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抗-HCV筛查反应性HCV核酸阴性献血者的确证结果分析*
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(重庆市血液中心 400015)

  [摘要] 目的 探讨献血人群HCV筛检效果,为献血者血液筛查和归队策略提供科学依据。方法 收集

ELISA抗-HCV反应性但核酸检测阴性的122份标本,采用重组免疫印迹进行抗-HCV确证试验,对结果进行

汇总分析。结果 122份标本中确证试验阳性38份、不确定42份、阴性42份,确证阳性率为31.15%。ELISA
试剂1单反应性的确证阳性率为0,ELISA试剂2单反应性为25.93%,试剂1、2均反应性为47.06%。确证试

验条带主要以核抗原蛋白为主,其次为 NS4蛋白。随着S/Co增高,确证试验的阳性预测值也增高。结论 
ELISA和核酸联合检测能更好地保障血液安全,有必要对单试剂ELISA抗-HCV反应性献血者开展归队。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

HCV
 

screening
 

in
 

blood
 

donors,provide
 

scientific
 

basis
 

for
 

blood
 

screening
 

and
 

returning
 

strategies
 

for
 

blood
 

donors.Methods A
 

total
 

of
 

122
 

specimens
 

with
 

ELISA
 

anti-HCV
 

positive
 

reaction
 

but
 

negative
 

nucleic
 

acid
 

test
 

were
 

collected,the
 

anti-HCV
 

confirmation
 

test
 

was
 

performed
 

by
 

recombinant
 

immunoblot
 

assay,and
 

the
 

results
 

were
 

analyzed.Results Among
 

122
 

specimens,
38

 

were
 

positive,42
 

were
 

uncertain
 

and
 

42
 

were
 

negative
 

in
 

confirmation
 

test,the
 

confirmed
 

positive
 

rate
 

was
 

31.15%.The
 

positive
 

rate
 

of
 

single
 

positive
 

reaction
 

of
 

ELISA
 

reagent
 

1
 

was
 

0,the
 

single
 

positive
 

reaction
 

of
 

ELISA
 

reagent
 

2
 

was
 

25.93%,and
 

the
 

positive
 

reaction
 

of
 

both
 

reagents
 

1
 

and
 

2
 

was
 

47.06%.The
 

confirma-
tion

 

test
 

band
 

was
 

mainly
 

nuclear
 

antigen
 

protein,followed
 

by
 

NS4
 

protein.As
 

S/Co
 

increased,the
 

positive
 

predictive
 

value
 

of
 

confirmation
 

test
 

also
 

increased.Conclusion The
 

combined
 

detection
 

of
 

ELISA
 

and
 

nucleic
 

acid
 

can
 

better
 

guarantee
 

blood
 

safety,and
 

it
 

is
 

necessary
 

to
 

regroup
 

individual
 

ELISA
 

anti-HCV-reactive
 

blood
 

donors.
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  为保障血液安全,我国《血站技术操作规程(2019
版)》对献血者病毒感染标志物筛查作了明确规定:丙
型肝炎病毒(HCV)感染标志物应至少采用核酸和血

清学试剂各进行1次检测。血液筛查应尽可能选用

高敏感性试剂,因试剂的特异性有所降低,会存在一

定的生物学假阳性,低危险无偿献血人群其假阳性比

例更高[1]。假阳性结果会给献血者带来心理负担,同
时造成血液资源的浪费。另一方面,核酸筛查 HCV
核酸阴性献血者中也存在一定比例的假阴性,对血液

安全构成威胁。本研究通过对重庆地区122份抗-

HCV筛查呈反应性且 HCV核酸阴性献血者的确证

结果进行分析,探讨现有筛查策略的安全性及开展献

血者归队的必要性,为献血者筛查策略的选择和献血

者归队提供科学依据,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2019年1-12月本血液中心经ELISA试剂

检测抗-HCV抗体反应性、HCV核酸检测阴性的122
份无偿献血者标本为研究对象。
1.2 方法
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1.2.1 试剂

ELISA试剂:抗-HCV(北京万泰、美国强生)。
HCV重组免疫印迹确证试剂:HCV

 

BLOT
 

3.0(美国

MP公司)。
1.2.2 仪器

全自动样品处理仪(Xan-Tus);全自动酶联免疫

分析系统(Microlab
 

FAME24/20);PROCLEIX
 

TI-
GRIS

 

核酸检测系统(西班牙Grifols公司);全自动蛋

白印迹仪ProfiBlot48(瑞士帝肯公司)。
1.2.3 检测流程

上述 标 本 同 时 进 行 ELISA 和 核 酸 检 测,对

ELISA试剂反应性且核酸检测呈阴性的标本进行

HCV确证试验。
1.2.4 血清学ELISA检测与结果判定

加样器自动加样后,用全自动酶联免疫分析仪对

抗-HCV进行双试剂2次ELISA法检测,依据《血站

技术操作规程》规定的标准和试剂说明书及工作手册

进行结果判定。S/CO≥0.8判为有反应性,其中S/
CO≥0.8~<1.0设置为灰区。双试剂S/CO≥0.8,直
接判为阳性;单试剂有反应性的标本采用原试剂对标本

管进行双孔复试,任意一孔有反应性则判为阳性。

1.2.5 确证试验检测与结果判断

将需要进行确证试验的标本按 HCV确证试剂

HCV
 

BLOT
 

3.0的操作说明书和全自动蛋白印迹仪

ProfiBlot
 

48的操作程序进行操作,结果判断依据按

试剂说明进行。其条带强度的判读和结果的解释如

下:未出现 HCV抗体特异条带强度+及以上判为阴

性,至少出现2条强度+及以上或出现1条核抗原条

带++及以上判为阳性,仅出现1个 HCV抗体特异

条带强度+及以上判为不确定。阳性预测值是指阳

性检测结果为真阳性的概率,即阳性预测值=真阳

性/(真阳性+假阳性)。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据分析,计数资料以

频数或百分率表示,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 ELISA试剂检测抗-HCV反应性标本的确证试

验结果

ELISA试剂检测抗-HCV呈反应性标本的确证

试验结果中各阳性率比较,差异有统计学意义(χ2=
23.801,P<0.05),见表1。

表1  ELISA试剂检测抗-HCV反应性标本的确证试验结果

项目
确证试验[n(%)]

阳性 不确定 阴性
合计(n)

ELISA试剂1单反应性 0 5(29.41) 12(70.59) 17
ELISA试剂2单反应性 14(25.93) 18(33.33) 22(40.74) 54
试剂1、2均反应性 24(47.06) 19(37.25) 8(15.69) 51
合计 38(31.15) 42(34.43) 42(34.43) 122

2.2 确证试验条带分布及组合情况

试剂1、2经确证阳性标本,条带主要是核心区核

抗原蛋白区带,其次是非结构NS4蛋白区带,区带反

应强度组合主要是核抗原蛋白区带和核抗原+NS4,
见表2。
2.3 不同区间S/Co呈阳性反应的标本与确证试验

结果的关系

随着S/Co增高,阳性预测值也增高。但试剂1、
2经确证试验确证的阳性率比较,差异无统计学意义

(χ2=0.904,P>0.05),见表3。

表2  确证试验条带分布及组合情况

序号 核抗原 NS3-1 NS3-2 NS4 NS5
确证例数

(n)
1 ++ 阴性 阴性 阴性 阴性 15
2 ++ 阴性 阴性 + 阴性 6
3 ++ + ± + 阴性 5
4 ++ 阴性 + ± 阴性 3
5 ++ + 阴性 ++ 阴性 3
6 + 阴性 + 阴性 ± 2
确证条带数(n) 37 11 9 18 2

表3  不同区间S/Co呈阳性反应的标本与确证试验结果的关系

项目 S/CO n
确证试验(n)

阳性 不确定 阴性

阳性预测值

[%(n/n)]

ELISA试剂1单反应性 0.8~<1.0 13 1 5 7 7.69(1/13)

1.0~<5.0 38 9 17 12 23.68(9/38)

≥5.0 17 14 2 1 82.35(14/17)

合计 68 24 24 20 35.29(24/68)
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续表3  不同区间S/Co呈阳性反应的标本与确证试验结果的关系

项目 S/CO n
确证试验(n)

阳性 不确定 阴性

阳性预测值

[%(n/n)]

ELISA试剂2单反应性 0.8~<1.0 34 4 12 18 11.76(4/34)

1.0~<5.0 68 31 25 12 45.59(31/68)

≥5.0 3 3 0 0 100.00(3/3)

合计 105 38 37 30 36.19(38/105)

3 讨  论

HCV感染的实验室诊断主要为检测HCV抗体、
抗原或HCV核酸。由于ELISA法具有操作简单、灵
敏度高、成本低、适用于批量检测等优点[2],目前国内

血液筛查中均采用了该方法进行抗-HCV抗体检测,
已有研究报道抗-HCV

 

ELISA试剂灵敏度和特异度

均超过99%[3]。但该方法在具有较高灵敏度的同时,
也会产生一定的假阳性,国外报道假阳性率大于

26%,有的甚至高达50%以上[4]。因此,美国疾病预

防控制中心建议,抗-HCV
 

ELISA反应性的标本需采

用重组免疫印迹确证或核酸检测结果阳性可报告确

证结果[5]。近年来,国内的采供血机构对献血者进行

了 HCV核酸检测的全覆盖,发现无偿献血人群中存

在一定比例的抗-HCV筛查反应性而 HCV核酸阴性

的献血者,对此类献血者的处理及后续的归队策略引

起了大多数研究者的关注。
本课题组采用重组免疫印迹对此类献血者进行

HCV确证试验,结果显示在122份标本中,ELISA试

剂1单反应性的确证阳性率为0,ELISA试剂2单反

应性为25.93%,试剂1、2均反应性为47.06%,总体

确证的阳性率为31.15%,不确定率为34.43%,这表

明ELISA试剂检测抗-HCV反应性对于筛查 HCV
感染仍具有重要意义,两种ELISA试剂同时检测能

最大限度降低核酸检测的漏检率。另一方面,确证试

验结果中假阳性率为34.43%,与KODANI等[6]和陈

少彬等[7]报道的抗-HCV
 

ELISA试剂假阳性率接近,
表明现阶段采用的两种不同厂家的ELISA试剂检测

在弥补试剂差异和减少人为误差的同时,也增加了

HCV初筛结果的假阳性率。为进一步提高输血安

全,目前国内血站已进行核酸检测全覆盖[8]。HCV
核酸检测不仅灵敏度高且特异度好,阳性说明血液中

含有 HCV病毒,也具有传染 HCV病毒风险。引进

核酸检测也可明显缩短 HCV检测的“窗口期”,降低

经输血传播 HCV的概率[9]。但由本研究结果可知,
部分ELISA阳性而核酸检测阴性的标本仍不能排除

HCV感染的可能,因此,血清学和核酸检测在血液筛

查中互为补充、缺一不可。根据《血站技术操作规程

(2019版)》规定,HCV感染标志物应至少采用核酸和

血清学试剂各进行1次检测的要求,至于要选择“1遍

ELISA”还是“2遍ELISA”的筛查策略,这就要求各

血站应根据自己的数据进行成本效益的分析,结合技

术水平和人力物力等条件来制订不同的筛查策略,权
衡筛查效果和成本的关系,做出最好的选择来降低输

血风险[10]。
确证试验结果显示,确证检测条带数越多,确证

的阳性率越高,说明初筛抗-HCV反应性标本的确证

阳性率与确证检测条带数、条带强度一致,结合确证

试剂检测条带数、条带强度对结果进行判定可提高阳

性预测值的准确性[11]。此外,S/Co越高,阳性预测值

也就越高。文献报道Ortho
 

HCV
 

3.0ELISA试剂在

其检测标本S/Co≥3.8时,阳性预测值超过95%[12],
本研究结果显示两种ELISA试剂检测结果阳性预测

值低于张雪梅等[13]报道的98.02%和98.92%,这可

能与本研究均为核酸检测阴性标本有关。研究结果

显示ELISA试剂1的S/Co≥5.0的确证阳性率仅为

82.35%,这就需要进一步确定试剂1最佳屏蔽阈值。
ELISA 试 剂 2 的 S/Co≥5.0 的 确 证 阳 性 率 为

100.00%,提示这部分献血者可以直接屏蔽。所以,
在制订反应性献血者屏蔽与归队时,可以根据不同抗-
HCV

 

ELISA试剂的S/Co作为预测 HCV感染真阳

性结果的参考阈值。本研究显示2种ELISA试剂在

灰区均有确证阳性,说明本实验室 HCV这个项目设

置灰区是有必要的,与王瑞等[14]报道的可以取消灰区

设置不一致。这与实验室环境、仪器设备性能、试剂

厂家、操作程序等不同有关,因此,是否设置灰区及其

设定值应根据不同实验室进行验证。
按照目前的筛查策略,任意1次筛查结果为阳性

的血液标本均视为不合格血液,基本上没有开展确证

试验便使该献血者被屏蔽,导致一定数量的健康献血

者被永远屏蔽,终身失去了献血的资格,既减少了血

源,又给献血者造成严重心理负担。《反应性献血者

屏蔽与归队指南》的出台,对于解决这类问题提供了

依据和路径,作为血液安全的筛查者或研究者,需要

思考的是采用何种检测试剂、何种筛查策略能为献血

者屏蔽或归队提供科学依据[15]。根据《反应性献血者

屏蔽 与 归 队 指 南》,对 核 酸 检 测 阳 性 和 抗-HCV
 

ELISA双 试 剂 均 呈 反 应 性 的 直 接 屏 蔽,但 对 于

ELISA试剂单反应性的这部分献血者,可根据不同试

剂S/Co阈值来预测,S/Co大于或等于最佳阈值的直

接屏蔽,S/Co小于最佳阈值的进入归队流程,这样能
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有效减少不必要的献血者屏蔽。在确保血液安全的

同时,有必要进行随访,给献血者提供相对准确、可靠

的检测结果,增加对献血者的关爱,提高献血服务的

质量[16]。当然,面对抗-HCV筛查反应性但 HCV核

酸阴性献血者,增加确证试验应该是一条可行路径,
但又面临技术、人员、成本、时间等多方面考量,需要

综合评判。
综上所述,在献血人群中同时采用2遍ELISA和

核酸检测,并在ELISA检测中设灰区的筛查策略能最

大限度降低输血感染HCV的风险,保障血液安全。但

假阳性将导致献血者被屏蔽,开展HCV确证试验有助

于指导献血者归队,也可提高献血服务的质量。
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