和试剂的费用都很高%阻碍了在我国的推

广和应用& 我国部分地区应用核酸扩增检测技术对

血液筛查进行了尝试%但大多数都停留在手工及半

自动化操作阶段%缺点为耗时(繁琐(核酸提取效率

差%易导致假阴性%也易导致污染而产生假阳性!,"

&

本实验应用 I<B;7$<自动化平台进行样本汇集和

核酸自动化提取%在 B#4.&##平台扩增和检测%建

立了一套完整的自动化体系对血液标本进行常规检
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测和参加国内与国际室间质评%3#5H:B(3@5

;:B(345;:B灵敏度分别为 &,2)4Y6&7($'.2.

4Y6&7(**2$4Y6&7%虽然与国际先进水平相比还存

在一定差距%但是我国开始从手工阶段向自动化阶段

的一个有效尝试&

本次在*#$$"份血清学检测阴性标本中检出

$"份3#5H:B阳性标本%阳性比例为$

"

,##)%大

大高于西方发达国家& 由于深圳市重复献血人数达

到*#8以上%另外采用进口高质量(高灵敏度试剂

进行筛查%血液质量较国内其他地区高%表明在我国

现有的3#/BE检测系统下%3#5经输血传播的危险

应引起高度重视%在条件好的地区应该首先实施病

毒核酸检测血液%进一步提高血液安全& 乙型肝炎

是经血传播的危害严重的病毒性传染病%每年新发

病例,#万!*"

& 目前我国仍以3#/BE阳性与否作为

筛查献血者 3#5感染的指标%由于存在窗口期(低

水平感染不易检出及基因变异等%可导致3#5H:B

阳性血样漏检& 有研究表明!."

% 3#/BE阴性(抗

3#*阳性的健康人群中有约$#8 3#5H:B阳性%

抗 3#/和抗 3#*阳性的健康人群中亦有 ,8 0

$,8 3#5H:B阳性& 由于 3#5感染后最先存在

于血清中的是 3#5H:B%而就算用灵敏度较高的

$74IB试剂检测抗原(抗体也要经过,#0(#K 的窗

口期!("

& 因此%目前采用的 $74IB方法不能提高血

液的安全性%应采用提高检测灵敏度的方法如

:B<%以保证血液安全&

输血所致传染病一直是国内外输血学界关注的

热点%由于加强血源管理及检测技术的不断改进%经

输血传染病毒的感染率明显下降& 美国经过$#多

年利用:B<技术检测血液中的 345和 3@5%无偿

献血者 3@5;:B和 345;:B阳性检出率下降至

$6""""##及$6""#####

!)"

& 近年国内报道的献血

者3#5H:B和 3@5;:B阳性检出率显著高于国

外献血者 !$"

%给输血安全带来极大的威胁& 而我国

各地供血机构发展不平衡%在献血者中全面推广应

用:B<技术%自动化程度是关键& 由于手工方法及

半自动实验误差大%核酸提取效率差%易致假阴性或

假阳性%因而难以在我国血液筛查中推广使用%而进

口设备(试剂又太贵& 本研究应用我国自己的成套

核酸提取及扩增检测试剂%实现从样本准备(核酸提

取及扩增(检测一体化与自动化%符合大批量的

:B<血液检测中心工作流程的需要& 这是国内首

次将国产:B<全自动系统应用于血液筛查的有益

尝试%在有条件的地区可考虑推广应用&

!参 考 文 献"

!$"!任芙蓉2核酸检测技术在国内外血液筛查中应用!R"2北京医

学%"##(%&##($',*$%,*&2

!""!$-E,)FG(,D@9%;,,/(-O 3T24&J),&,-D'D(0- 0FK0-0G/*G,,-(-E

F0G(-F,*D(01/'E,-D/DG'-/&(DD,K QLQ)00K QL-1*),(*'*(K D,*+-0)0EL

#4-D,G-'D(0-')X0G1&$ !R"250.I'-E1(-(/% "##"%("#$$'(.%

$$$2

!&"!=,-EW% T0-E@% ;'-E'*+'G(B% /A&@2B1D0&'D,K &1)D(J),.

'//'L/L/D,&F0G/(&1)D'-,01/K,D,*D(0- 0F+,J'D(D(/#C(G1/H:B%

+,J'D(D(/@C(G1/;:B% '-K +1&'- (&&1-0K,F(*(,-*LC(G1/DLJ,$

;:B!R"2R@)(- =(*G0Q(0)% "##$%&)#$"$'")&.%")',2

!'"!;,,/(-O 3T% $-E,)FG(,D@9% 3,-- A%/A&@2S**1)D+,J'D(D(/#

(-F,*D(0- (- Q)00K K0-0G/!R"250.I'-E1(-(/%"##(%)'#$$'$,&%

$**2

!,"!='+0-LR#2;0),0F*0-F(G&'D0GL9@;/(- K,D,G&(-(-EJ,GF0G&%

'-*,0F*+)'&LK('B&J)(*0G9@;N(D+ ,-K0*,GC(*')/J,*(&,-/FG0&

N0&,- N(D+ ')0NJG,C'),-*,0F(-F,*D(0- !R"2R@)(- =(*G0Q(0)%

$))'%&"#$$$' "')#

!

"')&2

!*"!叶贤林%曾昭鉴2乙型肝炎病毒血液核酸筛查进展!R"2中国

输血杂志%"##.%"##*$',&.%,&)2

!."!HG0/D,- @%T*Q,G=%I,(FG(,K $%/A&@2$C')1'D(0- 0F'-,N9@;'/%

/'LN(D+ *0&J,D(D(C,(-D,G-')*0-DG0)/,P1,-*,F0GQ)00K K0-0G

/*G,,-(-E!R"2<G'-/F1/(0-%"###%'##"$'.$(%."'2

!("!?0/+(O'N'B% <0&'/'O'H% I(&'/'O1 7% /A&@23,J'D(D(/#

:I<C(G1/%J0/(D(C,Q)00K K0-0G/(- D+,,'G)L'-K )'D,/D'E,/0F

3#5(-F,*D(0-' '-')L/,/0FD+,N(-K0NJ,G(0K '-K O(-,D(*/0F

3#5H:B!R"250.I'-E%"##,%((#$$ '..%(*2

!)"!IDG'&,GI 7%I(&0-,B@%ID,C,- 3>%/A&@2H,D,*D(0- 0F345%$

'-K 3@5(-F,*D(01/'&0-E'-D(Q0KL%-,E'D(C,Q)00K K0-0G/QL-1%

*),(*'*(K '&J)(F(*'D(0- D,/D(-E!R"2:$-E)R=,K%"##'%,$#"$'

.*#%.*(2

*#&&* 中国感染控制杂志"#$#年)月第)卷第,期!@+(- R4-F,*D@0-DG0)50)):0,I,J "#$#


