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可经输血传播感染病原体核酸筛查技术要求

1 范围

本标准规定了可经输血传播感染病原体核酸筛查技术的关键影响因素和性能验证要求，包括核酸筛

查试剂的性能要求以及应用中常见问题分析。核酸筛查方法包含聚合酶链反应（PCR）技术与转录介导

扩增（TMA）技术。本标准适用于核酸筛查试剂的验证评价及日常检测的质量控制。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

EP17-A2 Evaluation of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures; Approved

Guideline—Second Edition

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1 聚合酶链反应 polymerase chain reaction，PCR

一种用于放大扩增特定的DNA片段的分子生物学技术。在特异性核酸模板、引物、DNA聚合酶、dNTP

等必要条件存在时，通过变性、退火、延伸不同温度变化的重复循环，使模板片段扩增放大数百万倍。

3.2 转录介导扩增技术 transcription-mediated amplification，TMA

一种目的核酸的等温扩增方法，使用RNA 转录（RNA 聚合酶）和DNA 合成（反转录），按照目标核

酸序列产生RNA 扩增子。RNA 和DNA 都可以使用TMA方法扩增。

3.3 信噪比 signal-to-noise ratio, SNR or S/N

核酸检测过程中，目的核酸的靶信号与背景噪音信号的比值。通常PCR反应的信噪比在2-5:1时，可

以将靶信号与背景信号区分开。

3.4 分析灵敏度 analytical sensitivity

检测系统或方法可检测的最低分析物浓度。在核酸检测中，分析灵敏度常用检出限（LoD）表示。

3.5 检出限 limit of detection，LoD

样本中可被检测到的分析物的最低浓度。

注1：也被称为“最低检出限”或“最小可检出浓度（剂量或量值）”，有时也代表“分析灵敏度”；

注2：分析物可被稳定检出（通常在常规实验条件下，>=95%的样本）的最低浓度。
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3.6 分析特异性 analytical specificity

在定性检测中，分析特异性是指检测方法检测出特定核酸分子的能力。分析特异性通常取决于检测

系统的抗干扰能力。

4 影响检测结果的关键因素

4.1 核酸纯化方法

对核酸纯化方法的评估应考虑以下几个因素：每一步骤试剂残留对结果的影响，提取过程发生污染

的风险，提取反应的体积，样本混合过程的影响，样本提取过程是否有分管提取最后合并的步骤，操作

过程中溶液是否有气泡产生（是否有表面活性剂），是否有高温加热步骤，设备移液的准确性，移液步

骤是否有滴液的现象。

4.2 引物探针的设计和验证

因为引物的设计是产品研发过程的一个重要环节，上市后不能随意变更，产品使用者只能对产品的

引物和探针的设计是否合理进行验证。对于PCR反应体系，验证主要参数包括扩增效率，常见亚型的检

出能力，检出限时的信噪比。对于TMA反应体系，验证参数主要包括不同浓度的信噪比，常见亚型的检

出能力。

4.3 反应抑制物和干扰物

核酸扩增的效率有赖于酶的活性和离子浓度等条件。影响核酸扩增检测效率（包括逆转录效率）的

因素包括内源性的，即样本本身有抑制物；同时也包括外源性的，例如采血管里的某些成分、纯化过程

中引入的鳌合剂、表面活性剂、有机溶剂等。此外样本裂解纯化方法设计不合理或操作不当，也有可能

造成在样本提取过程中核酸的降解，从而导致假阴性的结果。

4.3.1 内源性抑制因素

内源性抑制物是指样本本身含有的可以抑制核酸扩增过程中酶活性，降低扩增效率的物质。

在血液样本中最常见的是血清或血浆中人基因组DNA、血红素及其代谢产物，因此在启用核酸检测

系统前，应对不同溶血程度的溶血样本对检测的干扰进行评估。

4.3.2 外源性抑制因素

外源性抑制因素主要来自于两个途径：一是采血管；二是提取纯化过程。

采血管不能采用肝素作为抗凝剂，因为肝素是DNA聚合酶的抑制剂；但采用EDTA抗凝的采血管时，

应考虑到EDTA有鳌合反应体系中的锰离子和镁离子的作用，同时采血管可能还有其他干扰反应的成分或

采血管材料可能会对病原体有吸附作用，应该在做检测系统的确认时，对采血管的适用性做出评估。

纯化过程有可能引入的包括试剂EDTA、去垢剂如十二烷基硫酸盐(SDS)、异硫氰酸胍和盐酸胍以及

一些有机溶剂，核酸纯化如果不能有效去除这些溶剂，势必影响扩增检测效率。

4.3.3 提取方法和操作因素

有效的核酸提取纯化方法应该是使病毒充分裂解释放出病毒核酸序列，同时又能保证该序列在后续

步骤中不被降解或极少降解；最后得到纯化核酸不应含有内源和外源性抑制物。

4.4 检测试剂适用设备
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对于使用开放设备的产品，对混样和核酸纯化的设备要进行抗污染能力验证（即高浓度样本和阴性

样本交错放置），对荧光PCR仪要定期进行校准，对可以使用不同型号荧光PCR仪的试剂，要对不同型号

的荧光PCR仪的等效性进行评估（算法，通道干扰等因素）。对于封闭式设备，要定期对设备内部关键

部位进行污染监测，也可定期做交叉污染验证。

4.5 检测耗材对结果的影响

耗材（吸头，深孔板，PCR反应板，封口膜等）对核酸筛查产品的结果重复性影响很大。使用非指

定耗材，应对耗材进行评估测试（灵敏度，重复性，抑制物，批间差），可由试剂生产厂家或耗材生产

厂家提供评估报告或提供评估检测方法（不能采用抽检的方式来测试耗材）。

5 核酸检测试剂性能

5.1 产品基本性能指标

产品基本性能指标应由产品生产方建立并验证，将数据提供给使用方。应验证的指标主要包括：

5.1.1 分析灵敏度

产品试剂盒说明书中或补充材料中应提供基于国际标准品或国际标准品标定的标准品进行的建立

分析灵敏度的方案，包括阳性样本的来源，浓度稀释梯度的信息，以及最终的针对每个靶标95%检出最

低检出限（LOD 95%）的均值及95%置信区间。建议选择浓度梯度时应参考EP17中的要求（附录A）。

5.1.2 基因型/亚型的分析灵敏度和检出限

试剂说明书中或补充材料中应提供可覆盖的基因型/亚型，并提供相应的验证数据（我国主要的病

毒基因型/亚型，表1）。

表 1 我国主要的 HBV/HCV/HIV基因型/亚型

HBV HCV HIV-1 M 组

B 1b CRF07_BC

C 2a CRF01_AE

C/D 3a CRF08_BC

D 3b B’

6a B

1a BC

5.1.3 早期检出能力

试剂说明书中或补充材料中应提供该产品基于血清转换盘的针对早期感染检出能力的评估。

5.1.4 特异性

1）潜在的交叉反应性和干扰性微生物

产品试剂盒说明书中或补充材料中应提供可能产生交叉反应性的病原微生物（包括细菌，病毒等）

清单以及验证的结果。

2）内源性干扰物质

产品试剂盒说明书中或补充材料中应提供内源性干扰物质验证的数据，如过高水平的甘油三酯、血

红蛋白、非结合性胆红素、白蛋白及人类基因组DNA等。
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3）外源性干扰物质

如果可能，产品试剂盒说明书中或补充材料宜提供外源性干扰物质的验证数据。例如血液中有可能

出现的高浓度扑热息痛、乙酰水杨酸、抗坏血酸、阿伐他汀、布洛芬、枸橼酸钠等。

5.2 核酸检测系统性能验证

血站血液检测实验室在将核酸检测系统在投入常规使用前，应对其性能进行验证，以确定检测系统

安装调试到位，确保在血站实验室环境中运行的性能与厂家声明的性能一致。

5.2.1 分析灵敏度验证

用可溯源的质控品或标准品进行验证。验证方案：选择病毒浓度为3倍检测试剂LOD浓度的样本，在

同一套检测系统上，由同一个操作员每天进行不少于6个重复检测，连续三天进行检测，获得不少于20

个检测结果。所有重复检测结果均为反应性，并满足每一批试剂的质量检测报告、产品试剂盒说明书中

或补充材料中有关3倍LOD的要求。

5.2.2 内源性干扰物质验证

收集产品说明书声称的不存在内源性干扰的相应浓度的血浆样本（如过高水平的甘油三酯、血红蛋

白、非结合性胆红素）并在不加入HBV、HCV和HIV和加入HBV、HCV和HIV至浓度为每种病毒LOD的3倍的情

况下，使用试剂进行检测，以上内源性物质应不干扰检测结果。

5.2.3 重复性

将阴性血浆和3倍最低检出限浓度的HBV、HCV和HIV核酸阳性血浆各3份组成样本盘，使用同一名操

作人员在同一台设备上，连续检测5天，统计样本的检测情况。若实验室有多台设备的，可由不同的操

作人员各在一台设备上实验，连续检测5天，统计不同人员、不同设备下各浓度样本的检测情况。检测

结果应均为反应性，对信号值进行统计分析，其变异应小于试剂批间变异。

5.2.4 稳定性验证

包括实时稳定性，开瓶稳定性，模拟日常检测过程试剂测试稳定性。开瓶有效期内检测性能和日常

检测过程中处于不同排序样本的检测性能应与产品生产方声称的性能相符。

检测样本量较大的实验室应采用检出限浓度的样本进行日常检测可能的最大通量检测，进行加样稳

定性评估。稳定性应确保检测通量最大时达到要求的分析灵敏度。

6 试剂批质检

6.1 试剂批质量报告

试剂生产厂商应提供每一批试剂的质量检测报告，至少应包括包装规格，外观状况以及分析灵敏度

验证数据。其中分析灵敏度验证数据至少应包括0.5倍、1倍LOD验证数据中的1个和2-3倍LOD的验证数据。

PCR检测方法应提供CT值的变异范围，TMA方法应提供S/CO值的比值变异范围。

6.2 实验室试剂验收

实验室应根据实际情况，选择适合的检测试剂和检测系统，除了试剂参数外，还要考虑场地环境、

检测量、人员、实验室流程等因素。实验室应根据厂家说明书或补充材料中提供的技术参数来确认验收

方法和流程。
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实验室应对每个运输批次的试剂进行验收。验收内容应包括外观包装的完整性、生产日期、效期、

运输的温度等；还应进行至少包括空白对照、阴性样本、阳性样本、室内质控品在内的检测实验。实验

室应建立验收标准，以确保试剂的有效使用。验收的指标还应包括分析灵敏度以及室内质控检测信号比

值，信号比指标变化应控制在30%以内或参考试剂生产厂商提供的技术参数。

7 应用常见问题

7.1 结果分析

对于封闭检测体系，应对内标和弱阳质控品信号的变化进行监测。如果是开放式体系，则要考虑软

件的设定对结果的影响，同时还要考虑到是否用参比荧光或者背景荧光作为参照，消除光路和耗材对结

果的影响。

7.2 假阳性产生的原因及处理措施

7.2.1 假阳性结果主要有三方面原因

1）样本间的交叉污染

阳性样本、阳性对照和阳性质控都有可能成为交叉污染的污染源。由于交叉污染经常是偶然发生的

事件，发生后很难被发现。

2）扩增产物（扩增子）的污染

扩增产物是很小的核酸片段，它们可以存在于空气中，也可以附着在仪器或操作台表面。

3）非特异扩增

检测系统也可能会出现非特异的扩增，原因有可能是检测体系本身的问题，如检测系统不同荧光通

道间的干扰，也可能是样本中存在的干扰物质造成。此外基线波动，当信号超过阈值时也会出现非特异

反应性，原因包括反应体系未充分混匀、荧光探针质量等。

7.2.2 假阳性结果解决措施

样本交叉污染应重新审核检测过程。措施应包括对开盖、样本汇集、加样、核酸纯化等环节进行交

叉污染风险评估；在操作要求中应该有避免上述污染产生的措施，包括阳性对照开盖后应更换手套、使

用带滤芯的吸头等。

发生扩增产物污染，应对污染区域用含氯消毒液进行彻底消毒，连续做三次沉降和擦拭测试均合格

后，方可以继续进行检测。

对于非特异扩增应分析来源，即样本、试剂、设备等，然后采取相应的解决措施。

7.3 污染监测方法

7.3.1 样本交叉污染监测

棉签沾去离子水（无RNA酶和DNA酶）分别擦拭生物安全柜外延左、中、右及中央4个位置、样本架

随机位置4个，开盖机接触采血管部位、样本处理区冰箱门等，将棉签浸泡于2 mL 阴性浆3 min，旋涡

震荡混匀后进行核酸检测。

确定出现样本污染，暂停相关实验，对实验室进行清洁。清洁完成后，重复上述监测步骤，直至实

验结果均呈阴性。

7.3.2 气溶胶污染监测



6

将装有阴性血浆或棉签沾去离子水（无RNA酶和DNA酶）的离心管敞口放置于试剂准备区台面、生物

安全柜（开风机）内、样本处理区实验台面、核酸提取设备内部、核酸扩增仪放置的台面等处。放置离

心管包括两种方式，一是在核酸检测过程中放置，即动态放置，一般放置6-8小时；二是静态放置，即

非检测时间放置，一般不少于16个小时。将放置后的离心管旋涡震荡混匀后进行核酸检测。

确认出现气溶胶污染时，暂停相关实验，对实验室进行清洁和/或通风。重复上述监测实验，直至

实验结果呈阴性。
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AA

附 录 A

（规范性附录）

分析灵敏度建立的基本方案

根据EP17的建议，产品生产方建立分析灵敏度的实验方案至少应包括：

1）2个批号试剂；

2）1套检测系统；

3）预期LOD值附近的4个低浓度水平样本(0.25倍LOD,0.5倍LOD,1倍LOD,2倍LOD,4倍LOD中的至少4

个)

4）实验应至少在不同的3天进行；

5）样本在每套检测系统中，每天使用每个批号的试剂重复检测2次；

6）最终整个实验应获得至少20个分析灵敏度水平的重复值。

评估时也可评估影响实验结果的因素后，在基本实验方案的基础上，增加更多的潜在影响因素（如

操作人员、实际开瓶时间、仪器维护等），以增加重复检测次数，获得更多的检测结果，建立客观的性

能验证方案，准确进行分析灵敏度验证。

实验结果可通过计算的检出率来判断性能验证是否通过。检出率，即检出结果与预计结果一致的样

本个数占总样本数的比值。检出率应达到相应水平的临界值时。检出率的临界值与重复检测次数密切相

关。通常，随着实验次数的增加，检出率临界值呈上升趋势。CLSI推荐的检出率临界值与重复检测次数

关系见表A.1。如果实验测得检出率低于表中相应的临界值，即可判断性能验证失败，需要及时分析、

查找影响结果的因素。

表 A.1 检出率临界值与重复检测次数关系

实验检测次数 检出比临界值

20 85%

30 87%

40 88%

50 88%

60 90%

70 90%

80 90%

90 91%

100 91%

150 92%

200 92%

250 92%

300 93%

400 93%

500 93%

1000 94%
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血液检测实验室也可以根据自身情况，增加更多的评估因素，以获得更多的检测结果，最后通过

Probit分析，建立实验室核酸检测体系常规使用情况下的LOD和95%置信区间。
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