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重庆地区血液筛查核酸联检与鉴别检测
结果不一致标本OBI确认*
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(1.重庆市血液中心 400052;2.四川省成都市血液中心 610041)
 

  [摘要] 目的 了解重庆地区血液筛查核酸联检与鉴别检测结果不一致标本中隐匿性乙型肝炎病毒感染

(OBI)状况,同时评估现行检测策略的合理性。方法 从重庆市血液中心2017年8月至2018年11月采集的

192
 

830例无偿献血者标本中,收集了194例核酸检测(NAT)联检单反应性/鉴别非反应性标本,通过重复鉴别

检测、定 量 检 测、血 清 学 补 充 实 验、NAT混 样 检 测 和 超 高 速 离 心 浓 缩 富 集 等 技 术 对 标 本 进 行 OBI确 认。
结果 194例标本中,有61例重复鉴别为乙型肝炎病毒(HBV)DNA阳性,其乙型肝炎表面抗体(抗-HBs)阳性

为47.5%(29/61),乙型肝炎核心抗体(抗-HBc)阳性为96.7%(59/61),全部确认为 OBI,其中13例 HBV
 

DNA定量结果为检出。133例重复鉴别为 HBV
 

DNA阴性的标本,抗-HBs阳性为63.9%(85/133),抗-HBc
阳性为79.7%(106/133)。100例NAT联检单反应性/鉴别HBV

 

DNA反应性的标本,92.0%(92/100)确认为

OBI。NAT联检与鉴别检测结果不一致组和一致组的抗-HBc阳性分别为85.1%(165/194)和90.0%(90/
100)。133例重复鉴别为 HBV

 

DNA阴性标本,有2例NAT混样检测为 HBV
 

DNA阳性。3例随机选取的

HBV
 

DNA重复鉴别和NAT混样检测均为非反应性的标本,经超高速离心浓缩富集,有2例标本重复鉴别

HBV
 

DNA阳性,确认为OBI,且离心后病毒含量均小于20
 

IU/mL。结论 在重庆地区,极低病毒浓度的OBI
是导致NAT联检和鉴别检测结果不一致的主要原因。现行的检测策略是降低输血风险的合理举措,能最大限

度地保障血液安全。
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  [Abstract] Objective To
 

understand
 

the
 

status
 

of
 

occult
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

infection
 

(OBI)
 

among
 

the
 

specimens
 

with
 

inconsistent
 

results
 

between
 

combined
 

nucleic
 

acid
 

test
 

(NAT)
 

and
 

differential
 

nucleic
 

acid
 

test
 

in
 

blood
 

screening
 

of
 

Chongqing
 

area
 

and
 

to
 

simultaneously
 

evaluate
 

the
 

rationality
 

of
 

the
 

current
 

screen-
ing

 

strategy.Methods One
 

hundred
 

and
 

ninety-four
 

specimens
 

with
 

reactivity
 

in
 

combined
 

NAT
 

but
 

non-re-
activity

 

in
 

differential
 

NAT
 

were
 

collected
 

among
 

192
 

830
 

specimens
 

in
 

volunteer
 

blood
 

donors
 

from
 

August
 

2017
 

to
 

November
 

2018.The
 

repeated
 

identification
 

testing,quantitative
 

testing,serological
 

supplement
 

exper-
iments,minipool

 

NAT
 

detection
 

and
 

ultra-high
 

speed
 

centrifugation
 

enrichment
 

were
 

used
 

to
 

confirm
 

OBI
 

on
 

the
 

specimens.Results Among
 

the
 

194
 

specimens,61
 

cases
 

were
 

repeatedly
 

identified
 

as
 

HBV
 

DNA
 

(+),an-
ti-HBs

 

(+)
 

was
 

47.5%
 

(29/61)
 

and
 

anti-HBc
 

(+)
 

was
 

96.7%
 

(59/61),which
 

were
 

all
 

confirmed
 

as
 

OBI.
Among

 

them,13
 

cases
 

of
 

HBV
 

DNA
 

quantitative
 

test
 

were
 

detected.Among
 

133
 

specimens
 

of
 

HBV
 

DNA
 

(-)
 

by
 

the
 

repeated
 

identification,anti-HBs
 

(+)
 

was
 

63.9%
 

(85/133)
 

and
 

anti-HBc
 

(+)
 

was
 

79.7%
 

(106/
133).Among

 

100
 

specimens
 

with
 

both
 

reactivity
 

in
 

combined
 

NAT
 

and
 

HBV
 

DNA
 

differential
 

test,92.0%
 

(92/100)
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were
 

confirmed
 

as
 

OBI.The
 

anti-HBc
 

(+)
 

in
 

the
 

inconsistent
 

and
 

consistent
 

groups
 

between
 

the
 

combined
 

NAT
 

and
 

HBV
 

DNA
 

differential
 

test
 

were
 

85.1%
 

(165/194)
 

and
 

90.0%
 

(90/100),respectively.Among
 

133
 

specimens
 

repeatedly
 

identified
 

as
 

HBV
 

DNA
 

(-),2
 

cases
 

were
 

detected
 

as
 

HBV
 

DNA
 

(+)
 

by
 

the
 

mix
 

spec-
imen

 

NAT.Among
 

3
 

non-reactive
 

specimens
 

by
 

randomly
 

selected
 

HBV
 

DNA
 

repeated
 

identification
 

test
 

and
 

mix
 

specimen
 

NAT,after
 

ultra-high
 

speed
 

centrifugation
 

and
 

enrichment,2
 

cases
 

were
 

HBV
 

DNA
 

(+)
 

by
 

the
 

specimen
 

repeated
 

identification,OBI
 

was
 

verified,moreover
 

the
 

virus
 

content
 

after
 

centrifugation
 

was
 

less
 

than
 

20
 

IU/mL.Conclusion OBI
 

with
 

extremely
 

low
 

virus
 

concentration
 

is
 

the
 

main
 

reason
 

for
 

the
 

inconsis-
tent

 

results
 

between
 

combined
 

NAT
 

and
 

differential
 

NAT
 

in
 

Chongqing
 

area.The
 

current
 

detection
 

strategy
 

is
 

a
 

reasonable
 

measure
 

to
 

reduce
 

the
 

risk
 

of
 

blood
 

transfusion,which
 

is
 

able
 

to
 

guarantee
 

blood
 

safety
 

to
 

the
 

greatest
 

extent.
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test;occult
 

hepatitis
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virus
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safety
 

  隐匿性乙型肝炎病毒感染(OBI)是指个体的乙型

肝炎表面抗原(HBsAg)为阴性而肝脏或血清中乙型

肝炎病毒(HBV)DNA持续阳性,且病毒含量通常较

低
 

(<200
 

IU/mL)
 [1-2]。有研究表明,OBI献血者可

通过输血传播 HBV,给血液安全带来风险[3]。重庆

市血液中心自2012年开展核酸检测(NAT)以来,采
用基于转录介导扩增(TMA)的单人份核酸检测系统

对HBV
 

DNA、人类免疫缺陷病毒(HIV)RNA、丙型

肝炎病毒(HCV)
 

RNA进行联合检测。根据前期研

究数据,本中心NAT联检单反应性标本的鉴别反应

率为32.8%[4],即仅有约1/3的标本有明确的鉴别结

果。根据现行的检测策略,一旦NAT联检呈反应性,
血液即被判为不合格,鉴别检测结果不作为血液放行

的指标。为了解重庆地区献血者中这约2/3不能明

确感染状态标本中OBI的状况及评估现行检测策略

的合理性,笔者收集了重庆市血液中心2017年8月

至2018年11月采集的194例NAT联检与鉴别检测

结果不一致的献血者标本,采用多种方法对上述标本

进行OBI确认,现将研究情况报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

本中心2017年8月至2018年11月采集的无偿

献血者标本192
 

830例,每位献血者留取2份标本,乙
二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)抗凝的5

 

mL真空采血

管留取标本用于血清学检测,EDTA-K2 抗凝且带有

惰性分离胶的8
 

mL真空采血管(无菌、无DNA酶和

RNA酶)留取标本用于核酸检测。所有核酸标本采

集后于2~8
 

℃保存,<4
 

h
 

2
 

000×g离心15
 

min,<
48

 

h完成检测,NAT联检反应性标本于第2天进行

鉴别检测。将NAT联检单反应性/鉴别非反应性的

标本和对应的血浆袋标本纳入本次研究。共留取194
例NAT联检单反应性/鉴别非反应性标本(NAT联

检与鉴别检测结果不一致组),连同分装后的血浆袋

标本保存于-80
 

℃,用于后续实验;另收集了100例

NAT联检单反应性/鉴别 HBV
 

DNA反应性标本作

为对照组(NAT联检与鉴别检测结果一致组),留样

和标本保存方式同上述一致。

1.2 仪器

血液病毒核酸检测系统(Procleix
 

Tigris
 

System,
西班牙 Grifols),血液病毒核酸检测系统(COBAS

 

s201,瑞士Roche),全自动病毒载量仪(COBAS
 

Am-
pliprep/

 

COBAS
 

Taqman,瑞士Roche),全自动酶联

免疫分析系统(Microlab
 

FAME
 

2430,瑞士 Hamil-
ton),全自动加样仪(Xantus,深圳爱康),超速冷冻离

心机(Optima
 

L-80XP,美国Beckman
 

Coulter)。
1.3 试剂

单人份 核 酸 定 性 检 测 试 剂 盒(Procleix
 

Ultrio
 

Plus
 

HBV、HIV、HCV联合及配套鉴别检测试剂,西
班牙Grifols),6人份混样核酸定性检测试剂盒(CO-
BAS

 

TaqScreen
 

MPX
 

HBV、HIV、HCV联合检测试

剂,美国Roche),HBV
 

DNA荧光定量PCR检测试剂

盒 (COBAS
 

Ampliprep/
 

COBAS
 

Taqman
 

HBV
 

Test,美国Roche)。酶联免疫吸附试验(ELISA)检测

试剂盒:HBsAg试剂盒(北京万泰和意大利索林),抗-
HCV试剂盒(北京万泰和美国强生),HIV

 

p24Ag&
抗-HIV(1+2)

 

试剂盒(北京万泰和美国伯乐),梅毒

螺旋体抗体筛查试验(抗-TP)试剂盒(北京万泰和上

海科华),乙型肝炎表面抗体(抗-HBs)试剂盒(北京万

泰),乙型肝炎核心抗体(抗-HBc)试剂盒(北京万泰),
乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)试剂盒(北京万泰),乙
型肝炎e抗体(抗-HBe)试剂盒(北京万泰),所有试剂

均在有效期内使用。
1.4 方法

1.4.1 ELISA和NAT检测
 

ELISA和NAT进行同步检测,ELISA采用2个

厂家的试剂,4个项目均以S/Co值0.8作为临界值。
若单试剂S/Co≥0.8,则用相同试剂进行双孔复试,
复试只要有1孔S/Co≥0.8即判为反应性;双试剂反

应性则直接判定为反应性。采用基于TMA的HBV/
HIV/HCV联合检测试剂进行单人份 NAT检测,若
S/Co≥1.0,判定NAT联检反应性,第2天用配套的

鉴别试剂进行检测,若S/Co≥1.0,则判定对应的项

目为反应性。ELISA所有项目非反应性 NAT联检

反应性的标本判为NAT联检单反应性。
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1.4.3 HBV
 

DNA重复鉴别检测

对NAT联检单反应性/鉴别非反应性的标本进

行5次HBV
 

DNA重复鉴别检测,任意1次为反应性

判为HBV
 

DNA阳性。
1.4.4 HBV

 

DNA定量检测

对重复鉴别检测为 HBV
 

DNA阳性的标本进行

PCR荧光定量检测。
1.4.5 HBV血清学补充实验

用ELISA法检测抗-HBs、HBeAg、抗-HBe和抗-
HBc。
1.4.6 NAT混样检测

用COBAS
 

s201检测系统对重复鉴别仍为非反

应性的标本进行 NAT混样检测(6个标本为1个

pool),若混样出现反应性,则进行拆分检测,混样和拆

分均为反应性,则判对应的项目为阳性。
1.4.7 超高速离心浓缩富集实验

随机选取3例HBV
 

DNA重复鉴别检测和NAT
混样检测均为非反应性的标本进行超高速离心,取
52

 

mL血浆袋标本平均分装在4个离心管内,4
 

℃下

233
 

000×g离心2
 

h的标本弃去上清液,每次离心含

1个阴性对照
 

(各项检测均合格的阴性血浆),每管留

取底部1.5
 

mL浓缩液,收集合并各管浓缩液再用

0.5
 

mL上清液补足体积,得到8倍浓缩富集的标本,
再次进行HBV

 

DNA重复鉴别检测,任意1次有反应

性的标本再进行荧光定量PCR检测。
1.4.8 OBI的判断标准[1]

(1)血清学阳性的 OBI:HBV
 

DNA 阳性且抗-
HBs阳性和(或)抗-HBc阳性;(2)血清学阴性的

OBI:HBV
 

DNA阳性且抗-HBs阴性和抗-HBc阴性。
1.5 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行统计学分析。计数资料

以率表示,比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 HBV
 

DNA重复鉴别结果

194例NAT联检单反应性/鉴别非反应性标本

中,有61例5次重复鉴别至少有1次为 HBV
 

DNA
阳性,占比31.4%,其中仅1次为阳性的有34例

(55.7%),2次为阳性的有18例(29.5%),3次为阳

性的有9例(14.8%),其余133例标本重复鉴别均为

HBV
 

DNA阴性。
2.2 HBV

 

DNA定量检测结果
 

61例重复鉴别为 HBV
 

DNA阳性的标本,有13
例HBV

 

DNA定量检测结果为检出,且病毒含量均小

于20
 

IU/mL,其余48例定量检测结果为未检出。
2.3 HBV血清学补充实验结果

 

61例重复鉴别为 HBV
 

DNA阳性的标本,其血

清学标志物反应性率为100.0%(61/61),抗-HBs阳

性为47.5%(29/61),抗-HBc阳性率为96.7%(59/

61),全部确认为 OBI;133例重复鉴别为 HBV
 

DNA
阴性的标本,其血清学标志物反应性率为91.0%
(121/133),抗-HBs阳性率为63.9%(85/133),抗-
HBc阳性率为79.7%(106/133),仅有抗-HBs阳性

的标本为15例,另有12例未检测到血清学标志物。
100例NAT联检单反应性/鉴别 HBV

 

DNA反应性

的标本中,有92.0%(92/100)确认为 OBI,其余8例

标本因未进行追踪随访,无法确定为血清学阴性的

OBI还是 HBV感染窗口期。194例NAT联检单反

应性/鉴别非反应性的标本和100例 NAT联检单反

应性/鉴别HBV
 

DNA反应性的标本,其抗-HBc阳性

率分别为85.1%(165/194)和90.0%(90/100),见表

1、2。
表1  不同组别 HBV血清学反应性数(n)

组别 n 抗-HBs HBeAg 抗-HBe 抗-HBc

HBV
 

DNA重复鉴别阳性组 61 29 0 9 59

HBV
 

DNA重复鉴别阴性组 133 85 0 16 106

联检和鉴别不一致组 194 114 0 25 165

联检和鉴别一致组 100 35 1 20 90

表2  不同组别 HBV血清学模式(n)

血清学模式

联检和鉴别不一致组

重复鉴别

阳性组

重复鉴别

阴性组

联检和鉴别一致组

合计 /

抗-HBc阳性/抗-HBs阳性 27 70 97 33

抗-HBc阳性/抗-HBs阴性 32 36 68 57

抗-HBc阴性/抗-HBs阳性 2 15 17 2

抗-HBc阴性/抗-HBs阴性 0 12 12 8

合计 61 133 194 100

2.4 NAT混样检测结果

133例重复鉴别为 HBV
 

DNA 阴性的标本,用
COBAS

 

s201核酸检测系统检出2例 HBV
 

DNA阳

性,结合血清学补充实验结果,均为OBI,见表3。
表3  NAT混样检测结果(Ct值)

标本编号 混样 拆分 抗-HBs HBeAg 抗-HBe 抗-HBc

33 39.3 38.3 + - - +

60 47.2 38.1 - - - +

  +:阳性;-:阴性。

2.5 超高速离心浓缩富集检测结果
 

3例随机选取的 HBV
 

DNA 重复鉴别检测和

NAT混样检测均为非反应性的标本,经过超高速离

心浓缩富集后,有2例标本HBV
 

DNA重复鉴别出现

反应性,结合血清学补充实验结果,均为OBI。将这2
例标本做 HBV

 

DNA定量检测,其病毒含量均小于

20
 

IU/mL,见表4。
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表4  超速离心浓缩富集检测结果

标本编号 离心后重复鉴别结果(S/Co) 离心前定量结果(IU/mL) 离心后定量结果(IU/mL) 抗-HBs HBeAg 抗-HBe 抗-HBc

177 23.56,0.00,23.88,25.80,0.04 未检出 <20 + - - +

185 0.00,0.22,0.05,0.27,0.17 未检出 未检出 + - - +

186 0.17,21.45,21.48,3.81,0.18 未检出 <20 + - - +

  +:阳性;-:阴性。

3 讨  论

  OBI已被确认为影响血液安全的潜在危险因素

之一
 [5-6],OBI与HBV基因变异、病毒复制和表达水

平过低及宿主免疫方面等因素有关[7]。此项研究以

本中心前期研究结果为切入点,旨在了解重庆地区血

液筛查核酸联检与鉴别检测结果不一致标本的 OBI
状况,同时对现行检测策略的合理性进行评估。
61例重复鉴别为 HBV

 

DNA阳性的标本,呈非

重复反 应 性 的 特 点,即 不 是 每 次 检 测 都 能 检 出,
55.7%的标本5次重复检测中只有1次呈反应性,这
与病毒浓度较低有关[8-9]。因病毒颗粒在标本中呈

Poisson分布[10],吸取样本的随机性导致检测结果呈

现非重复反应性,且标本中病毒浓度越低,吸取到病

毒颗粒的概率也越低。这61例标本的定量检出率较

低,即便检出也无法精确定量,除了上述原因外,可能

还与检测试剂的最低检出限有关。Ultrio
 

plus试剂

对HBV
 

DNA的最低检出限为3.4
 

IU/mL,而CO-
BAS

 

Ampliprep/COBAS
 

Taqman定量试剂对 HBV
 

DNA的最低检出限为20
 

IU/mL,其余48例标本定

量未检出可能是病毒含量低于试剂的检出限,也有可

能是病毒含量正好处于检出限附近,存在机会性检

出。本中心曾对63例NAT联检和鉴别检测结果一

致的 OBI标本进行 HBV
 

DNA定量检测,其中位数

为
 

108.6
 

IU/mL[11],明显高于本次研究,进一步说明

NAT联检与鉴别检测结果不一致标本中的OBI实际

病毒含量极低。通过增加重复检测次数固然可以提

高对低浓度标本的检出率,但检测时间和成本也会随

之增加,在实际工作中可操作性不强。133例 HBV
 

DNA重复鉴 别 阴 性 的 标 本 中,有12例 未 检 测 到

HBV血清学标志物,这部分标本为生物学假反应性

的可能性较大;有15例仅抗-HBs阳性,这部分标本

可能为生物学假反应性,也有可能为病毒含量更低的

OBI。通常将抗-HBc阳性作为 HBV既往或现正感

染的标志物,HBV
 

DNA重复鉴别阳性组的抗-HBc
阳性高于 HBV

 

DNA重复鉴别阴性组
 

(χ2=9.531,
P<0.05);相反,抗-HBs作为 HBV的保护性抗体,
HBV

 

DNA重复鉴别阳性组抗-HBs低于 HBV
 

DNA
重复鉴别阴性组

 

(χ2=4.625,P<0.05),亦说明

HBV
 

DNA重复鉴别阴性的标本有一部分为生物学

假反应性。将通过鉴别检测确定为 HBV
 

DNA阳性

的标本分为抗-HBc阳性和抗-HBc阴性两个组别,无
论是在联检和鉴别一致组还是联检和鉴别不一致组,

抗-HBc阳 性 比 例 均 显 著 高 于 抗-HBc阴 性,说 明

HBV
 

DNA
 

阳性与抗-HBc之间有着密切关系。联检

和鉴别一致组与不一致组的抗-HBc阳性差异无统计

学意义(χ2=1.404,P>0.05),且占比均较高,说明联

检和鉴别结果不一致的大部分献血者亦有 HBV的感

染史。根据上述结果,可以得出以下推断:(1)抗-HBc
阳性献血者经输血传播 HBV 的风险明显高于抗-
HBc阴性献血者,但由于我国是 HBV高流行地区,
人群中抗-HBc阳性率为16%~90%[12-13],如果将抗-
HBc列入筛查指标,将会流失更多的献血者;(2)
NAT联检和鉴别一致组与不一致组,曾经有过 HBV
暴露史的概率差异无统计学意义(P>0.05),故NAT
联检呈单反应性,即便鉴别为非反应性,从输血安全

的角度考虑,这部分血液仍然有潜在的风险。
不同的方法学可互为补充,提高HBV的检出率。

本研究采用基于PCR的 NAT混样检测系统对133
例HBV

 

DNA重复鉴别阴性的标本进行检测,有2例

标本HBV
 

DNA阳性,其中60号标本混样检测的Ct
值仅有47.2,亦进一步说明病毒的浓度很低。超高速

离心浓缩技术可以有效富集病毒,有助于提高
 

NAT
联检反应性,但鉴别检测无法甄别的这类不确定标本

的鉴别率[14]。随机选取的3例 HBV
 

DNA重复鉴别

和NAT混样检测均为非反应性的标本,其中2例经

超高速离心处理后,HBV
 

DNA重复鉴别出现反应性

且病毒含量均小于20
 

IU/mL,均可确认为OBI。8倍

浓缩富集后的标本病毒含量仍然小于20
 

IU/mL,亦
进一步说明NAT联检与鉴别检测结果不一致标本中

的OBI标本病毒含量非常低。由于检测平台的限制,
无法对所有标本进行超高速离心,这也是本次研究的

不足之处。但基于从 HBV
 

DNA重复鉴别阴性标本

中再次确认了OBI及抗-HBc阳性的高比例,笔者认

为其余未能确认为OBI的标本中仍有病毒含量更低

的OBI存在的可能性,故实际的 OBI应大于此次确

认的33.5%(65/194)。
 

此类低浓度标本呈现出来的非重复反应性给血

液筛查和血液安全带来了严峻的挑战。为此,有的地

区根据当地HBV的流行情况,制定了更为严格的筛

查策略。如南非对初次单人份NAT联检为反应性的

标本需再进行1次重复检测,重复检测为非反应性,
则进行抗-HBc检测,重复检测为反应性才进行鉴别

检测,接着还需用血浆袋标本再次进行NAT联检和

鉴别检测以确认感染状况,但无论NAT联检重复结
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果如何,对NAT联检初次反应性的血液都进行淘汰

处理[15]。
需要说明的是,根据本中心既往0.15‰的 HIV

窗口期检出率[16],以及自开展NAT检测以来未发现

HCV窗口期的现状,我们未对 HIV
 

RNA 和 HCV
 

RNA进行重复鉴别检测和其他针对HIV和 HCV的

补充试验。
综上所述,本研究采用多种补充实验和技术手

段,对NAT联检和鉴别检测结果不一致标本进行了

OBI的确认,但确认过程复杂且需要多种设备、较长

的检测时间和高昂的检测成本,不适用于一般的筛查

实验室。在重庆地区,极低病毒浓度的 OBI是导致

NAT联检和鉴别检测结果不一致的主要原因。因

此,现行的检测策略是降低输血风险的合理举措,能
最大限度地保障血液安全。同时,我们也应认识到,
即便采用了灵敏度更高的NAT检测,在面对类似的

低浓度标本时,仍然存在无法检出的情况。
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