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Abstract: Objective In order to analyze the residual risk of HBV transfusion-transmitted hepatitis B virus ( HBV) in

the blood screening of blood donors in Dalian area，and to evaluate the role of nucleic acid detection ( NAT) blood screening

systems in reducing the residual risk of HBV transfusion-transmitted． Methods The QPCＲ Test ( Cobas TaqScreen MPX

Test，V2. 0) was used for qualitative detection of HBV /HCV/HIV in pools of 6，and the reactive pool's specimens were test-

ed by ID-NAT． If the results were non-reactive，the specimens were examined using the transcription-mediated amplification

( TMA) technique ( Ultrio Plus /Ultrio Elite) ． The replicated reactive specimens were tested 3 times joint test and plus dis-

crimination test by TMA NAT platform，at the same time Ｒoche Cobas s 201 TaqScreen system was applied to 4 times MPX-

6 test and 4 times individual test． We applied Ｒoche electrochemical luminescence as third party reagent to confirm HBV in-

fection status． Ｒesults From August 2017 to July 2018，a total of 9 689 pools ( 57 868 blood donors) were detected by

MPX Test method in the blood center． 88 pools were reactivity in the mixed test，and 24 pools ( 141 specimens) were non-re-

active in the split test，with a positive rate of 72. 73%． 141 specimens were re-tested using the Procleix Ultrio Plus /Elite as-

say，then 4 specimens presented reactivity． But the repeated test showed not all 4 specimens were repeated reactivity． HBsAg

positivity was confirmed by using ECL method． As a result，the residual risk of HBV was found in all 4 samples，which could

not be used in clinical blood transfusion． Conclusion Blood specimens of MPX-6 positive，but individual test negative in

nucleic acid screening have the residual risk of HBV infection in blood transfusion． The determination of the results of these

samples should be treated carefully to improve the safety of blood．
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近年来，输血安全已成为全球关注的医学焦点问题。为
了降低输血传播疾病风险，国家卫生行政主管部门要求 2015

年底全国血站对献血者的血液筛查开展核酸检测( Nucleic

Acid Testing，NAT) ，实现血液 NAT 筛查全覆盖。目前应用
于血站大规模血液检测的 NAT方法主要有转录介导的扩增
( Transcription-mediated Amplification，TMA) 和聚合酶链式反

应( Polymerase Chain Ｒeaction，PCＲ) -荧光探针法( QPCＲ) ，

两种筛查模式各有优势［1－3］。TMA NAT 方法对标本进行单

人份联检( ID-NAT) ，灵敏度高，但需要后续对反应性标本进

行鉴别试验; QPCＲ NAT 法对血液进行 6 人份混样检测
( MPX-6) ，通量大，效率高，但需对反应性 pool进行拆分单检

实验，以确定反应性标本，最终结果以拆分单检结果为准，当

单检标本全无反应性时，标本全部合格放行。我国 HBV 流

行率较高，由于其血清学模式较复杂，部分为 HBsAg 阴性、
HBV DNA 阳性的隐匿性 HBV 感染( Occult HBV Infection，

OBI) ，且病毒载量较低，易出现检测时阴时阳的情况，导致漏

检的发生［4－5］。因此，对混样检测反应性而拆分单检无反应
性的标本进行血液传染病的残余风险评估尤为重要。为此，
本站自 2017年 8月对混检反应性而拆分单检无反应性的标

本进行 TMA方法复检，分析不同筛查模式的检测结果，分析

此类标本的传染病病毒残余风险，评估基于不同原理 NAT

方法在减少血液残余风险中的作用，评价当前的核酸检测模

式，为改进血液筛查策略提供依据。

1 材料与方法

1. 1 研究对象 研究对象为 2017 年 8 月—2018 年 7 月本

站 MPX Test Screen检测的无偿献血者标本，献血者均符合

国家《献血者健康检查要求》。
1. 2 样本的采集与运送 每位献血者采血后留取 3支血样

本，第 1支采用 EDTA-K2真空抗凝管留取 5 mL，用于 ELISA

检测; 第 2，3 支采用 EDTA-K2带分离胶真空抗凝管留取 5

mL，用于 NAT 检测。运送时样本放置于冷藏储存箱，温度控
制在 2—10℃，4 h内离心，72 h内完成检测。
1. 3 仪器与试剂
1. 3. 1 仪器 MP-NAT采用 Cobas s 201 全自动核酸提取扩

增检测系统，包括 Hamilton STAＲ 全自动混样仪、Cobas Am-

pliPrep核酸提取仪及 Cobas Taqman Analyzer 核酸扩增检测

仪( Ｒoche，美国) ; TMA NAT 采用 Tigris全自动核酸检测系统

及 Panther全自动核酸检测系统( Grifols，西班牙) ; ELISA 采

用 FAME24 /20( Hamilton，瑞士) ; ECL 采用 Cobas e 411 系统
( Ｒoche，美国) ; Caris 200全自动化学发光免疫分析仪( 万泰

生物，北京) 。所有设备使用前进行了常规校准和维护。
1. 3. 2 试剂 ELISA 筛查试剂: 乙型肝炎病毒表面抗原诊

断试剂盒( DiaSorin，英国; 英科新创，厦门) ; 丙型肝炎病毒抗

体诊断试剂盒( Ortho-Clinical Diagnostics，美国; 万泰生物，北

京) ; 人类免疫缺陷病毒抗原抗体诊断试剂盒( BIO-ＲAD，法

国; 英科新创，厦门) ; 梅毒螺旋体抗体诊断试剂盒( 英科新

创，厦门; 万泰生物，北京) 。NAT 检测试剂: 乙型肝炎病毒

丙型肝炎病毒 人类免疫缺陷病毒( 1+2型) 核酸检测试剂盒
( PCＲ-荧光法) ( Ｒoche) ; Procleix Ultrio Plus Assay 联检试剂

盒、Procleix Ultrio Elite Assay 联检试剂盒、HBV、HCV、HIV-1

鉴别探针试剂( Grifols) 。电化学发光试剂: HBsAg、A-HBs、A-

HBc、HBeAg和 A-HBe 乙肝血清学 5 项检测试剂( Ｒoche) ;

HBsAg CLIA试剂( 万泰凯瑞，厦门) 。
1. 4 方法 采用 ELISA 方法对 HBsAg、抗-HCV、抗-HIV 、
抗-TP 分别进行 2 遍( 不同厂家试剂) 检测，同时应用 Cobas

Taqsceen MPX Test 进行 1 遍 MPX-6 NAT 检测，无反应性
pool标本合格放行; 反应性 pool 样本需进行拆分单检，拆分

结果无反应性的标本行 TMA NAT ( ID-NAT) 检测。ID-NAT

检测呈反应性的样本再进行 4 遍 MPX-6 NAT，4 遍 ID-NAT

( CobasTaqsceen MPX Test V2. 0) ，3遍 TMA NAT( Ultrio Plus)

及 3遍 TMA NAT( Ultrio Elite) ，同时采用电化学发光方法检
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测乙肝血清学 5项。

2 结果

2. 1 NAT常规检测结果 2017年 8月—2018 年 7 月间，本

站 MP-NAT方法共检测 9 689 pool( 57 868 份无偿献血者标

本) ，混检呈反应性的有 88 pool，占总检测 pool的 0. 91% ( 1 /

110) ，经单人份拆分检测，其中拆分实验结果呈反应性的有
64 pool( 71份标本) ，拆分阳性率为 72. 73% ( 表 1) 。71 份反

应性标本 ELISA及 NAT结果见表 2。

表 1 Cobas TaqScreen MPX Test对无偿献血者标本 MPX-6检测结果

检测标本数 混样 pool数 阳性 pool数
拆分阳性

pool数



为了进一步对该 4份献血者标本 HBsAg 阳性进行确认，

本研究用万泰公司的电化学发光法对 4 份标本的 HBsAg 进

行检测，并以罗氏的电化学发光检测作为第 3 方检测试剂，

检测标本的乙肝两对半情况［9］。结果可见，4 份标本的 A-

HBc均为阳性，为乙肝现症感染或既往感染; 结合万泰 ECL

结果，标本 S018001 和 S018004 呈 HBsAg 反应性，确认为
HBV“小三阳”; 有学者报道 HBsAg 阴性、A- HBc 及 HBV

DNA 阳性的血清，HBV DNA 水平近似急性肝炎恢复期患者

水平，A-HBc 阳性的健康献血者中可能存在 HBV 的低水平

释放［10］。标本 S018002 HBV DNA 可重复反应性，结合数据

分析，可能为 OBI，需后续追踪以进行确认; 标本 S018003 虽

然核酸检测无法重现反应性，但 ECL结果显示，A-HBc 与 A-

HBe同时呈现反应性，说明该献血者曾感染乙肝，现可能处

于恢复期，HBV病毒复制减少，血清中病毒载量低，导致核酸

重复检测实验无法重现反应性结果，推测该标本初筛假阳性

的可能性较小。此时献血者的传染性较 HBV 病毒模式弱，

但并非完全没有传染性。无论是窗口期、感染期、恢复期或
者隐匿性感染，这些献血者所捐献的血液都存在 HBV 残余

风险，均不能用于临床［11］。
综上所述，核酸检测可一定程度上弥补血清学检测的局

限性，应用 TMA与 QPCＲ 两种检测方法都可以显著降低献

血者血液 HBV 残余风险，2 种 NAT 检出的反应性结果能够

互补，但无论是哪一种 NAT方法或平台，对于部分病毒载量

很低或病毒基因序列发生突变的乙肝感染者都会存在一定

的漏检率。本研究中，未拆分出阳性的混样标本 141份，有 4

份存在传染 HBV 的风险，占 2. 84%。混检反应性拆分无反
应性的标本是否存在风险? 是否可以按照现有的检测策略

合格放行? 当前的血液筛查策略是否需要更改? 如何进行

风险效益分析评估，建立合理的检测与评价体系，减少漏检，

并完善输血传染病确认实验体系，是我们今后需要关注的问

题。
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