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酶免检测双试剂反应性核酸初筛无反应性献血者
核酸重复检测结果分析

臧亮　 周磊　 刘笑春　 孙鹏　 范亚欣　 梁晓华

(大连市血液中心,辽宁
 

大连
 

116001)

　 　 摘要:目的　 通过分析酶免检测(ELISA)双试剂反应性核酸检测(NAT)初筛无反应性献血者的标本的 NAT 重

复检测结果,探讨实验室现有检测模式和检测策略对血液安全的影响。 方法　 收集 2017—2025 年大连市血液中心

ELISA 检测双试剂反应性 NAT 初筛检测无反应性的献血者标本,采用转录介导扩增(TMA)及聚合酶链反应(PCR)
2 个系统进行 NAT 重复检测,结合 NAT 重复检测结果的出现次数及检测模式(混检与单检)进行比较分析。 结果　
共纳入 ELISA 检测双试剂反应性 NAT 初筛无反应性标本 199 份,其中 HBsAg

 

ELISA 反应性标本 66 份、抗-HCV
 

ELISA 反应性标本 130 份、HIV
 

Ag / Ab
 

ELISA 反应性标本 3 份。 HBsAg
 

ELISA 反应性标本中,57 份(57 / 66,86. 4%)
 

在 NAT 重复检测中至少出现 1 次反应性结果,其中 49 份可重复检出≥2 次。 HBcAb
 

ECA 反应性标本 64 份(64 / 66,
97. 0%),无反应性 2 份(2 / 66,3. 0%),2 份 HBcAb

 

ECA 无反应性标本在 NAT 重复检测中均未检出反应性结果。 抗-
HCV 和 HIV

 

Ag / Ab
 

ELISA 反应性标本未观察到 NAT 的重复检出。 TMA 检测系统经 3 次联检和 1 次鉴别检测共检

出反应性标本 50 份(50 / 66,75. 8%);PCR 检测系统经 4 次单检共检出反应性标本 51 份(51 / 66,77. 3%)。 2 个检测

系统均检出反应性标本 44 份,仅 TMA 检测系统检出反应性标本 6 份,仅 PCR 检测系统检出反应性标本 7 份。 结论

　 在 ELISA 双试剂反应性 NAT 初筛无反应性的献血者标本中,HBsAg
 

ELISA 反应性标本存在较高比例的低病毒载

量感染,HBV
 

DNA 检出呈间歇性及概率性特征。 NAT 次数及检测策略对低病毒载量标本的识别具有重要影响。 应

充分认识 HBV 低病毒载量感染标本的检测特点,以优化血液筛查策略并提高血液安全性。
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Abstract:Objective　 To

 

investigate
 

the
 

impact
 

of
 

current
 

laboratory
 

testing
 

models
 

and
 

screening
 

strategies
 

on
 

blood
 

safety
 

by
 

analyzing
 

repeat
 

nucleic
 

acid
 

testing
 

( NAT)
 

results
 

obtained
 

from
 

blood
 

donors
 

who
 

had
 

dual-reactive
 

enzyme-
linked

 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

results
 

but
 

were
 

initially
 

nonreactive
 

by
 

NAT.
  

Methods　 Samples
 

from
 

blood
 

donors
 

with
 

dual-reactive
 

ELISA
 

results
 

and
 

initially
 

nonreactive
 

NAT
 

results
 

collected
 

at
 

Dalian
 

Blood
 

Center
 

from
 

2017
 

to
 

2025
 

were
 

included.
 

Repeated
 

testing
 

was
 

performed
 

using
 

two
 

NAT
 

systems:transcription-mediated
 

amplification
 

( TMA)
 

and
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR).
 

The
 

results
 

were
 

analyzed
 

in
 

terms
 

of
 

the
 

frequency
 

of
 

reactive
 

NAT
 

results
 

and
 

the
 

tes-
ting

 

strategies,
 

including
 

minipool
 

and
 

individual
 

donation
 

testing.
 

Results 　 A
 

total
 

of
 

199
 

samples
 

with
 

dual-reactive
 

ELISA
 

results
 

and
 

initially
 

nonreactive
 

NAT
 

results
 

were
 

included,
 

comprising
 

66
 

HBsAg-reactive
 

samples,
 

130
 

anti-HCV-
reactive

 

samples,
 

and
 

3
 

HIV
 

Ag / Ab-reactive
 

samples.
 

Among
 

the
 

HBsAg-reactive
 

samples,
 

57
 

(57 / 66,
 

86. 4%)
 

showed
 

at
 

least
 

one
 

reactive
 

NAT
 

result
 

upon
 

repeated
 

testing,
 

and
 

49
 

showed
 

two
 

or
 

more
 

repeat
 

reactive
 

results.
 

Anti-HBc
 

was
 

re-
active

 

in
 

64
 

samples
 

(64 / 66,
 

97. 0%)
 

and
 

nonreactive
 

in
 

2
 

samples
 

(2 / 66,
 

3. 0%);
 

both
 

anti-HBc-nonreactive
 

samples
 

remained
 

nonreactive
 

in
 

repeated
 

NAT.
 

No
 

stable
 

repeat
 

nucleic
 

acid
 

reactivity
 

was
 

observed
 

in
 

anti-HCV-
 

or
 

HIV
 

Ag / Ab-
reactive

 

samples.
 

The
 

TMA
 

system
 

detected
 

50
 

reactive
 

samples
 

(50 / 66,
 

75. 8%)
 

through
 

three
 

combined
 

assays
 

plus
 

one
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discriminatory
 

assay,
 

whereas
 

the
 

PCR
 

system
 

detected
 

51
 

reactive
 

samples
 

(51 / 66,
 

77. 3%)
 

through
 

four
 

rounds
 

of
 

indi-
vidual-donation

 

testing.
 

Fortyfour
 

samples
 

were
 

reactive
 

on
 

both
 

systems,
 

6
 

were
 

reactive
 

only
 

on
 

the
 

TMA
 

system,
 

and
 

7
 

were
 

reactive
 

only
 

on
 

the
 

PCR
 

system.
 

Conclusion　 Among
 

blood
 

donors
 

with
 

dual-reactive
 

ELISA
 

results
 

and
 

initially
 

non-
reactive

 

NAT
 

results,
 

HBsAg-reactive
 

samples
 

contain
 

a
 

high
 

proportion
 

of
 

low
 

viral
 

load
 

HBV-related
 

cases,
 

with
 

intermit-
tent

 

and
 

probabilistic
 

nucleic
 

acid
 

detectability.
 

Both
 

testing
 

frequency
 

and
 

detection
 

strategy
 

significantly
 

affect
 

the
 

detec-
tion

 

of
 

low
 

viral
 

load
 

samples.
 

These
 

findings
 

highlight
 

the
 

importance
 

of
 

recognizing
 

the
 

detection
 

characteristics
 

of
 

low
 

viral
 

load
 

HBV-related
 

samples
 

in
 

order
 

to
 

optimize
 

blood
 

screening
 

strategies
 

and
 

improve
 

blood
 

safety.
Key

 

words:blood
 

screening;
 

nucleic
 

acid
 

testing;
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay;
 

repeat
 

testing

输血传播感染 ( transfusion-transmitted
 

infec-
tions,TTIs)始终是血液安全管理的核心问题。 随

着核酸检测(nucleic
 

acid
 

testing,NAT)技术的广泛

应用,献血者筛查体系不断完善,病毒感染窗口期

显著缩短,输血相关感染风险已明显降低,但低病

毒载量标本的识别与确认仍然是血液筛查面临的

重要挑战[1-3] 。 目前我国多数采供血机构采用酶联

免疫吸附试验(enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
ELISA)与 NAT 联合筛查策略,通常对 ELISA 无反

应性标本进一步开展 NAT[4] 。 在此筛查流程下,
ELISA 反应性 NAT 无反应性的结果相对少见,但
其生物学意义较为复杂。 该类结果可能与既往感

染后抗体持续存在、非特异性反应
 

(假反应性)
 

及

低病毒载量状态等因素有关[5-6] 。 其中,HBV 在低

病毒载量条件下可表现为间歇性或随机性 DNA 血

症,HBV
 

DNA 检出具有一定不稳定性[3,5-6] ; 而

HCV 感染在病毒清除后,抗-HCV 可长期持续存

在,但 HCV
 

RNA 通常呈现 NAT 持续无反应性,因
此抗-HCV

 

ELISA 反应性而 NAT 无反应性的标本

较少出现 NAT 重复检出[7] 。 HIV 相关检测结果在

个别情况下
 

(如药物治疗)
 

亦可能受极低病毒载

量等因素影响,其判读需结合多种检测结果综合分

析[8-9] 。 值得注意的是,在常规筛查流程中,ELISA
反应性标本通常不会系统开展多次 NAT 重复检

测,因此该类标本中是否存在间歇性核酸检出及其

检测结果特征仍缺乏系统研究。 同时,不同 NAT
策略对低病毒载量标本的检出结果也可能存在差

异,这对血液安全评估及筛查策略优化具有潜在意

义[4,15-16] 。 本研究收集 2017—2025 年大连市血液

中心 ELISA 反应性 NAT 初筛无反应性的献血者标

本,通过多系统
 

( TMA 及 PCR)
 

及多次重复检测,
分析其 NAT 检出情况,并结合检测次数及检测模

式进行比较,旨在为献血者结果解释、质量管理及

血液筛查策略优化提供数据依据,现报告如下。

1　 对象与方法

1. 1　 研究对象

收集 2017 年 1 月—2025 年 12 月大连市血液

中心 ELISA 双试剂反应性 NAT 初筛无反应性的献

血者留样标本,共 199 份。 献血者均符合《献血者

健康检查要求》。 按照常规操作,每位献血者采血

时同步留取 3 管检测标本:1 管 5
 

mL
 

EDTA-K2 抗

凝全血标本及 2 管 5
 

mL
 

EDTA-K2 抗凝 / 带分离胶

全血标本。 标本处理和保存均严格按照《血站技术

操作规程(2019)》执行。 根据 ELISA 反应标志物,
将研究标本分为 3 组:HBV 相关标志物反应性组、
抗-HCV 反应性组和 HIV

 

Ag / Ab 反应性组。 HBV
相关标志物反应性组纳入 HBsAg

 

ELISA 反应性

NAT 初筛无反应性的标本;抗-HCV 反应性组纳入

抗-HCV
 

ELISA 反应性 NAT 初筛无反应性的标本;
HIV

 

Ag / Ab 反应性组纳入 HIV
 

Ag / Ab
 

ELISA 反应

性 NAT 初筛无反应性的标本。
1. 2　 试剂与仪器

ELISA 试剂:HBsAg 检测试剂(厦门新创公司,
批号:2016075116—2022065118;北京万泰公司,批
号: B20221150B—B20250308B; DiaSorin 公司, 批

号:D428110—A016410);抗-HCV 检测试剂 ( OR-
THO 公司,批号: EXE263—EXE361;北京万泰公

司, 批 号: CS20160706B—CS20250203B ); 抗-HIV
检测 试 剂 ( 厦 门 新 创 公 司, 批 号: 2016056608-
2025026604);HIV-Ag / Ab 检测试剂 ( BIO-RAD 公

司,批号:6A0348—3G0577;北京万泰公司,批号:
H20221119B—H20250408B)。 NAT 试剂: Cobas®

 

TaqScreen
 

MPX
 

Test
 

v2. 0
 

( Roche 公 司, 批 号:
210761-M09487);Ultrio

 

Plus ( 2017 年 5 月前) 和

Ultrio
 

Elite ( 2017 年 5 月后) ( Grifols 公司,批号:
136308-708172)。 HBcAb

 

检测试剂盒[电化学发光

法(electrochemiluminescence
 

assay,ECA),Roche 公

司,批号:00851732]。 EVO
 

全自动加样仪( Tecan
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公司); FAME24 / 20 全自动酶免分析仪( Hamilton
公司);Cobas

 

s201
 

PCR 核酸检测系统、Cobas
 

e
 

411
 

电化学发光检测仪 ( Roche 公司); Tigris / Panther
 

TMA 核酸检测系统(Grifols 公司)。 所有试剂均在

有效期内使用。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 常规筛查

献血者血液标本常规筛查包括 ELISA 检测和

NAT。 ELISA 检测采用双试剂(来自 2 个不同厂

家)平行检测模式。 NAT 初筛根据本中心不同时

期常规工作流程分别采用 TMA 系统或 PCR 系统

完成。 TMA 系统采用单检模式;PCR 系统常规采

用 6 混样模式进行筛查,混检标本有反应性结果时

进行拆分单检。
1. 3. 2　 NAT 重复检测

对 ELISA 双试剂反应性 NAT 初筛无反应性的

标本进行多系统 NAT 重复检测。 重复检测所用标

本均来自于常规筛查后自血浆袋分装并冻存保存

的留样标本。 检测前将冻存标本解冻后尽快完成

相应检测项目,未完成检测的标本于冷藏条件下暂

存,48
 

h 内完成全部检测。 TMA 系统采用 HBV /
HCV / HIV 联检重复检测 3 次,并进行 1 次 dHBV /
dHCV / dHIV 鉴别检测。 PCR 系统进行 4 次单检重

复检测。 重复检测中任意 1 次结果为反应性定义

为 NAT 重复检测反应性;多次重复检测均未检出

反应性的标本定义为 NAT 重复检测未检出。
1. 3. 3　 HBcAb

 

检测

对 HBsAg 反应性组标本采用电化学发光法检

测 HBcAb。 根据试剂说明书判定结果,HBcAb
 

结

果分为反应性和无反应性。
1. 3. 4　 HBsAg

 

S / CO 值分层分析

对 HBsAg 反应性组标本按 HBsAg
 

ELISA
 

的

S / CO 值进行分层分析。 鉴于不同试剂体系
 

S / CO
 

值不宜直接合并比较,本研究统一采用初筛阶段

ELISA 试剂 A 检测结果进行分组。 根据筛查结果

将 S / CO 值分为 1<S / CO<5、5<S / CO<10 和 S / CO
≥10

 

3 个区间,比较不同区间 NAT 重复检测反应

性与 NAT 重复检测未检出的结果分布。
1. 4　 统计学分析

使用 Excel
 

2021 和 SPSS
 

27. 0
 

软件做数据统

计。 计 数 资 料 以 例 数 和 构 成 比 表 示。 HBsAg
 

ELISA
 

S / CO
 

值分层与 NAT 重复检测结果之间的

比较采用 Pearson
 χ2 检验,以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 献血者标本检测的总体情况

2017—2025 年共有 ELISA 双试剂反应性 NAT
初筛无反应性献血者标本 199 份,其中 HBsAg 反

应性组标本 66 份,抗-HCV 反应性组标本 130 份,
HIV

 

Ag / Ab 反应性组标本 3 份。 抗-HCV 反应性组

标本未观察到明确的 NAT 重复检出现象,故未纳

入进一步分析。 HIV
 

Ag / Ab 反应性组标本例数较

少,亦未观察到 NAT 重复检出情况。 在 66 份 HB-
sAg 组标本中,57 份(57 / 66,86. 4%)

 

为 NAT 重复

检测反应性,9 份(9 / 66,13. 6%)在 NAT 重复检测

中未检出反应性结果。 在 57 份 NAT 重复检测反

应性标本中,8 份(8 / 57,14. 0%) 仅出现 1 次反应

性结果,49 份( 49 / 57,86. 0%) 出现≥2 次反应性

结果。
2. 2　 HBcAb 检测结果

66 份 HBsAg 反应性组标本中检出 HBcAb 反

应性标本 64 份(64 / 66,97. 0%),无反应性 2 份(2 /
66,3. 0%)。 2 份 HBcAb 无反应性标本在 NAT 重

复检测中均未检出反应性结果。
2. 3　 NAT 重复检测结果

66 份 HBsAg 反应性组标本,TMA 系统共检出

反应性标本 50 份(50 / 66,75. 8%),PCR 系统共检

出反应性标本 51 份(51 / 66,77. 3%),TMA 与 PCR
 

2 个系统均检出反应性标本 44 份,仅 TMA 系统检

出反应性标本 6 份,仅 PCR 系统检出反应性标本 7
份,2 个系统均未检出反应性 9 例。
2. 4　 不同 HBsAg

 

ELISA
 

S / CO 值区间标本的 NAT
重复检测结果

结果见表 1,不同 HBsAg
 

ELISA
 

S / CO 区间标

本的 NAT 重复检测反应性率比较无差异 ( χ2 =
4. 335,P= 0. 114)。
表 1　 不同 HBsAg

 

ELISA
 

S / CO 值区间标本的 NAT 重复

检测结果

Table
 

1 　 Analysis
 

of
 

repeated
 

NAT
 

results
 

by
 

HBsAg
 

ELISA
 

S / CO
 

category

ELISA
NAT 重复检测(n)

反应性 无反应性 合计

反应性率
(%)

1<S / CO<5 16 3 19 84. 2
5<S / CO<10 10 4 14 71. 4
S / CO≥10 31 2 33 93. 9

2. 5　 献血者特征分析

HBsAg 反应性组的 66 份标本对应的献血者

中,重复献血者仅 4 名,其中 2 名在 NAT 重复检测
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中出现多次反应性,另 2 名 NAT 重复检测均未

检出。

3　 讨论

本研究结果显示,在 66 份 HBsAg
 

ELISA 双试

剂反应性 NAT 初筛无反应性标本中,57 份在 NAT
重复检测中至少出现 1 次 NAT 反应性,其中 49 份

可重复检出≥2 次,提示单次 NAT 无反应性并不能

完全排除低病毒载量 HBV 感染的存在。 本研究中

绝大多数 HBsAg
 

ELISA 反应性标本同时表现为

HBcAb 反应性(64 / 66,97. 0%),提示该类标本多具

有 HBV 感染相关血清学背景。 仅有的 2 份 HBcAb
 

ECA 无反应性标本在 NAT 重复检测中均未检出反

应性结果,但由于例数较少,尚不能据此作进一步

推断。 从生物学机制角度看,HBV 感染过程中抗

原表达与病毒复制并不完全同步:一方面, HBV
 

DNA 可整合入宿主基因组,整合序列虽不具备完

整复制能力,但仍可持续表达 HBsAg[11] ;另一方

面,在宿主免疫压力或表观遗传调控作用下,共价

闭合环状 DNA
 

(cccDNA)
 

可能处于低转录或转录

抑制状态,使病毒复制水平极低,从而难以被 NAT
试剂稳定捕获[12] 。 此外,在低复制或感染恢复阶

段,肝细胞仍可分泌不含完整病毒基因组的亚病毒

颗粒,进一步导致抗原与核酸检测结果的不一

致[13] 。 结合检测方法和病毒生物学特点,HBsAg
与 HBV

 

DNA 检出并不总是同步。 在极低病毒载

量条件下,病毒复制水平可能低于 NAT 试剂可稳

定识别的范围,而 HBsAg 仍可持续表达,因此可出

现 “ ELISA 反 应 性 而 NAT 无 反 应 性 ” 的 检 测

结果[10,14] 。
从检测次数和检测方法的角度分析,TMA 系

统采用 3 次联检加 1 次鉴别检测,PCR 系统采用 4
次单检,在 66 份 HBsAg

 

ELISA 双试剂反应性 NAT
初筛无反应性标本中,TMA 系统共检出反应性标

本 50 份,PCR 系统共检出反应性标本 51 份;其中

2 个系统均检出反应性标本 44 份,仅 TMA 系统检

出反应性标本 6 份,仅 PCR 系统检出反应性标本 7
份。 上述结果提示,在低病毒载量条件下,病毒核

酸的检出更符合概率性事件特征,增加检测次数有

助于提高反应性结果的累积概率;同时,不同检测

系统对低病毒载量标本的检出亦可能存在一定差

异。 本研究中不同检测系统间的检出差异更可能

反映检测次数和检测策略的综合作用,而非单一检

测系 统 性 能 的 差 异。 既 往 研 究 表 明, 混 检

(minipool,MP-NAT)由于稀释效应可能降低低病毒

载量标本的检出机率,而单检( individual
 

donation,
ID-NAT)在该区间具有更高敏感性[15-16] 。 这进一

步提示检测策略在低病毒载量标本识别中的重要

作用。
从筛查策略角度看,在低病毒载量条件下,

ELISA 与 NAT 更可能呈现互补关系,而非简单替

代关系。 ELISA 反应性不仅反映既往或当前感染

状态,也可能作为低水平病毒血症的提示信号;而
NAT 结果在单次检测中具有一定不确定性。 因此,
对于 ELISA 双试剂反应性 NAT 初筛无反应性的标

本,单次 NAT 结果可能不足以完全反映其真实生

物学状态,其结果解释及质量管理需更加谨慎。 同

时,在现有筛查流程中,ELISA 反应性标本未必均

进入系统性的 NAT 重复检测,这可能使部分低病

毒载量标本未被充分识别[4,15-16] 。 未来在筛查策略

优化中,可进一步关注特定高风险标本是否需要更

有针对性的补充检测方案,但仍需在检测成本、操
作复杂性及血液安全收益之间取得平衡。

HBsAgELISA
 

S / CO 值分层分析显示,不同 S /
CO 区间的标本 NAT 重复检测反应性率无差异(P
>0. 05),但高 S / CO 区间的标本中 NAT 重复检测

反应性数量较多,且不同区间仍存在明显重叠。 这

提示 ELISA
 

S / CO 值虽与感染可能性相关,但难以

准确反映病毒复制状态,单纯依赖其判断感染状态

具有局限性[10,14] 。
与 HBV 不同,本研究中抗-HCV

 

ELISA 反应性

标本未观察到 NAT 重复检出。 既往研究表明,抗-
HCV

 

ELISA 反应性 NAT 无反应性多提示既往感染

后病毒已清除,抗体可长期持续存在,而 HCV
 

RNA
通常不再检出,本研究结果与既往认识一致[7] 。
HIV

 

Ag / Ab
 

ELISA 反应性标本例数较少,未观察到

NAT 重复检出,其检测结果需结合临床背景综合判

读[8-9] 。 此外,本研究在重复献血者中亦观察到

NAT 检出的不同表现模式,提示该类标本具有一定

异质性,可能与病毒学特征及检测策略共同作用

有关。
本研究亦存在一定局限性。 首先,本研究旨在

探讨低病毒载量标本的检出特点,而不宜作严格的

系统方法学比较;其次,部分标本缺乏长期随访数

据,难以进一步明确其真实感染状态及长期转归;
此外,本研究重复检测所用标本均来自于血浆袋分

装冻存留样,标本中含有保存液成分,理论上可能
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对病毒核酸浓度有一定稀释,尤其在低病毒载量条

件下可能影响检测结果。 因此,本研究观察到的

NAT 重复检测结果可能存在偏差。 虽然不同系统

检测原则上同期完成,且解冻后尽快完成相应项目

检测,未完成检测的标本于冷藏条件下暂存,不进

行反复冻融,但作为单中心回顾性研究,仍难以完

全排除标本保存条件差异对检测结果的潜在影响。
本研究结果仍需在更大样本量及前瞻性研究中进

一步验证。
综上所述,在 ELISA 双试剂反应性 NAT 初筛

无反应性的献血者标本中,HBsAg
 

ELISA 反应性标

本中存在较高比例的 HBV 低病毒载量标本,HBV
 

DNA 检出具有间歇性及概率性特征。 检测次数及

检测策略对低病毒载量标本的识别具有重要影响。
上述结果提示,在血液筛查实践中,应充分认识

HBV 低病毒载量感染的检测特点,以进一步优化

筛查策略并提高血液安全性。
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