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　　摘　要：目的　了解新一代核酸检测试剂ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓＡｓｓａｙ（简称ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ）应用于献血者血液筛查的效果和必要

性。方法　采用ＰｒｏｃｌｅｉｘＴＩＧＲＩＳＳｙｓｔｅｍ检测系统对来自广州血液中心的４４７０１７人份献血者标本分别使用ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏＡｓ

ｓａｙ（简称Ｕｌｔｒｉｏ）与ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ试剂进行人类免疫缺陷病毒１型（ＨＩＶ１）、丙型脚步声炎病毒（ＨＣＶ）、乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）３项

联检，对ＥＬＩＳＡ检测阴性而核酸检测（ＮＡＴ）阳性的标本进行病毒类型鉴别检测，比较分析新旧两代核酸试剂灵敏度。结果　在

单人份核酸检测（ＩＤＴＮＡＴ）的模式下，ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ在血清学阴性标本中 ＨＢＶＤＮＡ的检出率为０．１３１％（１６８／１２７４５６），对比使

用Ｕｌｔｒｉｏ时的检出率０．０４７％（１５０／３１６８４７）提高了近３倍，差异有统计学意义（χ
２＝８８．１６４，犘＜０．０５）；但随检测灵敏度的增加，

检测假阳性率也明显著上升，因初检阳性鉴别阴性而产生的血液报废率从原来使用Ｕｌｔｒｉｏ时的０．１６９％ （５３６／３１６８４７）上升到使

用ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ后的０．３１５％（４０１／１２７４５６），差异有统计学意义（χ
２＝９１．６３，犘＜０．０５）。结论　新一代的核酸检测试剂ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ

在其对血液中ＨＢＶ病毒的检出能力上有了大大的提高，有利于筛查出潜在的ＨＢＶ窗口期感染及隐匿性乙型肝炎（ＯＢＩ），但由此

产生的高血液报废率要求在实际工作中要持续改进检测方案，以降低血液资源的浪费和献血者的流失。
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　　本中心自２０１０年１０月起正式将核酸检测技术应用于献

血者血液筛查，作为血清学检验的一项必不可少的补充性方

法，自使用以来已取得显著的临床检验效果，在血清学检测阴

性的广州地区献血人群中乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）核酸的检出率

持续在０．０５２％～０．０６９％
［１３］，为血液安全提供了强大保障。

为了进一步提高检测试剂对低拷贝数 ＨＢＶＤＮＡ病毒的检出

率，由 Ｈｏｌｏｇｉｃ与 Ｇｒｉｆｏｌｓ公司共同研发出了新一代核酸检测

试剂ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓＡｓｓａｙ（简称ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ）联检试剂及

ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ人类免疫缺陷病毒１型（ＨＩＶ１）、丙型肝炎病毒

（ＨＣＶ）、ＨＢＶ鉴别试剂。现比较近两年试剂更新前后的用使

情况，将检测结果具体报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　检测２０１５年１月１日至２０１６年６月３０日

期间来自广州血液中心无偿献血者全血标本共４４７０１７人份，

所有献血者均符合《献血者健康检查要求》（ＧＢ１８４６７２０１１）的

相关要求。每位献血者共采集２管全血标本，其中１管（ＥＤ

ＴＡＫ２ 抗凝管）用于ＥＬＩＳＡ等常规检测，另一管用无菌带分

离胶（ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂）真空试管采集５～６ｍＬ全血用于单

人份核酸检测（ＩＤＴＮＡＴ）。

１．２　仪器与试剂　ＰｒｏｃｌｅｉｘＴＩＧＲＩＳＳｙｓｔｅｍ检测系统（美国

ＨｏｌｏｇｉｃＧｅｎＰｒｏｂｅ公司），核酸检测 （ＮＡＴ）试剂孵育器（Ｐｒｏ

ｃｌｅｉｘＲＰＩ），全自动酶免加样仪ＳＴＡＲＣＨ８和全自动免酶分析

仪ＦＡＭＥ２４／３０（瑞士 ＨＡＭＩＬＴＯＮ公司），多功能酶标仪（瑞

士 ＴＥＣＡＮ 公司），白洋台式离心机６００Ａ，三洋低温冰箱

ＭＤＦＵ４４３。ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏＡｓｓａｙ（简称 Ｕｌｔｒｉｏ）联检试剂及

ＰｒｏｃｌｅｉｘＨＩＶ１、ＨＣＶ、ＨＢＶＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙ鉴别试剂由美国

Ｎｏｖａｒｔｉｓ公司提供，ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ联检试剂及 ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓＨＩＶ

１、ＨＣＶ、ＨＢＶＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙ鉴别试剂由意大利 Ｇｒｉｆｏｌｓ公司

提供。

１．３　方法

１．３．１　ＮＡＴ标本检测前处理　当天采集的标本于１２ｈ内在

２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ分离同出血浆，保存在４℃冰箱内并于

是４８ｈ内检测完毕。

１．３．２　检测流程　２０１５年１月至２０１６年１月采集的标本（Ａ

组）采用２种ＥＬＩＳＡ试剂与单人份ＮＡＴ做平行检测，ＮＡＴ检

测使用第一代Ｕｌｔｒｉｏ联检试剂。凡ＥＬＩＳＡ双试剂或单试剂双

孔反应性合并ＮＡＴ阴性或阳性的标本，其血液即进入报废流

程，不作进一步检测。ＥＬＩＳＡ阴性及 ＮＡＴ阳性标本，即留取

其原血袋，使用ＰｒｏｃｌｅｉｘＨＩＶ１、ＨＣＶ、ＨＢＶＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙ鉴

别试剂于１周内对其进行鉴别检测。自２０１６年２月起（Ｂ组，

２０１６年２月至２０１６年６月），逐步实行部分标本先进行

ＥＬＩＳＡ检测，筛查出酶免双试剂阳性标本后，再对酶免阴性标

本进行ＮＡＴ检测，使用第二代ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ联检试剂，ＮＡＴ单

阳性标本留取其血浆使用ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓＨＩＶ１，ＨＣＶ，ＨＢＶＤｉｓ

ｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙ鉴别试剂进行鉴别检测。以上所有操作方法和结

果的判定均按照试剂说明书严格执行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，计数资料组间

比较采用χ
２ 检验，相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析计算，犘＜

０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｕｌｔｒｉｏ与ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ联检及鉴别结果　两组 ＮＡＴ初检

阳性且成功留样的标本数分别为６８８和５６９。两种试剂的

ＮＡＴ单阳性率、总鉴别率比较差异有统计学意义（χ
２ ＝

１６９．３８４，犘＜０．０５；χ
２＝８８．１６４，犘＜０．０５），见表１，ＮＡＴ单阳

性率＝ＮＡＴ初检单阳性／ＥＬＩＳＡ阴性×１００％；鉴别阳性率＝

ＮＡＴ鉴别阳性／ＮＡＴ初检单阳性×１００％；总鉴别率＝ＮＡＴ

鉴别阳性／ＥＬＩＳＡ阴性×１００％。其中２０１５年１月至２０１６年

１月期间鉴别出阳性的１５２例标本中，只有１例 ＨＩＶ和１例

ＨＣＶ阳性，其余１５０例均为 ＨＢＶ 阳性，而２０１６年２月至

２０１６年６月期间鉴别出阳性的１６８例标本均为 ＨＢＶ阳性。

２．２　ＮＡＴ初检单阳性／鉴别阴性致血液报废分析　本中心采

取“ＮＡＴ初检（联检）阳性即报废”方案，不需等待鉴别结果。

若定义ＮＡＴ鉴别阳性为真阳性，ＮＡＴ初检单阳性／鉴别阴性

的标本则为假阳性标本，由此会产生部分血液无效报废。鉴别

阴性报废率＝（ＮＡＴ初检单阳性／鉴别阴性）／ＥＬＩＳＡ阴性×

１００％。表２显示了两种检测试剂的假阳性报废率，差异有统

计学意义（χ
２＝９１．６３，犘＜０．０５）。
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表１　　Ｕｌｔｒｉｏ与ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ联检及鉴别结果

组别
检测总数

（狀）

ＥＬＩＳＡ阴性

（狀）

ＮＡＴ初检单阳性

（狀）

ＮＡＴ鉴别阳性

（狀）

ＮＡＴ单阳性率

（％）

鉴别阳性率

（％）

总鉴别率

（％）

Ａ组 ３１９１５６ ３１６８４７ ６８８ １５２ ０．２１７ ２２．１ ０．０４８

Ｂ组 １２７８６１ １２７４５６ ５６９ １６８ ０．４４６ ２９．６ ０．１３１

　　注：与Ａ组比较，犘＜０．０５。

表２　　ＮＡＴ初检单阳性／鉴别阴性致血液报废分析

组别
ＥＬＩＳＡ阴性

（狀）

ＮＡＴ初检单阳性／鉴别阴性

（狀）

鉴别阴性

报废率（％）

Ａ组 ３１６８４７ ５３６ ０．１６９

Ｂ组 １２７４５６ ４０１ ０．３１５

　　注：与Ａ组比较，犘＜０．０５。

２．３　２０１６年２－６月ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ试剂使用情况分析　自２０１６

年２月使用新一代 ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ核酸检测试剂，本中心基于核

酸实验室防污染措施及检测成本效益方面考虑，对ＮＡＴ标本

检测流程作相应调整，除机采及手工分离血小板标本外，其余

全血标本先进行 ＥＬＩＳＡ检测，双试剂反应性标本则不进入

ＮＡＴ检测流程。每月具体检测情况见表３，ＮＡＴ单阳性率与

鉴别阴性报废率Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析结果为狉＝０．９７８，犘＜

０．０５。

表３　　２０１６年２－６月ＰｒｏｃｌｅｉｘＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ试剂使用情况分析

日期
ＥＬＩＳＡ阴性

（狀）

ＮＡＴ初检单

阳性（狀）

ＮＡＴ鉴别阳性

（狀）

ＮＡＴ初检单阳性／

鉴别阴性（狀）

ＮＡＴ单阳性率

（％）

鉴别阳性率

（％）

总鉴别率

（％）

鉴别阴性

报废率（％）

２０１６年２月 １５７４４ ９１ ２３ ６８ ０．５７８ ２５．２７ ０．１４６ ０．４３１

２０１６年３月 ３０３１５ １８４ ４０ １４４ ０．６０７ ２１．７４ ０．１３３ ０．４７３

２０１６年４月 ２１８６８ ７４ ３６ ３８ ０．３３８ ４８．６５ ０．１６５ ０．１７３

２０１６年５月 ３０３９７ １０７ ４２ ６５ ０．３５８ ３９．２５ ０．１３８ ０．２１３

２０１６年６月 ２９１３２ １１３ ２８ ８５ ０．３８８ ２４．７８ ０．０９６ ０．２９１

３　讨　　论

新一代核酸检测试剂 ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ试剂比起 Ｕｌｔｒｉｏ试剂，

在设计上增加了目标增强试剂（氢氧化锂浓缩液），从而增强了

对 ＨＢＶ病毒颗粒的破坏，增加 ＨＢＶＤＮＡ的释放，有利于提

高低病毒拷贝数 ＨＢＶ“窗口期”及隐匿性乙型肝炎（ＯＢＩ）的检

出率［４］。从美国临床研究所得出的数据显示，ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ联检

试剂检测对 ＨＢＶＤＮＡ的９５％检出限由１０．４ＩＵ／ｍＬ（９．２～

１２．２ＩＵ／ｍＬ）提升到３．４ＩＵ／ｍＬ（３．１～４．０ＩＵ／ｍＬ）。从本中

心的实验数据显示，ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ比起Ｕｌｔｒｉｏ对血清学阴性标本

中 ＨＢＶＤＮＡ 的检出率由０．０４７％提高到０．１３１％ （χ
２＝

８８．１６４，犘＜０．０５），观察２０１６年２月以来５个月的总鉴别率保

持较稳定的检出率。与王长青等［５］实验评估数据相一致。同

时ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ对 ＨＩＶ１，ＨＣＶ的检测性能具有同等的临床灵

敏度［４，６］。

随着试剂对低拷贝数 ＨＢＶＤＮＡ的检出能力的大大提

高，ＮＡＴ单阳性率及鉴别阳率也随之上升。从本实验数据可

比较ＮＡＴ单阳性率由原来的０．２１７％提升到０．４４６％ （χ
２＝

１６９．３８４，犘＜０．０５），但鉴别率提高的幅度并不如单阳检出率。

分析其中原因：（１）所有围绕着提高检出率而制定的政策措施

和技术改进均是以提高检测灵敏度作为减少漏检的重要手段，

方法越灵敏、叠加检测次数越多，就会出现越多的假阳性［７］。

（２）标本检测过程更易受到外源性污染而产生更多的假阳性。

联检阳性标本鉴别阳性率反映了 ＮＡＴ联检和鉴别试验的符

合程度，同时也反映了ＮＡＴ联检的准确程度
［８］。结合本中心

的检测数据，自２０１６年２月使用新一代 ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ核酸检测

试剂后，开始运行的前两个月 ＮＡＴ单阳率由之前的０．２１７％

大大上升到０．５７８％和０．６０７％，而鉴别阳性却变化不大，表明

了这两个月的假阳性有大幅度的增加。客观原因上分析存在

升级后的仪器不稳定性增加，由试剂灵敏度增加所带来的假阳

性率增加等因素，而笔者认为更大的可能性在于人为操作而增

加的外源性污染的原因更为重要。鉴此中心随之加强了防污

染措施的实施，要求检测人员严格按照操作规程处理标本及阳

性质控，操作过程中及时更换手套；加强实验室环境消毒（使用

紫外灯照射）和设备消毒（１０％的巴氏消毒液擦拭），对实验数

据进行实时监控，以便及时发现问题；（３）加强对 ＮＡＴ检测标

本的筛选，尽最大程度地剔除 ＨＢｓＡｇ酶免双试剂阳的标本进

入ＮＡＴ检测程序，以降低标本之间的交叉污染。由表３的实

验数据可见，随后的 ３个月 ＮＡＴ 单阳性率降至平均为

０．３６１％，４月份的鉴别阳性率高达４８．６５％，证明以上的措施

确实有效。

新试剂假阳性率的增加带来的另一个问题是增加了血液

资源的浪费和献血者的流失。从本实验数据可见，使用 Ｕｌｔｒｉｏ

Ｐｌｕｓ期间，由于初检阳性鉴别阴性而报废的血液由之前的

０．１６９％（５３６／３１６８４７）提高到０．３１５％（４０１／１２７４５６），同时

ＮＡＴ单阳性率与鉴别阴性报废率Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析显示两

者存在显著正相关（狉＝０．９７８，犘＜０．０５）。从血液是否合格的

角度来说，如果ＮＡＴ联检筛查阳性，该血液即可报不合格，没

有必要做进一步的鉴别，但从研究残余风险度以及为献血者服

务的角度来考虑，应该进一步鉴别出该血液的病毒种类［９］。但

在实际工作中，经常会出现联检阳性鉴别阴性的情况，其中一

个重要的原因是由于病毒载量过低，如果ＯＢＩ，会产生无法重

复的反应性（ＮＲＲ）的现象
［１０］。为了解决这个问题，姚凤兰
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等［９］提出了通过超速离心浓缩病毒后对献血标本做 ＮＡＴ联

检复检或鉴别，可解决大部分无法鉴别标本的病毒鉴别问题。

但其缺点是操作比较繁锁，不适用常规检测。鉴于上述情况，

有必要建立一套科学的标本 ＮＡＴ筛查鉴定方案及献血者归

队方案，以提高实验的准确性和降低献血者的流失。

综上所述，新一代核酸检测 ＵｌｔｒｉｏＰｌｕｓ试剂确实在实际

工作中发挥着它超高的检测灵敏度，为血液的安全使用提供了

强大的保障。但它同时也是一把双刃剑，要求工作者有对操作

的熟练掌握与严谨的实验态度，并从中不断地总结与思考，以

尽可能提高结果的准确性为不变的目标。
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·临床研究·

自贡地区女性１５种高危型人乳头瘤病毒感染情况分析

邱顺华１，金李芬２

（四川省自贡市第三人民医院：１．检验科；２药剂科　６４３０２０）

　　摘　要：目的　了解自贡地区１５种高危型人乳头瘤病毒（ＨＲＨＰＶ）基因型感染的分布情况，为自贡地区ＨＲＨＰＶ分子流行

病学研究提供科学依据。方法　对３７１例宫颈分泌物标本采用多通道实时荧光定量ＰＣＲ技术检测１５种 ＨＲＨＰＶ基因亚型，分

析不同年龄段女性 ＨＲＨＰＶ感染情况。结果　３７１例临床标本中共检出阳性５６例，检出率１５．０９％；单一ＨＲＨＰＶ基因亚型感

染４１例（１１．０５％），复合感染１５例（４．０４％）；其中 ＨＰＶ１６、５２、５８、１８是最常见的高危型，检出率分别为５．９３％、３．２３％、２．９６％、

２．４３％。ＨＲＨＰＶ感染自贡女性人群的年龄分布以１８～＜５０岁年龄段为主，其中１８～＜３０岁年龄段的女性人群检出率最高

（１９．３０％），高于其余年龄段，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　自贡地区１５种 ＨＲＨＰＶ感染有年轻化趋势，ＨＲＨＰＶ基因

型检测对于自贡地区 ＨＲＨＰＶ感染的诊疗、预防性疫苗的使用及宫颈癌的早期干预和预防具有重要意义。

关键词：高危型人乳头瘤病毒；　基因型；　聚合酶链反应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０３．０５７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０３０４２１０３

　　宫颈癌严重危害女性的健康，是全球女性的常见恶性肿瘤

之一，发病率仅次于乳腺癌［１］。据统计，宫颈癌每年的新发患

者和死亡患者８５％发生在发展中国家
［１］。中国女性每年新发

的宫颈癌患者超过１３万，并明显趋向年轻化
［２］。目前，已有研

究表明高危型人乳头瘤病毒（ＨＲＨＰＶ）的持续感染是造成宫

颈癌以及癌前病变的最关键发病因素，而１６、１８型是女性宫颈

癌中最常见的高危基因型，７０％左右的浸润性宫颈癌与其有

关［３６］。在发达国家人乳头瘤状病毒（ＨＰＶ）疫苗已经应用于

临床，但研究表明不同的地区、不同的人群感染 ＨＰＶ的型别

存在一定差异，因此，临床使用 ＨＰＶ预防疫苗应考虑这些差

异［７］。宫颈癌发生相关的ＨＲＨＰＶ基因型有１５种，疑似高危

基因型３种
［８］。因此，本研究基于１５种 ＨＲＨＰＶ感染的现状

以及不同年龄段进行分析，采用多通道实时荧光定量聚合酶链

反应（ＰＣＲ）检测 ＨＲＨＰＶ基因型。旨在为四川省自贡地区人

群中 ＨＰＶ疫苗的临床应用提供流行病学研究依据，对宫颈癌

的早期筛查、早期预防和早期干预提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１５年８月至２０１６年９月四川省自贡

市第三人民医院门诊及住院患者３７１例，年龄１８～７５岁，平均

（３７．７２±９．９３）岁，其中１８～＜３０岁１１４例，３０～＜４０岁８３

例，４０～＜５０岁１３２例，５０～≤７５岁４２例。

１．２　仪器与试剂　荧光ＰＣＲ分析仪（上海宏石ＳＬＡＮ９６Ｐ），

高危型人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）分型核酸检测试剂盒（上海之江

生物科技股份有限公司）。

１．３　标本采集　使用一次性宫颈取样器刷取宫颈病灶处脱落

细胞，用宫颈刷子深入受检者宫颈口内２～３ｃｍ，顺时针转动

３～５圈，取出宫颈刷片放入装有专用细胞保存液的样本管中，

应将样本置于２～８℃ 条件下可存放７ｄ，≤－２０℃条件下可

以长期保存，避免反复冻融。

１．４　方法

１．４．１　ＨＰＶＤＮＡ提取　使用上海之江的 ＨＰＶ分型核酸检

测试剂盒提取 ＨＰＶＤＮＡ，严格按照试剂说明书操作，充分震

·１２４·国际检验医学杂志２０１７年２月第３８卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．３


