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  摘 要:目的 通过分析两个国内厂家的第三代和第四代丙型肝炎病毒抗体(抗-HCV)酶联免疫吸附试验

(ELISA)试剂检测献血者抗-HCV结果的差异,为血站血液检验工作选择抗-HCV
 

ELISA试剂提供参考依据。
方法 回顾性分析使用厂家1第三代和厂家2第四代抗-HCV

 

ELISA试剂检测某血站的37
 

826例无偿献血者

血液标本抗-HCV结果。对37
 

826例标本中ELISA阳性的137例标本,使用厂家1第四代和厂家2第三代

ELISA试剂检测抗-HCV,并采用聚合酶链反应(PCR)法定性检测 HCV-RNA,分别比较两个厂家第三代和第

四代抗-HCV
 

ELISA试剂的灵敏度和假阳性率。结果 37
 

826例献血者抗-HCV检测结果:厂家1第三代试

剂阳性率为0.32%,厂家2第四代试剂阳性率为0.16%,二者比较差异有统计学意义(P<0.05);厂家1第三

代试剂单阳性率为0.21%,厂家2第四代试剂单阳性率为0.04%,二者比较差异有统计学意义(P<0.05)。厂

家1第三代试剂灵敏度为86.54%,厂家1第四代试剂灵敏度为98.08%,二者比较差异有统计学意义(P<
0.05);厂家1第三代试剂假阳性率为90.59%,厂家1第四代试剂假阳性率为5.88%,二者比较差异有统计学

意义(P<0.05);厂家2第三代试剂灵敏度为92.31%,厂家2第四代试剂灵敏度为98.08%,二者比较差异无

统计学意义(P>0.05);厂家2第三代试剂假阳性率为35.29%,厂家2第四代试剂假阳性率为9.41%,二者比

较差异有统计学意义(P<0.05)。结论 两个厂家的第四代抗-HCV
 

ELISA试剂均较其第三代试剂有更高的

灵敏度和更低的假阳性率;在先血清学再核酸的检测策略下,使用第四代抗-HCV
 

ELISA检测试剂,既能保障

血液安全,减少不必要的血液浪费,也能有效降低血清学阳性标本污染核酸实验室的风险。
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  世界卫生组织统计,全球丙型肝炎病毒(HCV)的
感染率约为3%,感染者约有2亿人,每年新发丙型肝

炎病例约3.5万例,其中50%~80%的感染者无明显

症状并可进展为慢性感染,20%的感染者最终可进展

为肝硬化甚至肝细胞癌[1]。我国1~59岁人群 HCV
感染率为0.43%,输血存在较高的感染风险[2],阻断

HCV传播对保障血液安全至关重要。目前国内大多

采用第三代酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂检测丙

型肝炎病毒抗体(抗-HCV),虽然第三代试剂较第四

代试剂价格低廉,但可能存在更高的假阳性率[3]或漏

检率。本研究就两个不同厂家各自生产的第三代和

第四代抗-HCV
 

ELISA检测试剂在血站检测的阳性

率、单试剂阳性率、灵敏度和假阳性率进行对比,为血

站选择适合的抗-HCV
 

ELISA试剂提供参考,现报道

如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择某血站2016年3月至2019年

3月采集的37
 

826例无偿献血者血液标本,将37
 

826
例标本中采用厂家1第三代和厂家2第四代抗-HCV

 

ELISA试 剂 检 测 结 果 为 阳 性 的 137 例 血 浆 标 本

于-40
 

℃冻存。

1.2 仪器与试剂 厂家1和厂家2提供的抗-HCV
 

ELISA检测试剂(分别为厂家1第三代、厂家1第四

代、厂家2第三代、厂家2第四代),康彻斯坦标准物

质,罗氏乙型肝炎病毒-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,cobas
 

TaqScreen
 

MPX
 

Test,version
 

2.0)。试剂均通过中

国药品生物制品批批检验合格,并在有效期内。第三

代抗-HCV
 

ELISA检测试剂原理为间接ELISA法,
第四代抗-HCV

 

ELISA检测试剂原理为双抗原夹心
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ELISA法。主要仪器包括艾德康ELISA1100全自动

酶免系统,罗氏cobas
 

s201核酸检测系统,仪器均定

期校准合格。

1.3 方法 回顾性分析37
 

826例无偿献血者血样采

用厂家1第三代和厂家2第四代抗-HCV
 

ELISA试

剂筛查抗-HCV的结果。将冻存的137例检测阳性的

血浆标本,采用厂家1第四代和厂家2第三代抗-
HCV

 

ELISA试剂进行检测,并采用聚合酶链反应

(PCR)定性检测HCV-RNA以进行确证,分别比较两

个厂家第三代和第四代试剂的灵敏度和假阳性率。
检测步骤均严格按试剂说明书进行。
1.4 结果判定 ELISA:S代表标本的吸光度(A
值),cut

 

off值=阴性对照孔平均A值+0.12,二者之

比即为S/CO值,S/CO≥0.5为阳性,S/CO<0.5为

阴性。双试剂阳性:两种试剂检测结果均为阳性;单
试剂阳性:仅其中一种试剂检测结果为阳性,且用该

试剂双孔复查结果仍为阳性。

1.5 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件进行统

计处理和分析。计数资料以例数或率表示,组间结果

的比较采用χ2 检验。灵敏度=真阳性例数/(真阳性

例数+假阴性例数)×100%;假阳性率=假阳性例

数/(真阴性例数+假阳性例数)×100%。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 37
 

826例献血者抗-HCV检测结果 厂家1第

三代 和 厂 家 2 第 四 代 试 剂 双 阳 性 率 为 0.12%
(44/37

 

826);总阳性数137例,总阳性率为0.36%
(137/37

 

826)。其中厂家1第三代 试 剂 阳 性 率 为

0.32%(122/37
 

826),厂家2第四代试剂阳性率为

0.16%(59/37
 

826),二者比较差异 有 统 计 学 意 义

(χ2=21.981,P<0.05)。厂家1第三代试剂单阳性

率为0.21%(78/37
 

826),厂家2第四代试剂单阳性

率为0.04%(15/37
 

826),二者比较差异有统计学意

义(χ2=42.730,P<0.05)。见表1。
表1  37

 

826例无偿献血者抗-HCV
 

ELISA检测结果(n)

厂家1第三代试剂
厂家2第四代试剂

阳性 阴性
合计

阳性 44 78 122

阴性 15 37
 

689 37
 

704

合计 59 37
 

767 37
 

826

2.2 137例冻存标本抗-HCV检测结果以及灵敏度、
假阳性率比较 厂家1第三代试剂灵敏度为86.54%
(45/52),厂 家 1 第 四 代 试 剂 灵 敏 度 为 98.08%
(51/52),二者比较差异有统计学意义(χ2=4.875,

P=0.027)。厂家1第三代试剂假阳性率为90.59%
(77/85),厂 家1第 四 代 试 剂 假 阳 性 率 为 5.88%

(5/85),二者比较差异有统计学意义(χ2=122.129,

P<0.05)。厂家2第三代试剂灵敏度为92.31%
(48/52),厂 家 2 第 四 代 试 剂 灵 敏 度 为 98.08%
(51/52),二者比较差异无统计学意义(χ2=1.891,

P=0.169)。厂家2第三代试剂假阳性率为35.29%
(30/85),厂 家 2 第 四 代 试 剂 假 阳 性 率 为 9.41%
(8/85),二者比较差异有统计学意义(χ2=16.404,

P<0.05)。见表2~5。
表2  厂家1第三代试剂检测结果(n)

厂家1第三代试剂
PCR确证

阳性 阴性
合计

阳性 45 77 122

阴性 7 8 15

合计 52 85 137

表3  厂家1第四代试剂检测结果(n)

厂家1第四代试剂
PCR确证

阳性 阴性
合计

阳性 51 5 56

阴性 1 80 81

合计 52 85 137

表4  厂家2第三代试剂检测结果(n)

厂家2第三代试剂
PCR确证

阳性 阴性
合计

阳性 48 30 78

阴性 4 55 59

合计 52 85 137

表5  厂家2第四代试剂检测结果(n)

厂家2第四代试剂
PCR确证

阳性 阴性
合计

阳性 51 8 59

阴性 1 77 78

合计 52 85 137

3 讨  论

  从2.1结果可以看出:厂家1第三代试剂阳性率

为0.32%,厂家2第四代试剂阳性率为0.16%;厂家

1第三代试剂单阳性率为0.21%,厂家2第四代试剂

单阳性率为0.04%。厂家1第三代和厂家2第四代

试剂的阳性率、试剂单阳性率比较,差异均有统计学

意义(P<0.05),因此怀疑第三代试剂假阳性率过高。
从表2~5可以发现,与同一厂家的第三代试剂比较,
两个厂家第四代试剂的灵敏度更高、假阳性率更低。

137例ELISA试剂检测阳性的献血者标本经PCR确
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认52例HCV-RNA阳性,85例为阴性。厂家1第三

代试剂阳性122例,经过PCR确认45例 HCV-RNA
阳性,灵敏度为86.54%,假阳性率为90.59%。厂家

1第四代试剂阳性56例,经过PCR确认51例 HCV-
RNA阳性,灵敏度为98.08%,假阳性率为5.88%。
厂家1第三、四代试剂的灵敏度和假阳性率比较,差
异均有统计学意义(P<0.05)。厂家2第三代试剂阳

性78例,经过PCR确认,48例 HCV-RNA阳性,灵
敏度为92.31%,假阳性率为35.29%。厂家2第四

代试剂阳性59例,经过PCR确认,51例 HCV-RNA
阳性,灵敏度为98.08%,假阳性率为9.41%。厂家2
第三、四代试剂灵敏度比较,差异无统计学意义(P>
0.05),二者假阳性率差异有统计学意义(P<0.05)。
137例标本经 HCV-RNA确认,两个厂家第三、四代

试剂均存在漏检情况:厂家1第三代试剂漏检7例,
厂家2第三代试剂漏检4例,厂家1和厂家2第四代

试剂均漏检1例。
血液为珍稀资源,抗-HCV阳性是成品血报废的

主要原因之一[4],相关标准要求献血者血液检验既要

有较高的灵敏度保证血液安全,又要有较低的假阳性

率以减少不必要的血液浪费。《血站操作技术规范》
(2019版)规定:无偿献血者血液抗-HCV血清学检测

方 法 包 括 ELISA 法、化 学 发 光 免 疫 分 析 试 验

(CLIA)[5]。ELISA法是目前抗-HCV检测的主要方

法,具有灵敏度高、特异性强、自动化程度高、可定量

和半定量测定、检测成本低等优点[6],缺点是容易产

生假阳性结果,可能与下列因素有关:标本溶血、被细

菌污染、贮存时间过长和标本凝固不全等标本处理问

题;试剂盒的抗原不纯、采用多克隆抗体和酶结合物

纯度低等试剂盒方面的问题;加样时间过长造成加样

后放恒温箱前等待时间过长,加样后孔壁上贴有微小

血块等问题;洗板针堵塞,抽吸不完全,洗液量不足,
洗板次数少等问题[6-7]。

本研 究 中 选 用 的 两 个 厂 家 第 三 代 抗-HCV
 

ELISA检测试剂应用间接ELISA法检测免疫球蛋G
(IgG)类 抗-HCV,第 四 代 试 剂 应 用 双 抗 原 夹 心

ELISA法检测IgG类和免疫球蛋白 M(IgM)类HCV
总抗体。两个厂家第四代试剂较其第三代试剂有更

高的 灵 敏 度 和 更 低 的 假 阳 性 率 的 原 因:(1)间 接

ELISA 法虽是临床应用率较高的一种 血 清 学 抗-
HCV检测方法,但第三代试剂只能检测血清中的

IgG类抗体,对早期HCV感染存在一定漏检[8],第四

代试剂因其在第三代试剂检测IgG类抗体基础上增

加了IgM类抗体的检测,能提高处于感染早期标本的

检出率,缩短病毒感染检出的“窗口期”[9-10];(2)间接

法以酶标记的抗人IgG为二抗,血清中含量较高的

IgG及类风湿因子等非特异性吸附易引起假阳性反

应[8];(3)双抗原夹心ELISA法用酶标记抗原,形成

包被抗原-检测抗体-生物素抗原结构,对被检抗-HCV
给予二次特异性反应,可有效避免间接法导致的假阳

性现象[10];(4)双抗原夹心ELISA法在试验的第一步

加入生物素化的HCV抗原,对ELISA反应结果有放

大效果,有利于提高试剂的最低检出限[9];(5)加样的

精确性直接影响后续的试验结果,从第三代试剂的加

样量10
 

μL变为第四代试剂的50
 

μL,在相同的加样

精密度条件下,10
 

μL的加样误差相比50
 

μL的加样

误差更大[11-13]。
本研究显示,所使用的两个不同厂家第三代检测

试剂灵敏度均低于第四代试剂,第三代试剂漏检风险

更高,假阳性率也更高。血站采用两个不同厂家的抗-
HCV

 

ELISA试剂检测献血者抗-HCV,任意一种试

剂呈阳性,血液便不能用于临床,导致血液报废,献血

者也因此被列入献血黑名单,不能再次参与献血,这
种策略虽有利于确保血液安全,但势必也会造成血液

资源的浪费[14]和献血者流失[15]。《血站技术操作规

程》(2019版)提出开展核酸检测同时只要求进行1次

血清学检测,采用先血清学检测再对阴性标本进行核

酸检测的检测策略。在该检测策略下,选择第四代抗-
HCV

 

ELISA试剂相较于第三代试剂,不仅灵敏度高,
能更好地保障血液安全,而且假阳性少,可在一定程

度上提高检出率,同时减少不必要的血液浪费,避免

对献血者造成不必要的心理负担,减少 献 血 者 流

失[15]。该检测策略亦能有效降低血清学阳性标本污

染核酸实验室的风险,更好地促进血站血液检验及无

偿献血工作的开展。
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·短篇论著·

深圳地区血红蛋白E的血液学特征调查*

阚丽娟,蔡钦泉,覃俊龙,陈亚琼,张丽军,莫云均,李 悦,张秀明,李育敏△

(广东省深圳市罗湖区人民医院医学检验科,广东深圳
 

518001)

  摘 要:目的 研究血红蛋白E(HbE)的血液学表型与基因型的关系。方法 收集该院2016年6月至

2019年5月的72
 

397例毛细管电泳筛查样本,对筛查出 HbE的样本采用跨越断裂点聚合酶链反应(Gap-
PCR)法及PCR结合反向点杂交(PCR-RDB)法进行珠蛋白生成障碍性贫血(以下简称地贫)基因分型鉴定,并

分析其红细胞参数。结果 检出HbE共76例,发生率为0.105%。成年男性单纯 HbE杂合子的血红蛋白含

量(Hb)、平均红细胞体积(MCV)、平均红细胞血红蛋白含量(MCH)、HbE和血红蛋白 A2(HbA2)分别为

(148.0±10.0)g/L、(76.3±3.6)fL、(25.5±1.2)pg、(24.7±0.9)%和(3.5±0.3)%,成 年 女 性 分 别 为

(118.0±10.0)g/L、(76.3±4.3)fL、(25.4±1.7)pg、(24.8±1.4)%和(3.5±0.3)%,儿童分别为(117.0±
5.8)g/L、(69.3±2.3)fL、(23.0±0.6)pg、(23.4±0.8)%和(3.7±0.2)%。有2例 HbE复合α地贫,其中

HbE复合αWS 杂合子1例(上述血液学参数分别为152
 

g/L、74.9
 

fL、23.7
 

pg、23.1%和3.6%),HbE复合-α3.7

纯合子1例(上述血液学参数分别为111
 

g/L、66.5
 

fL、21.4
 

pg、15.8%和4.1%)。检出HbE复合Gγ+(Aγδβ)
0

 

1例(上述血液学参数分别为120
 

g/L、57.0
 

fL、19.4
 

pg、43.4%、2.5%),其血红蛋白F(HbF)为54.1%。新生

儿HbE杂合子毛细管电泳分析表现为血红蛋白A(HbA)(7.5±1.5)%、HbF
 

(90.2±2.0)%和 HbE
 

(2.6±
0.7)%。结论 深圳地区HbE以杂合子常见,临床需重视其表型与基因型的规律,以进行产前筛查和遗传咨询。

关键词:血红蛋白E; 珠蛋白生成障碍性贫血; 表型; 基因型

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2020.14.026 中图法分类号:R556.7
文章编号:1673-4130(2020)14-1762-03 文献标识码:B

  血红蛋白疾病分为异常血红蛋白病和珠蛋白生

成障碍性贫血(以下简称地贫)两大类,前者是由于珠

蛋白基因缺陷导致血红蛋白结构改变所致,后者则是

由血 红 蛋 白 含 量(Hb)改 变 引 起[1]。血 红 蛋 白 E
(HbE)是我国南方地区最常见的异常血红蛋白之

一[2-4],其分子基础为β珠蛋白基因第26位密码子发

生点突变(GAG→AAG),导致β珠蛋白链该位点赖

氨酸取代谷氨酸,从而产生结构变异的HbE。由于该

密码子靠近外显子与内含子的拼接部位,发生碱基替

换后激活了邻近的隐蔽切接点,造成 mRNA前体加

工障碍,导致β珠蛋白基因表达减少,因此在功能上

属于β
+地贫。不同性别及年龄段血液学指标参数存

在差异,本研究按年龄段分别分析成人、儿童及新生

儿HbE的血液学特征,并按性别分类统计成人 HbE
的血液学参数,为HbE病和β地贫的筛查提供系统、
详细的临床血液学表型参考资料。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2016年6月至2019年5月本

院门诊和住院进行血红蛋白检测的受试者为调查对

象。本研究受试者共72
 

397例。采集EDTA-K2 抗

凝外周静脉全血2
 

mL,2~8
 

℃保存,用于红细胞参数

和血红蛋白电泳分析,以及地贫基因检测。
1.2 仪器与试剂 红细胞参数分析采用XN-1000血

细胞分析仪(日本Sysmex公司),血红蛋白分析采用
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